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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de polimeros molecularmente
impressos hibridos (HMIP), para adsorcdo seletiva de cafeina (CAF) em aguas
superficiais. Para tanto, foram sintetizadas 5 HMIPs e seus respectivos polimeros ndo
impressos (HNIP), utilizando-se processos sol-gel e radicalar. Primeiramente, através
de planejamento experimental com triplicata no ponto central, foi estudado as
proporc@es do mondmero funcional (MF), agente de ligacéo cruzada (ALC) e catalisador
(&cido e basico), para a sintese sol-gel hibrido (HMIP-SG). O estudo determinou as
condi¢des 6timas de sintese: presenca de catalisador béasico e a propor¢éo 1:4 MF -
ALC. A melhor condicdo de sintese obtida foi repetida, produzindo-se um HMIP em
superficie de silica ativada (HMIP-SI). Em paralelo, foi estudada a sintese radicalar para
o desenvolvimento de polimeros hibridos por diferentes processos: em massa (HMIP-
B), precipitacdo (HMIP-P) e suspensdo (HMIP-S). Os materiais foram amplamente
caracterizados e comparados com dados texturais, morfologicos, de estabilidade
térmica, de adsorcdo e de seletividade. A capacidade de adsorcdo dos materiais foi
avaliada através de ensaios de cinéticas e isotermas de equilibrio de adsorcao. Os
HMIPs sintetizados se ajustaram ao modelo cinético de pseudo-segunda ordem e a
isoterma de adsor¢do que melhor descreveu o equilibrio para a CAF foi o modelo de
Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorcdo. As capacidades maximas de
adsorcéo (Qm) foram estimadas em 1,9 mg g* para o HMIP-SG e 1,3 mg g* para o HMIP-
SI em superficie. Para os MIPs radicalares foi estimado 5 mg g* para o HMIP-S, 3,1 mg
g*! para o HMIP-P e HMIP-B 1,98 mg g*. Foram obtidos fatores de impresséo (FI) altos
para o HMIP-SG de 22,5 sendo superiores a todos os estudos relatados na literatura. O
HMIP-S apresentou um Fl de 5 e sua caraterizacdo demostrou ser uma excelente fase
sélida para a CAF. O coeficiente de seletividade do HMIP-SG e o HMIP-S apresentaram
parametros adequados para a CAF em HPLC-UV frente as espécies interferentes.
Assim, foram utilizados o HMIP-SG e o HMIP-S para serem aplicados em procedimentos
de extracdo em fase sélida e ambos apresentaram altas taxas de recuperagdo de 92,7-
93 % para 0 HMIP-SG e 101 a 103% para o HMIP-S com fator de pré-concentracao de
250 vezes. O HMIP-S foi aplicado como fase ligante (GL-HMIP) em amostragem passiva
por gradiente difusivo em filmes finos para substancias organicas (0-DGT) para CAF em
agua. O coeficiente de difusdo para a CAF foi de 1,575 x 10° cm? s pelo método de
difusédo aparente. Os amostradores o-DGT foram aplicados em amostras de agua de
consumo o qual foi detectada CAF na concentracdo de = 17 ng L™t e no Lago Paranoa
de 49,6 ng L. O o-DGT desenvolvido neste estudo esta de acordo com os principios
exigidos pela técnica DGT, tornando possivel a determinacdo de CAF em matrizes

aquosas.
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ABSTRACT

This work had the aim of developing hybrid molecularly imprinted polymers (HMIP)
for selective caffeine (CAF) adsorption in surface waters. For this, 5 HMIPs and their
respective unprinted polymers (HNIP) were synthesized, using sol-gel and radical
processes. First, through experimental planning with triplicate at the central point, it was
evaluated the proportions of: functional monomer (FM), cross-linking agent (ALC) and
catalyst (acid and basic), for the hybrid sol-gel synthesis (HMIP-SG). The study
determined the optimal conditions for synthesis: presence of a basic catalyst, and the
1:4 FM - ALC ratio. The best synthesis condition obtained was repeated, producing a
HMIP on an activated silica surface (HMIP-SI). In parallel, radical synthesis was studied
for the development of hybrid polymers by different processes: bulk (HMIP-B),
precipitation (HMIP-P) and suspension (HMIP-S). The materials were widely
characterized and compared with textural, morphological, thermal stability, adsorption,
and selectivity data. The adsorption capacity of the materials was evaluated through
kinetics tests and adsorption equilibrium isotherms. The synthesized HMIPs have fit into
the kinetic model of pseudo-second-order and the adsorption isotherms that best
described the equilibrium for CAF were the Langmuir-Freundlich model for two
adsorption sites. The maximum adsorption capacities (Qm) were estimated at 1.9 mg g
1 for HMIP-SG and 1.3 mg g* for HMIP-SI on the surface. For radical MIPs, 5 mg g* was
estimated for HMIP-S, 3.1 mg g for HMIP-P and HMIP-B 1.98 mg g. High print factors
(FI) were obtained for the HMIP-SG of 22.5 higher than all studies reported in the
literature. HMIP-S presented a Fl of 5, its characterization proved to be an excellent solid
phase for CAF. The selectivity coefficient of HMIP-SG and HMIP-S presented adequate
parameters for CAF against interfering species. Thus, HMIP-SG and HMIP-S were used
for application in solid-phase extraction procedures, in which both presented high
recovery rates of 92.7-93% for HMIP-SG and 101 to 103% for the HMIP-S with 250 times
pre-concentration factor. HMIP-S was applied as a binding phase (GL-HMIP) in passive
sampling by a diffusive gradient in thin films for organic substances (0-DGT) for CAF in
water. The diffusion coefficient for CAF was 1.575 x 10° cm? s by the apparent diffusion
method. The o-DGT samplers were applied to drinking water samples where CAF was
detected at a concentration of = 17 ng L* and in Parano& Lake at a concentration of 49.6
ng L. The o-DGT developed in this study is in accordance with the principles required

by the DGT technique, making it possible to determine CAF in aqueous matrices.
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Introducéo e Objetivos

1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

O acelerado desenvolvimento tecnoldgico, cientifico e industrial das uUltimas
décadas promoveu o surgimento de inUmeras novas substancias oriundas da atividade
industrial consideradas essenciais para manutencéo da qualidade de vida da populacgéo.
O advento dessas substancias, também, acarretou na formacdo de uma grande
quantidade de residuos e efluentes que possuem alto potencial de contaminacdo
ambiental. A insercdo dessas espécies quimicas nos diversos compartimentos
ambientais podem ocorrer, por varias vias, sendo que a principal refere-se ao aporte

ilegal do esgoto doméstico na sua forma tratada ou bruta?.

Esses contaminantes vém sendo alvos de vérios estudos da comunidade
cientifica por ndo serem, sistematicamente, monitorados e, também, por ndo possuirem
legislacdo regulatéria ambiental correspondente?. Esses compostos sédo denominados
de contaminantes emergentes (CE) e sdo definidos como substancias ou
microrganismos cuja ocorréncia ou relevancia no ambiente foi constatada,
recentemente, porém seus potenciais efeitos ecotoxicolégicos ainda permanecem
incertos®*. Ademais, a definicdo de CE n&o se restringe apenas as substancias
recentemente produzidas, visto que as mesmas podem estar relacionadas a uma
reinsercdo acumulada de véarios anos. Assim, a deteccao do CE pode, entdo, ser
conduzida através de métodos analiticos habeis, para identificar as baixas
concentracdes difundidas, frente as inlUmeras espécies quimicas componentes da

matriz ambiental 45.

Pesquisas recentes apontaram a necessidade extrema de monitorar e estudar
os efeitos de contaminacdo pelos CEs, em &guas superficiais, diante dos seus
potenciais riscos toxicolégicos ao ecossistema e a biota e, ainda, pelo fato de que essa

matriz ambiental é a principal fonte de agua potavel do mundo 9.

Uma opc¢ao promissora para o monitoramento dos CEs, em aguas superficiais,
€ 0 uso de substancias indicadoras, ou seja, espécies quimicas tracadoras da atividade
antrépica que, quando presentes, indicam a possivel presenca de outros CEs 8. A
escolha de um tracador adequado deve levar em consideracdo o grau de consumo
regular daquela espécie quimica por parte da populacdo e a sua transferéncia de massa
entre os compartimentos ambientais. Nesse sentido, diversos estudos tém utilizado a
cafeina (CAF) como um consolidado indicador de contaminacdo antropica por ser,
constantemente, langada no meio ambiente devido ao seu alto consumo em alimentos,

bebidas e medicamentos ©°.



Introducéo e Objetivos

Atualmente, a determinacdo de CAF, em aguas superficiais, pode ser efetuada
por meio de técnicas espectrofotométricas e eletroquimicas, todavia, os métodos
predominantes sdo os conduzidos por técnicas hifenadas de cromatografia aliadas a
espectrometria de massas %!, Portanto, seja qual for o protocolo de determinacdo
empregado, ha uma necessidade de se aplicar estratégias de separacdo da CAF nas
amostras que, normalmente, contemplam etapas de extragdo e/ou pré-concentragao, a

fim de eliminar os interferentes (clean up) ou concentrar o analito.

Ainda, com relagdo a CAF h4d um grande desafio analitico para desenvolver
estratégias seletivas a sua separacdo em aguas superficiais, devido a sua intensa
complexidade e variabilidade de componentes, aliada as concentragcdes extremamente
baixas de CAF (ordem de ng-ug L) ja relatadas em diversos estudos 2. Nesse sentido,
estratégias de separacao tém sido intensamente estudadas, no entanto, a extragcao por
meio da utilizacdo de fases sélidas adsorventes foram as mais empregadas. Dentre os
métodos de extragdo, os amplamente utilizados s&o: a extragdo em fase sélida (SPE) e

os protocolos seletivos de separacgéo in situ por amostragem ambiental passiva °.

Por conseguinte, seja qual for a estratégia de separagdo abordada, faz-se
necessario empregar fases sélidas que possuam seletividade e sensibilidade
adequadas para identificar o analito de estudo frente as outras espécies que possam
estar presentes na matriz. Nesse contexto, o desenvolvimento de materiais com alta

seletividade é de alta importancia analitica.

Dentre os materiais com eficaz desempenho em extracdo, destacam-se 0s
Polimeros Molecularmente Impressos (MIP, do inglés, Molecularly Imprinted Polymers),
que tém sido extensamente utilizados como fases extratoras, quando altos niveis de
seletividade e especificidade sdo requeridos para serem determinados *2. Diante da
versatilidade e direcionamento da manufatura do material ao analito de interesse, 0s
MIP podem ser aplicados em diferentes protocolos de extracdo, como a SPE e a
amostragem passiva, desde que o0s parametros de sintese e aplicacdo sejam
previamente estudados e delimitados, para atingirem uma determinacdo efetiva e

confiavel's.

Considerando esses aspectos, a presente tese de doutorado teve como
objetivo geral avaliar diferentes procedimentos de sintese de MIPs, a fim de obter uma
fase solida, com alta seletividade, para extrair a CAF, em 4guas superficiais, e aplicar o
referido material em dois diferentes métodos de extracdo: o de SPE e o de amostragem

passiva por Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de Concentracdo (DGT, do inglés,
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Diffusive Gradients in Thin-films). Portanto, os objetivos especificos desta presente tese

estao indicados abaixo:

e Sintetizar MIPs hibridos (organicos-inorganicos) para a CAF, avaliando
diferentes processos de sintese: polimerizacdo por condensacao sol-gel e sol-gel, em
superficie de silica, polimerizac&o via radicais livres por suspenséo, precipitacdo e bulk.

e Caracterizar os materiais sintetizados por meio das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), infravermelho (FT-IR), andlise termogravimétrica (TGA)
e adsorcdo de nitrogénio (BET).

e Estudar parametros cinéticos, termodinamicos e de isotermas de adsorc¢éo, a fim

de verificar as interacdes entre a CAF e os MIPs;

e Avaliar a seletividade, por meio de estudos adsortivos dos MIPs sintetizados,
frente aos polimeros controles ndo impressos (NIP, do inglés, Non-imprinted Polymer)

e em comparacao aos analogos estruturais da CAF.

e Otimizar o protocolo de SPE, utilizando o MIP como fase extratora e aplicar o
método de preparo de amostra estabelecido, a fim de extrair a CAF em amostras de

aguas superficiais.

e Avaliar as propriedades ligantes dos MIPs sintetizados e sua adequabilidade,
objetivando produzir membranas difusivas de amostradores passivos de DGT, bem
como determinar os coeficientes de difusdo da CAF para as membranas.

e Desenvolver amostradores passivos, baseados na técnica DGT, com enfoque
em compostos orgéanicos (0-DGT, Amostrador Passivo de Gradientes Difusivos em
Filmes Finos para compostos orgéanicos), utilizando o MIP sintetizado como fase ligante

do amostrador.

e Aplicar os amostradores 0-DGT, para extrair a CAF presente em amostras de

aguas superficiais.

Para uma melhor compreensao das varias etapas experimentais realizadas,
neste trabalho, a presente tese foi dividida em seis capitulos. O primeiro apresenta uma
breve introducdo do assunto acompanhada dos principais objetivos. Ja, o segundo faz
uma breve revisdo da literatura acerca dos aspectos principais que permeiam a presente
tese, abordando a temética ambiental dos CEs e a CAF, além de aspectos sintéticos e

de aplicagéo dos MIPs a procedimentos de extragéo.

Coube ao terceiro capitulo apresentar a primeira e etapa experimental que
compreende a sintese de MIPs para a CAF, baseada no processo sol-gel, avaliando sua

eficiéncia de extracdo e seletividade. O capitulo 4 aborda a producédo do MIP pela
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sintese radicalar hibrida, testando trés diferentes métodos (bulk, precipitacdo e
suspenséo) bem como o desenvolvimento do método de preparo de amostra para extrair
a CAF presente em aguas superficiais. O capitulo 5 aborda os aspectos principais da
utilizagdo do MIP como fase ligante, no amostrador passivo 0-DGT e, ainda, a
construcdo do dispositivo e estudos de aplicagéo para extrair a CAF em amostras de
agua de torneira e de aguas superficiais naturais. E, por fim, o capitulo 6 aponta as
conclusdes gerais dos estudos desenvolvidos por este trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

O aumento da contaminacdo dos corpos hidricos vem sendo motivo de
preocupacdo em nossa sociedade, visto que os baixos indices de qualidade da agua
limita o desenvolvimento social e econdémico de um pais °. Recentemente, um novo
grupo de substancias vém sendo encontradas, em diversos compartimentos aquaticos,
principalmente, nas 4guas superficiais, motivando diversos estudos de monitoramento
ambiental, tendo em vista a importancia dessas matrizes. Esse grupo de substancias
denominado de CEs ¢é composto de espécies quimicas provenientes do
desenvolvimento de produtos manufaturados, objetivando proporcionar melhor
gualidade de vida a populag&o. Pode-se citar como exemplos de CEs os farmacos, os
produtos de higiene pessoal e seus metabdlitos, alguns interferentes enddcrinos,
horménios, surfactantes, compostos perfluorados, retardantes de chama, aditivos,

agentes industriais e aditivos da gasolina, bem como seus produtos de transformacéo
14

Diante do uso cotidiano, a maioria desses compostos sdo, constantemente,
reinseridos nos corpos aquaticos e grande parte, ainda, ndo esta incluida em programas
oficiais de avaliacdo da qualidade ambiental 7. Além disso, aspectos como o
comportamento ambiental, destino e efeitos ecotoxicoldgicos, também, ndo estédo
completamente elucidados e podem representar sérios riscos a saude humana e/ou
animal em razéo de sua exposicédo °. Assim, essas substancias podem se tornar futuros
candidatos a regulamentacédo, dependendo dos resultados de estudos de ecotoxicidade

humana e ambiental 8.

Alguns CEs podem ocasionar diferentes danos ao meio ambiente e aos seres
vivos, mesmo em baixas concentracoes, até ng L 7. Considerando a exposicdo dos
seres humanos aos CEs, deve-se dar atencdo especial as espécies difundidas em
aguas superficiais, uma vez que essa matriz € a principal fonte de abastecimento de
adgua potavel para a populagdo mundial. Os CEs tém sido encontrados em &aguas

superficiais de diversos paises, incluindo o Brasil "8,

Quanto a contaminagdo das aguas superficiais pelos CEs, pode-se classificar
as fontes de inser¢do em pontuais e difusas. As fontes pontuais relacionam-se a
contaminacdo direta por efluentes industriais, esgotos domésticos e enchentes.
Enquanto que as difusas associam-se a deposicdo atmosférica, escoamentos

superficiais, lixiviacdo, dentre outros . Os CEs podem ainda apresentar mobilidade e
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persisténcia, em diferentes estratos ambientais, conforme o que sera esquematizado

pela Figura 1.

A Figura 1 ilustrara a conducao/transporte dos CEs, mediante diferentes rotas
ambientais, até alcancar os corpos hidricos superficiais, considerando a area rural e a
urbana. No entanto, as fontes mais significativas de insercédo do CEs, no meio ambiente,
estdo associadas aos mecanismos de descarte, higienizacdo e excre¢cdo comumente

praticados nos grandes centros urbanos?,

el Medicina - Compostos
produtos de veterinria Agroquimicos quimicos Esgoto bruto
higiene pessoal Industriais
Solo ‘ ETE ‘

=
— .

Aguas | Aguas
subterraneas | superficiais

Figura 1. Rotas de entrada de CEs em aguas superficiais. Adaptado de Canela e colaboradores 4.

O alcance dos CEs, nas aguas superficiais, também, pode ocorrer por meio do
transporte em massa dessas espécies presentes nos esgotos dessa matriz ambiental.
Constata-se que no Brasil apenas 46,2 % do esgoto é coletado e desse total, 37,8 % é
submetido a tratamento®®. Pode-se depreender que varios dos problemas associados a
ocorréncia dos CEs, em &guas superficiais, ocorre pelo descarte indevido e/ou
tratamento inadequado do montante nao contabilizado. Observa-se, também, que o
indice de CEs é menor em paises ou regides que mantém elevados indices de coleta e
tratamento do esgoto *’. Com relagéo ao Distrito Federal (DF), 100% do esgoto coletado
é, posteriormente, submetido a tratamento *°. Partindo dessa premissa, considera-se
gue dados gerados sobre a presenca de CEs, nas aguas superficiais do DF, podem

servir como referéncia da eficiéncia do tratamento de esgoto no Brasil 6.

Considerando os métodos tradicionais aplicados nas estacdes de tratamento
de esgoto (ETE), sabe-se que alguns compostos ndo sédo totalmente removidos ou
degradados®. Diante disso, alguns estudos ambientais utilizam-se de estratégias para
estabelecer indicadores de contaminacédo antrOpica que, normalmente, sao espécies

guimicas estaveis que permanecem integras aos tratamentos convencionais das ETEs
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e/ou que seus metabdlitos sdo, sistematicamente, conhecidos. Essas substancias sdo
denominadas tracadoras da atividade antrépica ou indicadoras de contaminacdo

cruzada, cuja presenca no meio ambiente evidencia a possivel presenca de outros CEs
20

A escolha de um tracador adequado deve levar em consideracdo, além dos
aspectos jA mencionados, o consumo regular por parte da populacdo e a possivel
transferéncia de massa da espécie quimica e/ou de metabdlitos do esgoto sanitario para
0s compartimentos aquéticos. Nesse sentido, um dos indicadores mais utilizados para
essa estratégia € a CAF. Desde a década de 70, a CAF vem sendo detectada em
inimeros trabalhos que monitoram a qualidade das &guas 661721 além de ser
correlacionada, diretamente, com a atividade antrépica ’, sendo considerada um dos

mais eficientes indicadores de contaminag&o conhecidos.

2.2 CAFEINA

A CAF (1,3,4 - trimetilxantina) (Figura 2) é um alcaloide pertencente ao grupo
das metilxantinas e encontra-se presente em mais de 60 espécies de plantas 2223, E um
estimulante presente em alimentos, bebidas e farmacos, fazendo parte da vida do
homem contemporaneo. Estima-se que a média global de consumo gira em torno de 70
mg/pessoa/dia, sendo variavel de um pais para o outro 225, No Brasil, h4 um alto
consumo, em torno del15 mg/ pessoa/dia, principalmente, pela ampla comercializagdo

de bebidas tipicas como o café e o guarana “.

CH

_Hj
O N N
YJ S
/N N
H3C \
O CHj

Figura 2. Estrutura molecular da CAF

Registra-se que a CAF é absorvida e distribuida facilmente pelo organismo
passando, rapidamente, para o sistema nervoso central, ocasionando um estado de
alerta de curta duracéo 2¢. O consumo moderado de CAF néo esta associado a nenhum
risco & saude. Ha relatos restritivos para alguns casos, em especial, durante a gestacao
ou por individuos com problemas de hipertenséo 2’. Em torno de 95 % da CAF ingerida
€ metabolizada pelo figado e apenas de 1 a 5% é excretada pela urina. Contudo,

quantidades consideraveis de CAF sdo introduzidas em corpos aquaticos,
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diariamente, através do esgoto 28. Diante disso, além de um eficiente indicador
antrépico, estudos apontam que a CAF, também, pode ser empregada como
indicador da qualidade das aguas, visto que é possivel estimar a atividade

estrogénica de amostras de agua através da quantificacdo cruzada desse analito?’.

Assim, a estratégia de utilizar a CAF como indicadora antrépica ja vem
sendo empregada em paises que possuem eficazes métodos de tratamento de
esgoto. Os protocolos empregados utilizam a CAF para indicar a contaminagao de
aguas por esgoto doméstico e por potenciais vazamentos da rede coletora 23. Além
disso, o monitoramento da concentracdo da CAF permite rastrear a fonte de
contaminacéo, comprovando se € proveniente da agdo humana ou de animais. Por esse
motivo o uso da CAF, como tracador de contaminacdo, é mais eficaz que alguns
marcadores biol6gicos comumente empregados para avaliar a qualidade da agua, como
a Escherichia Coli (E. Coli.) ?°. A E. Coli avalia a qualidade microbiolégica e a poluicdo

fecal da 4gua, no entanto é ineficiente para indicar as potenciais vias de contaminagéo

20,31

As propriedades fisico-quimicas da CAF que contribuem para se comportar
como um tragcador quimico adequado, visto sua estabilidade, em condi¢cdes ambientes,
é sua solubilidade razoavel em agua (11 g L), baixo coeficiente de particdo octanol-
agua (log Kow = 0,01) e, também, pela sua baixa volatilidade *2. Além disso, apresenta
potencial de degradacao lento no ambiente aquético 2.

No Brasil, a presenca de CAF, em aguas superficiais, € notoriamente esperada,
tendo em vista a situagdo precaria de saneamento basico, em especial, nas grandes
cidades que, nas ultimas décadas, tiveram um crescimento populacional desordenado
sem se adequar a um sistema de esgotamento sanitario apropriado para receber
maiores volumes de esgoto!’. Como consequéncia, muitas vezes, evidenciou-se o
descarte indevido e o0 mau gerenciamento da disposicdo dos esgotos nos mananciais

de agua doce.

Estudos realizados em 22 capitais brasileiras, incluindo o DF, constataram que
a CAF foi encontrada numa frequéncia de 93% das amostras analisadas, em
concentracdes variando de 0,14 até 18,80 ug L. Quantificacdes da CAF, nas aguas
do Rio Monjolinho (Sao Paulo, Brasil) identificaram a presenca de CAF em 92% das
amostras coletadas em concentracdes de até 129,56 ug Lt °. A CAF, também, foi
detectada em todas as amostras no Rio Beiyun, na China, em concentrac¢des entre 31,3
a 2,71 ng L . Um estudo realizado nos 109 principais rios japoneses e alguns

afluentes, constatou que a CAF foi detectada em concentracdes de até 2,400ug L, em
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87% das amostras analisadas em aguas superficiais **. Outros estudos realizados em
diferentes paises, detectou a quantificacdo da CAF em aguas marinhas, valores na faixa
de 0,015 a 0,58 ug L 337, Dessa maneira, para alcancar os niveis de concentracées
relatadas, faz-se necessario aplicar os métodos analiticos para a determinacéo de CAF,
durante as etapas de extracdo, a fim de disponibilizar esse analito para deteccdo em
niveis precisos 737, Além disso, devem-se considerar todas as propriedades de
aplicacdo da matriz, como: variabilidade de componentes, polaridade do meio, pH e
forca salina, para que se possa estabelecer um procedimento eficaz no preparo de

amostra °.

2.2.1 Preparo de amostra de cafeina em matrizes aquosas

Os meétodos analiticos dedicados a determinacdo da CAF, em amostras
ambientais, sdo altamente dependentes de uma separacdo cromatografica eficaz, de
modo a atingir os baixissimos limites de detec¢éo, necessarios para a obtencdo de uma
quantificacdo adequadal®®. No entanto, todos os protocolos empregados para a
determinac&o podem ser prejudicados, se houver um preparo inadequado ou ineficiente
da amostra, visto que essa etapa € responsavel por mais de 50% dos erros de
quantificagdo numa analise quimica.

Um preparo de amostra eficaz deve ser capaz de eliminar os interferentes e/ou
concentrar os analitos, para se obter um extrato mais limpo, de modo a submeté-lo a
separacdo cromatografica ou, dependendo da limpeza do extrato e seletividade do
detector, submeter o proprio extrato para a quantificacdo 3%3°. Nesse sentido,
normalmente, os métodos analiticos desenvolvidos requerem instrumentagéo avancada
gue resultam em alto custo analitico “°, visto que a complexidade da matriz reduz a

caracteristica da maioria dos métodos.

Com relagdo aos preparos de amostras empregados, em analises ambientais,
a SPE é a mais utilizada, devido a efetividade da técnica em extrair compostos de suas
matrizes, mediante a afinidade quimica do analito com 0s grupos quimicos que
compdem o material adsorvente*!. Sdo empregados diversos materiais a depender das

propriedades quimicas do analito e/ou matriz em estudo.

2.2.1.1 Extracdo em fase sdlida (SPE)

A SPE consiste numa técnica de separacdo solido-liquido que apresenta
propriedades de extragéo similares a cromatografia liquida classica de baixa pressdo. A
fase solida extratora (fase estacionaria) apresenta-se compactada num cartucho, entre
duas barreiras porosas (fritz), que funciona como filtro das grandes particulas da

amostra. Logo, o cartucho de extracdo atua como uma coluna cromatogréfica aberta®?.
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A quantidade de material a ser empregada na extracdo depende, diretamente, das
propriedades quimicas do analito/matriz, da concentracdo do analito, da quantidade de

interferentes e da capacidade adsortiva do material 42.

Dessa forma, para se conduzir uma extracao eficiente, &€ necessario selecionar
o tipo de fase sodlida em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas do analito de
interesse. Diversos adsorventes estdo disponiveis, comercialmente, dentre eles,
destacam-se: carvao ativado, silica gel, alumina, materiais poliméricos e os baseados
em silica modificada, com cadeia linear de 8 carbonos n-octilsilano (C8), de 18 carbonos
n-octadecilsilano (C18) e fases sodlidas hibridas como de balanco hidrofilico e lipofilico,
HLB (do inglés, hydrofilic lipophilic balance), sendo as duas Ultimas, as mais usadas,
atualmente, nos trabalhos que envolvem a separacdo da CAF em amostras ambientais

6,17

Os principios relacionados com a técnica da SPE envolvem a particdo e a
adsorcdo de compostos de interesse entre as duas fases: liquida e soélida 4°. A SPE
convencional possui quatro etapas bésicas (Figura 3): (1) condicionamento/equilibrio,
para ativar os grupos quimicos do material e equilibrar as for¢as quimicas de separacao;
(2) separagdo do analito (loading) que ocorre por meio da percolagdo da amostra no
material que extrai a espécie quimica, através da interagdo do analito com grupos
funcionais da fase sodlida; (3) lavagem, destinada a remover as impurezas, e (4) elui¢éo,
gue interrompe a interagdo quimica do analito com o solvente, migrando-o para a
solucdo eluente, resultando num extrato pré-concentrado “3. Essas etapas s&o

otimizadas a depender da natureza e propriedades da matriz/analito.

] L 1 L ]

Solugéo
condicionante

[ Analito
‘ . Interferentes
Solugéo
20 =5 de lavagem
-9 -Ta A,
- - A
A 4 - Solugdo
de eluigé@o

O O & 6

Figura 3. Principais etapas envolvidas na extracdo em fase sélida (SPE) Adaptado de
Dourado “3 (1) condicionamento; (2) loading (separacao do analito); (3) lavagem e (4) eluicdo do

analito.
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Vérios trabalhos da literatura desenvolveram métodos com preparo de
amostras baseado em SPE, para a determinacdo de CAF em diferentes corpos hidricos
6161720 Um exemplo dessa estratégia foi o trabalho desenvolvido por Paiga e
colaboradores ?° que empregou a fase sélida reversa (Strata-X), a fim de extrair a CAF
presente na agua do mar. Os referidos autores utilizaram a CAF como um indicador
antropico para monitorar a contaminacdo da agua do mar por descarga indevida de
efluentes. O método apresentou desvio padrdo relativo (RSD, do inglés, relative
standard deviation) < 2,0 % e limite de deteccdo (LOD, do inglés, limit of detection) da
ordem de 0,8 — 1,02 ng L. Tais parametros analiticos possibilitaram a realizacéo de
ensaios para estimar a toxicidade da CAF, no ambiente aquatico, e foram propiciados
diante do alto fator de concentracdo, de 500 vezes, obtido através do método de preparo
da amostra. Esse efeito evidencia a alta dependéncia dessa etapa para alcangar as

baixas concentracdes requeridas ao monitoramento ambiental.

Contata-se que foram analisadas em torno de 100 amostras, nas quais foi
possivel determinar a CAF com adequados parametros de exatiddo, precisdo nos
ensaios de fortificacdo (> 98 %) e para as quantificacbes das amostras (na ordem de 18
a 525 ng L1). Esse trabalho forneceu dados importantes acerca do descarte ilegal de
esgoto nas aguas, em Portugal, consolidando a eficiéncia da CAF como marcador

guimico de contaminacao antropogénica.

Um estudo conduzido, no Brasil, por Santana e colaboradores 2 buscou avaliar
a qualidade das aguas superficiais do Lago Paranoa — DF. Tal trabalho monitorou a
presenca de varios contaminantes emergentes nessa matriz e, dentre eles, a CAF. Foi
possivel determinar as concentragbes da CAF, em diversos pontos amostrais, nas
concentracdes de 2 — 85 ng L. Devido a amostragem sazonal, foi possivel atribuir e
indicar em quais pontos da matriz amostral o tratamento de efluentes estava ocorrendo
de maneira mais eficaz, bem como estimar os riscos toxicolégicos dos contaminantes
ao ecossistema aquatico. Foram quantificadas concentracdes de CAF nas aguas, para
o consumo de 2 — 16 ng L, indicando maior distribuicdo desse contaminante nos corpos
hidricos. Ainda, foi constatado um indice mais adequado da qualidade hidrica, no DF,
guando comparada as quantificagcbes, em outros mananciais brasileiros, que

registraram concentracdes de 2000 ng L de CAF em &guas para consumo humano 644

Esses trabalhos apontaram breves exemplos de quantificacbes da CAF que
possibilitaram indicar um panorama da qualidade da agua e sua importancia e
funcionalidade como indicador quimico. Contudo, a maioria dos estudos utilizam a
estratégia de coleta pontual de amostras de agua, para posterior submissdo ao

protocolo analitico desenvolvido em laboratério®®. Para isso, sdo necessarias coletas de

11
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grandes volumes de &gua, a fim de alcancar uma detec¢do mensuravel “6. A
amostragem pontual, apesar de ser muito utilizada, pode indicar erros de estimativas,
visto que descreve, apenas, a concentracdo momentanea do composto na matriz, ndo
permitindo a avaliacdo da variabilidade de concentracdo da espécie e, também, a
indicagcdo de insercdo do poluente de forma isolada #’. Além disso, a depender das
propriedades quimicas do analito, pode ocorrer perdas de concentracdo decorrentes

dos recipientes utilizados para a amostragem e/ou estocagem “2.

Ainda assim, a juncdo da amostragem pontual, com posterior deteccéo, em
laborat6rio pode propagar mais erros na andlise quimica, visto ser necessario submeter
a amostra coletada a elaboracéo de uma subamostra, amostra laboratorial e, por ultimo,
0 preparo da amostra®®. Dessa maneira, para contornar esses inconvenientes, a
amostragem passiva apresenta-se como uma alternativa promissora ao monitoramento
ambiental da CAF, em agua, pois pode proporcionar a separa¢ao das espécies in situ,
possibilitando suprimir ou eliminar algumas etapas entre a amostragem e o preparo da
amostra, proporcionando maior seletividade de separacéo, reducdo das perdas do
analito, aumento da preciséo analitica e melhor detectabilidade da espécie quimica “°.

A amostragem passiva, portanto, independe da coleta de amostras e, ainda,
minimiza as perdas ocorridas na etapa de amostragem, fazendo dessa abordagem uma
opcdo mais vantajosa, pratica e exata, para a determinacéo de CEs *°. Ademais, nesse
protocolo, pode-se, também, realizar a pré-concentragdo do analito, aprimorando 0s
limites de deteccé@o e reduzindo possiveis interferéncias quimicas, diante do tipo de

material amostrador empregado 5952,

2.2.2.2 Amostrador passivo de difusdo em filmes finos por Gradiente de

concentracéo (0-DGT)

De uma forma geral, o principio de funcionamento dos dispositivos, baseados
na amostragem passiva, esta relacionado a livre migracdo dos compostos de interesse
de um meio investigado para um meio coletor 2. A migracdo das espécies ocorre a partir
de uma diferenca dos potenciais quimicos entre esses meios. Assim, quando o
amostrador é aplicado no meio, a difusdo do analito ocorre através de uma barreira ou
membrana difusiva, bem definida, que regula a migracdo até ser sorvido por uma

membrana que possui um material ligante .

Nas andlises ambientais, a amostragem passiva proporciona diversas
vantagens, tais como: expressiva reducdo de custos com transporte, solventes,

reagentes e, ainda, através da formacao de residuos quimicos e da exposicdo do

12
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analista aos riscos de saude. Sob esse aspecto, tais vantagens sdo concordantes com

muitos dos principios da quimica analitica verde 524

Diferentes amostradores vém sendo utilizados para a amostragem passiva de
alguns CEs, dentre eles, os mais utilizados sdo: o POCIS (do inglés, Polar Organic
Chemical Integrative) e o Chemcatcher (do inglés, Passive Sampler using Empore disk).
Todavia, apesar da eficiéncia, esses amostradores apresentam a desvantagem de
necessitar de calibracdo prévia, pois sdo altamente dependentes das condices
hidrodindmicas, como a vazdo da agua, podendo ser afetada por outros parametros
ambientais, como o pH, a salinidade/forca ibnica, a matéria organica dissolvida, sendo

possivel resultar numa incerteza de medicdo consideravel 36395052,

Outros novos dispositivos passivos de amostragem de agua sdo, também,
necessarios para o monitoramento ambiental, sob condi¢cdes de mudanca de ambientes
aquaticos, para fornecer dados mais confiaveis. Uma nova alternativa e que deve ser
relevante na determinacéo in situ de CEs, sem a necessidade de calibragcéo, é o método
de difusdo em filmes finos por gradiente de concentragdo (DGT, do inglés diffusive
gradients in thin films) >*. O DGT foi desenvolvido por Davison e Zhang, em 1994, para
a determinacdo in situ de espécies labeis inorganicas, em nivel traco, e que,
diferentemente dos outros amostradores, ndo necessitava do valor de vazao do corpo

hidrico investigado para quantificar o analito .

A teoria de amostragem estabelecida pelo DGT é baseada ho mecanismo de
transferéncia de massa do analito por diferenga de concentragdo, descrita pela primeira
lei de difusédo de Fick. A referida lei de difuséo prediz que os analitos migram de uma
regido mais concentrada a partir da camada de difusdo, composta por um filtro de
protecdo e um gel difusivo (Figura 4), para uma regido mais diluida e composta pelo gel
de ligacdo. Assim, o analito se acumula nesse compartimento e o gradiente de
concentracdo estabelecido gera um fluxo de espécies quimicas que estabiliza a
concentracdo por toda extensdo da solucdo °*. No gel de ligacédo, normalmente, séo
imobilizadas fases ligantes, que podem ser materiais so6lidos adsorventes, capazes de

se ligar ao analito de interesse .

Fisicamente, o DGT consiste num pistdo de apoio e uma tampa,
confeccionados a partir de um polimero de ABS (Acrilonitrila Butadieno Estireno),
(Figura 4). A tampa contém uma janela com 2,5 cm de didmetro por onde os analitos se
difundem do meio amostrado para a fase ligante. Entre a tampa e a base séo
adicionadas trés membranas: (i) membrana filtrante que protege as demais fases de
particulas mais grossas e que podem causar algum dano; (ii) fase difusiva formada por

gel de agarose ou de poliacrilamida, que sdo materiais permeaveis e agem, através do
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controle da difusdo das espécies de interesse, gerando gradientes de concentracao e
(i) fase ligante, composta por uma membrana que imobiliza o material adsorvente
capaz de extrair as espécies de interesse por meio da pré-concentracdo do analito
36.39.50.52 O material utilizado para compor a fase ligante deve apresentar alta capacidade

de adsorcéo e facil extracdo do analito 047,

Base =« —= Tampa

AE S —

Gel difusivo

DBL

Membrana de Filtragdo

Figura 4. Representacdo do dispositivo 0-DGT contendo todas as membranas componentes do
sistema. DBL, do inglés Diffusive Boundary Layer ( adaptado Chen 5%)

Apo6s um determinado tempo (t) de exposicdo, o analito é removido da fase

ligante, por meio de um eluente adequado, e, posteriormente, determinado pela técnica

analitica estabelecida #’. Para calcular a concentracdo do analito, utiliza-se a relacéo de

transferéncia de massa demonstrada na Equacéo 1:

Com relagdo a equagédo anterior, o D corresponde ao coeficiente de difusdo do
analito na membrana difusa, o C, a concentracao do analito em solucéo, o C’ representa
a concentracdo do analito livre nas fronteiras do material ligante, o Ag representa a
espessura da membrana de difusdo e & a espessura da camada limite DBL que é a
fronteira entre o dispositivo e a solugédo (Figura 4). O fluxo (Eqg. 2) pode, ainda, ser
definido como a quantidade de massa transportada por unidade de tempo numa area

especifica, conforme equacédo abaixo®*:

F=x )

Em que M= a massa do analito, A = a &rea da abertura do DGT e t o tempo de
contato.
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Combinando as Equacdes 1 e 2, obtém-se o valor da concentracdo C, na matriz

52.

M(Ag+8)
Cp = —Dit 3

A dispensa de calibracdo para o uso do DGT, em ambientes aquaticos, esta
relacionada ao fato de que a difusdo do analito da matriz, para dentro do amostrador
DGT, acontece, exclusivamente, pelo gradiente de concentracdo estabelecido na
membrana difusiva. J& a espessura o varia de acordo com as condi¢des hidrodinamicas
do ambiente. Portanto, para obter resultados independentes a espessura Ag deve ser
muito maior que a DBL. Dessa forma, o valor da DBL pode, ent&o, ser desconsiderado
nos célculos %. Nesse contexto, a concentracdo do analito (Cp) na matriz pode ser
definida, de acordo com a Equacéo abaixo

MAg

- ue @

b ™ Dat

O coeficiente de difuséo (D) é calculado através do plote de dados empiricos
que formam uma curva de tempo de contato, versus a massa recuperada. Ja a forma D

estara descrita pelo coeficiente angular da reta k, conforme a Equagéo 5 abaixo®:

kAg

D = e )

CpA

A massa (M) calculada a partir do analito difundido na membrana € através da
relacdo estabelecida na Equacéo 6:

_ Ce(Vet V)

M i

(6)

Quanto a formula acima, a C. refere-se a concentracdo do analito, retida na
membrana de ligacdo e quantificada apos a dessorcdo; o Ve ao volume do eluente, o
Vg4 ao volume da membrana de ligagéo e o f. refere-se ao fator de eluigdo.

Para estimar o valor de fe, emprega-se a Equacédo 7, apresentada abaixo. Esse
valor prediz a razdo constante entre a massa do analito eluida e a retida °:

(7)

£ = Ve.Ce
€ (Ci=CPVimersao

Na relacéo acima, o Cirepresenta a concentracao inicial e conhecida do analito
e o0 Cra concentracdo do sorvido do sobrenadante de sorcéo. As aplicagdes iniciais nos
primeiros anos do DGT se dedicaram a determinar espécies inorgéanicas, tanto é que o0s
valores dos coeficientes de difusdo, para as espécies inorganicas investigadas, em
meios aquosos, encontram-se tabelados por alguns autores 4%, Inicialmente, a
determinagédo do coeficiente de difusdo era o Unico pardmetro que precisava ser

determinado, experimentalmente, para a determinacdo de espécies inorganicas. No
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entanto, como a utilizacao do dispositivo DGT, para a determinacéo de tais analitos se

tornou fortemente difundida e consolidado.

Com relacéo a utilizacao do dispositivo DGT, para a determinacéo de espécies
organicas (0-DGT), é uma vertente ainda pouco explorada. Alguns materiais vém sendo
estudados como fase ligante, nesses dispositivos e, particularmente, tal estratégia
apresenta-se desafiadora pelo fato de a fase sélida ter que apresentar compatibilidade
quimica ao gel formador da membrana. Assim, varios materiais adsorventes,
normalmente, aplicados em procedimentos SPE, vém sendo estudados como potenciais
fases ligantes, sendo: HLB, C18, silica, dentre outros 49:50:56-58,

Um exemplo dessa aplicacdo é o trabalho de Chen e colaboradores ° que
construiram e aplicaram em escala laboratorial e, em campo, um dispositivo 0-DGT,
para extrair o antibidtico sulfametoxazol em aguas naturais. Os autores empregaram
como fase ligante a resina XAD 18 e, como materiais, para compor a membrana, foram
testados dois géis: de agarose e de poliacrilamida. Ambos os géis, também, foram
empregados na preparacao da fase difusiva. Os autores relataram que a sor¢do do
composto, na fase ligante, aumentou com o tempo e que a resina XAD18 apresentou
melhor eficiéncia de separacdo do composto quando imobilizada no gel de agarose. O
analito apresentou um coeficiente de difusdo de 3,6 x 10° cm? s a 20 °C. Para a
aplicacdo do dispositivo o-DGT, em campo, foram determinadas concentracdes de
sulfametoxazol, em aguas superficiais, na ordem de 7,6 ng L. Esse trabalho demonstra
a utilidade de resinas hidrofébicas ao extrair compostos organicos e sua devida
adequabilidade & membrana de agarose, resultando num amostrador de baixo custo e

de alta eficiéncia analitica ao detectar as concentracées da ordem de ng L.

A partir dos estudos da dispersao e da transferéncia de varios antibiéticos em
esgotos, Chen colaboradores *® aplicaram o amostrador 0o-DGT, construido no trabalho
anterior, para extrair dez potenciais antibiéticos presentes, em amostras de influente e
efluente de uma ETE, no Reino Unido. A campanha de amostragem foi realizada por
sete dias. A a partir desses estudos, foi possivel encontrar concentracdes dos
antibiéticos 10 a 2800 ng L* que permitiram delinear a eficiéncia das condicdes de
tratamento da ETE. Analiticamente, o amostrador diminuiu os limites de deteccdo por
meio da pré-concentragdo dos compostos in situ. Os niveis de concentracdo medidos,
por meio do amostrador o-DGT e pela amostragem convencional, mostraram-se
semelhantes, tornando o amostrador mais competitivo, tendo em vista as facilidades em

se tratar as amostras

Um dos entraves, ao se adequar fases solidas as resinas poliméricas € a sua

compatibilidade com o gel a ser aplicado. Para isso, Chen e colaboradores *° estudaram
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trés tipos de sorventes: HLB, Strata-X e XAD18, com o gel de agarose, com o objetivo
de determinar 13 compostos em aguas, dentre eles: parabenos, alquilfenois e triclosan.
Apbés a avaliacdo de cada fase ligante, os autores constataram que a resina XAD18
apresentou melhores indices de recuperacao do analito. No entanto, a pré-concentracao
dos compostos foi mais eficiente com a resina HLB. As duas resinas apresentaram
compatibilidade ao gel demonstrando-se adequadas como fase ligante no gel de
agarose. Os autores aplicaram o amostrador o-DGT, em efluentes e influentes, numa
estacdo de aguas residuais, e as concentracdes encontradas foram comparadas com
amostragem convencional e a pré-concentracdo por SPE. A amostragem por DGT
demonstrou desempenho superior, visto que diminuiu o limite de detec¢cdo do método,
com pré-concentragdo de in situ. Os niveis de concentragdo, medidos por meio do
amostrador e pela amostragem convencional, foram semelhantes, na faixa de 10 a 1000

ng/L, tornando uma alternativa atraente para o monitoramento ambiental.

Para determinar a presenca de retardadores de chama organofosforados, em
aguas, Zou e colaboradores °¢ aplicaram um o-DGT com HLB, de fase ligante, para
extrair alguns compostos dessa classe. Foram observados coeficientes de difusdo
adequados para diferentes organofosforados que variaram de 4,58 a 5,87 x10° cm? st
a 25 °C, indicando boa adequabilidade do gel/fase ligante ao se ligar aos compostos.
Além disso, nessa aplicacdo do amostrador, o-DGT se apresentou robusto frente as
diversas condi¢cdes ambientais que variavam, constantemente, tais como: pH na faixa
de 3,12-9,71, forca idnica de 0,1 — 500 mmol L™ e matéria organica dissolvida de 0-20
mg “1. Todavia, a fase HLB apresentou o inconveniente de ter uma seletividade limitada,
contribuindo para a retencéo de interferentes durante o processo de amostragem. Tal
fato pode prejudicar a recuperacdo dos compostos e, também, ocasionar erros quanto
a precisdo e a exatiddo das concentragdes presentes.

Buscando maior seletividade da fase ligante, Dong e colaboradores (2014)°, de
forma inovadora, utilizaram um polimero com impressdo molecular (MIP, do inglés
molecularly imprinted polymer)®, como fase ligante, para o-DGT e para a extragédo de
4-clorofenol em agua. No caso dos MIPs, o material é produzido com seletividade
direcionada a espécie alvo, mediante a presenca de cavidades delineadas em nivel
molecular para o composto. Em comparagdo ao trabalho anterior, o coeficiente de
difusdo foi menor de 0,788+ 0,040 ucm 2 s, sendo extraidas concentracdes da ordem
de 5 mg L, dentro da faixa esperada para compostos organicos que demonstram alta
seletividade de adsor¢éo para o analito. O amostrador apresentou-se robusto frente as
condicdes ambientais da amostra (pH: 3 a 7 e forca i6nica 0,0001 a 0,1 mol L'!). Em
aplicacdes in situ, de aguas residuais e industriais ndo tratadas e provenientes de uma

fabrica de produtos quimicos (Liaoyang — China), foi possivel detectar concentragcfes
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de 4,6 + 0,5 mg L. O célculo foi estimado a partir do tempo de difusdo e da massa do
analito acumulado no gel de ligagéo, corroborando com a eficicia e a seletividade de se
empregar o MIP como fase ligante em amostradores DGTSs.

Em amostras de agua, de intensa complexidade e variabilidade, Li e
colaboradores (2018)%? utilizaram MIP, como fase ligante no DGT, para determinar a
ciprofloxacina, em agua natural, efluente clinico hospitalar e agua de aquicultura em
Jinzhou — China. As recuperacdes de ciprofloxacina, em todas as matrizes, foram
adequadas em torno de 96,1 a 102,0 %. O amostrador, também, apresentou robustez
adequada e a concentracdo de ciprofloxacina, em aguas naturais, foi estimada em: 0,52
+0,3 ug L*, demonstrando a adequabilidade do amostrador o-DGT em pré-concentrar
e extrair a ciprofloxacina num baixo nivel de concentracéo.

Assim, a utilizacdo do MIP, como fase ligante no DGT, alia as vantagens gerais
da técnica DGT, como a capacidade de pré-concentrar o analito e obter uma
concentracdo média ponderada no tempo, com a seletividade e especificidade do
material a um analito alvo. Essa alta seletividade do MIP esté aliada as caracteristicas
de producdo do material que permitem obter um adsorvente com sitios de ligacéo
especificos para o analito em estudo. O proximo tépico detalhara as principais
caracteristicas acerca da tematica de impressdo molecular que agregam a alta

seletividade aos MIPs.
2.3 POLIMEROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS

A sintese dos MIPs tem como base os experimentos de Polyakov ! , em 1931,
que demonstraram a alta seletividade de um material de silica em gel para, apenas, uma
molécula através de ligacdes especificas e direcionadas. Em 1949, Dickey 3, inspirado
na teoria de Linus Pauling, associou 0 mecanismo de impressdo molecular ao que
ocorre com 0 processo de chave-fechadura (enzima-substrato). Nesse contexto, o
antigeno se portaria como uma molécula molde (MM) e os monémeros funcionais (MFs)
como o0s anticorpos, que sdo modelados ao redor dessa molécula. No caso dos
mondmeros, 0s mesmos geram no polimero configuragcdes complementares altamente
seletivas. Os MIPs apareceram pela primeira vez, na década de 70, quando Wulf e
Sarhan® descreveram a sintese de um polimero organico com sitios seletivos para a
separacao enantiomérica de racematos em acUcares, baseados nas teorias descritas
por Linus e Dickey. Desde entdo, esses materiais receberam grande atencao quanto as

vantagens de seu mecanismo de reconhecimento molecular.

z N

A alta seletividade do MIP é atribuida a manufatura do material, que é
direcionada a molécula de interesse ou para uma molécula similar a de interesse. Em

ambos o0s casos, tém-se uma MM, para formar os sitios de ligacdo e o desenho da
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estrutura que gerard uma cavidade tridimensional adaptavel ao extrair a MM nos
processos adsortivos. Os MFs mais utilizados sdo comumente orgéanicos (acrilico ou
vinilico) e inorganicos (ortossilicatos). Essas espécies quimicas, normalmente, séo
misturadas com a MM, em solvente porogénico adequado, formando um complexo

estavel.

Apds o equilibrio de complexacgdo, a ligacdo entre os MF é realizada pela
adicdo de um reagente de ligacdo cruzado (ALC) que conecta todos os mondmeros,
resultando numa matriz polimérica com macroporos que possuem micro cavidades com
estruturas tridimensionais %7, A remog&o subsequente da MM deixa uma “memoria”
no polimero resultante que passa a ter cavidades moleculares complementares, quanto
a forma, ao tamanho e a posi¢do dos grupos funcionais, permitindo criar um efeito de
reconhecimento molecular, como poderemos observar pela Figura 5333641 A
capacidade de reconhecimento molecular € avaliada em relagdo a um polimero controle
ndo impresso (NIP, do inglés Non-Imprinted Polymer) e sintetizado da mesma maneira
que o MIP, sem a adicdo da MM"2,

(0 A e o

Molde *

Monémeros

Funcionais Agente de /
ligacdo J

cruzada

Polimero
Impresso

Molde

Figura 5. Esquema da sintese de polimero molecularmente impresso (adaptado de Peixoto #7).

A sintese dos MIPs, e por consequéncia 0 mecanismo de impressao, pode ser
conduzida por diferentes abordagens. Essas rotas dependem da natureza das
interacbes entre os MF e a MM, durante a pré-polimerizacdo, e podem ser,

principalmente, covalentes e ndo covalentes .

A impresséao covalente foi proposta, inicialmente, por Wulff e Sarchan %. O MF
interage com a MM por meio de ligacdes covalentes. Dessa forma, ap6s a impressao,
0S materiais resultantes irdo possuir sitios mais seletivos e cavidades tridimensionais

mais fidedignas. Entretanto, a alta energia da ligacdo covalente entre MM-MF requer
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procedimentos mais intensos, a fim de remover o que podem afetar a funcionalidade da
cavidade. Vale ainda ressaltar que sua aplicabilidade se torna restrita aos analitos que
estabelecam esse tipo de ligacdo como o MF, sendo necessério que eles pertencam as

classes dos alcoois, aldeidos, cetonas, aminas ou acidos carboxilicos 77374,

Em contrapartida, a impressdo molecular ndo covalente, introduzida por
Arshady e Mosbach’®, tem sido a mais estudada e aplicada, devido a versatilidade das
interacbes entre a MM e os MF como: ligacao ibnica, ion-dipolo, dipolo-dipolo e ligacbes
de hidrogénio. Nesse caso, é mais facil de se remover a MM do polimero, visto que sao
ligagbes mais fracas, que possibilita aplicar procedimentos mais simples de remogéo,
como a extracdo via solvente. Contudo, algumas limitagdes, ainda, sdo pertinentes a
esse tipo de impressdao, tal como a formacao de sitios heterogéneos por ligagdes nao
especificas entre MF e ALC. Além disso, € sempre necessario se aplicar um excesso
estequiométrico de MF, para que se garanta a formag&o do complexo pré-polimerizacao
e por consequéncia maior formacdo de sitios ndo seletivos e atribuidos aos grupos

funcionais do monémero dispersos pela matriz polimérica 57374,

Portanto, para se produzir um MIP s@o necessarios 0s seguintes componentes:
a MM, MF, ALC e o solvente porogénico. Esses reagentes devem ser avaliados,
atentamente, quanto a sua natureza e concentracdo °>747%. A espécie quimica
selecionada como MM deve ser estavel as temperaturas aplicadas na sintese 7’. Ja a
MF e o MM devem se complexar num solvente que favoreca a formagé&o da ligagéo entre
essas espécies, observando que o solvente nao interaja com mais intensidade com os
sitios da MM do que os do MF. Assim, a depender do tipo de MM pode ser que seja
mais favoravel uma sintese organica do que inorgéanica, tendo que se observar, entao,

a MM e a matriz de aplicacdo, devendo ter compatibilidade com o polimero formado 671,

Os MFs sdo compostos orgéanicos acrilicos empregados em sintese radicalar,
porém os alcoxisilanos, precursores do processo sol-gel, apresentam grupos funcionais
gue se complexam, na maioria das vezes, por meio de interacGes acido-base®®. Em
consequéncia, emprega-se um mondmero de carater acido quando a molécula molde
possui carater basico ou vice-versa 8. Dois tipos de MFs podem, também, ser
utilizados, simultaneamente, desde que as relacbes estequiométricas, entre seus

grupos funcionais e os da MM, sejam consideradas. *°.

As ligagbes entre os MFs e a formagdo dos arranjos tridimensionais do
polimero sédo asseguradas pela adicdo do ALC, que controla a morfologia da matriz
polimérica e estabiliza as cavidades/sitios de ligacbes impressas. Esse reagente,

também, é responsavel pela estabilidade mecéanica da matriz®. Geralmente, emprega-
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se maior proporgao estequiométrica de ALC, em relacdo ao MF, com objetivo de obter

mais poros no material *°,

Além do ALC, o solvente utilizado desempenha, também, um papel importante
para a formacao dos poros e para a area superficial dos MIPs. Os solventes, que pouco
solubilizam os componentes de sintese, podem precipitar esses reagentes no inicio da
polimerizacdo e tendem a formar poros maiores e disformes, podendo resultar em
materiais com menor area superficial. Em contrapartida, os solventes que solubilizam
melhor esses reagentes proporcionam aos MIPs, com menores tamanhos de poros e

maior area de superficie, materiais altamente porosos %7780,

Diversos métodos de polimerizagdo podem ser aplicados, para conduzir a
sintese dos MIPs e dependem diretamente dos reagentes empregados e da
compatibilidade quimica da matriz de amostra com relagdo ao material a ser produzido.
Para aplicagbes ambientais aquosas, faz-se necessario que o MIP possuam polaridade
adequada para adsorver a 4gua e com isso extrair a MM 737781,

2.3.1 Métodos de sintese dos MIPs

Diferentes mecanismos de polimerizacdo tém sido propostos para a obtencéo
de MIPs, sendo que os mais aplicados séo: o radicalar e o de condensacédo. Os
processos radicalares podem ser explorados pelos métodos de polimerizacdo em bulk,
pela suspensdo e pela precipitacdo; ja o processo de condensacao envolve,
principalmente, a sintese pelo processo sol-gel. Cada um desses procedimentos possui
diferentes parametros fisico-quimicos de sintese, que produzem polimeros com
propriedades distintas de aplicacdo. Considerando os procedimentos de sintese
utilizados no desenvolvimento desse trabalho, sera apresentada, a seguir, uma breve

revisdo dos processos por condensagéo e radicalares.
2.3.1.1 Mecanismo sol-gel para obtencdo de MIPs inorganicos

O processo sol-gel surgiu, por volta da década de 80, como uma técnica
versatil e simples de obtencdo de MIPs, através da combinacdo de compostos
inorgéanicos e organicos (MF e ALC), com destaque para produgdo da silica
organicamente modificada (ORMOSILS, do inglés organically modified silicates) 828, A
sintese sol-gel consiste na formagdo de uma rede tridimensional inorganica que é
formada através da transi¢cdo de uma suspenséo coloidal de particulas solidas, em meio
liquido, conhecida como sol, para uma estrutura sélida rigida, porosa e
interconectada®28* conhecida como gel. Os dois precursores mais utilizados, para esse

processo, sdo tetrametoxissilano (TMOS) e tetraethoxissilano (TEOS).
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O mecanismo sol-gel, para obtencdo dos MIPs, ocorre em duas etapas principais,
conforme observa-se pela Figura 6: i) hidrélise dos grupos alcoxidos na presenca da
MM e ii) condensac&o®. Na hidrélise (Figura 6 — etapa 1) o precursor alcéxido de silicio
reage diretamente com a 4gua sofrendo a hidrélise e formando grupos reativos do tipo
silandis (Si-O-H) que, consequentemente, ocorre a liberacdo de um alcool. Antes de
completar a hidrélise, inicia-se a condensacéao, formando o grupo siloxano (Si-O-Si), em
duas etapas. A primeira condensacéao (Figura 6 - etapa 2) envolve a reacéo de oxolacao,
em gue dois grupos silandis reagem, entre si e liberam a agua. A segunda condensacao
€ por alcoxolagdo (Figura 6 — etapa 3), ocorrendo a reac¢do entre um alcéxido e um
hidroxido, para formar o grupo siloxano, que conduz a forma final da silica amorfa e
libera o subproduto alcool . Até a obtencéo final da silica, o precursor alcéxido passa
pela sequéncia de formacao: oligdbmero, sol, gel e por Ultimo xerogel ©°.

H,C H,C
\ \
0 /O Hidrolise HO
H C/ \Si CH + Hzo — Si CH + H,C——OH (1)
¢ /o * / o :
0 o
CH, CH,
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O —
N + O\ S N o/
e /SI o/CH3 /SI o/CH3 ne SI\O/ \/Si\ s+ HO ()
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: 3 CH,

Figura 6. Mecanismo de sintese sol-gel para a formacao dos MIPs. (1) reacdo de hidrdélise do alcoxido

de silicio (2) reacao de condensacéo aquosa (3) e reagdo de condensacéo alcodlica.

Durante as reacOes de hidrolise e condensacdo, as MMs se organizam,
formando cavidades especificas, por meio da interacdo de sitios de ligacdo da MM,
normalmente, de hidrogénio, com sitios aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio
da silica. ApGs a condensacéo, o material é deixado em repouso, para ser submetido
ao envelhecimento e, logo em seguida, 0s precursores, que nao reagiram, sdo

removidos por um processo de secagem ©886,
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Para que essas reacdes ocorram de forma mais rapida, faz-se necessario o
uso de catalisadores acidos ou basicos que, também, influenciam na porosidade final
do gel/MIP 88 Na catélise basica, a condensacéo ocorre preferencialmente no centro
dos oligbmeros e assim os géis formados possuem uma grande porosidade. Esse fato
comprova que a velocidade da hidrélise € superior a da condensacao, apresentando
maior numero de cadeias ramificadas no polimero final. Assim, os materiais obtidos pela
rota basica, normalmente, sdo caracterizados como mesoporosos (20 a 500A) 308384,
Em condi¢gbes &cidas, a condensacao ocorre nas extremidades dos oligdbmeros e 0s
géis formados apresentam cadeias lineares com baixos volumes de poros. A velocidade
de reacdo é mais lenta e, em consequéncia, 0s volumes de poros apresentam-se
menores, 8% resultando materiais de estrutura microporosa (< 20 A)%.

Quanto a formacao do MIP, os materiais produzidos, pelo processo sol-gel,
podem, ainda, ser adaptados, inserindo grupos funcionais orgénicos para agregar
caracteristicas organicas ao MIP 8, Assim, os MIPs sdo sintetizados pela combinacgdo
de MF organicos e inorganicos e por um ALC, comumente organossilicato, na presenca
de um catalisador e de um solvente porogénico®*. Conforme o tipo de MF utilizado, o
polimero final pode ser caracterizado como hibrido do grupo |, que possui o MF organico
ligado a estrutura inorgénica por forgas intermoleculares de Van der Waals ou ligagdes
de hidrogénio %584, O hibrido do grupo Il, o MF, é um organossilano e encontra-se unido
por ligacdes covalentes na estrutura inorganica®*. Nesse sentido, as propriedades fisico-
guimicas do material polimérico hibrido dependem tanto do pH da solucdo de sintese
guanto da temperatura da reagdo, da natureza do solvente, do processo de

envelhecimento e das condicdes de secagem .

Para um melhor controle na formacg&o da cadeia polimérica pode-se combinar
o0 processo sol-gel, com a impressdo em superficie 8, que consiste na polimerizacédo
do material sobre uma superficie rigida como silica, pérolas de vidro, nanotubos de
carbono, dentre outros. Essa combinacdo apresenta algumas vantagens, como: a
facilidade de remoc¢éao da MM, melhor acessibilidade aos sitios de ligacdo, aumento da
velocidade da adsorcédo e da dessorcao, além de um melhor controle do tamanho e da

distribuicéo dos sitios funcionais na nanoparticula 8.

De um modo geral, a sintese sol-gel apresenta uma grande vantagem para
obter o material por uma rota de sintese com condi¢des reacionais mais amenas, como:
baixas temperaturas, solvente ambientalmente amigavel como a agua e pouco uso de
reagentes organicos. Entretanto, a capacidade adsortiva desses materiais apresenta-

se limitada, bem como seu rendimento reacional. Portanto, os MIPs orgéanicos, via
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radicais livres, sdo mais empregados nos estudos com MIPs, devido as inUmeras

vantagens que serdo melhores abordadas no préximo topico.

2.3.1.2 Mecanismo Radicalares para Obtencdo de MIPs organicos

7

A polimerizacdo via radicais livres, € utilizada para sintetizar materiais
poliméricos através da quebra de uma ligacdo dupla da unidade monomérica que se
converte num radical de propagacdo ativa. Uma das principais vantagens desse
processo é a versatilidade de grupos funcionais provenientes dos varios mondmeros

disponiveis para essa funcgéo 657991,

O mecanismo de impressao ocorre de maneira similar & sintese sol-gel, com
excec¢do da formacgdo da cadeia, que ao invés de ser formada, via condensacao, ocorre
por radicais livres. Esse mecanismo € constituido por trés estagios distintos: iniciacao,
propagacao e terminagdo. Na etapa de iniciacdo, ocorre a formacéo de radicais livres,
por meio de uma clivagem homolitica do iniciador radicalar (IR), que pode acontecer
por decomposicdo térmica ou fotdlise. Esses radicais reagem com o MF e o ALC,
ocasionando a instabilidade das liga¢des duplas, da ligacdo carbono-carbono do MF e
do ALC, transferindo o centro ativo e iniciando a polimerizacdo que permanece ativa
durante toda a sintese. A segunda etapa refere-se a propagacgdo, nela ocorre uma
consequente transferéncia do centro ativo de mondmero a mondmero e, por fim, a
terminacdo ocorre com a interrupcdo do crescimento da cadeia, através do

desaparecimento do centro ativo, quando toda a cadeia polimérica esta formada %59

77,80,92

Diferentes métodos de sintese empregam a polimerizacdo radicalar, sendo as
mais exploradas, a polimerizagdo em bulk, por precipitagéo e por suspensdo. O método
de polimerizacdo em bulk tem sido o mais utilizado devido a sua simplicidade. A sintese
é realizada através da mistura dos reagentes, que € submetida a polimerizacao radicalar
sob atmosfera inerte e temperatura adequada ao iniciador utilizado. Nesse tipo de
sintese, ndo ha controle do tamanho e formatos das particulas, tendo como produto um
monolito resultante da alta porosidade das particulas aglomeradas. Apds a sintese,
necessita-se de uma etapa de moagem e peneiramento, que gera particulas irregulares.
Embora esse método seja 0 mais popular, apresenta algumas desvantagens, como: 0
processo de sintese lento e a destruicdo parcial de alguns sitios seletivos, durante a

moagem, que podem diminuir a capacidade seletiva de extracdo do MIP 616574,

O método de polimerizacédo, por precipitacao, € similar ao de bulk em que se
utiliza volumes maiores de solvente. As cadeias poliméricas crescem e se precipitam,
durante a reacdo, até atingirem determinados comprimentos. Em teoria, a rigidez,

proporcionada pelo agente de ligagdo cruzada, € suficiente para impedir as particulas
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de se colapsar. Uma das vantagens desse método é a formacgdo de particulas com
tamanhos uniformes, um rendimento maior do que o método utilizado por bulk, sendo o
de precipitacdo em torno de 85 % e o de bulk 50 % . J4, a polimeriza¢do em suspenséo
ocorre, também, de maneira similar a polimeriza¢cao por precipitacéo, todavia a adi¢édo

de um agente protetor (estabilizante).

A polimerizacdo em suspensdo ocorre dentro das gotas de monémero, que
funcionam como minirreatores, permitindo a producdo de particulas esféricas numa
ampla faixa de tamanho de alguns micrémetros e até milimetros. A sintese se
caracteriza pela reacao entre mondmeros insollveis, na fase aquosa, (fase continua)
com um IR soluvel no solvente de sintese (fase descontinua). Os monémeros sao
dispersos, na fase aquosa, através da agitacdo vigorosa e combinados com agentes
estabilizantes, como o alcool polivinilico — PVA, que evita a coagulacdo das gotas dos
monbémeros e, por consequéncia, impedem a coalescéncia das gotas poliméricas
advindas da fase organica. As goticulas sédo convertidas numa solucao viscosa que da
origem as particulas poliméricas. Nesse sentido, cada gota formada corresponde a uma
micropolimerizagdo em massa’®. A agitacéo exerce um controle direto no tamanho e na
distribuicéo das particulas, resultando em maior homogeneidade do material final®3. Isso
é de grande valia para a aplicagdo do MIP, em métodos de extracdo em geral, visto que
as particulas terdo capacidade adsortivas similares, entre elas, logo os sitios de ligagédo

serdo mais integros, devido a auséncia da etapa de moagem ©°.

2.3.2 MIP hibrido para determinacgéo de cafeina

Existem alguns exemplos de MIPs na literatura, aplicados para a extracédo de
CAF, em diferentes matrizes, em nivel traco, e sintetizados por diferentes rotas e
mecanismos de sintese. Com relacdo aos MIPs, com matriz predominante de silica, ha
alguns trabalhos na literatura, abordando aplicacdes para extracdo de CAF137081.9394
Contudo, em sua maioria, 0s autores ndo se dedicaram a otimizagcdo do processo de
sintese, abordando estudos para encontrar parametros mais efetivos de seletividade do
material. Um exemplo dessa aplicacéo € o estudo desenvolvido por Gill e colaboradores
(2005)®° que sintetizaram um MIP pelo processo sol-gel, na superficie de compdsitos de
celulose, para a CAF. O polimero apresentou seletividade frente a espécie analoga e
frente a teobromina (TEB), sendo aproximadamente 1,4 vezes mais seletivo a CAF do
que a TEB. Todavia, a capacidade adsortiva resultante do MIP foi, relativamente, baixa
(Qe=0,08mg g*), podendo requerer uso de massas maiores de fase sdlida e por

consequéncia maior geracao de residuos.
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Um dos primeiros MIPs, aplicados para extracdo de CAF, empregou a rota
hibrida de sintese sol-gel e foi produzido por Lin e colaboradores °. Nessa sintese
inserem-se esqueletos de silica, ao polimero organico, que proporciona maior
adequabilidade em adsorver a matriz polar da agua. Foi possivel obter uma capacidade
adsortiva de 0,074 mg de CAF, por grama do polimero, sendo 1,4 vezes mais seletivo
a CAF gue a uma molécula de estrutura analoga, a teofilina (TEF), apresentando-se

como uma boa fase soélida para extrair a CAF de matrizes aquosas.

Numa aplicagdo similar, Silva e Augusto®®, sintetizaram um MIP pelo processo
sol-gel hibrido, para extrair a CAF de &guas superficiais e urina. Os autores
apresentaram dados de seletividade do material, demonstrando que ndo ha diferenca
entre os analogos estruturais TEB e a teofilina (TEF). Entretanto, avaliagbes essenciais
quanto as propriedades adsortivas dos materiais nao foram conduzidas. A auséncia
desse estudo ndo permite avaliar, com clareza, a adequabilidade do material para o uso
em processos de extracao, visto que dados essenciais como a capacidade de adsorcao,
o tempo de equilibrio adsortivo, a cinética de adsorcdo da CAF e a seletividade frente
aos seus analogos estruturais (TEF e TEB).

Liu e colaboradores Sun (2013)%, também, sintetizaram um MIP hibrido pelo
processo radicalar para a CAF. Sob condi¢gbes otimizadas, o fator de impressédo do
polimero para CAF atingiu 3,02. O método foi aplicado, para a determinacdo de CAF
em leite apresentando seletividade. No entanto, o autor ndo deixa claro os dados acerca
da capacidade adsortiva do material, que € um parametro essencial para inferir a
adequabilibilidade do material sintetizado & matriz de aplicacado, principalmente, quando
se deseja aplicar o material em procedimentos de extragdo, como a SPE. Dessa forma,
seja qual for a rota de aplicacdo, diversas técnicas de caracterizagdo do material sdo
essenciais para se constatar a efetividade da sintese do material e, também, das

propriedades adsortivas do MIP sintetizado.

2.3.3 Caracterizacdo dos MIPs

Diversas técnicas sdo aplicadas para a caracterizacao fisica e morfolégica dos
MIPs, sendo as principais: a Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) e ensaios
porosimétricos, que fornecem informacgfes da area superficial e tamanho de poros, a
andlise termogravimétrica (TG) e a espectroscopia no infravermelho (IR) . Tais
técnicas sdo aplicadas para verificar a estabilidade térmica do material e, ainda, para

classificar e identificar os grupos funcionais presentes nos materiais respectivamente
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A caracterizacdo dos mecanismos adsortivos dominantes e a avaliacdo da
intensidade, da capacidade e da seletividade de adsorcdo do MIP resultantes sdo
parametros essenciais, para aplicar o material em procedimentos de extracdo. Essas
propriedades dependem dos poros presentes no material e, também, da disponibilidade
das cavidades e sitios de ligacdo para a MM. Portanto, a cinética e o equilibrio de

adsorcdo a MM e ao MIP devem ser descritos, com clareza, e serdo abordados a seguir.

2.3.3.1 Estudos de Adsorcéao

A adsorcédo € a migracao de espécies quimicas, presentes em fase liquida ou
gasosas, na superficie de um sdlido, por meio de um processo fisico-quimico de
natureza espontanea %. Nos processos adsortivos com os MIPs, as forcas
intermoleculares, presentes na superficie do material, ocasionam atragdo ou repulséo
nas moléculas que se encontram na interface da solucdo liquida. Dessa forma, as
moléculas que possuem afinidade com o MIP se ligam a sua superficie por meio de
forcas de adsorcdo °°. Nesses mecanismos, o MIP é denominado adsorvente,
enquanto o analito adsorvido é chamado de adsorvato.

A ligagéo entre o adsorvente-adsorvato ocorre em raz&o do tipo de interagcdo
e essa pode ter carater reversivel ou irreversivel por meio de processos fisicos ou
quimicos de ligacdo 1. A adsorcéo fisica ou fisissor¢do ocorre por meio de interacdes
de Van der Waals ou ligacdes de hidrogénio, podendo ser um processo exotérmico ou
endotérmico %%, Devido a magnitude das forcas que predominam na fisissorcéo, as
interac@es fracas caracterizam-se como um processo reversivel. Na adsor¢ao quimica,
também, denominada quimissorcéo, predomina a formacao de ligacbes covalentes,

sendo em geral irreversiveis %%,

As interagdes que os MIPs podem realizar, em grande parte, sdo descritas por
interagbes ndo covalentes e mecanismos de fisissor¢do. Assim, a capacidade de
adsorcao (Q) do material € predita por meio dos sitios habeis do material ao se ligar
com a MM. O valor da capacidade de adsor¢cédo permite conhecer se o adsorvente €
apto para o processo de adsor¢cdo em MIPs, ja a quantificagéo da capacidade adsortiva

é dada pela relacéo abaixo, conforme equacéo 8 1°%.

_ (ci=¢p) xv
m

Qe (8)

Quanto a formula anterior, o0 Qe (mg g?') é a capacidade de adsorcdo no

equilibrio, enquanto o Ci (mg L%) refere-se a concentracdo inicial da solucdo de

adsorvato; o Cr (mg L?) indica a concentracédo de adsorvato livre no equilibrio; o V (L)
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relaciona-se ao volume da solu¢cdo do analito e o m (g) corresponde a massa do

adsorvente aplicado (MIP ou NIP).

A partir da capacidade de adsorcéo, € possivel calcular o fator de impressao
(FI) do polimero em estudo, através da formula expressa na Equacao 9, a qual é definida

pela razéo da resposta do MIP versus NIP0?,

Qmip
FI = — 9
Qnip ©)

Assim, pode-se predizer a cinética de adsorcdo, por meio da investigacao, do
mecanismo que controla a velocidade do processo de adsor¢cdo dos polimeros. Alguns
modelos cinéticos sdo responsaveis por descrever a ordem da reacdo de adsorcao,
baseados na concentracdo da soluc@o®®1%? dentre eles, destacam-se: o modelo
pseudo-primeira ordem e o pseudo-segunda ordem, conforme o que sera exposto pelas
equacdes 10 e 11 respectivamente 56102103,

Esses modelos predizem o comportamento cinético sobre toda a faixa de
estudo sobre um processo de adsorcao quimica ou fisica que possui taxa controlada.

ln(Qe - Qt) = [nQ, — K;t (10)

t 1

1
= —t 11
Q K202 + Qe (11)

Quanto as equacbes acima, as variaveis Q. e Q: (mg g*) representam as
gquantidades do adsorvato adsorvidas no equilibrio e no tempo t (min), respectivamente;
e 0 Ky (L min) é a constante de velocidade de adsorcédo pseudo-primeira ordem. J& a
representacdo gréafica de In (Qe - Qi), em funcdo de t, tende a ser uma reta com

intersecao que corresponde a In Qe e inclinagdo a — K.

O parametro K, (g mg?! min?') (Equacdo 11) refere-se a constante de
velocidade de pseudo-segunda ordem. A correlagéo entre t/Q:e t origina uma reta com
inclinacdo 1/Q. e intersecdo 1/(K. Q.?). Apbs a avaliacdo cinética, é possivel prever
aspectos acerca do mecanismo adsortivo, através do estudo das isotermas de
adsorcao, obtém-se informacdes Uteis da forca de adsorcéo de cada sitio do material
em adsorver o analito e, também, como se comporta na superficie do polimero %4, Ha
varias equacdes ou modelos de avaliagcao para as analises das isotermas de adsorcao.
Neste trabalho de pesquisa, aplicou-se os modelos lineares e nao lineares de Langmuir-

Freundlich e, também, os modelos simples e duplos nédo lineares dos mesmos autores
66,105,106_
A Equacéo 12 representa o modelo isotérmico de adsor¢do de Langmuir®’.

Ce 1 | Qe
“e=_— 4=z 12
Qe Ky + b ( )
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Com relagdo a equacgdo acima, a variavel K (L g?) indica a constante de
Langmuir relacionada com a afinidade adsorvato-adsorvente, ja as variaveis Qe (Mg g
1) e a Ce (mg L?) representam a concentracdo, na fase liquida e na fase soélida
respectivamente. Enquanto que o parametro b (mg g*?) indica a quantidade maxima
adsorvida na monocamada. Por outro lado, o parametro de equilibrio R. permite prever
a forma da isoterma de adsorc¢éao, indicando se a adsor¢éo é favoravel ou desfavoravel

e pode ser calculado pela Equacédo 13.

1

R, =
L™ 1+k,p

(13)

No entanto, a Equacéo 14 indica o modelo isotérmico de Freundlich &°.
Qe = KpC" 14)

Constata-se quea variavel Q. é definida como a capacidade de adsorgéo no
equilibrio em mg g?, enquanto que a variavel Ke (mg gL mg?) é a constante de
Freundlich, relacionada a afinidade dos analitos com a superficie, ja Ce € a concentracao

no tempo de equilibrio (mg L) e o n é a constante caracteristica relacionada a

intensidade de adsorgéo.

O modelo hibrido Langmuir-Freundlich é uma expressao versatil que pode
simular comportamentos dos modelos de Langmuir e Freundlich, os quais abordam que
a superficie do material adsorvente é formada por diferentes sitios de ligacdes. O
modelo hibrido para um sitio (Equagéo 15) prediz que os sitios sdo energeticamente
homogéneos. J& no modelo hibrido de dois sitios (Equagéo 16) indica que o material
adsorvente pode apresentar sitios de ligacdo heterogéneos na superficie que, sob
baixas concentragdes, evita a limitagdo da concentragdo do adsorvato pelo modelo de
Freundlich, considerando a adsor¢cdo em multicamadas. No entanto, em maiores
concentracdes prediz uma capacidade de adsorcdo em monocamada caracteristica da

isoterma de Langmuir®610°,

_ bi(K1Ce)™
Q. = 1+(K1Ce)™ (15)
_ bi(K1€)™ | by(KC.)™2
Q.= 1+(K1Co)™  1+(K2Cp)"™2 (16)

Nas equacgOes acima, a varidvel Qe representa a quantidade de adsorvato
adsorvido no equilibrio; a b indica a capacidade maxima de adsorgdo, a mg g?, Ki.
refere-se a constante para um ou dois sitios de ligacdo e o n representa o grau de
afinidade dado em L g*. Por fim, a variavel C. refere-se a concentracdo na fase liquida

no equilibrio (mg L™)%6:107,
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Além disso, é possivel obter parametros termodinamicos do equilibrio
adsortivo, por meio de estudos com a temperatura, permitindo inferir sobre a magnitude
das forcas de ligagdo e reversibilidade das mesmas %7, Trés parametros indicam se
é possivel ou ndo ocorrer o processo de adsorcéo: a entalpia padrdo (AH°, kJ mol?), a
entropia padrdo (AS°, J mol! K1) e a energia livre de Gibbs (AG®°, kJ mol?) 197, A AH°
indica se o processo é de natureza endotérmica ou exotérmica a pressédo constante,
além de permitir diferenciar o processo de fisissor¢éo e quimissorcao. Na fisissorgdo, o
AH°, em geral, encontra-se abaixo de 10 kcal/mol, ou seja, na ordem de uma
condensacéo/vaporizacdo e na quimissorcdo, esse valor é acima de 20 kcal/mol 1%°, A
AG® fornece informacdo da espontaneidade do processo de adsorcido. Valores
negativos implicam processos espontaneos, enquanto 0s positivos indicam os nao
espontaneos, ou seja, que é necessario fornecer energia ao sistema. A AS° indica um

aumento dos graus de liberdade na interface sélido-liquido.

Estudos envolvendo os processos de adsor¢gdo tém ganhado maior espaco,
nos trabalhos, com diferentes rotas de sintese dos MIPs 9102109111112 jngygdores, mas,
ainda, ndo houve total clareza sobre como se da o processo de adsorgéo para aquele
determinado analito. Assim, esses valores contribuem para que haja condi¢cdes
adequadas para trabalhar e aproveitar da melhor maneira adsortiva o material. Os
parametros termodin&micos foram calculados pelas equagdes 17 e 18

ik, = (20) 1+ (22) a”)

RJT R

AG® = AH® — TAS® (18)

Registra-se que o R é a constante universal dos gases, cujo valor é 8,314 J K’
1 mol?! e T a temperatura (K), K; € a constante de distribuicdo (Equacédo 19). Dessa
forma, os valores de AH® e AS® sdo calculados plotando-se InK,; versus 1/t ,
determinando o intercepto e a inclinagdo da reta obtida por meio da regresséo linear
simples. O valor da variacdo de energia livre do Gibbs padrdo pode ser calculado a partir
da Equacéo 1866107113,

m

K, = (Cc;fcf) X (19)

As variaveis Ci, C;, V e m representam as concentracdes iniciais, finais, o
volume da solucao em mililitros e a massa do polimero em gramas respectivamente.
Diante do exposto, este presente trabalho se propds a estudar diferentes rotas de
sintese de MIPs para a CAF, com foco no processo sol-gel e radicalar, de modo a

encontrar um MIP compativel com o ambiente aquoso, para realizar a extragdo da CAF
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em amostras aquosas ambientais. O material otimizado sera empregado no preparo da
amostra, a fim de extrair a CAF, em aguas superficiais, e em amostradores passivos do
tipo DGT, para a separacao da CAF in situ, desenvolvendo uma metodologia ampla de

analise da CAF.
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Planejamento fatorial da sintese de polimero molecularmente
impresso hibrido pelo processo sol-gel

3 Planejamento fatorial da sintese de polimero molecularmente impresso

hibrido pelo processo sol-gel

3.1 INTRODUCAO

O processo sol-gel vem despertando interesse da comunidade cientifica para
a sintese dos MIPs, devido a simplicidade do processo de sintese e das condicbes
reacionais empregadas. Além disso, para aplicacdes, em meio aquoso, observa-se, em
dados da literatura, que os MIPs, a base de silica, proporcionam boa compatibilidade da
matriz polimérica & da amostra, visto a hidrofilicidade do material, bem como sua
robustez frente ao inchago que a agua pode ocasionar em materiais poliméricos
organicos 814 Nesse sentido, a combinacdo do processo sol-gel, preparados pelos
mondmeros que contenham grupos funcionais orgéanicos e inorganicos, resulta em MIPs
com natureza hibrida, HMIP (do inglés, Hybrid Molecularly Imprinted Polymer). Os
polimeros obtidos por esse processo possuem propriedades fisico-quimicas e
mecanicas, superiores aos organicos, em termos de porosidade, estabilidade térmica e
resisténcia a agdo quimica %, Assim, os MIPs hibridos inorganicos podem ser uma
excelente alternativa para a separacdo da CAF, em amostras aquosas, visto que pode

reduzir os custos financeiros da analise quimica e/ou do método de extracdo aplicado
86

Como ja abordado na secao anterior, a CAF presente, em aguas superficiais,
apresenta concentragfes na ordem de ng L*, tornando o método analitico dependente
de uma etapa de pré-concentragdo seletiva. Dessa maneira, o preparo da amostra €
uma etapa fundamental para obter limites de deteccdo que possibilitem uma
determinagéo eficaz. Entretanto, os trabalhos que desenvolveram a sintese sol-gel ndo
abordaram uma proporcdo estequiométrica e sistematica para a sintese desses
materiais e demonstraram fatores de impresséo e capacidades adsortivas que oscilam
entre 3 até 15 vezes em comparacao ao NIP. Além disso, técnicas espectroscopicas de
avaliacdo da formacdo do complexo da MM com os MFs, ndo se adequam para a
otimizacdo da complexacédo pré-sintese, visto a absortividade reduzida dos compostos

a base de silica.

Portanto, diante dos altos valores que oscilam a seletividade e os fatores de
impressao relatados por esses materiais, nota-se que a eficiéncia é intensamente

dependente dos parametros de sintese aplicados, tornando possivel obter um indice de
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seletividade e impressdo bem maiores que a dos polimeros organicos (> 10 vezes)®.
Dessa maneira, a aplicacdo de ferramentas de otimizacdo dos experimentos, como o
planejamento fatorial, pode propiciar uma visdo holistica do ponto 6timo de adsorc¢ao,
de modo a obter um MIP seletivo para a CAF. Ressalta-se, ainda, que devido a
simplicidade da sintese sol-gel, é possivel aplicar essa ferramenta num tempo habil de

modo a obter um material otimizado.

Tendo em vista esses fatores, o presente capitulo tem como objetivo otimizar
as proporcdes dos reagentes para a sintese de HMIPs, a partir do processo sol-gel,
utilizando planejamento fatorial e algumas variagdes: triplicata no ponto central e EVOP
(Evolutionary Operation), a fim de evidenciar as principais diferengas dos materiais que
fazem uma fase sélida seletiva para extrair a CAF de matrizes aquosas.
Alternativamente, um processo de sintese, em superficie de silica, também, foi testado,
utilizando o ponto 6timo do planejamento fatorial. Pelo que se sabe, essa estratégia,

ainda, néo foi abordada nos trabalhos que aplicam HMIPs para a extracdo da CAF.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Reagentes

Aminopropiltrimetoxissilano (APTMS), Tetraetoxissilano (TEOS), silica gel de
formato irregular (Cromatografia de camada fina = 50 um), CAF, TEF e teobromina
(TEB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich grau P.A. J4, o metanol e o etanol foram
adquiridos da Tedia, enquanto o &cido cloridrico (HCI) e o hidréxido de aménia (NHsOH)
foram adquiridos da Biograde. A agua utilizada, neste estudo, foi deionizada (= 18 MQ

cm?) e produzida, utilizando um sistema de purificacdo Milli-Q.

3.2.2 Equipamentos

- Agitador magnético com aquecimento Go-Stirrer MS-H-S;

- Andlise termogravimétrica — Shimadzu, Modelo: DTG-60H;

- Balanca analitica, Shimadzu, precisdo de 0,0001 g;

- Banho ultrassom Unique, modelo 1400;

- Banho maria com movimento reciproco horizontal com controle de temperatura
de 4 — 100 °C- Dubnoff, modelo: 304, TPA,

- Barras magnéticas: 3 mm x 7 mm;
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Bomba peristaltica, Ismatec, modelo IPC High precision multichannel dispenser
Bureta de 50 mL;

Centrifuga de bancada KC5, Kinddly, velocidade méxima 4.000 rpm;
Concentrador, TE-019 Tecnal;

Coluna cromatografica Bownlee Analytical C18 didmetro médio de 5 um, 250 x
4,6 mm, PerkinElmer;

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, modelo LC-20 AD, composto por uma
bomba de alta pressdo, detector: PDA Flexar, alga de amostragem: 20 pL,
software: Chromera 3.4.0 5712, Perkin Elmer;

Cubeta de quarzto com tampa, volume: 3,5 mL, loncell;

Dobinofe - Banha Maria com movimento reciproco horizontal TPA,;
Espectrofotbmetro UV-Vis, Agilent, modelo 8454;

Espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), Varian,
Modelo 640-IR;

Frascos borosilicato, 100 e 250 mL;

Fritz de polipropileno, 0.22 um,;

Holders diversos para filtracdo, 13 e 25 mm, Sigma Aldrich;

Homogeneizador Hematolégico modelo SP 260H SP Labor;

HPLC - Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressao, modelo LC-20AD;
Detector Flexar PDA, valvula de injecao (alga de amostragem de 20 pL);
Software Chromera, verison 3.4.0.5712, PerkinElmer;

Membrana de nitrato de celulose para filtragado, 0,45 um, Unifil;

Membrana de PVDF para filtragéo, 0,22 um, Sigma Aldrich;

Micropipetas automaticas;

Microscopio Eletrdnico de Varredura (MEV), Modelo FEI Quanta 200-3D;
Seringas de polipropileno, 5, 10, 25 mL;

Sistema de deionizacéo de agua Milli-Q — Millipore;

Suporte universal,

Surface Area e Pore Size Analyser, Quantachrome, modelo Nova 2200 c;
Tubos de ensaio com tampa, capacidade 10 mL;

Tubos de Vitton (roxo-roxo), capacidade nominal, Cole-Parmer Instrument Co;
Tubos Falcon de 15 mL e 45 mL;

Vials &mbar, capacidade maxima 2 mL;

Vidrarias de laboratério.
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3.2.3 Planejamento Fatorial para Sintese Sol-Gel Hibrido

Para verificar as varidveis que propiciam a obtencdo de um MIP, com alta
seletividade e capacidade absortiva, foi utilizada a técnica de planejamento
experimental, com objetivo de otimizar as melhores condi¢cdes de sintese com um

namero reduzido de experimentos.

No presente estudo foi avaliada a influéncia de trés fatores, bem como suas
possiveis interagdes sobre a variavel resposta e com relacao ao fator de impresséo. Os
fatores avaliados foram: (1) catalisador acido (HCI 0,1 mol L?) e béasico (NH,OH
concentrado); (2) concentragdo de MF (APTMS) (2 mmoL e 4 mmol) e (3) concentracdo
de ALC (TEOS) (8 mmol e 40 mmol). As respostas das interagdes foram avaliadas em
fungéo do fator de impressao (Equacao 9). A capacidade de adsorgéo (Q) da CAF, pelo
MIP e pelo NIP, foi avaliada pela diferenca da concentragdo de CAF no sobrenadante,
antes e depois da adsorgdo, sendo estimada pela Equacdo 8, proposta por Zeng e

colaboradores!?® e os valores utilizados para estimara resposta foi FI.

O estudo experimental da capacidade adsortiva dos polimeros foi efetivado
através da adsorcdo de 20 mg de cada um dos polimeros sintetizados, em frascos
individuais com tampa, e neles foram adicionados 10 mL de uma solugédo de CAF com
concentracéo de 2 mg L. Em seguida, os frascos foram lacrados e homogeneizados
por 3 horas. Ao término, a solugéo foi centrifugada por 20 min, a 4000 rpm e o
sobrenadante filtrado foi analisado no espectrofotometro UV-Vis, para determinar a CAF
ndo adsorvida pelo MIP. Vale lembrar que testes foram feitos em triplicata. Em paralelo,
foi preparada, uma curva de calibracdo, com faixas de concentracdo de 0,2a 2,5 mg L
1, com padrédo de CAF no espectrofotdmetro UV-Vis 13,

Neste estudo, o planejamento foi utilizado como uma ferramenta de triagem e
o tratamento estatistico dos resultados foi realizado a partir da utilizacdo do software
Statistica versdo 7.0. Assim, as variaveis foram definidas para cada um dos trés fatores

em estudo (Tabela 1), constatando que os niveis variaram de -1 a +1 (Tabela 2).

Tabela 1. Fatores e niveis estudados durante a triagem no planejamento experimental.

Fatores Niveis de variagao dos fatores
-1 1
Catalisador HCI NH4OH
Monémero Funcional 2mmol 4mmol
Agente de Ligacdo Cruzada 8mmol 40mmol
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Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 23, em sua forma codificada.

Fatores

Ensaio Catalisador MF ALC
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

3.2.4 Sintese do HMIP Sol-Gel

O procedimento geral da sintese constituiu na mistura de 4 mmol de CAF, 10
mL de 4gua destilada e APTMS, de acordo com a proporc¢@es citadas na Tabela 2, e
codificada, num béquer até a completa solubilizacdo. Em seguida, foi adicionado 200
puL de catalisador e TEOS, de acordo com a Tabela 2. A mistura foi aquecida, sob
agitacdo, a 40 °C até a gelificacao, ocorrendo a formac¢ao de um monolito branco opaco.

Os polimeros obtidos foram deixados a temperatura ambiente, por 72 horas,
para serem envelhecidos. Posteriormente, foram secos, em estufa, a 120°C, por 2
horas, e, na sequéncia, foram macerados e peneirados em peneiras granulométricas
(dp=126 e 56 pm). A seguir, foram submetidos a um processo de remog¢&o da molécula
molde, por meio de lavagem com metanol, em ultrassom, na propor¢do 40 mL de
solvente por grama de MIP. Em seguida, a solucédo foi filtrada e o sobrenadante foi
analisado por espectrofotometria, na regido UV-Vis, a 272 nm, para verificar se, ainda,
havia a presenca da molécula molde. O término da lavagem sé ocorreu quando n&o
apresentou mais detec¢cdo de CAF, em sinal mensuravel, por UV-vis. Por fim, os
polimeros foram secos, em estufa, a 120 °C, identificados como HMIP-SG e estocados
para posterior aplicacdo. Foi realizada a extracdo da MM, em ultrassom (1h), por,
aproximadamente, 10 vezes, com metanol na propor¢ao 1g de polimero para 40 mL de
metanol, em cada uma das lavagens, para remocdo da CAF. Paralelamente, foi
preparado um material, sem a adi¢cdo da molécula molde, denominado de polimero néo
impresso molecularmente (NIP). Registra-se, ainda, que foram realizados todos os

procedimentos descritos anteriormente.

3.2.5 Sintese do HMIP Sol-Gel em Superficie

Primeiramente, 10 g de gel de silica foram ativados por refluxo, com 120 mL de

acido cloridrico 6 mol L, por 8 horas. Posteriormente, a silica ativada foi filtrada e lavada
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com agua deionizada até pH neutro e seca, em estufa, a 120°C, por 12 horas. Para o
preparo do MIP, utilizou-se o procedimento de sintese otimizado, nas condi¢des
anteriores (item 2.3.2), e apdés a adicdo do TEOS, acresceu-se 200 mg de silica ativada.
O polimero obtido foi deixado em agitacdo, em temperatura ambiente, por 24 horas. A
reacdo permaneceu em temperatura ambiente, por 42 horas, e para finalizar, o produto
foi lavado, exaustivamente, com metanol para remover a MM, conforme o procedimento
descrito no item anterior. Esse polimero foi denominado de HMIP-SI. Em paralelo, foi
preparado HNIP-SI.

3.2.6 Caracterizagdo Quimica e Estrutural dos HMIPs/HNIPs

Com afinalidade de avaliar os grupamentos existentes nos polimeros, utilizou-
se a espectroscopia de absorcéo no infravermelho. Para as medidas dos espectros 1V,
os polimeros foram macerados em KBr a temperatura ambiente. Os ensaios foram
conduzidos, num espectrometro de infravermelho, com a transformacéo de Fourier (FT-
IR), Modelo 640-IR (Varian), com resolucdo de 4 cm™ e medidas entre 400 cm™ a 4000
cm? e 64 varreduras. O equipamento é pertencente ao Laboratério da central analitica
do 1Q-UnB.

A caracterizacdo morfolégica da superficie dos HMIP/HNIP foi realizada num
Microscopio Eletrdnico de Varredura (Modelo FEI Quanta 200-3D), pertencente ao
Instituto Nacional de Criminalistica da Policia Federal (INC/DPF) de Brasilia - DF. Cada
amostra foi previamente metalizada com ouro, a fim de torna-la condutora, utilizando
atmosfera inerte de Argbnio, enquanto que as superficies foram registradas com
ampliagBes de 500 a 10000 vezes.

A porosidade e a area superficial especifica dos polimeros foram avaliadas
através de ensaios de porosimetria de sor¢céo de nitrogénio que consistiu na exposicao
do polimero a 100°C, por 3 h a vacuo. Depois desse periodo, o material foi submetido
a diferentes pressfes de nitrogénio e, em seguida, foram medidas a sorcao fisica e
dessorcédo de gas nitrogénio, nos poros da amostra sélida, em funcéo da sua pressao.
Também, foram obtidas as isotermas de sorcao, pelos métodos BET (Brunauer,
Emmett and Teller) e o BJH (Barret, Joyner and Halen), para verificar tanto a area
superficial quanto a do volume e do tamanho dos poros. O ensaio foi conduzido a um
equipamento Surface Area e Pore Size Analyser, a 100 °C, pertencente ao Laboratério
de Materiais e Combustiveis (LMC) do 1Q-UnB.
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As analises termogravimétricas dos MIPs foram realizadas, a fim de avaliar as
estabilidades térmicas. O experimento foi conduzido num 2960 Simultaneous DSC-TGA
da TA e, através de uma microbalanca, foi possivel determinar a porcentagem de perda
da massa da amostra com relagdo ao aumento da temperatura. Registra-se, ainda, que
0 experimento foi aquecido numa temperatura entre 25 °C até 1000 °C, a 10 °C/min,
em ar sintético. O equipamento é pertencente ao Laboratério da central analitica do 1Q-
UnB.

3.2.7 Estudos de Adsorcao Cinética

Com a finalidade de avaliar o tempo necessério para que a interacao entre a
CAF e o MIP chegasse ao equilibrio, foi realizado um estudo cinético através da
utilizacédo de 36 tubos de Falcon, de 15 mL, contendo 20 mg de cada MIP, seguidos da
adicdo de 10 mL de solucdo de CAF 2 mg L. Tais tubos foram mantidos, sob agitagcéo
constante, a temperatura ambiente, por 4 horas. Menciona-se, também, que trés tubos
foram retirados, em tempos determinados (10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 e 240 min).
Em seguida, os frascos foram centrifugados por 20 min, a 4000 rpm, além de filtrar o
sobrenadante.

Leituras de absorbancias foram realizadas, para verificar a presenca da CAF
ndo adsorvida pelo MIP. Em paralelo, uma curva de calibracdo foi preparada com
padréo de CAF, no espectrofotbmetro UV-Vis, a 272nm. Logo, pbde-se avaliar o tempo
necessario de agitagéo, para atingir o equilibrio quimico e obter a formag&o do complexo
desejado. As capacidades adsortivas, em determinado periodo de tempo Q(t), foram
calculadas conforme a equacéo 8. Apds a aquisicdo dos dados, os modelos cinéticos

de pesudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem conforme as equacgfes 10 e 11.

3.2.8 Estudo de equilibrio de adsor¢éo

Para avaliar a capacidade de reconhecimento molecular dos MIP e NIP foram
realizados estudos de adsor¢cdo com CAF solubilizada em &gua. Inicialmente, foram
transferidos 20 mg de MIP e NIP, em tubos de Falcon de 15 mL, e adicionados 10 mL
de solucdo de CAF nas concentracGes 1 a 20 mg L. Os frascos foram fechados e
homogeneizados, por 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 4000 rpm, por 20 minutos. Apds o procedimento, o sobrenadante

foi filtrado, centrifugado a 4000 rpm, por 20 min e analisado conforme os itens anteriores.
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Ao descrever o processo de adsorcdo, aplicou-se os modelos néo lineares de
Langmuir e Freundlich, além dos modelos simples e duplos néo lineares de Langmuir-
Freundlich, conforme as equagbes 12, 13, 14 e 15. Todavia, 0s ajustes dos modelos de
isoterma de adsorgao foram realizados no software Origin (verséo 8.0)

3.2.9 Estudo Termodinamico de Adsorcéao

Para o estudo termodinamico de adsorcao, transferiu-se 40 mg dos polimeros
para tubos Falcon de 15 mL e, na sequéncia, foi adicionado 10 mL de solu¢do de CAF
50 mg L. Tal procedimento foi realizado a 283,15; 293,15; 303,15; 313,15 e 323,15 K,
para todos os MIPs e NIPs. Os tubos foram mantidos, sob agitagéo, por um periodo de
2 h. Apés esse periodo, as suspensdes foram centrifugadas a 4000 rpm, por 20 minutos.
Ao final desse procedimento, uma aliquota do sobrenadante foi filtrada e separada para

analise.

3.2.10 Estudo de Seletividade

Objetivando atestar a impresséo dos MIPs, em relacdo ao analito alvo, foram
realizados estudos de adsorcao de solucdes ternarias, contendo CAF, TEF e TEB em
concentracdes iguais. Essas espécies foram escolhidas por apresentarem estruturas
semelhantes, sendo a CAF, o analito, a TEF e a TEB considerados interferentes.

Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente, neles 40 mg de
cada polimero foram colocados em tubos Falcon de 15 mL e, em seguida, agitados,
durante 2h, com 10 mL de uma solucgéo ternaria, contendo 10mg L de cada analito.
Apoés, o sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro de membrana de 0,45 pum. A
amostra foi quantificada por HPLC-UV. A partir dos resultados obtidos, foram
determinados o0s parametros relacionados ao desempenho da seletividade do
adsorvente, como: coeficiente de distribuicdo, coeficiente de seletividade (k) e

coeficiente de seletividade relativo (k).

O valor de kd descreve como a espécie se encontra distribuida na matriz
polimérica e é representada pela equacéo 19. O k é encontrado através da razdo entre

kd do analito e o kd estimado para os interferentes (Equacgéo 20).

K _ kdanalito (20)

kdinterferente

O coeficiente de seletividade é definido como a relacéo entre o coeficiente de

distribuicdo do analito com os dos interferentes. O coeficiente de seletividade, relativo a
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(k’), que expressa a relacdo da constante de distribuicdo entre o polimero impresso e o
polimero controle, foi calculado pela Equagéo 21.

K = foup (21)

Knip

3.2.11 Condicdes do método cromatogréfico

Para a separacédo e determinagdo da CAF, foi utilizado um cromatégrafo liquido
de alta pressdo (HPLC) e deteccdo UV em 272 nm. As separacdes foram realizadas
numa coluna de fase reversa C-18 (dimensoes: 250 x 4,6 mm, didmetro de particula de
5um, Browniee Analytical Perkin Elmer). O método desenvolvido foi baseado nos
estudos realizados por MACHADO et al., 2016, com adaptacdes, através do emprego,
na fase mével metanol: 4gua (40:60), com vazéo de 0,8 mL min*? e injecdo de 100 pL
de padrdo/amostras. A separacdo dos compostos foi conduzida por meio de gradiente
binario e de acordo com a seguinte programacao: de 0 a 1 min 10% de MeOH e 90%
de agua, aumentando, linearmente, de 1 a 2 min, resultando em 40% de MeOH e 60%
de agua ao final dos dois minutos. De 2 a 8 min, o gradiente foi mantido, em 40% de
metanol e 60% de agua, diminuindo para 10% de metonol em 8 min. As condicbes
iniciais foram restabelecidas, em 2 min, resultando em 12 min de andlise cromatografica.
As curvas de calibracdo para CAF, TEF, TEO, foram executados, em triplicatas
auténticas, na faixa de concentracéo de 50 - 1000 pg L™,

3.2.12 Procedimento de extracdo HMIP-SG em SPE

3.2.12.1 Confecc¢éo dos cartuchos de extragao

Os cartuchos foram confeccionados através da utilizagdo de seringas de
plastico de 5 mL, nas quais foram adicionadas 300 mg de HMIP-SG, entre dois fritz, e
uma membrana de filtracdo. A adicdo dos componentes no cartucho foi por meio da
membrana de filtragéo de 0,22, a qual foi, devidamente, cortada e alocada por cima do
fritz e, ainda, 300 mg do HMIP-SG foi pesado no préprio cartucho. Outro fritz foi inserido,
na parte superior do sélido, de modo a comprimir a massa do HMIP-S (MISPE) como

pode ser observado pela Figura 7.
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(3) Fritz

(1) Fritze ‘
membrana (4) Cartucho
para MISPE

Figura 7. Esquema de montagem do cartucho MISPE. (1) adicdo do fritz inferior e
membrana de PTFE 0,22 ym, devidamente, recortada; (2) adicdo da massa aferida de HMIP e

(3) adicéo do fritz superior para compactacdo da massa; (4) Cartucho para MISPE.

3.2.12.2 Montagem do sistema de extragao

O sistema de extracdo foi construido em modo off-line e consistiu no
acoplamento dos cartuchos de extragdo, por meio de tubos de vitton, na bomba
peristaltica (Figura 8). Os cartuchos foram apoiados num suporte universal e numa
vazao de 0,5 mL min,

Figura 8. Sistema MISPE. (A) cartucho de extracéo; (B) tubo de vitton e (C) bomba peristaltica.
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3.2.12.3 Avaliagdo da MISPE para extragdo da CAF

Com base em trabalhos desenvolvidos na literatura, envolvendo MISPE para
CAF 139116 algumas condicGes experimentais foram pré-definidas. Dessa forma, o
condicionamento foi realizado com 3 mL de metanol, seguidos de 3 mL de agua
ultrapura, seguido da adicdo de 10 mL de CAF 200 pug L* percoladas, a uma vazéo de
0,5 mL min?, Na etapa de lavagem, foi percolado 1,5 mL de agua destilada e, em
seguida, os cartuchos foram secos e a CAF eluida com 2 mL de metanol. Para monitorar
as etapas de condicionamento a lavagem e estimar a eficiéncia da eluicdo, todas as
solugbes envolvidas no procedimento de MISPE foram analisadas por HPLC-UV,
conforme método estabelecido no item 3.2.11. ApoOs a otimizacdo do MISPE, estudos
de seletividade, com solugGes ternéarias, contendo 200 ug L* CAF, TEF e TEB, foram

conduzidos e os eluatos foram determinadas por HPLC-UV.

3.2.12.4 Estudo do volume de breakthrough

Objetivando estimar a capacidade maxima adsortiva do cartucho de MISPE, foi
conduzido um ensaio de volume de breakthough da massa de HMIP, numa
concentracdo de 1 mg L*da CAF. Primeiramente, condicionou-se o cartucho conforme
procedimento pré-estabelecido. Com o auxilio de uma bureta de 50 mL, adicionou-se
aliquotas de 10 mL de CAF, a uma vazao de 0,5 mL min’. Cada aliquota percolada foi
coletada em tubos de ensaios, separados e analisada por HPLC-UV, enquanto a curva
de breakthough foi plotada como uma fung¢do do volume percolado x concentragéo da

CAF percolada.

3.2.12.5 Estudo de reutilizacéo
Com a finalidade de investigar a viabilidade econdmica do processo de sorgéo,
foi estudada a capacidade de regeneracéo do HMIP. Os testes de reutilizagdo do HMIP-

SG foram realizados sob as mesmas condi¢des descritas 3.2.12.3.

3.2.13 Aplicagdo em Amostras de Aguas Superficiais

Para o estudo de aplicacdo, foram coletadas amostras no Lago Paranoa,
Brasilia - DF com o auxilio de um frasco de PTFE, previamente, ambientado com a
amostra coletada. Antes das analises, as amostras foram filtradas numa membrana de
0,47 ym em laboratorio. Os estudos foram realizados com as condi¢Oes otimizadas da
MISPE. As amostras foram fortificadas com 10, 20 ug L de CAF e 500 mL de cada
amostra (0,10 e 20 pg L) percolada (n=3).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Planejamento fatorial para a Sintese do MIP sol-gel hibrido

O esquema reacional da sintese abordada sera representado pela Figura 9. A
estrutura do MIP pode ser formada, considerando que a CAF contém em sua estrutura
molecular grupos funcionais que séo capazes de interagir fortemente com o APTMS,
ocorrendo a formacdo de um MM-MF estavel, devido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio, cos grupos funcionais da CAF e com os grupos amino do APTMS. Em
seguida, o complexo pode, entdo, ser interligado por hidrélise e condensacao de TEOS
e APTMS, na presenca de catalisador, formando a rede polimérica rigida. Apés a
completa gelificagéo e secagem dos MIPs, a remocao da CAF produziu cavidades como
as da cadeia do polimero, compativeis com as moléculas de CAF. Essas cavidades
agem como sitios de ligacdo seletivos, para tais espécies, durante o processo de
extracdo e levando ao isolamento seletivo da CAF.
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Figura 9. Esquema da sintese do polimero molecularmente impresso pelo processo sol-gel hibrido.
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Com relagéo aos resultados obtidos no planejamento experimental, observou-
se alta influéncia do catalisador para a obtencdo de maior impressdo da CAF nos
polimeros (Tabela 3). Esse efeito pode estar relacionado & melhor formagéo das cadeias
polimericas pelo mecanismo de catélise basica ®. Nessa rota, o ocatalisador, por
transferéncia de carga, propicia um ataque nucleofilico no silicio, podendo fazer com
que o gel cres¢ca de forma mais esférica, no centro dos oligbmeros e por meio da
interconexdo das particulas primarias. Assim, o gel coloidal resultara, provavelmente,
numa matriz polimérica com maior porosidade e apresentando possibilidade de uma
maior seletividade para o polimero®#4. J4, o uso do catalisador acido propicia ataques
eletrofilicos, nas extremidades das cadeias, formando géis predominantes de cadeias
lineares, com baixos volumes de poros, devido a velocidade de reacéo da condensacao
ser maior que a da hidrdlise. Dessa forma, na catalise acida observou-se menor Fl para

0s materiais advindos dessa sintese.

Tabela 3. Matriz de triagem do planejamento fatorial 23, em sua forma codificada e

resposta (FI).

Fatores

Catalisador Mondmero Agente de Fator de

Ensaio Funcional ligacdo cruzada Impresséao
1 -1 -1 -1 1,54
2 1 -1 -1 10,38
3 -1 1 -1 3,486
4 1 1 -1 8,733
5 -1 -1 1 0,47
6 1 -1 1 5,21
7 -1 1 1 2,74
8 1 1 1 4,26

Com objetivo de avaliar a significancia estatistica dos dados, procedeu-se a
andlise de efeitos sobre a variavel resposta (FI). Analisando a influéncia de cada fator
frente as variaveis respostas, procedeu-se a etapa de otimizacdo dos fatores que
apresentaram maior grau de significancia no processo de sintese do MIP sol-gel. Pdéde-
se, também, observar pela Tabela 4 que o catalisador apresentou mudanca do nivel -1
para o +1, exercendo um efeito positivo sobre o Fl, ou seja, o catalisador basico

ocasionou um aumento do FI.

Y

Com relagdo a interacdo MF e ALC, a variavel ndo apresentou efeito
significativo para o nivel de confianga de 95 % (p <0,05) do estudo. Todavia, as
propor¢des do ALC, nas sinteses de MIPs que empregam o processo sol-gel, ainda,

ndo estdo bem estabelecidas na literatura. Ndo se tem dados consistentes quanto aos
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tipos e concentragfes utilizadas, variando de trabalho para trabalho. Isso € diferente
quando se trabalha com a rota organica dos MIPs de acrilato, que j& possuem protocolos
mais consolidados.!®. Logo, apesar de os fatores ndo apresentarem significancia, nesse
estudo, ndo podem ser ignorados. Dessa maneira, procedeu-se a adi¢cdo desse fator no
refino dos estudos de sintese, por meio do emprego de um planejamento com triplicata,

no ponto central.

Tabela 4. Valores dos efeitos da triagem dos fatores em estudo.

Desvio
Fatores Efeito Padrdo Nivel p R?
Média/Interagéo 4,60238 0,046625 0,006449 0,998
(1) Catalisador 5,08675 0,093250 0,011669
(2) MF 0,40475 0,093250 0,144155
(3) ALC -2,86475 0,093250 0,020715
Interacdo 1 com 2 -1,70325 0,093250 0,034819
Interacdo 1 com 3 -1,95675 0,093250 0,030316
Interacdo 2 com 3 0,25525 0,093250 0,222985

Para o refino dos estudos, aplicou-se um segundo planejamento, com triplicata
no ponto central, através da aplicacdo de um catalisador (basico), devido a sua
relevancia estatistica para o Fl, observada na etapa de triagem. Os niveis e fatores
foram estabelecidos conforme a codificagdo estabelecida na Tabela 1, sendo que esse
planejamento procurou evidenciar e estabelecer as concentra¢des de MF e ALC ideais.

Os fatores e os FIl obtidos, para cada sintese, estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Planejamento fatorial 22, com triplicata, no ponto central, em sua forma

codificada e resposta (FI).

Fatores
Ensaio Mondmero Funcional | Agente de ligacdo Fator de
cruzada Impresséao
1 -1 -1 10,38
2 1 -1 8,73
3 -1 1 5,21
4 1 1 4,26
5 0 0 7.0
6 0 0 7.3
7 0 0 7,5

Nesse tipo de planejamento (Tabela 5), as variaveis sdo estudadas com um
maior niumero de niveis e, a partir disso constroi-se um modelo empirico que permite
definir as melhores condi¢des de trabalho. P6de-se observar, pela Tabela 5, que ambos
0s reagentes nos niveis inferiores (-1) propiciaram MIPs com maiores Fls. Observou-se,

também, que a mudanca do nivel -1 para o +1, para o ALC e o MF lineares, exerceram
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um efeito negativo sobre o FI. Dessa maneira, quantidades menores de ALC e de MF
proporcionaram maiores Fl. Isso difere com o que ocorre com 0s MIPs organicos, em
que h& maior tendéncia a impressdo com maiores concentragcées de MF e ALC. Tendo
em vista os valores decorridos dos desvios padrdo, que serdo representados pela
Tabela 6.

Notou-se que todos os fatores principais foram significativos para o nivel de
confianca estabelecido, além disso, a menor propor¢cdo de ALC propiciou MIPs com
maiores FIs. Isso pode estar relacionado a capacidade do ALC de silicato em propiciar
sitios efetivos de interacdo com a CAF, por meio da ligacao com os sitios Si-OH. Dessa
forma, o numero efetivo de interagdes aumenta, significativamente, considerando o MIP,
em relacdo ao NIP.A interacdo binaria entre MF e ALC apresentou-se, também, de
forma significativa com relacdo ao nivel de confianca estabelecido (0,05), mas com
menor intensidade de contribuicdo do efeito para o Fl, quando comparado com 0s

efeitos principais. (Tabela 6).

Tabela 6. Calculo dos efeitos e respectivos indices estatisticos para Fl.

Desvio
Fatores Efeito Padrédo Nivel p R?
Média/lnteracéo 7,19714 0,095119 0,000175 0,99375
(1) MF (L) -1,30000 0,251661 | 0,035492
(2) ALC (L) -4,82000 0,251661 | 0,002715
Interacdo 1 com 2 0,35000 0,251661 0,298830

Diante dos resultados expressivos de Fl, para os fatores empregados, refinou-
se os estudos, por meio da aplicagdo do planejamento de operacdes evolucionarias
(EVOP), considerando o ponto central estudado anteriormente. Portanto, essa
ferramenta objetivou aprimorar o desempenho do MIP. Registra-se, ainda, que foi
realizado um deslocamento para as condi¢des mais favoraveis (propor¢éo de MF e ALC)
e 0 processo de sintese do MIP passou pelas condigBes definidas, tanto nos niveis
inferiores como nos superiores® *. Também, foi realizado um novo planejamento
experimental 22, com triplicata, no ponto central, variando as proporcdes dos fatores MF

e ALC, conforme Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Fatores e niveis estudados no planejamento experimental EVOP.

Fatores Niveis de variacdo dos fatores
-1 1
Mondmero Funcional 1 mmol 2 mmol
Agente de Ligacdo Cruzada 2 mmol smmol
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Tabela 8. Planejamento fatorial 22, com triplicata no ponto central, em sua forma

codificada e resposta (FI).

Fatores
Ensaio Monémero Agente de ligagao Fator de
Funcional cruzada impressao
1 -1 -1 2,7
2 1 -1 53
3 -1 1 7,9
4 1 1 10,38
5 0 0 6,4
6 0 0 6,8
7 0 0 6,5

Por meio da Tabela 9, observa-se que o MF e o ALC (reagentes nos niveis
superiores +1) apresentaram resposta significativa. No fator de impressao, constatou-
se que o efeito do MF apresentou efeito significativo sobre a resposta e valores p,
inferiores a 0,05. Verificou-se, ainda, que efeitos semelhantes foram observados para o
ALC, além da interacdo entre os fatores em estudo.

Tabela 9. Calculo dos efeitos e respectivos indices estatisticos para Fl do planejamento
EVOP.

Fatores Efeito Desvio Padrédo Nivel p R?
Média/Interacso 6,568571 0,064249 0,000002 0,99737
(1) MF (L) 2,540000 0,169986 0,000651
(2) ALC 5,140000 0,169986 0,000079
Interacio 1 com 2 -0,060000 0,169986 0,747455

ApOs a andlise estatistica dos coeficientes relativos a influéncia dos fatores e
suas interacdes sobre as respostas, também, procedeu-se a andlise da variancia
(ANOVA), com teste de Fisher e do R?, tendo como finalidade verificar se o modelo
representa um grau de ajuste adequado aos dados experimentais e se houve variacoes
ou desvios nos resultados dos experimentos pelo ponto central em triplicata. Dessa
forma, constatou-se um valor de R? 0,997, que indica significancia estatistica dos
parametros e que o modelo quadratico representou bem a relacdo entre os efeitos e a
resposta. Também, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste F,
para verificar a significancia da regresséo (Tabela 10). Observando a mesma Tabela

(Tabela 10), verificou-se que os modelos que apresentaram regressdo significativa,
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valor de Fcaicuiado, para os residuos em relacéo a regressao, foram elevados em relagcéo
a0 Frabelado (F2,4 = 6,94)

Assim, o modelo ajustado para a sintese do MIP se mostra adequado para fins
preditivos da resposta e serd confirmado pelos indices estatisticos apresentados pela
Tabela 10. Logo, o modelo codificado proposto para representar a sintese do MIP,
através do processo sol-gel, estara apresentado pela Equacgéo 21.

MIP= 6,566+1,27MF+2,54ALC (21)
Tabela 10. Andlise de variancia para a FI do MIP (ANOVA).
Graus de Médias F
Fonte de variagdo | Soma Quadratica| Liberdade Quadraticas Calculado

Regress&o 32,874800 2 16,4374 758,08

Residuo 0,086732 4 0,021683 Ftab 2,4 = 6,94

F.Ajuste 0,00006 2 3,2.1005

Erro Puro 0,086668 2 0,043334

Total 32,961532 6

A Figura 10, apresenta o diagrama de Pareto para as andlises, o qual se refere
ao modelo para Fl dos MIPs sintetizados pelo processo sol-gel hibrido, indicando os
efeitos e as intera¢des entre ambos, para um nivel de significancia de 95% de confianca.
Através da representagéo grafica, ficou nitida a informacgdo que o fator MF e o ALC

influenciaram, significativamente, no Fl dos MIPs.

24,69176

(OMF(L)

Interacéo 1 com 2

p=,05
Valor do Efeito Estimado e Padronizado
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Figura 10. Gréfico de Pareto para o fator de impresséo.

Para esse modelo, os efeitos verificados foram positivos (Figura 11), indicando
que as concentracdes dos reagentes do nivel baixo para o alto provocam uma elevacao
do fator de impressao com base na otimizagéo. Os pontos de estudo para o ALC (TEOS)
e para o MF (APTMS) foram determinados como 2 mmol e 8 mmol, respectivamente,
para a sintese dos polimeros, conforme péde-se observar pela Figura 11. A proporcao
de CAF e APTMS esté diretamente relacionada com a quantidade de grupos funcionais
presentes na MM e no MF, podendo contribuir para a formacao de locais de impressao
de alta afinidade. Quanto & molécula de CAF, que possui grupos funcionais para realizar
a ligacdo de hidrogénio com o APTMS, constatou-se através desse estudo, que a
proporcdo de 2:1 (CAF:APTMS) é favoravel. Também, constatou-se que a quantidade
de TEOS é de 8 mmol e a razéo TEOS para APTMS é de 1:4, sendo favoravel para
formar uma rede reticulada na estrutura dos polimeros preparados. Essas quantidades,
foram fixadas para os demais experimentos. Portanto, o MIP obtido sera denominado
HMIP-SG e seu controle HNIP-SG.

Figura 11. Superficie resposta para os fatores em estudo
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3.3.2 Sintese do HMIP Sol-Gel em Superficie de Silica

A impressdo em superficie pode ser considerada como uma forma de
impressao de fase sélida que envolve a formacgéo de uma camada de MIP na superficie
de uma particula de silica ativada. A partir das melhores condi¢des de sintese otimizada,
no item anterior, foi realizada a sintese sol-gel aliada a estratégia de impresséo de
superficie.

A silica gel € um polimero inorganico amorfo com grupos siloxano (Si-O-Si) e
silanol (Si-OH) em sua superficie. O ultimo é responsavel pela modificagdo quimica que
pode ocorrer na superficie da silica, propiciando as ligagées dos mondmeros da sintese.
Como a silica gel comercial contém uma baixa concentragdo de grupos silanoéis
superficiais e adequados para ligacdes, se faz necesséria a ativacdo de sua superficie,

que pode ser realizada com solucéo de HCI (6,0 mol L%).

Os grupos silandis disponiveis na silica ativada reagem com os reagentes de
organossilano (APTMS/TEOS) para formar fases ligadas, enquanto que o grupo amina
do MF (APTMS) interage com os grupos hidroxila da silica, propiciando a ligacdo na
superficie. O TEOS atuou como agente de ligacdo cruzada para criar a moldura do
polimero sintetizado, de modo que se realize a estabilizagdo dos sitios de
reconhecimento da CAF no polimero sintetizado. Enquanto que a MM foi removida da
superficie da silica. As quantidades de APTMS e TEOS determinam a espessura da
camada de MIP impressa na superficie da silica e vai aumentando com quantidades
crescentes de APTES e TEOS, conforme o que serd apresentado pelo esquema da
Figura 12. O HMIP obtido serd denominado HMIP-SI e seu controle HNIP-SI.
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Figura 12. Esquema de sintese da CAF-MIP pelo processo sol-gel e a técnica de

impressao de superficie (adaptado Zhi 118),

3.3.3 Caracterizagcdo Quimica e Estrutural dos Polimeros

A seguir, serdo apresentados os resultados das caracterizagbes dos HMIPs e
HNIPs realizados por meio do processo sol-gel hibrido para ambas as sinteses.

3.3.3.1 Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR)

A Figura 13 apresenta o espectro de absorc¢do, na regido do infravermelho, dos
HMIPs e HNIPs obtidos. Ainda, constatou-se, qualitativamente, que os espectros sao
similares, evidenciando a preparacdo bem-sucedida dos HMIPs. Observam-se
vibragGes de estiramento dos grupos hidroxilas (3420 cm™) que podem corresponder a
agua remanescente adsorvida e ao modo de vibragdo de deformacéo axial da hidroxila
do grupo Si-OH que, também, foi observada por Silva e Augusto 2006*. As bandas em
2930 cm™* é um sinal associado as ligagcdes C-H.

Em 1639 cm?, surgiu uma banda que pode ser atribuida as vibragées angulares
das moléculas de agua, além da banda 1380 cm™ que se refere ao estiramento da amina
priméria presente no mondémero funcional (APTMS) e ao reagente de ligacdo cruzada
TEOS. As bandas 761 cm™ podem ser atribuidas a grupos silanodis livres (Si-OH),
semelhantes a sintese sol-gel de MIP, para extracdo de bisfenol, realizada por Yu e
colaboradores em 2015*°. O agrupamento Si-O-Si apresenta banda préxima a 470 cm-

1 referente a sua deformacéo e, ainda, ha uma intensa banda 1070 cm™ referente ao
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seu estiramento assimétrico, sugerindo densa rede de silicio e oxigénio, observado por
Jin e Tang em 2009'2°,
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Figura 13. Espectro de absor¢éo no infravermelho para os polimeros sol-gel hibridos.

Os espectros obtidos de IV sdo consistentes com materiais modificados por
grupos aminopropila®®. Como esperava-se, ndo ha diferencas significativas entre os
espectros de infravermelho dos HMIPs e HNIPs, ja que a diferenca entre os dois é,
essencialmente, morfolégica e ndo por composi¢cado quimica, uma vez que a estrutura
polimérica € a mesma. A presenca da CAF, durante as etapas de hidrolise e
condensacdo, ndo alterou a composi¢cdo quimica do polimero hibrido, sendo
comprovado pela auséncia de bandas caracteristicas da molécula de CAF, em ambas

as sinteses, indicando que o processo de remocao de CAF foi eficiente.

3.3.3.2 Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica dos HMIPs foi avaliada por medidas termogravimétricas,
cujos resultados estéo apresentados pela Figura 14. Em todas as curvas ocorreu um
evento de perda de massa entre 50 e 130°C, que pode ser atribuida & vaporizacao de
compostos volateis remanescentes da reacdo (metanol, etanol, 4gua) ou reagentes ndo
consumidos (APTMS, TEOS) que ficaram sorvidos ou oclusos ao material. Observou-
se, ainda, que ocorreu uma diminuicdo significativa de massa, acima de 300 °C,
ocasionada pela perda de matéria organica e de grupos hidroxilas e silanois
(desidroxilagdo) com formacgédo de siloxanos, fenbmeno que continua ocorrendo em

temperaturas acima de 700°C. Portanto, em temperaturas inferiores a 300°C, pode-se
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considerar a temperatura limite (maxima) para uma possivel aplicacdo, envolvendo a

dessorcéo térmica de analitos.

HMIP-SI % |
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Figura 14. TGA dos polimeros MIPs/NIPs sol-gel hibridos.
3.3.3.3 Porosimetria

A porosidade refere-se a quantidade, namero e volume de poros num
determinado material, porém a porosidade da particula é definida como a razéo entre o
volume de poros abertos e o volume total de poros da particula. As caracteristicas de
porosimetria dos polimeros sintetizados foram investigadas, utilizando isoterma de
adsorcao/dessorcdo de nitrogénio pelo método BET (Tabela 11). A area superficial
especifica do HMIP-SG foi 1,8 vezes maior que o HMIP-SI e os valores de volume dos
poros de HMIP-SG foram, aproximadamente, duas vezes maiores que a observada para
o0 HMIP-SI.

Também, observou-se que os HMIPs apresentam, claramente, uma maior area
especifica em comparacdo com seus HNIPs correspondentes, provavelmente,
possibilitard maior capacidade de sorcdo. Isso se deve a rede tridimensional,
relativamente aberta, devido a presenca do complexo formado entre os monémeros ao
redor das moléculas moldes, durante a polimerizacdo, caracteristicas presentes em
outros polimeros sintetizados pelo mesmo método®®’. O diametro médio dos poros de
ambos os HMIPs sdo semelhantes, sugerindo que, de fato, a presenca da CAF
contribuiu, principalmente, para a formacao dos poros da rede polimérica pelo processo

sol-gel.
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Os dados porosimétricos revelaram que os HMIPs foram formados,
especialmente, por mesoporos, considerados mais desejaveis para a aplicacdo da
extracdo em fase sdlida, se comparados aos microporos ou macroporos, devido a boa
permeabilidade ao solvente e facil difusdo dos analitos alvos. Além disso, a diferenca
de tamanho do poro entre o HMIP e HNIP est4 associada a presenca da molécula
molde, durante o processo de sintese dos HMIPs, gerando um polimero hibrido com
estrutura diferente do HNIPs.

Tabela 11. Porosimetria dos HMIPs/HNIPs sol-gel hibridos.

Area especifica BET (m2g1) | Tamanho Médio de Poros (A) | Volume de Poros (cm3g?)

HMIP-SG 130,720 57,825 0,452
HNIP-SG 67,326 20,955 0,169
HMIP-SI 72,745 55,279 0,221
HNIP-SI 28,379 38,381 0,077

3.3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 15 apresenta as micrografias dos HMIPs/HNIPs sol-gel hibrido com
aumento de 500 e 10.000 vezes. Observou-se a partir das imagens de 500 vezes, que
as particulas apresentaram formas e tamanhos irregulares, devido ao processo de
maceragao apos a sintese. Quando foi aplicado um aumento de 5.000 vezes, verificou-
se que apenas o polimero de HMIP-SG apresentou porosidade perceptivel, enquanto
que o HMIP-SI e ambos os HNIPs obtiveram uma superficie mais lisa, compacta e com
pequenos aglomerados de microparticulas irregulares. O HMIP-SI apresentou menor
guantidade de poros, fato que se assemelha ao estudo da porosimetria. Constatou-se,
ainda, que todos os resultados obtidos para a morfologia das particulas de silica,
observadas nas micrografias, foram concordantes com os resultados da porosimetria

apresentada na secao anterior.
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Figura 15. Fotomicrografias eletrdnicas de varredura dos polimeros HMIP-SG (a e b), HNIP-SG
(c e d), HMIP-SI (e e f) e HNIP-SI (g e h). As imagens foram ampliadas em 500 e 5.000 vezes.

57



Planejamento fatorial da sintese de polimero molecularmente
impresso hibrido pelo processo sol-gel

3.3.4 Cinética e equilibrio de adsor¢cédo dos HMIP

Os gréficos dos efeitos, com relacdo aos estudos cinéticos, podem ser
observados na Figura 16. Nesse estudo, verificou-se que a quantidade de CAF
adsorvida pelos polimeros impressos aumentaram com o tempo até atingir um estado
de equilibrio. Os tempos necessérios para atingir a capacidade méaxima e equilibrio de
adsorcdo de CAF entre a fase sdlida e a liquida foi de 60 min (Qe para o0 HMIP-SI foi
0,55 mg g*) e 120 min (Qe para o HMIP-SG foi 0,75 mg g?)

A impresséo, em superficie, que possui como caracteristica inerente a técnica,
é considerada uma cinética adsortiva maior que os ndo sintetizados por este método *.
Nesse sentido, o resultado empirico observado corroborou com esse dado, visto o
menor tempo para atingir o equilibrio para o HMIP-SI, em compara¢do com o HMIP-SG.
Situagc&o comprovada pela reducéo no equilibrio cinético de adsorcéo. Esse tempo é de
extrema importancia quando se deseja utilizar o MIP como fase sélida, visto a projecao
do tempo de contato e a capacidade adsortiva esperada do material em relacdo ao

tempo de extracdo da solucdo de amostra %.

Apesar da adsor¢cdo da CAF no HMIP-SG necessitar de um tempo maior de
equilibrio, a quantidade adsorvida é relativamente maior quando comparada ao HMIP-
Sl. Nesse caso, a maior adsor¢ao esta relacionada a maior area superficial e volume
dos poros que foi observada pela andlise de adsorcéo de BET (Tabela 11). Nota-se que
0s MIPs apresentaram capacidade adsortiva muito superiores (~5,0 vezes mais) aos
polimeros ndo impressos, como podera ser observado pela Figura 16. Isso se deve,
provavelmente, a presenca das cavidades com afinidade pela CAF (cavidade seletiva)

resultantes do processo de sintese.

—=— HMIP-SG
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Figura 16. Efeito do tempo na adsorcdo de CAF pelos HMIP-SG, HMIP-SI, HNIP-SG e HNIP-SI.
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Os dados experimentais foram ajustados aos modelos de pseudo-primeira
ordem e aos de pseudo-segunda ordem, para descrever como ocorre a cinética de
adsor¢cdo nesses materiais. Na Tabela 12, estardo descritos 0s parametros
determinados por cada modelo linear obtido a partir dos polimeros sintetizados 66197,

Tabela 12. Parametros cinéticos para os HMIPs/HNIPs sol-gel hibridos.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
In(Qe — Q) = InQ — Kit t_1 .1,
Qt KZ Qg Qe
; K1 Qe R2 K2 Qe R2
Polimero (minY) (mg g% (min?) (mg g?)
HMIP-SG 0,019 0,477 0,90 0,054 0,77 0,99
HNIP-SG 0,0036 0,08 0,66 0,29 0,086 0,90
HMIP-SI 0,034 0,34 0,83 0,03 0,64 0,96
HNIP-SI 0,0108 0,046 0,40 0,166 0,094 0,62

Dessa forma, os ajustes indicaram que a adsor¢gédo de CAF nos HMIPs ocorreu,
via mecanismo de pseudo-segunda ordem (Tabela 12), com coeficiente de
determinacédo igual a 0,99 e 0,96 respectivamente. Outro fator relevante foram os
valores tedricos de Q. (mg L?), estimados para ambos os HMIPs, que se aproximaram
ao valor obtido experimentalmente. Isso indica bom ajuste do modelo aos dados
empiricos. Assim, sugere-se que a adsorcao € proporcional ao quadrado do niamero de
locais desocupados e que o adsorbato (CAF) pode se ligar a dois locais ativos com

diferentes energias de ligagéo.

Comparando os valores da constante cinética ko, entre os HMIPs e HNIPs,
constatou-se que os valores obtidos para os HMIPs séo inferiores, resultando em
adsorcdo de forma mais lenta que pode, também, estar relacionada a mecanismos
difusivos visto a maior area superficial desses materiais. Portanto, a descricdo do
modelo apresentou-se adequada as propriedades heterogéneas desses HMIPs que
possuem em sua matriz polimérica tipos diferentes de locais de adsorcao e que podem

ocorrer por mecanismo de quimissorcdo e/ou fisiossorgcdot!?.

Com a finalidade de avaliar as propriedades de reconhecimento molecular e
estudar a natureza das interacdes, que sao estabelecidas entre a molécula de CAF e
os locais de ligacdo existentes nos HMIPs/HNIPs, realizou-se um estudo de equilibrio
de adsorcdo. Os resultados experimentais demonstrados pela Figura 17 demonstram
gue, em ambos os HMIPs, a quantidade de CAF adsorvida aumentou com o incremento

da concentracgéo inicial de CAF. O aumento progressivo da referida concentragdo, em
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solucédo, levou a ocupacdo gradual de um maior nimero de cavidades nas matrizes
poliméricas, ocasionando o aumento da capacidade de reconhecimento molecular.
Porém, observando a adsorcdo dos HMIPs, a partir da concentracéo de 12 mg L, a
guantidade de CAF ligada permaneceu constante com o incremento da concentracao,
revelando que nessa concentracdo os locais de ligagdo se encontram, completamente,
preenchidos. A Qe, para o polimero HMIP-SG, foi de 1,9 mg g, enquanto que o
polimero sintetizado, em superficie, teve uma capacidade adsortiva inferior (1,3 mg g*)
— Figura 17.

Sob o ponto de vista da aplicacdo, os resultados foram satisfatérios, uma vez
que a cinética do polimero impresso, em superficie, foi mais rapida, aumentando a
frequéncia amostral num potencial método de preparo de amostra. A impressao da CAF
e 0 reconhecimento molecular pode ser atestado quando se avalia o FI no equilibrio. Os
resultados demonstram que os HMIP-SG/NIP-SG e HMIP-SI/NIP-SI preparados no
processo sol-gel hibridos obtiveram (FI) 22,5 e 6 respectivamente. Comparando esses
dados aos de estudos da literatura, que sintetizaram HMIPs para a cafeina, observou-
se valores inferiores, variando de 1,7 a 20,5, porém este estudo nao fez uma ampla
caracterizacdo e o material ndo foi seletivo a cafeina, houve adsor¢cdo dos analogos
estruturais 111339121123 T3] comparagdo demonstra a efetividade do planejamento
fatorial em otimizar a sintese do MIP, proporcionando um material com seletividade
superior aos encontrados na literatura, sendo até 13 vezes mais seletivo a CAF que

materiais ja relatados pela comunidade cientifica.
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Figura 17. Dados experimentais obtidos para constru¢éo das Isoterma de adsorcdo do

dos HMIPs/HNIPs sol-gel hibridos.

Geralmente, empregam-se os modelos de isoterma de Langmuir e Freundlich
para interpretar os dados experimentais de adsor¢cdo. Entretanto, essa forma

simplificada ndo considera que na analise dos dados, muitas vezes, se revelam desvios
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sistematicos da isoterma ajustada. Nesse sentido, os mdltiplos parametros de uma
isoterma sé&o mais ajustaveis através de um método de regresséo nao linear %124, Para
isso, os modelos aplicados foram os néo lineares de Langmuir, os ndo lineares de
Freundlich e, ainda, o0 modelo hibrido Langmuir-Freundlich com um e dois sitios de
adsorgéo, como poderemos observar pela Figura 18 e Tabela 13.

O modelo Langmuir-Freundlich, (Figura 18) com dois sitios, apresentou o
melhor ajuste, baseado na similaridade das Qe.de 1,9 e 1,3mg g* ,para 0 HMIP-SG e o
HMIP-SI, respectivamente, em comparacéo aos valores preditos pelo modelo (Tabela
13, b: + by), sendo 2,2 e 1,6 mg g™ respectivamente. Os HNIPs apresentaram valores
de b muito inferiores aos seus respectivos HMIPs, concordando, também, com os dados
experimentais. A diferenca entre valores de K; e K, demonstraram a presenca de sitios

com afinidades maiores e menores.

A partir desses resultados, pode-se inferir que o modelo Langmuir-Freundlich,
para dois sitios de adsor¢éo, descreveu mais adequadamente a isoterma de adsorcao
para a CAF, em ambos os polimeros sintetizados, pelo método sol-gel hibrido (Figura
18 e Tabela 13). Dessa forma, esse modelo sugere que ha sitios com diferentes
energias de adsorcdo nos materiais: os homogéneos e os heterogéneos. Assim, o
material pode ser composto por sitios que adsorvem a CAF, provavelmente, de
processos fisicos com menores valores de energia de ligagdo e, ainda, de maiores
energias de ligacdo por processos quimicos, obedecendo preenchimentos distintos em

mono e multicamadas.
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Figura 18. Isotermas de adsorcéo dos HMIP/HNIP (a) HMIP-SG e HNIP-SG, (b) HMIP-
Sl e HNIP-SI com os ajustes para os modelos descritos na Tabela 13.
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Tabela 13. Parametros das isotermas de adsor¢éo para osHMIPs/HNIPs sol-gel hibridos.

N&o Linear de Langmuir N&o Linear de Freundlich
_ _fabC Qe = Kr "
¢ T 1+KC,
KL b R2 KF N R2
Polimero
HMIP-SG 1,45 2,52 0,98 0,5 4,24 0,88
HNIP-SG 1,02 0,161 0,76 0,07 2,13 0,63
HMIP-SI 0,43 1,44 0,93 0,62 4,65 0,95
HNIP-SI 0,17 0,28 0,91 0,07 3,04 0,87
Langmuir-Freundlich para um Langmuir-Freundlich para dois sitios de
sitio de adsorc¢édo adsorcéo
bi(K,C.)™ Q. = b1(K1Ce)™ | ba(K2Ce)™
Q.= T+ (K, Com € T 14K €™ | 1+(K2Co)"2
K1 b1 N1 R2 K1 b1 ni K2 b2 n2 R2
Polimero
HMIP-SG 1,6 0,88 1,66 0,96 0,9 1,9 16 | 0,57 | 0,3 150 | 0,99
HNIP-SG 11 0,04 1,4 095 | 014 | 0,06 | 1,45 | 1,11 | 0,08 | 180 | 0,97
HMIP-SI 0,14 2,03 0,42 0,98 | 692 | 0,76 | 0,42 | 0,18 | 0,65 | 4,36 | 0,99
HNIP-SI 0,20 0,27 1,19 0,80 | 0,16 | 0,13 | 491 | 0,0 | 2,44 | 0,22 | 0,90

Nota: Qe € a quantidade de sorvido por grama de sorvente; Ceq € a concentracéo de equilibrio da solucéo
(mg L™1); KL é a constante de sor¢édo de Langmuir (L mg™); Kr é a constante de Freundlich relacionada a
capacidade de sorgdo (mg g™) (L g™1); n é a constante relacionada a intensidade de sor¢do ou grau de
sor¢ao; n1 e nz sdo os fatores de heterogeneidade; b é a constante relacionada & capacidade maxima de
sorcdo (mg g™*) e K, da equacéo de Langmuir-Freundlich, representa as afinidades sorbato-solventes.

3.3.5 Parametros Termodinamicos

Os parametros termodinamicos, como variagao da energia livre de Gibbs (AG),
variacao da entalpia (AH) e variacao da entropia (AS), sdo os indicadores do processo
de adsorgcdo. Esses parametros foram determinados por meio da analise linear da

equacao de Van't Hoff.

De acordo com a Tabela 14, pdde-se observar que os valores para a AG, foram
negativos, nas diferentes temperaturas estudadas, indicando a natureza esponténea e
favoravel da sor¢éo da CAF pelo HMIP. Esses valores tornam-se mais negativos com a
diminuicdo da temperatura, demostrando que nas temperaturas inferiores favorece a
sor¢cdo da CAF ao material. Os valores negativos de AS indicam uma diminuicdo da
desordem na interface sorvente-sorvato durante o processo de sor¢do de CAF. O AH

para o HMIP foi negativo, indicando a natureza exotérmica do processo de sor¢do. A
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magnitude do valor AH nos permite obter uma visdo mais detalhada sobre a natureza
da energia de ligacdo da sorcdo, podendo prever a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio
entre os grupos funcionais (amina e amida) presentes na CAF, com relacdo aos grupos
amina do APTMS, ja que as energias associadas as ligacdes de hidrogénio variam de
5 a 20kJ/mol %2, A correlacdo linear para os polimeros controles se apresentou muito
baixa, demonstrando dados n&o conclusivos para este estudo e, portanto, ndo foram
apresentados.

Tabela 14. Parametros Termodinamicos para os HMIPs sol-gel hibridos.

Polimero AHads ASads AGads (kJ mol?)

(kJ molt) (J molY) Temperatura (K)
283,15 293,15 303,15 313,15 323,15

HMIP-SG -12,74 -8,7 -10,23 -10,2 -10,1 -10,02 -9,93
HMIP-SI -21,68 -44,13 -9,2 -8,7 -8,3 -7,9 -7,4

3.3.6 Estudos de Seletividade

Para comprovar a presenca de cavidades, com afinidade a CAF, foram
realizados estudos de adsorcdo competitiva, através de uma solucdo ternaria com
moléculas andlogas a CAF: a tedfilina (TEF) e a teobromina (TEB) (Figura 19), por meio

da utilizacdo de polimeros impressos e ndo impressos.

Teofilina Teobromina Cafeina
Chy CH, CHa
TN oty YOI
Hae™ NH . N\> ch’Nj\;['\!
o) ! ‘CH3 o CH;
(a) (b) (c)

Figura 19. Estrutura molecular dos analogos empregados nos ensaios de seletividade TEF (a), TEB
(b) e (c) CAF.

A fim de quantificar as espécies, foi empregado o método cromatografico
descrito em 3.2.11, pela Tabela 15, e os tempos de retencdo que foram identificados

em 5 min para a TEB, 6 min para a TEF e 7 min para a CAF. Os limites de detecc¢do
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(LOD) e de quantificacdo (LOQ), do métodos empregados, foram estimados conforme
a ANVISA'?, considerando as Equacdes 22 e 23 abaixo, em que s € o desvio padrdo
dos residuos e b a inclinagéo da curva analitica. Os parametros analiticos do método de
guantificacéo dos analitos estdo descritos pela Tabela 15.

LOD = % (22)
LOQ = 1705 (23)

Tabela 15. Parametros analiticos de quantificacdo da CAF, TEB e TEF.

Analito Faixa linear Resposta Linear R? LOD LOQ
(ng L) (ug L) (g L)

CAF y = 69,17 [CAF] + 282,46 0,9998 1,55 5,18

TEB 50 — 1000 Y=4231,3 [TEB] + 85014 0,99915 2,48 12,99

TEF y = 4087,1 [TEF] + 52910,55 0,99981 2,58 22,29

Na Tabela 16, observa-se que o Kd para os HMIPs apresentou maior
distribuicdo da CAF, na superficie, superior dos polimeros controles, uma vez que 0s
valores de k, encontrados para o HMIP-SG, para os analogos TEF e TEB, foram 21,8 e
9,1, respectivamente, e esses foram superiores aos resultados do HMIP-SI 4,1 e 4,4
respectivamente. De acordo com o estudo, pode-se observar que o HMIP apresentou k’
15,2 e o HMIP-Si 4,2, demostrando que os dois materiais apresentaram sitios seletivos
a CAF, quando comparados aos seus polimeros controles. Tal fato sugere que a sorcéo
da CAF ocorre, preferencialmente, nos sitios seletivos para o HMIP e indicam
homogeneidade e acessibilidade aos sitios dos polimeros impressos, que demostraram
a impresséo de cavidades efetivas. Todavia, observou-se que o HMIP-SG apresentou
uma quantidade maior de sitios seletivos se comparado ao HMIP-SI, podendo estar
relacionados a menor area superficial indicada por esse material, com relagéo ao estudo

porosimétrico.

Tabela 16. Parametros relacionados ao efeito de impressao (kd, k, k’) do HMIPs/HNIPs

sol-gel hibridos.

Kd (ML g1) K K
Adsorvente
CAF TEF TEB TEF TEB HMIP/HNIP
HMIP-SG 24,530,017 1,12+0,14 2,71 £0,014 21,8 9,1 15,3
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HNIP-SG 1,6+1,04 3,85+0,9 3,7+0,4 0,96 2,3
HMIP-SI 12,8+0,013 2,9+0,2 3,1+0,6 4,1 4,4 4,2
HNIP-SI 3,03+0,78 4,9+0,43 2,15+¥1.4 0,6 1,2

Ressalta-se que os resultados da capacidade maxima de adsor¢ao, por meio
deste estudo, para o polimero o HMIP-SG, é duas vezes maior aos sintetizados em
superficie. Isso pode ter ocorrido em razéo de as particulas de silicas serem irregulares,
conforme constatado no estudo de Keke e colaboradores (2018)!!8 . Esses avaliaram
diferentes formas de silica para a impressado em superficie e verificaram que a silica

irregular possui baixa capacidade adsortiva.

Diante dos resultados superiores apresentados pelo HMIP-SG, em todos os
ensaios realizados, aplicou-se o HMIP-SG para desenvolver um preparo de amostra na
extracao, em fase solida, molecularmente impressa (MISPE), a fim de extrair a CAF em

amostras de aguas superficiais.

3.3.7 Avaliacdo do desempenho analitico da MISPE

Para avaliar a eficiéncia de adsor¢cdo da CAF na MISPE, utilizou-se solugbes
ternarias, contendo CAF, TEB e TEF. O estudo foi conduzido conforme procedimento
descrito no item 3.2.12.3. A Figura 20 demonstra os cromatogramas obtidos para a
injecdo direta da solucdo ternéria e percolados, apds a passagem da solugao, nos
cartuchos MISPE. Quando comparados, 0os cromatogramas corroboram para a eficacia
do HMIP-SG, para extrair seletivamente a CAF, visto a magnitude e a presenca, apenas,
do pico para a CAF quando aplicada a amostra. Constatou-se, também, menor
magnitude para o pico da CAF obtido, ap6s a extracdo com o NISPE (SPE com o
polimero n&o impresso), atestando a extracdo por cavidades seletivas pelo HMIP-SG.
O fator de impressao IF (Equacao 9) do método foi estimado em 21,5 + 1,4, muito
proximo ao observado nos estudos de adsor¢do do equilibrio do polimero em analise
(22,5). Isso demonstra que as condicdes fisicas de extracdo do método SPE néo
prejudicou a alta seletividade do MIP, mantendo sua performance de reconhecimento
molecular. Além disso, a retencdo de TEB e TEF, na MISPE, indica que a CAF é

adsorvida por interacdes especificas no HMIP-SG.
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Figura 20. Separagcdo cromatografica () HMIP-SG, () HNIP-SG e () Inje¢éo direta com a
mistura ternaria CAF, TEB e TEF

3.3.7.1 Volume breakthrough e capacidade adsortiva da MISPE

O volume de ruptura ou volume de breakthrough, é considerado um fator relevante
para avaliar o volume de solvente que pode ser percolado na MISPE sem a lixiviagéo
dos analitos. O volume de ruptura depende da concentracdo de substancias, quando se
pretende analisar a solucdo carregada ao solvente, a temperatura e a vazao,
dependente das propriedades cinéticas da fase soélida?®.

Vale dizer que a curva de ruptura foi construida, de forma empirica e off line, de
acordo com o item 3.2.12.4, enquanto que os resultados estardo demonstrados pela
Figura 21. O volume estimado para esse sistema foi de 500 mL, sendo apresentado o
primeiro sinal detectavel de CAF. Esse dado corresponde ao volume méaximo de
amostra que pode ser percolada pelo MIP, sem perda consideravel na massa de CAF,
considerando a deteccdo empregada. Esse valor pode ser maior em vazao maior e, em
concentracdes menores, do analito. Portanto, pode-se concluir que o HMIP-SG pode
ser utilizado como absorventes da SPE para analises ambientais e, geralmente,

aplicam-se grandes volumes de amostras, devido as baixas concentra¢cdes de CAF.
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Figura 21. Curva de breakthrough empirica para o HMIP-SG como fase sdélida.

3.3.7.2 Estudo de reutilizagéo

A fim de investigar o desempenho da regeneracdo da HMIP-SG, foram
aplicados procedimentos de extragdo em que os ciclos de dessorcao e adsorgdo foram
repetidos 26 vezes. Podemos observar pela Figura 22 que a capacidade de
adsorcao/dessorgdo diminuiu, ligeiramente, de 99,47 para 98,32% e do ciclo 24, para
o de 25. Como pdde ser notado, houve uma perda de 11,5 % na capacidade de sorcao
do HMIP. O estudo adsorgdo-dessor¢cdo demonstrou excelente capacidade de
reutilizagcdo com uma eficiéncia de sor¢do praticamente inalterada por até 24 ciclos. A
alta reutilizacdo apresentada, pela fase soélida sintetizada, demonstra a excelente
adequabilidade da fase sélida em se desenvolver materiais sustentaveis e métodos de
andlise, ambientalmente, amigaveis. Além disso, o custo efetivo de uma fase sélida
reutilizavel impacta em métodos, economicamente, vidveis diminuindo o custo

financeiro do método analitico.
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Figura 22. Os ciclos de reutilizagdo do HMIP de CAF.

3.3.7.3 Aplicagcdo em Amostras de Aguas Superficiais

Assim, aplicou-se o método MISPE estabelecido para a extracdo da CAF, em
amostras de agua superficial, do lago Paranoa-DF. ApGs condicionar as fases solidas,
as amostras foram percoladas pelo MISPE, de acordo com o procedimento otimizado.
Os resultados de recuperacao estdo descritos pela Tabela 17. Observou-se que nao foi
possivel detectar a CAF na amostra sem fortificacdo. J& para as amostras fortificadas e
os valores de recuperagcdo foram maiores que 90% para as duas concentracdes
analisadas. Esses resultados corroboram com a exatidéo e a seletividade do método

para extrair a CAF, em amostras complexas ambientais, como as de aguas superficiais.

Tabela 17. Recuperagdo da CAF em amostras de agua superficial.

CAF CAF Recuperacéo (%)
Amostra Adicionada Recuperada
(bg L (bg LD
1 0 <LD* -
2 10 9,310,036 93
3 20 18,54+1,16 92,7

*<LD - abaixo do limite de deteccao;
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3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, com a otimizacdo da sintese sol-gel, por meio dos
planejamentos aplicados, demonstraram a boa adequacao das técnicas em desenvolver
sinteses, de maneira racional e com economia de reagentes e tempo de bancada. As
ferramentas, ainda, demonstraram resultados eficientes ao indicar niveis de impresséo
do MIP, resultando dados bastante superiores (até 13 vezes) aos relatados na literatura
em abordagens similares. Por meio das condicdes otimizadas e estabelecidas: NH,OH
como catalisador e a propor¢cdo de MF:ALC de 1:4 mmol, foi possivel obter alta
seletividade dos MIPs, frente as espécies analogas e, também, em aplicacdo com

amostras.

Ambos 0s materiais impressos apresentaram resultados, a partir da descrigéo
dos parametros adsortivos, cinéticos, equilibrio e termodinamica similar, sendo: cinética
heterogénea de pseudo-segunda e equilibrio adsortivo hibrido de Langmuir-Freundlich
para dois sitios. No equilibrio de adsorgéo, os materiais apresentaram boas taxas de Q,
sendo: 1,3 mg g* para o HMIP-SI e de 2,2 mg g para ao HMIP-SG, por meio de um

processo adsortivo espontaneo governado por ligagdes de hidrogénio.

Comparando as estratégias empregadas, com relagdo a velocidade de
extracdo, o HMIP-SI apresentou cinética de adsor¢cdo mais rapida (1 hora), se
comparado ao HMIP-SG (2 horas). Todavia, o reconhecimento especifico e seletivo dos
polimeros sintetizados, em superficie, foi inferior a sintese do HMIP-SG. Assim, a
aplicacdo do HMIP-SG, no procedimento MISPE, demonstrou a alta eficiéncia da
extracdo seletiva (= 93 %) CAF, frente as moléculas analogas e em recuperacgfes da
CAF, em amostras de agua superficial (> 92 %). Assim, a fase sélida desenvolvida se
demonstra como um material de alta seletividade, reutilizavel e especifica para ser
aplicada na extragdo da CAF, em matrizes complexas, apresentando-se como uma

excelente alternativa as fases sélidas convencionais.
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4 SINTESE E CARACTERIZACAO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS RADICALARES HIBRIDOS PARA A DETERMINACAO DE

CAFEINA

4.1 INTRODUCAO

Basicamente, a seletividade dos MIPs depende dos tipos e quantidade das
interagdes que ocorrem entre a MM e os MF 116519 Todavia, parametros adicionais
relacionados a composi¢cdo quimica da base polimérica do MIP podem agregar
propriedades adsortivas superiores aos MIPs ao se considerar os métodos de producgao.
Quando se observa o rendimento reacional dos MIPs, o processo radicalar apresenta-
se superior com distribuicdo de particulas maiores e mais uniformes. Além disso, 0s
MIPs organicos radicalares possuem maior capacidade adsortiva e porosidade, gerada

pelo solvente porogénico adicionado a sintese!?’.

No entanto, quando se trabalha com matrizes polares, esses materiais podem
apresentar certa incompatibilidade quimica se utilizarmos os MIPs, com composig&o
totalmente orgénica, fazendo-se necessérias etapas de redissolugdo prévia da amostra
em solventes organicos para a extracado do analito. Outro inconveniente dos polimeros
organicos € que, muitas vezes, podem sofrer de encolhimento ou inchago sob o efeito
da temperatura e/ou solventes. Esses efeitos podem alterar, consideravelmente, a
morfologia da rede polimérica e das posicdes relativas aos grupos funcionais que sao
essenciais pelo reconhecimento do analito alvo. Fato esse pode afetar a seletividade da

extragdo em matrizes complexas??®.

Atualmente, vem crescendo na literatura a abordagem hibrida da sintese dos
MIPs que agregam as duas estratégias, para a obtencdo de materiais com
caracteristicas organicas e inorganicas. Esses materiais apresentam alta
compatibilidade com a agua proporcionada pela insercao de esqueletos de silica, na
matriz organica, que proporcionam alta permeabilidade da agua, resisténcia mecanica

e compatibilidade com solventes polares e apolares 7072128129,

Muitos estudos tém demonstrado algumas vantagens dos polimeros hibridos,
para extrair diversos analitos em matrizes complexas. Nesse contexto, este presente
capitulo teve como objetivo estudar trés diferentes rotas de sintese, a fim de se obter
um HMIP orgénico-inorgéanico para a CAF, tendo em vista sua aplicacdo em amostras

de 4gua superficial.

71



Sintese e caracterizacao de polimeros molecularmente
impressos radicalares hibrido para a determinacéo de cafeina

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Reagentes e Equipamentos

Além dos reagentes e equipamentos citados no item 3.2.1 e 3.2.2. Acido
metacrilico (MAA), etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA), 2,2-azobis (2-metilpropionitrilo)
(AIBN), adquiridos da Sigma Aldrich em grau P.A, cloroférmio e o acido acético foram
adquiridos da Tedia em grau HPLC. A, Agilent. Sistema reator composto por: agitador
de hélice: modelo: Eurostar werke digital, rotacdo: 0 — 1200 rpm, IKA. Reator de vidro
encamisado: capacidade de 500 mL e banho maria-criostato com recirculagdo, modelo
521 TD, Ethik technology.

4.2.3 Preparo do HMIP pelo Processo Radicalar

O procedimento de sintese em bulk foi conduzido de acordo com o trabalho de
Yan e colaboradores®, com algumas adaptacdes. Inicialmente, misturou-se num frasco
de vidro de borossilicato de 250 mL, 6,4 mmol de APTES com 8,1 mmol de MAA. Em
seguida, a mistura foi aquecida a 60 °C, durante 24 horas, sob agitacdo, em banho
Dubnoff, para a formag¢do do mondmero funcional hibrido APTES-MAA. Na sequéncia,
1 mmol de CAF foi solubilizada em 10 mL de cloroférmio e a essa soluc¢éo foi adicionado
4 mmol do mondmero funcional hibrido (APTES-MAA) e deixada, em banho
ultrassoénico, por 10 minutos. Na sequéncia, a solucéo foi colocada no escuro, a 4 °C,
por 2 horas. Depois, foram adicionados os agentes de ligagédo cruzada, sendo 4,48 mmol
de TEOS e 25 mmol de EGDMA, além de 0,3 mmol do iniciador radicalar, AIBN.
Também, foi purgado N2, na solucéo, por 5 minutos e, em seguida, o frasco foi selado e
a mistura levada a um banho termostatizado, a 60 °C, por 24 horas. ApOs esse
procedimento, os polimeros obtidos, em blocos, foram moidos e separados por peneira
granulométrica de 56 — 125 pm. Os materiais foram submetidos a um processo
exaustivo de lavagem para remocdo da CAF, utilizando solugdo de metanol/acido
acético (9:1), sob agitacdo, em temperatura, em torno de 40 °C. Finalmente, o produto
foi lavado com metanol. As Ultimas solu¢cdes remanescentes foram analisadas por
cromatografia liquida, para se certificar da remogéo total da CAF. Tais polimeros, apos

a lavagem, foram denominados de HMIP-B.

Para a sintese de precipitacdo, utilizou-se das mesmas etapas acima
mencionadas e referentes a sintese em bulk. Entretanto, foi adicionado 66 mL de agua

deionizada a mistura reacional e depois da mistura dos AIBN foi purgado N,
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diretamente, na solucdo, por 5 minutos. Essa mistura foi adicionada a um reator de 500
mL e deixada a reagir a 60 °C, durante 24 horas e com agitacdo de 1000 rpm. Em
seguida, os polimeros foram filtrados e secos, em estufa, por 2 horas, a 90°C, e,
posteriormente, realizou-se a extragdo da CAF. O referido polimero, foi denominado de
HMIP-P.

Para o método em suspensdo, foram realizadas todas as etapas da sintese,
por precipitacdo, mudando apenas com relacdo ao preparo de uma solucdo aquosa de
0,1% do tensoativo PVA. Apés a finalizagdo da sintese, os polimeros foram filtrados e
deixados, por 2 horas, com 200 mL de H;O, sob agitacdo, a 80°C, para retirar o
tensoativo. Em seguida, os polimeros foram filtrados e secos, em estufa, por 2 horas, a
90 °C e, posteriormente, armazenados. O polimero resultante foi denominado de HMIP-
S. Salienta-se, ainda, que os polimeros controles (HNIPs) foram sintetizados,
simultaneamente, sem presengca da MM, conforme procedimentos descritos,
anteriormente, sendo obtidos HNIP-B, HNIP-P e HNIP-S.

4.2.4 Caracterizagdo Quimica e Estrutural dos Polimeros

A caracterizagdo quimica e estrutural dos HMIPs/HNIPs foram as mesmas

citadas no capitulo 3.

4.2.5 Estudo de Adsorgéo

Os estudos de adsor¢do foram similares aos citados no capitulo 3, salvo
algumas alteracdes. Foi pesado 40 mg de HMIP, em tubos Falcon de 15 mL, e
adicionado 10 mL de solugdo CAF 10 mg L™. Tais tubos foram mantidos sob agitagéo
constante, a temperatura ambiente, por 10 horas. Os ensaios foram realizados em
triplicata pela retirada em tempos pré-determinados de (5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180,
240, 300, e 600 min).

Objetivando avaliar a capacidade adsortiva dos HMIPs e HNIPs foram
realizados estudos de adsorcdo de solugbes de CAF em diferentes concentragdes.
Foram pesados 40 mg dos polimeros sintetizados, em tubos Falcon de 15mL, e
adicionados 10 mL de solugcdo de CAF nas concentracGes 1 a 80 mg L. Os frascos

foram fechados e homogeneizados, por 240 min, a temperatura ambiente.

Para o estudo termodindmico de adsorcado, utilizou-se o0 mesmo método

relatado no item 3.2.9, porém o tempo de agitacao foi de 4h.

73



Sintese e caracterizacao de polimeros molecularmente
impressos radicalares hibrido para a determinacéo de cafeina

4.2.6 Estudo de Seletividade

No entanto, para a determinacéo dos parametros de seletividade, utilizou-se o
procedimento descrito no item 3.2.10, no entanto, o tempo de agitagao foi de 4h.

4.2.7 Estudo dos parametros da MISPE para extracdo da CAF

Para este estudo utilizou-se o procedimento descrito no item 3.2.12 com
algumas adaptacdes. Os cartuchos foram construidos com 300 mg, condicionados com
2 mL de metanol, seguidos de 2 mL de agua ultrapura. As amostras foram percoladas
e a lavagem foi realizada com 1,5 mL de 4gua ultrapura, utilizando-se uma bomba de
vacuo. Para a escolha do solvente de dessorcao (eluicdo) da CAF, foram avaliados os
seguintes solventes/solucdes: ACN e MeOH puros, em propor¢cdes MeOH/ACN (1:3),
MeOH/ACN (1:1) e MeOH/ACN (3:1). Além disso, aliquotas de 10 mL de solugéo
padrdo, contendo 100 pg L de CAF foram extraidas e dessorvidas com 2 mL de cada
solvente. Os extratos, utilizando os solventes, foram analisados por HPLC-UV. Para a
avaliacdo do pH da amostra, o referido pH foi ajustado em 4, 7 e 9, com adicdo de
NH4OH (conc) ou HCI (conc) as solucbes das extracoes.

O estudo do volume de Breakthrough seguiu 0 mesmo procedimento descrito
no item 3.2.12.4, utilizando 500 mL de amostra na concentracdo de 1 mg L. Para a
avaliacdo da reutilizagédo dos cartuchos e de aplicagdo, em amostras reais, foi realizado

conforme descrito no item 3.2.12.5 e 3.2.13 respectivamente.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Mecanismo de Sintese dos HMIPs

A proposta simplificada do mecanismo de sintese dos polimeros hibridos, pelo
processo radicalar, estara representada pela Figura 23. Na primeira etapa, foi realizada
a reacao de formacdo de um co-monémero funcional hibrido (APTES-MAA), através de
reacdes de condensacado e desidratacdo entre APTES e MAA. Na segunda etapa, o
APTES-MAA reage com a CAF na presenca do solvente porogénico (cloroférmio).
Nessa etapa, espera-se que 0s grupos funcionais do APTES-MAA se unam aos grupos
funcionais da CAF por meio de ligagcbes de hidrogénio. Na dultima etapa, foram
adicionados os dois ALC (EGDMA e TEOS) na presencga do iniciador radicalar (AIBN).
As ligagbes C=C presentes no APTES-MAA sao reticuladas com o ALC (EGDMA), via
radical livre, gerado termicamente pela homdlise do iniciador radicalar AIBN. O APTES-
MAA reage com o TEQOS, a partir de rea¢cOes de condensacado, formando um esqueleto
rigido na matriz polimérica, propiciando estabilidade as cavidades formadas pela MM.
O mondmero hibrido APTES-MAA é um monbémero que se apresenta adequado por

combinar as vantagens do APTES e do MAA, para se complexar a CAF.
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Figura 23. Esquema da sintese do polimero molecularmente impresso pelo processo radicalar
hibrido

75



Sintese e caracterizacao de polimeros molecularmente
impressos radicalares hibrido para a determinacéo de cafeina

4.3.2 Caracterizagcao dos HMIPs e HNIPs

4.3.2.1 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

A espectroscopia FT-IR foi empregada para estudar as estruturas quimicas dos
polimeros sintetizados. Na Figura 24, observa-se bandas em 476, 774 e 1060 cm?
correspondentes as vibracbes de alongamento O-Si—O e Si—OH, além do estiramento
assimeétrico Si—O-Si, respectivamente. Esses trés picos sdo observados em todos 0s
espectros e estéo associados a silica presente nos polimeros. A banda em 1157 cm™ é
atribuida ao alongamento dos grupos O-C presentes no EGDMA. Em 1277 cm™, pode-
se observar 0 alongamento de grupos carboxila de segmentos de MAA. J4 a banda em
1360 cm™ é atribuida a deformagéo angular fora do plano dos grupos metila. Por outro
lado, as bandas em 1452 e 1630 cm™ estéo relacionadas as vibracées de deformacéo
do grupo C-H. Observa-se, também, uma banda em 1720 cm™, correspondente as
vibracbes de estiramento do grupo C=0. Pode-se constatar bandas em todos os
espectros, que atestam a presenca de grupos funcionais do APTES-MAA, empregados
como mondmero hibrido, tal como a banda de 3500 — 3000 cm, (estiramento OH do
MAA).

— MIP-B
NIP-B
MIP-S

| =— NIP-S

— MIP-P

— NIP-P

Transmitancia (%)
L L | L
|

294;

/
3549 1277

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda cm ™

Figura 24. Espectro de absor¢éo no infravermelho para os polimeros HMIPs/HNIPs radicalares
hibridos.

4.3.2. 2 Termogravimetria (TGA)

A Figura 25 apresenta o estudo da estabilidade térmica dos HMIPs/HNIPs ap6s

a extracdo da MM. Observa-se uma perda de massa em torno de 80°C, que pode estar
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relacionada & decomposicdo de materiais volateis gerados como produto da reacéo ou
se encontram presos no interior das cavidades dos materiais. Uma perda consideravel
de massa, ocorre em todos os polimeros, no intervalo da temperatura entre 250°C a
450°C, provavelmente, em razéo da degradagdo de compostos organicos presentes na
estrutura dos materiais. Por fim, ap6s 700 °C, foram atingidos de 3 a 5 % da massa
inicial e essa faixa manteve-se constante até 1000 °C. Esse residuo corrobora com a
presenca da matriz inorganica de SiO, e materiais carbonizados. Os resultados sugerem
a estabilidade térmica do polimero, em aproximadamente 250 °C, e sdo compativeis

com as analises termogravimétricas de materiais a base de silica reportada na literatura
130
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Figura 25. TGA dos polimeros HMIPs/HNIPs radicalar hibridos.

4.3.2.3 Microscopia e porosimetria

As micrografias dos polimeros sintetizados por bulk, bem como a precipitagéo
e a suspensdo, estdo mostradas nas Figuras 26, 27 e 28 respectivamente. A partir das
fotomicrografias, foi possivel observar a morfologia, o tamanho e a porosidade das
particulas, evidenciando que as sinteses de suspenséo e precipitacdo apresentam, em
geral, particulas de forma esférica, com menor grau de agregacao quando comparados
a sintese em bulk. As particulas esféricas referentes a HMIP-P e HMIP-S, com alta
propor¢do de solvente, e grande reatividade do MF hibrido, acarreta no crescimento da
cadeia polimérica, dando origem, como consequéncia, a maior area superficial. As
Figuras 26, 27 e 28 demonstraram que os HMIPs, obtidos por diferentes métodos,

apresentam porosidades diferentes, provando que a escolha do método adequado de
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sintese propiciara diferencas relevantes de porosidade. Pode-se observar, pelo método
de precipitacdo, a presenca de particulas colapsadas, resultantes da baixa estabilidade
fisica e da intensa ou vigorosa agitacdo durante a sintese. Entretanto, na sintese por
suspensdo, a adicdo do protetor coloidal (PVA) minimiza esse problema. Pode-se,
ainda, visualizar que os polimeros controles apresentaram porosidade menor em

comparacao aos seus respectivos polimeros molecularmente impressos.

;}?A

s00 15.0kv SEI sEM

Figura 26. Fotomicrografias eletrdnicas de varredura dos polimeros HMIP-B (a e b),
HNIP-B (c e d). As imagens foram ampliadas em 500 e 20.000 vezes.
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Figura 27. Fotomicrografias eletrdnicas de varredura dos polimeros HMIP-P (a e b),

HNIP-P (c e d). As imagens foram ampliadas em 500 e 20.000 vezes.

Figura 28. Fotomicrografias eletrénicas de varredura dos polimeros HMIP-S (a e b),

HNIP-S (c e d). As imagens foram ampliadas em 500 e 20.000 vezes.
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Com relacéo a classificacdo dos poros desses materiais, todos os polimeros
podem ser considerados mesoporosos. Observando a &rea superficial do HMIP-B,
percebe-se que essa foi 1,9 vezes maior que a do HNIP-B (Tabela 18). Esse efeito é
comum nos processos em massa, devido a alta agregacao das particulas, porém para
a HMIP-P, essa diferenca foi 3,6 vezes superior. Contudo, para a sintese em suspensao,
o aumento foi mais substancial, pois 0 HMIP-S apresentou uma area de superficie 12
vezes maior que seu respectivo controle. Em relagdo ao volume de poros, no processo
de suspensao, foi mais notavel a diferenca entre o HMIP e o HNIP. Esses parametros,
geralmente, contribuem para melhorias na cinética de adsor¢éo por comportar maior

volume de agua, contendo o analito a ser extraido.

Tabela 18. Porosimetria dos HMIPs/HNIPs radicalar hibridos.

Area especifica BET (m2g1) | Tamanho Médio de Poros (A) | Volume de Poros (cm3g?)
HMIP-S 288,32 2,62 0,6
HNIP-S 23,94 2,06 0,011
HMIP-B 273,13 1,69 0,456
HNIP-B 147,13 2,83 0,270
HMIP-P 220,81 2,08 0.243
HNIP-P 61,953 1,69 0,118

4.3.3 Cinética de equilibrio de Adsorcéo

Considerando a Figura 29, é possivel observar que a capacidade de adsorgéo
dos materiais aumentou, gradativamente, em todos os HMIPs e atingiu seu maximo
apo6s 180 minutos. Esse tempo foi superior ao relatado, no capitulo anterior, quanto aos
materiais sintetizados, e pode estar associado a rapida ocupacdo das cavidades na
superficie pela CAF e que, também, pode ter aumentado a dificuldade de ligacdo da

mesma aos sitios mais internos do MIP.

Em comparacao ao tempo de equilibrio de outros trabalhos da literatura, Yan
e colaboradores, em 20143, obtiveram um tempo de equilibrio igual a 8 horas com um
HMIP radicalar sintetizado em bulk, para a determinacdo de aciclovir em urina,
demonstrando assim que a velocidade adsortiva relatada nos materiais aqui sintetizados
apresentou-se adequada em comparacdo a esse HMIP. Entre as sinteses nao foram
observadas contribuicdes efetivas que impactaram no tempo de adsorcéo da CAF pelos
trés HMIPs sintetizados. Dessa forma, fixou-se em 180 min o tempo necessario para a

adsor¢ao para 0s proximos estudos.
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Figura 29. Efeito do tempo na capacidade de adsor¢éo de CAF pelos MIPs/NIPs.

Os parametros obtidos pelo ajuste dos modelos cinéticos estdo apresentados
pela Tabela 19. Observou-se que a adsor¢cdo da CAF, com todos os HMIPs em estudo,
ocorreu via mecanismo de pseudo-segunda ordem, apresentando coeficientes de
determinacdo adequados, sendo o R? igual a 0,99 para o HMIP-S e 0,97 para o HMIP-
B e HMIP-P. O ajuste adequado dos dados empiricos, através do modelo de pseudo-
segunda ordem, foi confirmado pela aproximacdo do Q. e ao Q. (Tabela 18) para os
HMIPs. A cinética de ligacdo dos HMIPs sintetizados, no presente estudo, apresentou
uma taxa constante de 0,01min* para o HMIP-S, 0,029 mine para o HMIP-B e de 0,006
min? para o HMIP-P, indicando que a interacdo imediata da CAF com a matriz
polimérica é um processo muito rapido. Com base nos parametros cinéticos, foi possivel
inferir que o HMIP-S mostrou parametros mais adequados de adsorcao, (Qe=3,92 mg
g?) e com taxa cinética apropriada, em comparacdo aos outros MIPs. Assim, para
descrever mais propriedades dos materiais prosseguiu-se com os estudos de equilibrio

adsortivo.
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Tabela 19. Parametros cinéticos para os MIPs/NIPs radicalar hibridos.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
]n(Qe - Qt) = ane — Kt i - L + it
Polimero Q: K,Q%Z Q.
K1 Qe R? Kz Qe R?
(min') (mg g% (min™) (mg g%
HMIP-S 0,0088 15 0,74 0,01 3,92 0,99
HNIP-S 0,0099 0,27 0,64 0,05 1,21 0,97
HMIP-B 0,0065 0,57 0,65 0,029 1,33 0,99
HNIP-B 0,008 0,16 0,56 0,08 0,644 0,97
HMIP-P 0,01 1,44 0,80 0,006 2,43 0,97
HNIP-P 0,003 0,77 0,68 0,02 0,844 0,93

A Figura 30 apresenta os efeitos do estudo de equilibrio de adsorcdo, em que se
observa a capacidade de adsorcdo dos HMIPs, a qual aumenta, progressivamente, com
0 aumento da concentragdo de CAF, em solucéo, até a concentracdo de 30 — 40 mg L
! permanecendo constante. Os resultados experimentais demostraram maior Q para o
método de suspensédo que apresentou um Q. de 4,75 mg g}, valor 1,5 vezes superior
ao polimero sintetizado por precipitacdo e 2,4 vezes superior ao sintetizado pelo método
de bulk. Ressalta-se que todos 0s polimeros apresentaram capacidades adsortivas
superiores aos respectivos polimeros controles e bastante superiores aos MIPs

inorganicos, relatados pelo capitulo anterior (HMIP-SG e HMIP-SI).

Os resultados dos Fls confirmam as maiores adsor¢cées dos polimeros
impressos, em relacdo aos ndo impressos, ao verificar um Fl para o HMIP-S de 5, um
Fl para o HMIP-P de 4,8 e um FI para o HMIP-B de 3. A baixa capacidade de adsorcao
e o menor fator de impressdo do HMIP-B, quando comparado aos outros polimeros,
deve-se, provavelmente, a etapa de moagem que danifica os sitios adsortivos e,
também, a irregularidade das particulas obtidas pela ocorréncia da trituracdo do bloco.
Essa etapa pode proporcionar a destruicdo de alguns sitios seletivos pela friccao,

diminuindo a capacidade de retencéo do analito.

Alguns estudos que realizaram comparagdes evidenciaram essa reducdo de
Q em polimeros sintetizados pelo método em bulk %74, Varios autores afirmam, neste
trabalho, que o reconhecimento molecular dos polimeros impressos estéo, intimamente,
relacionadas a sua morfologia, ou, especificamente, a forma e ao tamanho da particula
6574107 A sintese em suspensdo apresenta caracteristicas mais adequadas a essas
observacdes, visto que a mesma possui formas mais delineadas e tamanhos
homogéneos e regulares das particulas que podem ter contribuido para uma adsorgéo

mais efetiva da CAF.
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Figura 30. Dados experimentais obtidos para construgdo das Isoterma de adsor¢éo do dos MIPs/NIPs

radicalares hibridos.

Para elucidar o equilibrio adsortivo, ajustou-se 0s isotérmicos e os parametros

obtidos, que estardo listados pela Tabela 20, ja as curvas, com os plotes, estardo

ilustradas pela Figura 31.

Tabela 20. ParAmetros das isotermas de adsor¢do para os HMIPs/HNIPs.

N&o Linear de Langmuir N&o Linear de Freundlich
Polimero - _KibCe Qe = Kp C,M™
¢ 1+K.C,

KL B R? N R?
HMIP-S 0,03 8,03 0,96 0,488 1,7 0,98
HNIP-S 0,045 1,088 0,86 0,077 1,67 0,89
HMIP-B 0,011 4,75 0,95 0,1 1,41 0,95
HNIP-B 0,13 0,61 0,60 0,14 2,96 0,54
HMIP-P 0,006 9,47 0,90 0,09 1,2 0,98
HNIP-P 0,076 0,62 0,93 0,096 2,39 0,91

Langmuir-Freundlich para um sitio Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorcéo
de adsorc¢ao
i _ M Q. = b1(K1Co)™ | ba(K2C)"2

Polimero e 1+ (K1Ce)"1 1+(K1Ce)™  1+(K2Cp)"2

Ky by Ny R? Ky b; Ny Kz b, n, R?
HMIP-S 0,49 6,088 1,43 0,97 0,05 1,7 17,8 0,08 3,3 1,1 0,99
HNIP-S 9.107 319 0,59 0,87 0,001 | 7983 | 4,06 0,17 0,56 2,15 0,93
HMIP-B 0,012 4,47 1,03 0,94 0,31 1,43 6,35 0,24 0,55 35,2 0,99
HNIP-B 0,16 0,5 4,42 0,60 0,16 0,37 7 8.10% | 6,19 0,3 0,31
HMIP-P 0,18 4,79 1,34 0,98 0,04 1,7 1,078 | 0,03 1,4 4,3 0,99
HNIP-P 0,09 0,57 1,2 0,93 0,15 0,42 3,056 | 0,013 | 0,48 6,8 0,95

Nota: Qe € a quantidade de sorvido por grama de sorvente; Ceq € a concentracéo de equilibrio da solucéo
(mg L™); KL é a constante de sor¢édo de Langmuir (L mg™); Kr é a constante de Freundlich relacionada a
capacidade de sorgdo (mg g™%) (L g™1); n é a constante relacionada a intensidade de sorcdo ou grau de
sorgao; n1 e n2 sdo os fatores de heterogeneidade; b é a constante relacionada a capacidade maxima de

sorcdo (mg g™*) e K, da equacéo de Langmuir-Freundlich, representa as afinidades sorbato-sorventes.
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De maneira similar aos MIPs, relatados no capitulo anterior, os modelos
hibridos de Langmuir-Freundlich, com um e dois sitios de adsor¢do (Figura 31),
descreveram, mais adequadamente, o mecanismo adsortivo predominante nos HMIPs.
Foi possivel modelar regides diferentes de for¢cas de adsor¢cdo, relacionadas as
isotermas em estudo. Esses modelos explicam a adsorcdo em materiais que

apresentam sitios de ligacdes homogéneas e heterogéneas.

Todavia, observando os dados dos modelos apresentados pela Tabela 20, os
valores dos coeficientes de determinac¢do do modelo Langmuir-Freundlich, para um sitio
de adsorcéo, foram inferiores aos obtidos pelo modelo Langmuir-Freundlich aos dois
sitios de adsor¢do. No modelo de dois sitios foram observados valores de R?, proximos
a 0,99 para todos os HMIPs em estudo. A eficacia desse modelo, para os polimeros,
também, pode ser corroborada pela semelhanca do Q. obtida nos dados empiricos e
pelas capacidades adsortivas maximas e tedricas preditas pelo modelo (b: + by), sendo:
HMIP-S Q.5 mg g*. Valor esse muito préximo ao valor calculado, experimentalmente,
(4,75 mg g*t). Para o HMIP-B, o valor Qe foi de 1,98 mg g*, valor idéntico ao valor
calculado, de forma experimental e para o0 HMIP-P, o Q., também, se apresentou

préximo ao determinado experimentalmente (Qe 3,1 mg g* e Qe 2,9 mg gb).

Os ajustes dos dados obtidos por meio do modelo hibrido de Langmuir-
Freundlich de dois sitios, concorda com o ajuste obtido pelos ensaios cinéticos que
indicaram uma cinética de pseudo-segunda ordem. Assim, os HMIPs possuem sitios de
sorcdo com diferentes forcas de afinidades quimicas. Esses sitios podem ter maiores

energias nos locais provenientes dos grupos carboxila, derivados do MAA ou menores

atribuidos ao Si-OH da APTES °. Diante do exposto, é possivel concluir que o processo
de adsorcdo da CAF, nos HMIPs, possivelmente, acontece numa superficie
energicamente homogénea e heterogénea, obedecendo a um preenchimento em

multicamadas 7.
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Figura 31. Isotermas de adsorcdo dos HMIP/HNIP (a) HMIP-S e HNIP-S, (b) HMIP-B e HNIP-B

e (c) HMIP-P e HNIP-P com os ajustes para os modelos descritos na Tabela 19.

4.3.4 Parametros Termodinamicos

Os parametros termodinamicos (Tabela 21) demonstram que os valores
alculados e obtidos de AHags foram negativos, indicando que o processo de adsorgdo
tem natureza exotérmica e é favorecido em temperaturas mais baixas. A magnitude
desses valores sugere as interagdes predominantes entre a CAF e os HMIPs por meio
de ligacdes de hidrogénio. O AGags, também, foi negativo comprovando que € um
processo adsortivo energicamente favoravel e espontdneo. Pode-se observar que 0s
valores de AGass tiveram um pequeno aumento com o aumento da temperatura,

indicando o favorecimento do processo em temperaturas baixas para todos os polimeros
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estudados. Além disso, os valores de AS, também, foram negativos, sugerindo um

aumento na ordem e na interface sélido-solucéo.

Tabela 21. ParAmetros Termodinamicos para os MIPs/NIPs radicalar hibridos.

Polimero AHags ASags AGags (kJ mol?)
(kJ mol?) (J mol?) Temperatura (K)
283,15 293,15 303,15 313,15 323,15
HMIP-B -17,57 -81,15 -10,85 -10,61 -10,38 -10,14 -9,9
HNIP-B -9,79 -1,98 -9,23 -9,21 -9,19 -9,17 -9,15
HMIP-P -11,65 -2,86 -10,84 -10,81 -10,78 -10,75 -10,72
HNIP-P -28,55 -69,13 -8,97 -8,28 -7,59 -6,9 -6,2
HMIP-S -17,78 -19,8 -12,17 -11,97 -11,77 -11,57 -11,38
HNIP-S -22,62 -48,37 -8,93 -8,44 -7,95 -7,47 -6,99

4.3.5 Estudos de Seletividade

A seletividade dos HMIPs, para a CAF, foi avaliada num teste com TEF e TEB,
usando uma solucdo com os trés compostos na mesma concentracdo (10 mg L),
conforme o que fora descrito no item 3.2.10. O coeficiente de distribuigcdo (K4) obtido
indica como ocorre a migracao dos analitos da fase liquida para a superficie sdélida dos
HMIPs. Pelos resultados obtidos (Tabela 22), observou-se maiores concentragdes
adsorvidas da CAF pelos HMIPs se comparados aos seus analogos. Ja para os HNIPs,
ndo houve o mesmo efeito, em que resultaram em Kq para a CAF bem semelhantes aos

obtidos para os analogos estruturais.

A comparacao dos valores dos coeficientes de seletividade permite confirmar
a alta eficiéncia dos HMIPs, para extrair a CAF na presenca de interferentes. Os valores
de k, encontrados para o HMIP-S, foram de 8,1 para TEF e 14,8 para a TEB, superiores
aos encontrados para os HMIPs e sintetizados por precipitacdo e em bulk. Com relacdo
aos HNIPs, os valores de coeficiente de seletividade foram inferiores aos HMIPs, como
havia sido esperado. Ja os valores do coeficiente de seletividade relativo (k’, que revela
a magnitude do efeito de impresséo dos HMIPs, apresentou k’ de 7,3 para HMIP-S, 5,67
para HMIP-P e 3,9 para HMIP-B, demostrando que todos os polimeros apresentaram-
se seletivos para a CAF. Porém o HMIP-S apresenta uma seletividade superior aos

outros dois.
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Tabela 22. Parametros relacionados ao efeito de impressao (kq, k, k') do HMIPs/HNIPs

radicalar hibridos.

Kgq (ML g% K K*
Adsorvente
CAF TEF TEB TEF TEB HMIP/HNIP
HMIP-S 237,242,7 29,3+2,1 16,2+0,67 8,1 14,8 7,3
HNIP-S 32,50,6 28,4+0,12 27,36%3,9 1,2 1,2
HMIP-B 119,9+0,09 25,1+1,18 14,2+0,9 4,7 8,1 3,9
HNIP-B 30,71p,48 34,5+1,8 25,6+1,7 0,9 1,2
HMIP-P 136,9+0,7 32,8+0,23 16,7+0,47 4,1 8,04 5,67
HNIP-P 27,3+0,47 33,7+0,45 18+7,7 0,8 1,5

Pode-se observar que o HMIP sintetizado pelo método de suspensao
apresentou maior capacidade de adsorcdo e maior fator de impressao e seletividade
que os HMIPs, sintetizados por meio do processo em bulk e precipitagdo. Assim, o
HMIP-S foi, entdo, estabelecido para ser usado como fase sélida para MISPE da CAF

em aguas superficiais.

4.3.6 Otimizacdo do método MISPE

Ressalta-se que foram estudados os efeitos do pH da amostra e do tipo de
solvente de dessor¢édo. O pH da amostra foi avaliado tendo em vista as propriedades
quimicas da CAF e dos HMIPs. As solugfes de CAF estudadas foram equilibradas em
pHs: 4, 7 e 9 (Figura 32). Os resultados demonstraram que a capacidade adsortiva do
HMIP-S aumentou em pH préximo a 7,0. Esse efeito pode estar relacionado a
protonacdo dos grupos amida, advindos do APTES-MAA (pKa = 10,53) e, também, da
presenca dos grupos silanol (pKa = 4,8) da matriz de silica, que facilita a ocorréncia de
ligacdes de hidrogénio com a CAF. A CAF € uma base fraca que apresenta valor de
pKa, proximo a 8,5, e devido a isso pode interagir com o0s grupos silandis residuais da
superficie da silica. Dessa forma, a eficiéncia de extracdo apresentou-se dependente
do pH da amostra e para 0os demais experimentos, as extragdes foram conduzidas em

pH igual a 7,0.
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Figura 32. Dependéncia entre 0 a adsor¢édo em diferentes pH de percolacdo da amostra.

O tipo de solvente de dessorcdo da CAF foi avaliado variando-se o ACN e o
MeOH puros e nas propor¢cdes MeOH/ACN (1:3), MeOH/ACN (1:1) e MeOH/ACN (3:1).
A Figura 33 compara a eficiéncia de dessorgdo dos solventes testados, portanto,
concluiu-se que o metanol foi o solvente com melhor desempenho para a dessorgéo da
CAF, devido a maior concentracdo recuperada da CAF. O melhor desempenho extrativo
do metanol pode estar relacionado a capacidade em realizar liga¢des de hidrogénio com
a CAF, por ser um solvente polar prético. A acetonitrila, por sua vez, € um solvente polar
aprotico que faz ligac¢des dipolo, mais fracas que a de hidrogénio. Dessa forma, o MeOH

pode se ligar mais fortemente a CAF, resultando numa eluicdo mais efetiva.

Além disso, outros fatores ja apontados por Silva (2009)'%?, como o parametro
de solubilidade de Hildebrandt (9) e a série eluotropica de Snyder (€°), podem explicar
0s motivos do metanol ser um bom eluente para a CAF. Ambos 0s solventes possuem
valores semelhantes de ¢ (12,9 para o metanol e 11,7 para a acetonitrila) e de €° (0,95
para o metanol e 0,65 para a acetonitrila). Os dois parametros estéo relacionados com
a polaridade do solvente e seu poder de eluigdo, sdo maiores que o do metanol. Assim,
a capacidade de formar ligagGes de hidrogénio mais efetivas com a CAF, combinada a
alta polaridade do solvente, sdo parametros que explicam a maior eficiéncia da

dessorgdo do metanol nesse sistema.
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Figura 33. Estudo do solvente de dessor¢do da CAF no HMIP-S.

Devido a semelhancga estrutural entre CAF, TEF e TEB foi realizado um ensaio
de seletividade a partir das condi¢cdes do HMISPE otimizadas. Para isso, foi percolado,
como amostra, uma solucdo padrédo equimolar dos trés compostos e o0 eluato foi
analisado por HPLC. Para averiguacdo da eficiéncia do HMISPE, foi injetada uma
amostra bruta, sem passagem pelo extrator. Os resultados podem ser observados nos
cromatogramas apresentados pela Figura 36. A partir da amostragem, notou-se alta
porcentagem de recuperacao para a CAF (95 * 2,5%), enquanto que para a TEB foi de
28 + 3% e para a TEF, de 33 £ 4,2%. Esses dados atestam a alta afinidade e impresséo
do HMIP-S para a CAF. O FI foi estimado em 6,1 + 0,4, sendo um pouco superior
agueles obtidos nos experimentos de equilibrio de adsor¢édo. Dessa forma, os resultados
apresentados sugerem que o HMIP-S podem ser aplicados, de forma eficiente, para a

extracao seletiva de CAF.
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Figura 34. Separacdo cromatogréafica () HMIP-S, (1) HNIP-S e () Inje¢c&o direta com a mistura
ternaria CAF, TEB e TEF

4.3.7. Volume de breakthrough e capacidade adsortiva do MISPE

A curva de ruptura foi construida de forma empirica e em off line. Os dados

referentes a esse ensaio estdo demonstrados pela Figura 35. Mesmo apG@s a passagem

de 500 mL de solucdo da CAF, nao foi possivel detectar um sinal mensuravel para a

CAF e, provavelmente, o volume e concentragdo de CAF deveriam estar longe de atingir

0 LOQ do método de 15 pg L, como se pode observar no perfil da curva (Figura 35).

Logo, considerando as aplicagbes ambientais, essa fase solida apresenta capacidade

adsortiva apropriada, conforme as exigéncias da pré-concentragcdo requeridas por essas

analises.

CAF (ugL")

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500

Volume Percolado

T T
50 100 150

Figura 35. Curva de breakthrough empirica para o HMIP-S como fase solida.
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4.3.8 Estudo de reutilizagéo

Vale registar que, para investigar o desempenho da regeneracdo do MISPE, os
ciclos de adsor¢éo e dessorcao foram repetidos 42 vezes. Podemos observar, através
da Figura 38, que a capacidade de sorcao/dessor¢cado diminuiu de 97,1 %, no ciclo 33,
para 93,9 % no ciclo 35; sendo que no ciclo 36, observou-se um decréscimo significativo
para 86,6 % da concentracéo recuperada. O estudo adsor¢édo-dessor¢cdo demonstrou
excelente capacidade de reutilizagéo,

com uma eficiéncia de sorcdo, praticamente, inalterada por até 33 ciclos de

adsorcéo/dessorcéo.
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Figura 36. Os ciclos de regutilizacdo do HMIP-S de CAF.

4.3.9 Aplicacdo em Amostras de Aguas Superficiais

As amostras de agua superficial foram fortificadas em trés niveis de
concentracdo: 0, 10 e 20 ug Lt de CAF. Foi realizado, também, um banco como forma
de controle de todas as amostras processadas no método MISPE otimizado. Os
resultados de recuperacdo (Tabela 23) indicaram que o método estabelecido foi
adequado para a extracao de baixos niveis de concentracdo de CAF. Péde-se observar
gue a concentracdo de CAF encontrada na agua, nao fortificada, foi de 0,039 + 0,001
ug L. Assim, a concentracdo quantificada apresentou-se similar a quantificada nos
estudos de Sodré e colaboradores, em 20182, em aguas superficiais, no Distrito Federal,

0s quais detectaram concentracdes de CAF, variando de 4 a 228 ng L. Dessa forma,
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foi desenvolvido um método MISPE com parametros de exatiddo adequados, para a

quantificacdo de CAF em amostras de agua superficial.

Tabela 23. Recuperacédo da CAF em amostras de agua superficial.

CAF CAF Recuperacao (%)
Amostra Adicionada Recuperada
(Mg L (Mg L
1 0 0,039+0,001 -
2 10 10,30+0,23 103,0
3 20 20,31+1,98 1015

Comparando as sinteses realizadas, foi possivel notar diferentes
caracteristicas de seletividade do material decorrente do processo/reagente de sintese.
Ao observar os HMIPs sintetizados, com base inorganica, notou-se resultados
superiores de capacidade de extragcdo, seletividade e FI para o HMIP-S, mas em
comparagao ao HMIP-S, apresentou capacidade adsortiva inferior. No entanto, o HMIP-
S demonstrou seletividade relativa, praticamente, duas vezes maior que o HMIP-S,

tendo em vista os materiais sintetizados até aqui.

Os MIPs produzidos apresentaram Fl maior que a maioria dos trabalhos da
literatura e o HMIP-SG foi o maior FI relatado, até entéo, para os MIPs com a CAF e
com como MM. Para se ter um panorama, foram pesquisados parametros de
seletividade dos MIPs da literatura, sintetizados para a CAF. Os mesmos estdo
elencados na Tabela 24. Observou-se, neste trabalho, resultados superiores para os
MIPs produzidos (HMIP-SG e HMIP-S podem ser utilizadas como fases sélidas seletivas

em extragbes da CAF para diferentes matrizes.

Tabela 24. Dados de Fl e parametro de seletividade de MIPs para reconhecimento de CAF.

Polimero Fl K Kr Referéncias

Sol-gel - 4,14 - 94
Sol-gel hibrido 20,5 =11 - 13
Radicalar 1,54 - - 133
Radicalar 6,54 - - 121
Radicalar 2,75 - - 122
Radicalar 1,6 9,64 - 1
Radicalar =2.4 25 2.75 123
Radicalar ~2 - - 39
Sol-gel hibrido =10 - - 116
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Sol-gel hibrido 225 21,8 15,3 Este trabalho
Radicalar Hibrido 4,75 14,8 7,3 Este trabalho

4.4 CONCLUSAO

Neste capitulo, os HMIPs foram desenvolvidos por trés diferentes processos
de sintese radicalar e amplamente caracterizados, possibilitando evidenciar as suas
diferencas e, através das propriedades de seletividade e impressao, selecionou-se o
HMIP-S, com as melhores caracteristicas de adsorcao, para extrair a CAF em amostras
de aguas superficiais. Os resultados de caracterizacao obtidos por MEV, FT-IR e TGA
confirmaram a presencga de matriz organica e inorganica na rede polimérica, atestando

a sintese do material com propriedades hibridas.

Com relagdo as propriedades adsortivas, constatou-se que a cinética de
adsorcao foi semelhante nos trés polimeros sintetizados (180 min), indicando que o
processo de sintese nao influenciou, significativamente, nos mecanismos difusivos dos
materiais. As cinéticas adsortivas foram governadas pelo modelo de pseudo-segunda
ordem, assim como o equilibrio adsortivo que se ajustou ao modelo de Langmuir-
Freundlich para dois sitios. Tais fatos demonstram que os materiais sintetizados
apresentam sitios de energias distintas de adsor¢gdo com organizagdo das espeécies
guimicas na superficie do material como modelos de multicamadas. As energias
distintas podem estar relacionadas a presenca da carboxila e dos agrupamentos amida
dos MFs empregados, que se ligam as forcas distintas na CAF. As interacfes entre a

MM e o HMIP s&o redominantes de ligacdes de hidrogénio.

Quantos aos parametros de seletividade, os materiais apresentaram, pelo
menos, 4 vezes mais seletivos a CAF que seu respectivo polimero controle, com
seletividade relativa préxima ao Fl constatado. Para o HMIP-S, a seletividade obtida foi
bastante elevada em relagé@o as espécies analogas. No entanto, o HMIP-S apresentou
vasta distribuicéo de sitios de CAF, em comparacao aos demais materiais, propiciando
sua aplicagdo como fase sélida no procedimento de HMISPE. A deteccdo da CAF, em
amostras fortificadas, utilizando o método HMISPE apresentou resultados superiores de
recuperacao (= 100 %) que demonstra a eficiéncia e a robustez do material para extrair

a CAF, sendo minimamente afetado pelo efeito matriz das aguas superficiais.

Diante da alta seletividade do HMIP-S, que extraiu altos niveis da CAF, em

amostras reais da sua alta capacidade adsortiva e, principalmente, da rapida adsorcéo
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da CAF, nas primeiras horas de contato do analito, decidiu-se que, dentre os materiais
sintetizados HMIP-S, poderia ser adequado para aplicar nos estudos de extracdo da
CAF em amostradores passivos. Além disso, o HMIP-S apresenta propriedades hibridas
e particulas regulares, que melhor se adequaria a fabricagdo das membranas do
amostrador DGT, que é o foco deste presente trabalho. Assim, o préximo capitulo se
dedicara aos estudos do HMIP-S, como fase ligante em amostradores DGT, para a
extracdo seletiva da CAF in situ.
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5 AMOSTRADOR O-DGT PARA A DETERMINACAO DE CAFEINA EM

AMOSTRAS AQUOSAS
5.1 INTRODUCAO

A amostragem passiva para determinacédo de CE, em corpos aquaticos, utilizando
DGT vem se apresentando como uma alternativa promissora para detectar essas
concentracdes de maneira mais fidedigna 34. Esse tipo de amostragem pode fornecer
varias vantagens sobre a amostragem tradicional, como: medicdo in situ das
concentracdes, em tempo real, seletividade de extracdo, pré-concentracdo e melhora
dos limites de deteccdo decorrentes da intensa reducéo dos efeitos de interferéncia da
matriz. Além disso, a confeccao e a aplicacdo do DGT apresenta-se, normalmente, com

um baixo custo de manutengao e facilidade de implantagéo 47:52:114,

O DGT foi desenvolvido originalmente para fornecer medi¢cdes quantitativas de
espécies labeis inorganicas em sistemas aquaticos naturais 3. Estudos realizados, nas
Ultimas décadas, mostram que a técnica difusdo, em filmes finos, por gradiente de
concentracdo, para compostos organicos (0-DGT), emergiram como uma ferramenta de
amostragem quantitativa com bons resultados as espécies quimicas organicas em
matrizes aquosas®®11°12%135 Qs 0-DGTs podem ser aplicados diretamente no campo
sem calibra¢do no local, pois o transporte do analito é controlado, exclusivamente, por
sua difusdo molecular e pela espessura da camada de difusdo. Assim, essa abordagem
ndo é sensivel as condi¢bes hidrodindmicas, que € uma vantagem importante sobre os
outros amostradores passivos®2°2,

Com relacéo a fase ligante dos 0-DGT, se faz necessaria a busca por alternativas,
visando a aplicacdo dos dispositivos, para abranger um maior niumero de substancias
organicas. Uma possibilidade promissora, ja relatada em dois trabalhos na literatura 62,
consiste em empregar o MIP como fase adsorvente. Os MIPs sdo materiais robustos,
de facil preparo, projetaveis, reutilizaveis e bastante seletivos ao analito alvo, aliando

maior seletividade de extracdo para o amostrador.

Dessa forma, o objetivo deste presente capitulo foi desenvolver uma técnica de o-
DGT, empregando o HMIP-S, como fase ligante (GL-HMIP-0-DGT), para extracao
seletiva de CAF em matrizes aquosas ambientais. As influéncias do pH da solucéo e da
forga i6nica, no desempenho do GL-HMIP, foram investigadas e o desempenho do GL-

HMIP-0-DGT para a medicao de CAF foi avaliado em condig6es de laboratorio.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes e equipamentos foram os mesmos, anteriormente, listados no
item 3.2.1 e 3.2.2 e no capitulo lll, além de padrdo de agarose; NaNOs; Cromoline;
Agitador de Frascos com Movimento Orbital, EthikTechnology; Capela de Fluxo
Unidirecional Laminar vertical, Veco; placas de vidro com espacadores de 0,5 e 0,8mm,;
Dispositivos DGT (pistdo - 2,5 cm de diametro e tampa com janela de 2 cm) (DGT
Research Limited, Reino Unido);

5.2.2 Preparagcao da membrana difusiva de agarose

A preparacdo dos discos de membrana de agarose empregados como gel
difusivo no DGT, foi realizada de acordo com Chen e colaboradores®®, salvo algumas
adaptacOes. Para obter o gel de composigéo 1,5 % m/v, diluiu-se 0,18 g de agarose em
12 mL de 4gua ultrapura. A mistura foi levada ao micro-ondas para aquecimento até a
total dissolugcéo da agarose. A solucdo de gel dissolvida foi vertida, imediatamente, com
o auxilio de uma pipeta, entre duas placas de vidro pré-aguecidas, contendo um
espacador de 0,8 mm. Na sequéncia, foi deixada na capela de fluxo laminar até atingir
a temperatura de gelificacao (36 °C aproximadamente) (Figura 37). Apés a gelificacao,
0s géis foram seccionados em discos de 2,5 cm, imersos numa solucdo de nitrato de

s6dio 0,05 mol L e armazenados na geladeira (4 °C).
5.2.3 PREPARACAO DE FASE DE LIGACAO

A fase ligante (GL-HMIP) foi preparada, inicialmente, em duas proporgdes da
fase solvente (HMIP-S), 0,6 g (5 % m/v) e 1,2 g (10 % m/v) em 1,5 % (m/v) de agarose.
Para a imobilizacdo do HMIP-S, o procedimento consistiu, primeiramente, na
preparagdo da solucdo da membrana de agarose, conforme descrito no item anterior, e,
posteriormente, foi adicionado a essa solucéo 5 % (m/v) e 10 % (m/v) de HMIP-S. Essa
mistura foi vertida entre as placas de vidro pré-aquecidas, contendo espacadores de 0,5
mm e a seguir foram deixadas na capela de fluxo laminar, permanecendo no suporte
até atingir a temperatura de gelificacdo. Posteriormente, a membrana foi seccionada em
discos com didmetro de 2,5 cm (Figura 37-b). Tais discos foram imersos em solugéo de

nitrato de sédio 0,05 mol L e armazenados em refrigerador a 4 °C.
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Figura 37. (a) GL-HMIP entre as placas de vidro e (b) discos ligantes destacados.

5.2.4 Estudo da capacidade de adsor¢do GL-HMIP

Os discos de GL-HMIP 5 % e 10 % foram expostos a varias concentragfes de
CAF (100, 500, 1000,1500 e 2000 g L), para a avaliagdo da adsorgdo. Os referidos
discos foram imersos em 10,0 mL de solu¢des de CAF, em meio aquoso, com forga
idnica de 0,01 mol L't (NaNOz) em erlenmeyers de 125 mL (n = 3). Os frascos foram
deixados em agitagdo por 24 horas.

O procedimento de dessorcdo foi baseado na proposta de Chen e
colaboradores® com algumas adaptacdes. Dessa forma, o procedimento foi
estabelecido, através da insercéo de discos de GL-HMIP, para tubos de ensaio de 10
mL, seguido da adi¢do de 3,00 mL de metanol e dessorcao, por 20 minutos, no banho
ultrassoénico. Essa etapa foi realizada em triplicata e as fragcbes do solvente foram
combinadas e concentradas por meio da evaporacao total do extrato com N». Logo apos,
0 extrato seco foi dissolvido em 2,00 mL de agua ultrapura e, em sequéncia, foi filtrado
com um filtro de polivinilideno (tamanho de poro de 0,22 pm). Por fim, a quantificacdo
da CAF foi conduzida por HPLC-UV.

5.2.5 Planejamento fatorial para investigacdo de fatores que influenciam a
adsorcéo da CAF na GL-HMIP

Para verificar as variaveis, que propiciam a adsorcédo da CAF na GL-HMIP, com
maior capacidade adsortiva, foi empregado um planejamento fatorial 22 com triplicata
no ponto central (PC). Foi avaliada a influéncia da for¢a ibnica e do pH da amostra, em
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dois niveis, conforme Tabela 25. A variavel resposta foi a massa de CAF adsorvida.
Sete experimentos foram realizados, em sequéncia aleatéria, conforme valores
codificados na Tabela 26. Os discos de GL-HMIP foram imersos, em 10,00 mL de
solucéo 100 ug L de CAF, contida em erlenmeyers de 125 mL, mantidos em agitacéo
orbital, de 100 rpm, por 96 h. A determinagcdo da CAF remanescente, nas solucdes, foi
realizada por HPLC-UV. O ajuste de pH foi realizado, utilizando solu¢6es diluidas de

HCl e NaOH, enquanto a for¢a iGnica foi ajustada com solugédo NaNO:s.

Tabela 25. Fatores e niveis estudados durante o planejamento experimental

Fatores Niveis de variacao dos
fatores
-1 1
Forca I6nica 0,01mol Lt 0,1mol L
pH 4 7

Tabela 26 Matriz do planejamento fatorial 22 em sua forma codificada

Fatores
Ensaio Forca I6nica pH

-1
1
-1

NoOo oA WN R
CoOoRrRErRLLA

[oNeNel

5.2.6 Estudos de dessorgao das substancias adsorvidas no GL-HMIP

Apos o procedimento de adsorcao estabelecido, no item 5.2.5, foram avaliados
0S seguintes parametros de dessor¢do, em sequéncia: tipo de solvente; o pH da solucdo
eluente; volume do solvente; tempo de dessorcdo e numero de eluicbes. Em todos os
procedimentos, os discos contendo HMIP foram mantidos imersos por 72 h, em 10,0 mL
de solucédo aquosa 20 ug L* de CAF, sob agitacdo, em homogeneizador horizontal, a
100 rpm a 25 °C (n = 3).

Os seguintes solventes foram avaliados: MeOH, ACN, ACN/MeOH (3:1, v/v),
MeOH/ACN (3:1 v/v) e MeOH/ACN (1:1, v/v). Apbés a selecdo do solvente mais
adequado, foram realizados testes envolvendo o pH da solucdo de dessorcdo com
valores de pH 3, 5, 7 e 9. Em seguida, foi avaliado o volume do solvente de 1, 2, 3,4 e
5 mL. A fim de estudar o equilibrio de dessor¢éo da CAF retida nos discos de GL-HMIP,

empregou-se o banho ultrassénico durante 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Por fim,
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foram testadas uma a uma as quatro eluicdes sequenciais, utilizando as condicdes

otimizadas anteriormente.

5.2.7 Determinacgéo do Fator de Eluig&o

A determinacdo do fator de eluicdo foi realizada, adicionando-se os GL-HMIP
(n=5) em 10,00 mL de solugcédo de CAF 20 ug L. Os frascos foram deixados num
agitador orbital (Tecnhal TE-420), por 72h, sob agitacéo de 100 rpm e temperatura de 25
°C. A dessorcdo da CAF foi realizada empregando os parametros otimizados no item
5.2.6.

5.2.8 Determinacgéo do Coeficiente de Difusdo aparente da CAF

Com objetivo de determinar o coeficiente de difusdo foram construidos
amostradores DGT, conforme procedimento estabelecido. Sobre o pistdo de
polipropileno (Figura 38) foi disposta a fase ligante (GL-HMIP) e sobre a mesma,
colocou-se o gel difusivo e a membrana filtrante (acetato de celulose). Em seguida, as
membranas foram fixadas com uma capa de polipropileno, contendo uma janela de 2
cm de didmetro, conforme a Figura 38. Os 0-DGTs foram submersos em 2,0 L de uma
solugdo de CAF 20 ug L. O coeficiente de difusdo aparente pode ser estimado, através
da Equacédo 5 que resultara numa curva de tempo de contato dos dispositivos, versus
massa recuperada de CAF. Para isso, a solugéo foi analisada nos seguintes tempos:
(n=3): 1 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h. Posteriormente, a dessor¢géo da CAF, retida na

fase ligante, foi realizada empregando as condi¢des previamente otimizadas.

GL-HMIP-S-

Gel difusivo

Membrana
filtrante

Pistao-GL-HMIP-S

00’
GLAS

GL-HMIP-S Gel difusivo

Figura 38. Montagem do dispositivo DGT
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5.2.9 Efeito do pH e da forgcaibnica na adessorcao das substancias com a
utilizacdo do GL-HMIP-0-DGT

Para verificar a sorcdo da CAF, nos amostradores, realizou-se uma otimizagao
do pH e da forga ibnica, conforme procedimento descrito item 5.2.5, com algumas
adaptacOes. Os amostradores foram mantidos, em contato com a solucdo de CAF, na
concentragdo de 20 ug L2, por 96 h, a temperatura ambiente. Os fatores e niveis de pH
e forga i0Gnica estdo descritos nas Tabelas 27 e 28. A otimizacdo aplicada foi um
planejamento 22 com triplicata no ponto central.

Tabela 27. Fatores e niveis estudados durante o planejamento experimental 22.

Fatores Niveis de variagdo dos fatores
-1 1
Forca I6nica 0,01 mol L't deNaNOs | 0 05 mol Lt de NaNOs
pH 5 9

Tabela 28 Matriz do planejamento fatorial 22 em sua forma codificada

Fatores
Ensaio Forca l6nica pH
-1 -1
1 -1

N oo oA WN P

5.2.10 Aplicagdo do DGT

A aplicacdo do o-DGT, em amostras de 4gua para consumo, foi realizada em
ambiente laboratorial, utilizando agua tratada pela Companhia de Saneamento
Ambiental do Distrito Federal (CAESB). As amostras foram coletadas no Instituto de
Quimica da UnB e as amostras de agua superficial coletadas do Lago Paranoa, Brasilia
- DF. A 4gua de consumo foi coletada a partir de uma das torneiras dispostas no
Laboratério de Instrumentacdo Automacao e Miniaturizagdo Analitica (LIAMA — UnB).
Registra-se que foi descartada a agua jorrada, nos primeiros minutos, e, em seguida,
70 L foram coletados e transferidos para um aquario de 90 L de capacidade. Dez
amostradores foram mergulhados no recipiente e no aquario, contendo 70 L de 4gua. A

amostra foi mantida em agitacdo através de uma bomba de aquério. Para fins de estudo

101



Amostrador o-DGT para a determinacédo de cafeina em amostras aquosas

aferiu-se o pH do sistema que se apresentou em torno de 7 e a temperatura média,
durante 7 dias, foi de 21,5 + 2,9 °C. Ao final do periodo, os 0-DGTs foram retirados e,
na sequéncia, foi realizada a dessorcdo das membranas ligantes de acordo com as
condi¢des estudadas. Posteriormente, para investigar efeitos de matriz, foi realizado o
procedimento descrito, anteriormente, com um spike de solucéo de 1 pug L* de CAF.

Para o estudo, em amostras, de 4gua superficial foram coletados 70 L de agua,
na superficie do Lago Paranoa, no DF, com o auxilio de frascos de PTFE, previamente,
ambientados com as amostras. No laboratorio, a amostra foi transferida para um aquério
com capacidade de 90 L. Os ensaios adsortivos ocorreram nas mesmas condi¢des
acima mencionadas e a temperatura média registrada foi de 18,5 + 3,5°C.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Estudo da capacidade de adsorgdo GL-HMIP

Os experimentos de adsorcdo e dessor¢cdo com a membrana GL-HMIP foram
realizados, por meio do contato direto das membranas, com solu¢des de CAF e sob
agitacao constante. Com relacdo a percentagem de HMIP-S, empregada como fase
ligante, apresentou-se adequada e seletiva para extrair a CAF. A membrana que
possuia 10 % do HMIP-S adsorveu maiores quantidades de CAF (~6 ug), (Figura 39),
quando comparada a membrana com 5% de HMIP-S. Assim, optou-se por fixar a
concentracdo de HMIP-S, na membrana, em 10 %, para que além de adsorver maior
massa de CAF pudesse aumentar a preciséo intermedidas.

Ainda, pode-se observar que a adsor¢cdo da CAF, na membrana ligante,
aumentou de acordo com sua concentragao. Portanto, os dados indicam que nao houve
saturacao do GL-HMIP até a concentragcdo de CAF méaxima. Como nas amostras
aquosas, a CAF se encontra em concentracdes inferiores aquelas utilizadas, neste
estudo, logo, a saturagédo ndo seria um fator limitante para a determinacéo de CAF nas

amostras de agua superficial.
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ug de CAF adsorvida

N
|

0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 15 18 2,1
CAF adicionada em mg L

Figura 39. Gréfico de sorcdo de CAF em membranas de 5% e 10%.

5.3.2 Planejamento fatorial para investigacao de fatores que influenciam na

adsorcéao da CAF na membrana de ligagcdo

As melhores condi¢cbes de pH e forca ibnica, para interacdo da CAF, na fase
ligante, foi realizada a partir do planejamento experimental 22 com triplicata no ponto
central. Observando a Figura 40, notou-se que ambos os fatores foram significativos
para a adsor¢cdo da CAF num nivel de confianga de 95 %. O efeito da forga iGnica
apresentou contribuicdo negativa para a resposta. Desse modo, quanto menor a forga
ibnica maior a sorcao de CAF, portanto, para os estudos de sorcao foi adaptada a forca
idnica para 0,01 mol L. Provavelmente, esse resultado se da por possiveis interacdes
entre os ions da solucado e do analito, quando forem usadas altas concentracdes salinas.
Dessa forma, essas interacdes podem diminuir a concentracdo de moléculas
disponiveis de CAF, para sorver na membrana ligante e/ou realizar interacdes

eletrostaticas entre os sitios mais polares do polimero e os ions Na* e NO3™*%.

A variacdo positiva do efeito do pH (7) foi a mais significativa para a variavel
resposta. Dessa maneira, o pH mais favoravel para a adsorcao foi 7 e como o pH da
agua do Lago Paranoa e de aguas superficiais, em geral, encontram-se em torno de 7,
decidiu-se estabelecer esse valor de pH para realizar a amostragem o-DGT. Uma
provavel razdo para o aumento da adsor¢ao nesse pH seria que, em meio 4cido, poderia
haver a competicdo dos ions H* pelos sitios de ligacdo no polimero, diminuindo a

interacdo HMIP-CAF 37, Além disso, ndo ha efeito expressivo da relacdo entre os dois
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parametros pH e forca ibnica. Nesse contexto, os estudos posteriores de otimizacéo

dessa membrana serdo conduzidos com pH 7 e forca i6nica de 0,01 mol L.

(1)pH(L) E; ,f;&&%%%%ﬁy//// ;/ﬁ/f::: 21,50252
.

(2)Forca Iénica(L) V y g :
/ ,////

%:{ -9,57267

Interacdo 1 com 2 /?

Valor do Efeito Estimado e Padronizado

Figura 40. Gréfico de Pareto dos fatores estudados.

5.3.3 Otimizacédo da dessorcéao da CAF em GL-HMIP

A dessorcao dos analitos, em amostragem passiva, € 0 processo que envolve
a extracdo das espécies retidas na fase ligante para uma fase aquosa. Assim, é
adequado que o GL-HMIP, empregado no DGT, apresente um desempenho significativo
na adsorcdo e, também, na dessor¢cdo da CAF. Neste trabalho, inicialmente, foram
testados diferentes solventes de extracdo, ja empregados em trabalhos da literatura, a
fim de se obter maior interagdo com a CAF e extrai-la do MIP11:1381,

Como podemos observar pela Figura 41, o solvente que apresentou maior
massa dessorvida de CAF e com um menor desvio padrdo foi a solugdo MeOH/ACN
(3:1). Essa mistura apresentou forca suficiente, para instabilizar e romper a ligacao entre
o analito e a fase solida, que provavelmente é formada por liga¢des de hidrogénio. Os
parametros ¢ e €° podem explicar porque, nesse sistema, essa mistura pode ser um
bom eluente para a CAF. Ambos os solventes possuem valores semelhantes de 9 (12,9
para o0 metanol e 11,7 para acetonitrila) e de €° (0,95 para o metanol e 0,65 para
acetonitrila). A semelhanca entre os parametros de Hildebrand dos solventes e da CAF
(0 = 13,8) 138 prevé que esses compostos formem misturas entre si %, além disso, os
valores de €°, de ambos 0s solventes, sdo alguns dos mais altos da série eluotrdpica.
Portanto, a acetonitrila e o metanol possuem alto poder de eluicdo para um composto

polar como a CAF 3,
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pg de CAF dessorvida

MeOH/ACN (3:1) MeOH/ACN (1:3) MeOH/ACN(1:1) ACN MeOH
Solvente de dessorcao

Figura 41. Massa dessorvida em fung&o do solvente.

A Figura 42 demonstra que o pH 7 e 9, para o solvente de eluigcdo, nédo
apresentaram diferengas significativas, em recuperacdo da CAF, para um nivel de
confianca de 95%. Observou-se que na faixa de neutro — basico foi a que propiciou
maior recuperagdo da concentragdo da CAF. Assim, tais fatores indicam que as
interagdes entre CAF e eluentes sédo favorecidas pela estrutura do analito em sua forma
basica. Nesse pH, a CAF é constituida por grupos amina e amida que permitem
estabelecer ligacdes de hidrogénio com solventes proticos, além de conferir polaridade
necessaria para interagées do tipo dipolo com ACN e ligagcbes de hidrogénio com o
MeOH. Uma similaridade com esse resultado foi relatada por Chen e colaboradores
(2012), com a aplicacdo de DGT para amostragem de antibiéticos em éagua sob
condi¢des levemente acidas. A taxa de amostragem diminuiu com o aumento do pH,

mas néo houve diferenca estatistica entre pH 7 e 9%,

0,5 1

0,44

0,3

0,2

Mg de CAF dessorvida

0,0 -

pH3 pH5 pH7 pH9
pH
Figura 42. Massa dessorvida de CAF para diferentes pHSs.
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De acordo com a Figura 43, a quantidade de CAF dessorvida aumentou com o
aumento do volume de solvente, permanecendo inalterada apds 3,0 mL. Observou-se
que a partir de 3 ciclos de eluicbes sequencias ndo houve mais diferencas significativas
nas quantidades de CAF dessorvida (Figura 44). Esse fator pode estar relacionado com
o valor de log Kowda CAF 0,01, que sugere maior afinidade com o solvente. Deste modo,

uma melhor dessorcéao da CAF.

optou-se por utilizar 3 mL de solvente, com 3 extracbes sequenciais, a fim de se obter
0,4
0,3

T T
0,2+
0,1+
0,0 - T T T T
1 2 4

3
Volume (mL)

u de CAF dessorvida

Figura 43. Massa de CAF dessorvida empregando-se diferentes volumes de solvente.

0,40
0,35 —
0,30 —
0,25 —
0,20 —

0,15 4

ug de CAF dessorvida

0,10 +

0,05

2 4 . .3
n de eluicbes

Figura 44. Massas dessorvidas de acordo com o numero de elui¢des.

A Figura 45 mostra o efeito do tempo para as concentracdes dessorvidas da
CAF nas membranas. Observou-se que 0 aumento da massa dessorvida de CAF é
proporcional ao aumento do tempo de contato entre GL-HMIP e a CAF. Esse resultado
apresentou-se condizente, diante dos multiplos processos que envolvem a quebra e a

formacao de ligacdes e o deslocamento do analito sorvido da fase sdlida para a fase
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liguida. Através do teste t de Student foi comprovado que nao ha diferenca significativa
(t=0,05) entre o emprego do banho ultrassonico, na faixa de 20 a 30 minutos, e a
agitacao orbital. Por esses motivos e por propiciar uma diminui¢o significativa do tempo
do processo de dessorc¢ao, foi estabelecido o tempo de 25 minutos para dessorver o
analito da GL-HMIP.

0,40 T T T T

0,35-. —B
0,30- /

0,25-

0,20- /

0,15-. / ]

0,10

0,05 —: */

0,00 T T T T T T T
0 5 10 20 25 30

15
Tempo (min)
Figura 45. Massas de CAF dessorvidas empregando-se diferentes tempos de eluigcéo.

A partir das condicdes de dessor¢cdo da CAF otimizadas, realizou-se o estudo
do fator de eluigéo (fe). Esse estudo objetivou mensurar a eficiéncia de recuperagéo dos
compostos sorvidos por meio do emprego do solvente eluente. Além disso, esse dado
€ empregado como um fator de correcdo, para a medida de concentragdo do analito
apo6s a amostragem com o 0-DGT.

E desejavel que a membrana GL-HMIP seja capaz de reter o maximo de CAF,
em meio aquoso e que, também, na etapa de dessorcao todo o analito na membrana
ligante seja carregado pelo solvente. Assim, a razdo entre a massa eluida e a massa
retida (Equacédo 7) deve se aproximar de 1. O fator de eluicdo obtido foi de 0,89,
demonstrando que, aproximadamente, 89% da CAF foi sorvida, em GL-HMIP, e eluida
da fase ligante pelo processo de dessorcdo. Resultado satisfatorio e superior, portanto,
semelhante aos encontrados em estudos de analitos orgéanicos como herbicidas (fo de
0,74 para Bentazon)*°, compostos organometalicos (f. de 0,74 para dibutilestanho),

além de drogas ilicitas como metanfetamina (fe de 0,86)".
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5.3.4 Efeito do pH e da forgaidnica na sorgdo das substancias com a utilizagcéo
do GL-HMIP-0-DGT

Foram conduzidos estudos para avaliar a adequacdo do GL-HMIP-o-DGT, em
condi¢bes ambientais, das aguas superficiais. O pH de aguas naturais encontra-se na
faixa de 5-9 e a forca idnica em torno de 0,01 mol L%, para aguas doces e 0,5 mol L?
para agua maritimas 0. Assim, com base nesses valores realizou-se um planejamento
experimental, objetivando avaliar a influéncia dessas variaveis. Estabeleceu-se como
fatores: a forca i6nica de 0,01 a 0,05 mol L'* (NaNOs3) e do pH de 5-9.

Observa-se pelo grafico de Pareto (Figura 46), que a forca idbnica, no nivel inferior,
apresentou-se significativa, para proporcionar melhores condi¢des adsortivas da CAF
no intervalo de confianca de 95 %. Isso indica que a aplicacdo dos dispositivos 0-DGT,
em ambientes de Agua doce, forca i6nica (0,01 mol L?), proporcionard respostas
adequadas. O planejamento, também, demonstrou que o pH 5 apresenta significancia

no nivel inferior.

(2)Forca I6nica(L) -12,76]

WHO 7 j //Z 466778
.

Interagdo 1 com 2 -1,18516

=

p=,05

Valor do efeito estimado e Padronizado

Figura 46. Grafico de Pareto dos fatores estudados.

A superficie reposta resultante (Figura 47), representa de foma mais clara que
aregido de maior massa adsorvida de CAF é na forca idnica de nivel inferior. Entretanto,
p, que a faixa de pH, onde pode ocorrer a adsorcéo, varia do ponto central (0,0 = pH 7),
ao nivel inferior, corroborando com os valores obtidos no estudo de pH de adsor¢éo da

GL-HMIP, conforme dados observados no estudo para 4-clorofenol, apresentando
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desempenho aceitavel em pH neutro, mesmo sendo uma molécula acida °. Nesse
contexto, 0s estudos posteriores de otimizagéo serdo conduzidos com pH 7 e em agua
doce. Pdde-se observar, ainda, que a forca ibnica, também, tem uma faixa de sorcéo

que varia do nivel -1 ao ponto central.

1,2
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0,6
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Figura 47. Superficie resposta dos fatores estudados.

5.3.5 Determinacgéo do coeficiente de difusdo aparente

O coeficiente de difusdo prediz a capacidade das espécies ao migrarem para a
fase ligante do amostrador, tornando esse parametro essencial, visto que a difusdo do
analito para a fase ligante/membrana difusiva é o que governara todo mecanismo de
adsorcao. Assim, é comum determinar um coeficiente de difuséo, que é caracteristico
de cada composto, a ser estudado naquele meio de amostragem. A determinacéo do
coeficiente de difusdo nao foi realizada, utilizando uma célula de difusdo, mas sim de
maneira indireta. Dessa forma, os amostradores o-DGT foram aplicados em diferentes
tempos de exposicdo e, posteriormente, foram determinadas as massas de CAF
difundidas pelo gel de agarose!*!.

Constata-se, também, que coeficiente de difusdo pode sofrer significativas
variagbes a partir do tipo de analito, da membrana de difusdo e da temperatura do
sistema estudado. Assim, o coeficiente de difusdo aparente, (D) da CAF, no gel de

agarose, foi determinado por meio da Equacao 5, controlando a temperatura e o tempo
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de amostragem (t). Como fora descrito pelo item 5.2.8, foi possivel construir o grafico
de massa de CAF, pelo tempo de contato da mesma, com a fase ligante/gel difusivo.
O D" desse dispositivo para CAF foi estimado em 1,575x10° cm?s e a curva,
obtida no ensaio (Figura 48), demonstra que a correlagdo entre massa retida no GL-
HMIP e tempo de contato com a solugdo de CAF, foi linear, com R? de 0,9887. Além
disso, o0 aumento de massa de CAF, em funcdo do tempo de contato estabelecido,
demonstra que ndo houve a completa saturacdo da GL-HMIP. Tais dados corroboram
com valores encontrados por Chen et al. 8 que determinaram o D’ para diversos
antibiéticos, com valores que variaram de 0,58 a 6,24 x 10 cm?s na temperatura de
25 °C. Challlis e colaboradores®! encontraram valores para alguns farmacos e pesticidas,

gue variaram de 1,02 a 4,74 x10 ® cm?s™.

0’34_ T T T T T T T T

0327 | =4 28753E-6x +0,01793

0,30 R2 = 0,0887
0,28 _

0,26 -
0,24
0,22 4
0,20 -
0,18 -
0,16 -
0,14 - 7
0,12 4
0,10 4
0,08 - i
0,06 -
0,04
0,02 4

ug de CAF

Cl) ' 50(|)00 ' 100|000 ' 150|000 ' 200|000 ' 250000
Tempo (s)
Figura 48. Massa de CAF em GL-HMIP por tempo de contato.

Quando o amostrador foi aplicado em amostras reais, nao foi possivel controlar a
temperatura, sendo apenas conhecida a temperatura média durante a amostragem. Por
essa razdo, a correcdo do D’ se torna fundamental, para que ndo ocorram problemas
de subestimacdo ou superestimacdo da concentracdo da substancia no ambiente. A
partir do D’ obtido, a temperatura de 25 °C (D25), foi possivel calcular o coeficiente de
difusdo (Dy), na temperatura média das amostras (t, em °C), utilizando a Equacéo 21 %

(CHEN et al., 2013). Para este estudo, o valor do Dx foi estimado em 1,2966 x10° cm?s
1

1,37023(t—25)+8,35x10~4(t—25)? D,s(273+t
logD, = ( ) ( ) +log 25( )
109+t 298

(21)
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5.3.6 Aplicacdo do DGT em 4gua de consumo e de superficie

As matrizes ambientais sdo consideradas complexas devido a alta variabilidade
de espécies quimicas, presentes em diferentes concentracdes, e quando forem
utilizados os amostradores, esse efeito, ainda, apresenta-se mais proeminente, diante
das impurezas maiores que podem prejudicar a extracdo. Perante a seletividade dos
MIPs, é possivel realizar extracdes mais especificas, com interferéncia de matriz,
intensamente, reduzida.

Pdde-se observar os resultados de recuperacéo pelo método GL-HMIP-0-DGT,
através da Tabela 29, e foram estimados as concentrag6es de CAF na ordem de 17 ng
L. O valor encontrado, a partir desse trabalho, foi semelhante aos de outros estudos,
em agua para consumo no Brasil*®42, Ao fortificar as amostras, de &gua para consumo,
obteve-se 97% de recuperacdo, demonstrando a robustez do MIP, como fase ligante,
mantendo sua performance frente ao intenso efeito de interferéncia de matriz.

Os resultados obtidos, a partir da aplicacdo dos dispositivos GL-HMIP-0-DGT, em
aguas superficiais, apresentou concentracédo (0,0496+0,0097 pg L) que corroboram
com estudos realizados em aguas superficiais do DF, por Sodré e colaboradores®. A
andlise da agua superficial fortificada com CAF, obteve 1,005+0,031ug L de CAF
sorvida nos DGTs. Esse resultado demonstrou o sucesso da técnica o-DGT com a

utilizacdo de HMIP-S, como fase ligante para mostrar a CAF em escala laboratorial.

Tabela 29. Recuperacdo da CAF com a utilizagdo do o-DGT em amostras de 4gua de
consumo e agua superficial.

CAF CAF Recuperacéo
Amostra Adicionada Recuperada (%)
(ug LY (gL
Agua de consumo 0,0 0,017 £ 0,0016 -
Agua de consumo 1,0 0,978 £ 0,059 97,85
Lago Paranoa 0,0 0,050+ 0,009 -
Lago Paranoa 1,0 1,005 £ 0,031 100,49

5.4 CONCLUSAO
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A amostragem baseada no protocolo GL-HMIP-0-DGT demostrou bons
resultados, para extrair a CAF e quantifica-la com resultados préximos aos de
monitoramento ambiental realizados em trabalhos recentes da literatura. A otimizagéo
detalhada, considerando todos os aspectos de adsorcdo/dessorcdo, bem como a
adequacédo dos solventes possibilitou determinar as concentracfes de CAF da ordem
de ng L utilizando cromatografia liquida com detector simples, como o UV. Esse fator
demonstra a eficacia do HMIP-S, como fase ligante, ao extrair e pré-concentrar a CAF
na propria amostra, demonstrando que o amostrador desenvolvido pode ser aplicado
com éxito em in situ.

O planejamento fatorial empregado possibilitou delimitar condigfes étimas de
adsorcao e dessorcao, considerando as propriedades quimicas de pH (ambiente) e
forca idGnica para as matrizes de a4guas estudadas. O dispositivo 0-DGT apresentou fe
de 0,89, indicando recuperacdo de 89 % da CAF extraida, seletivamente, pelo HMIP
como fase ligante. Esse f. se mostrou superior aos valores registrados na literatura e,
considerando a auséncia de etapas de filtracdo e centrifugagdo da amostra, a
recuperacdo e quantificacdo da CAF apresentou-se com resultados bastante
satisfatorios.

Foi possivel determinar o coeficiente de difusdo aparente para CAF, em que 0
valor encontrado esta na faixa dos relatados pela literatura para compostos orgéanicos
emergentes. O amostrador desenvolvido foi aplicado em amostras naturais de aguas
superficiais e para consumo, apresentando aspectos inovadores, considerando o
desenvolvimento do amostrador, o uso de um MIP hibrido, como fase ligante, e,
também, a extracdo da CAF in situ com resultados excelentes de pré-concentragéo, por
meio de um método analitico de baixo custo.

Assim, o material, 0 método e a metodologia desenvolvida podem ampliar essa
aplicacdo para estudos, em campo, que possibilitaria um panorama holistico acerca da
insercao da CAF, por meio de interferéncia antropica nos corpos aquaticos, através de

um amostrador simples, versétil, de baixo custo e de facil construgéo.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho desenvolveu fases sélidas, com seletividade adequada para
a CAF, baseada em diferentes rotas sintéticas de impressdo molecular. Ao observar 0s
processos de sintese utilizados: condensacéo sol-gel e radicais livres, percebe-se que
ambos possuem vantagens e desvantagens e € a aplicacdo desejada que ird definir o
material mais adequado para tal. A CAF apresenta-se como uma MM bastante
adequada para a sintese dos MIPs, devido as suas caracteristicas quimicas, a saber:
solubilidade em agua, rigidez estrutural moderada e quantidade de grupos funcionais. A
adequabilidade dessa espécie, para imprimir cavidades, foi consolidada tendo em vista

que todos os polimeros sintetizados apresentaram impressédo da CAF nas matrizes.

Diante das muitas variaveis envolvidas, as ferramentas de planejamento
possibilitaram obter polimeros com Fl, superiores aos relatados pela literatura, tendo em
vista que para o HMIP-SG foi observado o maior Fl (22,5) com relagdo aos trabalhos
pesquisados que utilizaram a CAF como MM para MIPs. O HMIP-S, também,
demonstrou excelentes resultados como extrator seletivo para a CAF e devido a maior
homogeneidade e tamanho de particulas, o mesmo foi aplicado nos estudos com DGT.
Todavia, ndo ha um impeditivo em se aplicar o HMIP-SG para a mesma abordagem,
visto que a seletividade do material foi bastante alta.

As caracterizacbes adsortivas demonstraram que os MIPs, em geral,
apresentam heterogeneidade de adsor¢éo e sitios de diferentes energias, confirmadas
pelos ajustes de pseudo-segunda ordem e através de modelos mateméaticos de
Langmuir-Freundlich de dois sitios. Em todos os polimeros, os dados termodinamicos
indicaram espontaneidade adsortiva e magnitude de ligacdes proporcionais as

interagdes de hidrogénio.

As adequabilidades das fases sélidas apresentaram-se tao relevantes que foi
possivel desenvolver dois métodos diferentes para separar a CAF, em amostras, de
aguas superficiais. A aplicacdo do HMIP-SG e do HMIP-S, no procedimento de MISPE
serviram como prova de conceito de seletividade dos materiais e da adequacao dessas
fases soélidas em extrair seletivamente a CAF. O método MISPE para o HMIP-SG
apresentou recuperacbes de aproximadamente 93%. As amostras fortificadas
apresentaram altos niveis de recuperacgédo, variando de 101 a 103% e as concentracdes
de CAF assemelharam-se as encontradas em estudos da literatura que realizaram o

monitoramento da CAF em aguas naturais. O MISPE, com HMIP-S, demonstrou que o
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referido polimero conseguiu detectar pequenas concentracdes da CAF (0,039+0,00041

ug L) por meio da pré-concentracéo em 5 vezes propiciada pelo método.

A aplicagdo de um MIP hibrido, como fase ligante para CAF, foi realizada de
forma pioneira, considerando dispositivos CAF 0-DGTs. Por meio do planejamento
fatorial, as condigbes adsortivas foram delimitadas para se adsorver a presenca de altas
concentracdes da CAF. O amostrador o-DGT foi aplicado em amostras de agua para
consumo e 4gua superficial do Lago Paranod, obtendo concentracbes de CAF de
0,017+0,002 e 0,010+0,010 pg L respectivamente. A abordagem utilizada GL-HMIP-o-
DGT se apresentou como uma excelente ferramenta de amostragem de CAF por meio
de um potencial de monitoramento, em intervalos de tempos pré-determinados, da

concentracdo de CAF.

Por fim, a presenca da CAF, nas matrizes investigadas, indica fortes
contaminacdes de origem antropica, que podem estar relacionadas as deficiéncias de
remocao e tratamento de espécies quimicas nas estagfes de tratamento de esgoto.
Dessa forma, este trabalho foi importante por disponibilizar dados da qualidade da agua
a populagédo do DF, bem como possibilitar delimitar os riscos toxicolégicos envolvidos
pela presenca de CEs em aguas naturais. Esse monitoramento pode, entdo, ser
realizado através de uma metodologia analitica simples e acessivel, com destaque para
a deteccdo possivel de ser empregada diante da alta seletividade dos materiais
sintetizados. A CAF que se apresenta como um excelente indicador antrépico, pode ser
monitorada, em escala temporal, através da amostragem estabelecida neste presente

estudo.

Como perspectivas, pode-se, ainda, explorar a utilizacdo do HMIP-SG na
fabricacdo do DGT, propiciando indices maiores de seletividade. Todavia, estudos de
compatibilidade desse material, com o polimero de formagéo da membrana, devem ser
cuidadosamente conduzidos. A amostragem consolidada resultou na aprovagéo de um
segundo projeto de pesquisa, com fomento financeiro e que, no momento, estdo sendo

conduzidos pelo grupo de pesquisa.
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