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RESUMO

Polimeros Molecularmente Impressos (MIPs) sao materiais com seletividade
direcionada a uma espécie quimica de interesse. Para se alcangar altos niveis de
separacgao seletiva sdo necessarios estudos aprofundados acerca da compatibilidade
quimica do material com o analito e matriz de estudo. Dessa forma, neste presente
trabalho foram sintetizados diferentes MIPs com o objetivo de aplica-los em
procedimentos de extragdo da sacarina (SAC) em amostras de bebidas dietéticas e de
agua superficial, e do triclosan (TCS) em amostras de agua superficial. Para a SAC
foram avaliadas duas rotas de sinteses para os MIPs, com base polimérica hibrida
(orgénica-inorganica), sendo elas o processo em massa (HMIP-B) e em suspenséo
(HMIP-S). Os materiais foram amplamente caracterizados e comparados de acordo
com dados morfologicos, texturais, de estabilidade térmica, de adsor¢do e
seletividade. As capacidades maximas adsortivas foram de 1,24 e 4,32 mg g™ para o
HMIP-B e HMIP-S, respectivamente. Foram obtidos fatores de impresséao (Fl) para os
materiais de ~ 5,0. Em relacdo a seletividade, o HMIP-S apresentou parametros
adequados mantendo ~ 80 % da sua capacidade adsortiva para a SAC frente a trés
espécies interferentes, com coeficiente de seletividade relativo em torno de 5,0. Assim,
aplicou-se o HMIP-S para extrair a SAC em ensaios de fortificagdo de amostras de
agua superficial. Neste caso, foram obtidas recuperacbes > 80 % para as
concentragdes de 250 e 750 pg L', com performance de extracéo superior a realizada
com a fase sdlida comercial de HLB (balanco hidrofilico-lipofilico). Em procedimentos
de extracdo em fase sdlida da SAC em amostras de cha dietético, o HMIP-S
demonstrou altas taxas de recuperacao de 80 — 94 % com desvio padrdes relativos <
5,0 % e fator de pré-concentracdo de 3 vezes. O método analitico final apresentou
parametros adequados de exatidao e precisdao que comprovaram a alta eficiéncia de
extracdo do HMIP-S no preparo de amostra da SAC. Para o desenvolvimento do MIP
para o TCS testou-se uma ferramenta computacional inovadora de estudos de sele¢ao
do monémero funcional (MF) no estagio pré-sintese. Os resultados sugeriram
condigdes energéticas e termodinamicas de complexagdo com valores fisico-quimicos
pequenos, porém favoraveis para o acido metacrilico (MAA) e menos favoraveis para
a vinilpiridina (VP). Para atestar os resultados tedricos sintetizaram-se dois MIPs
utilizando os dois MFs e etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) como reticulador. Os Fls
dos MIPs apresentaram-se < 1,4 que indicaram baixa impressdo do TCS nos
materiais. A ferramenta computacional apresentou eficiéncia para se estimar energia
de ligagédo do TCS aos MFs ao prever complexos com menor forga de ligagao que

refletiu na baixa impresséo constatada nos resultados empiricos.

vi



ABSTRACT

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are materials with directed selectivity to a target
chemical species. To achieve high levels of selective separation it is required deep
research in the chemical compatibilities of the material with the analyte and the matrix.
Thus, in this work, different MIPs were synthesized with the purpose of applying in
extraction procedures of saccharin (SAC) in dietary beverages and surface water
samples, and triclosan (TCS) in surface water samples. For SAC, two synthesis
procedures for the MIPs were evaluated, with polymeric hybrid composition (organic-
inorganic), such as the mass process (HMIP-B) and suspension (HMIP-S). The
materials were widely characterized and compared according to morphological,
textural, thermal stability, adsorption and selectivity data. The maximum adsorptive
capacities were 1.24 and 4.32 mg g™ for HMIP-B and HMIP-S, respectively. Imprinted
factors (IF) of ~ 5.0 were obtained for the materials. Regarding selectivity, HMIP-S
presented more adequate parameters maintaining ~ 80% of its adsorptive capacity for
SAC in relation to three interfering species, with relative selectivity coefficient around
5.0. Thus, HMIP-S was applied to extract SAC in surface water sample by fortification
assays. In this case, recoveries > 80% were obtained for concentrations of 250 and
750 pg L, with extraction performance higher than the commercial solid phase of HLB
(hydrophilic-lipophilic balance). For the solid phase extraction procedures of SAC in
diet tea samples, HMIP-S demonstrated higher recovery rates of 80 - 94% with relative
standard deviation < 5.0% and 3-fold preconcentration factor. The proposed analytical
method presented appropriate parameters of accuracy and precision that proved the
high extraction efficiency of HMIP-S for the SAC sample preparation. For the
development of MIP for TCS, an innovative computational approach was tested for
functional monomer (FM) screening in the pre-synthesis step. The results indicated
complex energetic and thermodynamic conditions with smaller physicochemical values,
but favorable for methacrylic acid (MAA) and less favorable for vinylpyridine (VP). To
attest to the theoretical results, two MIPs were synthesized using both MFs and
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) as crosslinker. The IFs of the MIPs were <1.4,
that indicated low impression of TCS in the materials. The computational approach
showed efficiency in estimating TCS binding energy to the MFs by predicting
complexes with lower binding force that reflected in the low impression presented in the

empirical results.
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INTRODUGAO E OBJETIVOS

1 INTRODUGAO E OBJETIVOS

A seletividade é um dos parametros mais almejados em um método analitico.
Essa extrema relevancia se da ao fato de que esse parametro prediz a capacidade do
método em determinar um composto em especifico, sem a interferéncia dos demais
componentes da matriz. Mesmo com o expressivo avanco da instrumentacao analitica
nos ultimos anos, com o advento de detectores com baixos limites de detecgao e
separagdes cromatograficas de alta resolugédo, a seletividade do método ainda é
intensamente dependente dos procedimentos de extracdo e purificagdo empregados

na amostra ".

O efeito de interferéncia matriz € um dos principais fatores que impactam na
reducdo da seletividade de separagdo e/ou deteccdo e que impossibilita a
determinagdo com a injecao direta da amostra no equipamento analitico. A depender
da complexidade e variabilidade de componentes da matriz sdo necessarios varios
passos de extragcdo para se alcangar um minimo de concentracdo detectavel do
analito. Dos mecanismos quimicos que predominam nos procedimentos de extracao, o
de adsorcao solido-liquido € um dos mais empregados. Nesse tipo de separagao, a
seletividade quanto a extragdo é altamente influenciada pelo tipo de material

adsorvente empregado 2.

Pesquisas atuais tém sido dedicadas a desenvolver materiais que possuam
alta especificidade e seletividade e, dentro dessa tematica, a impressdo molecular é a
tecnologia com maior destaque. Os extratores advindos dessa vertente sao
denominados de MIPs e sao materiais robustos, de facil preparo, projetaveis,

reutilizaveis e bastante seletivos °.

A alta seletividade dos MIPs esta aliada a sintese do material, que é projetada
para produzir cavidades que possam atingir especificidade de extragdo para um
determinado analito, a saber, Molécula Molde (MM). As cavidades seletivas geradas
nesses materiais sdo decorrentes da adicdo da MM na mistura de sintese, que é
polimerizada juntamente com o(s) mondmero(s) funcional (is) — MFs - e reticuladores.
Apoés a sintese, a MM é removida (impressa) e as cavidades resultantes possuem
forma definida e locais de reconhecimento complementares e apropriados para a
religacdo daquele analito em especifico. A dimensao da impressao € mensurada
através da comparagao da capacidade adsortiva da MM no MIP com a obtida com o
polimero nao impresso (NIP, do inglés, non imprinted polymer). Neste material, ndo ha

a adicdo MM considerando apenas as propriedades quimicas adsortivas do proprio
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polimero. Assim, o NIP apresenta propriedades extratoras similares aos adsorventes

convencionais aplicados em extragées solido-liquido >.

Contudo, imprimir cavidades efetivas em um MIP é um grande desafio, diante
dos varios aspectos a serem considerados no que diz respeito a matriz de aplicagao,
propriedades quimicas da MM e condi¢cdes reacionais de polimerizacdo. Neste
contexto, a obtengdo de um MIP com seletividade apreciavel abrange um

planejamento holistico que deve considerar todos os efeitos e interdependéncias °.

O uso dos MIPs em procedimentos de separacdo pode simplificar
expressivamente extracdes complexas e demoradas atribuindo especificidade de
determinagdo para o analito de interesse. Dessa forma, os estudos com os MIPs
apresentam alta relevancia em quimica analitica. Considerando os aspectos expostos,
este presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver MIPs para extrair de
forma seletiva a SAC e o TCS considerando os aspectos de afinidade quimica para as

matrizes de aplicacdo a serem estudadas.

Dessa forma, a presente tese foi dividida de modo a abordar inicialmente no
capitulo 2 uma revisdo da literatura, com os principais topicos envolvidos em
impressdo molecular e nos processos de extragcdo que utilizam esses materiais. Para
organizar a estrutura de apresentacao de desenvolvimento e aplicagcao dos diferentes
materiais, as sec¢des experimentais foram divididas em trés capitulos distintos, sendo
dois capitulos atribuidos a sintese e aplicagdo dos MIPs desenvolvidos para a SAC
(Capitulos 3 e 4) e um destinado aos MIPs para o TCS (Capitulo 5). Assim, os

objetivos especificos deste presente trabalho sao:

e Estudar técnicas empiricas e tedricas para avaliar a formagdo do complexo
pré-polimerizacdo entre MM e MF considerando os aspectos quimicos
relacionados as MMs de interesse (SAC e TCS);

e Avaliar diferentes processos de sintese para os MIPs e a compatibilidade dos
materiais provenientes com a matriz da amostra;

o Caracterizar os materiais produzidos por ensaios fisicos, quimicos e de
adsorgao;

e Utilizar os MIPs como fases sodlidas extratoras em diferentes técnicas de
extracéo ;

e Comprovar o conceito de seletividade e de robustez do MIP sintetizado para a
extracdo de SAC por meio da sua aplicagcao em diferentes tipos amostras;

o Utilizar detectores mais simples nos métodos analiticos propostos, por meio da

possivel seletividade de extragao advinda uso do MIP nos procedimentos
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polimeros Molecularmente Impressos

A tecnologia de impressao molecular (MIT, do inglés molecularly imprinted
technology) desenvolve materiais com habilidades de reconhecimento seletivo que séo
usados para extrair espécies quimicas selecionadas. A alta seletividade desses
materiais € obtida por meio de cavidades impressas com tamanhos, formas e grupos
funcionais complementares a molécula de estudo (molécula molde, MM), por meio de
ligacoes especificas. Essas ligacdes responsaveis pelo reconhecimento molecular
simulam os mesmos mecanismos que governam as interagdes especificas em

receptores naturais, como enzima-substrato e antigeno-anticorpo *.

As cavidades especificas sao impressas na matriz polimérica por meio da
presenca da MM juntamente com o(s) monémero(s) funcional(is) (MF) na presenca de
um solvente inerte. Esses monémeros sdo organizados em torno da MM em um
solvente adequado, que estabiliza as interacbes e permite a formagao de complexos,
que sado posteriormente interligados por meio de um reticulador, a saber, Agente de
Ligagdo Cruzada (AC) °, do inglés crosslinker (Fig.1). Essa espécie € um mondmero
que se liga covalentemente por ligagées intramoleculares, ao lado polimerizavel do MF
formando assim, cavidades adjacentes a MM mediante a reticulagdo moderada em
torno do complexo. Além disso, o AC garante a estabilidade mecénica do polimero por
meio do processo de reticulacdo. Apos a obtencdo do material, a MM é removida,
mediante processos quimicos de extragcdo, normalmente difusdo em solvente
organico, formando cavidades com formato e sitios funcionais complementares a essa

espécie (Fig.1) °.

Neste sentido, os MIPs possuem reconhecimento molecular direcionado a MM
e sua seletividade depende diretamente das interagdes para a formagao do complexo
entre MM e MF, que podem ocorrer de diversas formas. A Figura 1 exemplifica os
principais mecanismos de interagdes entre uma MM hipotética e alguns MFs. No
entanto, de um modo geral essas interagbes resumem-se em covalentes e néo

covalentes °.
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Figura 1. Esquema demonstrativo hipotético de cinco diferentes impressdes moleculares. (1) ndo
covalentes — Van der Waals; (2) eletrostatica/idnica — interagdo com cargas; (3) covalente; (4) semi-
covalente; (5) coordenagdo com metal. MM molécula: molde; L: ligante; AC: agente de ligagédo cruzada:
(A) grupos dos mondmeros funcionais que sofrem reagdo com AC formando a cavidade para a MM.
Esquema adaptado de Huang e colaboradores 5,

A impressdo covalente acontece mediante a interacdo covalente reversivel
entre a MM e o MF. A cinética de formagdo do complexo é lenta e existem poucos
MF(s) que sao habeis para realizar ligagdes covalentes reversiveis. Além disso, sao
necessarias condicbes quimicas severas para a remocdo da MM, que podem
prejudicar a funcionalidade do MIP °. J& a impress&o semicovalente é uma abordagem
intermediaria entre a impressédo covalente e ndo covalente, Neste caso, as ligagbes
covalentes sdo formadas na sintese do MIP e na etapa de remog¢dao da MM sao
adicionadas espécies quimicas que interagem com os sitios deixados pela impressao,
formando novos sitios funcionais que irdo se religar a MM de modo nao covalente.
Todavia, essa impressao ainda apresenta a maioria das desvantagens da covalente e,
em adicional, sao restritas as espécies quimicas que podem ser utilizadas para

modificar os sitios deixados na impressao °°.

Em contrapartida, a impressdo ndo covalente supera a maioria dessas
desvantagens por meio da formagdo de interagbes entre MM-MF de origens
eletrostaticas, hidrofébicas e/ou, principalmente, por ligagbes de hidrogénio. Em um
solvente adequado, as velocidades de ligacdo e dissociagdo sdo mais rapidas. Além
disso, essa impressao € mais versatil devido a quantidade de MFs disponiveis. Assim,

a combinagéo de diferentes MFs permite a ligagao com varios grupos funcionais da

6
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MM, atribuindo um reconhecimento molecular mais eficaz. Essas propriedades
impactam em um rapido procedimento de separagao e eluicdo, o que agrega aos MIPs
nao covalentes, vantagens expressivas para sua aplicagdo para em processos de

extracdo em geral °.

Outra abordagem interessante, em termos de melhor afinidade, é a
coordenacido metdlica que se baseia na incorporacao de um metal no polimero de
modo que a MM possa se ligar a essa espécie através de sitios de coordenacao
quelantes. Essa estratégia pode ser explorada tanto em polimeros organicos,
mediante a modificacdo do monémero funcional ndo covalente com um metal, quanto
na insercdo do metal em sinteses de silicatos, para formagcao de material um
inorganico que pode melhorar significativamente a seletividade de extragdo para
moléculas maiores, como a quercetina ’ . Nesse sentido, o requisito principal é que a

MM possua sitios habeis de complexacdo com espécies metalicas ’.

Em relacdo aos MFs disponiveis para a sintese ndo covalente dos MIPs, o
MAA é o mais utilizado, devido a sua versatilidade na acep¢ao e doacgao de ligagéo de
hidrogénio. Outros mondmeros bastante utilizados séo: acrilamida (ACM), vinilpiridina
(VP) e o aminopropriltrietoxisilano (APTES) ° — Figura 2. J& para os ACs, os mais
empregados sao: etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA), Trimetilolpropano trimetacrilato
(TRIM) para sinteses radicalares e tetraetoxisilano (TEOS) para o processo de
5

condensagado sol-gel A Figura 2 apresenta as estruturas moleculares desses

compostos.
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Figura 2. Estruturas moleculares dos MF(s) e AC(s) comumente empregados nas sinteses dos MIPs.
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Como forma de controle e avaliagdo da impressdo do MIP, o NIP (Non
Imprinted Polymer) é sintetizado concomitantemente seguindo todo protocolo da
condicdo de sintese sem a presenca da MM. A obtencdo dos dados de adsorcéo
desses materiais sdo de extrema importancia, uma vez que os polimeros sintetizados
possuem naturalmente propriedades adsortivas devido aos monémeros empregados
na sintese. Um MIP nao seletivo apresentara propriedades de adsorcdo nao
especificas, como fases adsorventes convencionais. A garantia da impressao
molecular é obtida através da razao entre a capacidade de adsor¢cdo do MIP e do NIP

que resultara no fator de impressao (Fl) do material °.

De um modo geral, a impressao molecular se ramifica a depender da natureza
da interagédo entre o MF e a MM e, dessa maneira, deve-se buscar um compromisso
entre a forga de ligagao efetiva que mantem o complexo unido com o nimero de sitios
disponiveis na estrutura quimica da MM e do MF habeis para realizar a ligacao.
Quanto mais estaveis as ligacdes e a quantidade de pontos de ancoragem dessas na
MM, maior sera a afinidade quimica e seletividade do material obtido 3. Neste sentido,
o ponto principal e mais complexo nos estudos de impressao molecular é encontrar a

combinacdo ideal desses parametros que possam proporcionar, um material seletivo °.

Abordagens univariadas foram por anos as mais exploradas na literatura, em
que diversas sinteses eram realizadas e avaliadas resultando em uma grande
quantidade de residuos quimicos ®'°. Ademais, alguns trabalhos relataram fatores de

impressdo e capacidade adsortiva reduzidos '*"

, que pode estar relacionada com
uma selecdo inadequada dos componentes de sintese por ndo considerar os efeitos

termodinamicos e variaveis interdependentes atreladas ao desenvolvimento dos MIPs.

Neste sentido, varias abordagens computacionais de modelagem, simulacéo e
ferramentas multivariada de otimizacdo '?, como o planejamento fatorial, estdo sendo
reportados na literatura, mostrando incrementos significativos em seletividade dos

materiais obtidos e reduzida produgédo de residuos quimicos®.

2.1.1Técnicas de otimizagao dos reagentes de sintese

A escolha dos reagentes de sintese dos MIPs é, portanto, a parte mais
importante no desenvolvimento desses materiais, pois dessa etapa decorre os
parametros de seletividade do material. O MF desempenha um papel decisivo nesse
quesito, no sentido de prover sitios funcionais para a MM e ainda se ligar na cadeia
polimérica formando as cavidades '*. Neste sentido, as cavidades produzidas irdo

possuir secdoes de estrutura complementar a forma da MM com sitios mais
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direcionados a realizar ligacbes com ela, do que com outras espécies quimicas

presentes concomitantemente na amostra .

Assim, a escolha do MF adequado para uma MM, bem como os demais
reagentes de sintese deve ser conduzida com cautela. Os quesitos de triagem devem
considerar parametros fisico-quimicos das espécies quimicas envolvidas no processo
bem como as interagdes interdependentes que contribuem para a impressido no

polimero ™.

Dentre esses, os parametros os mais importantes em termos de
seletividade do MIP estdo relacionados a MM, tais como: disponibilidade e quantidade
de sitios de potencial complexagdo com o(s) MF(s), tamanho e rigidez da espécie

quimica .

Atualmente, diversas formas de triagem/otimizagao séo aplicadas nos trabalhos
com MIPs, de modo a se obter materiais mais efetivos com numero reduzido de
experimentos. Dentre essas ferramentas se encontram, os estudos computacionais

15,16
F ,

para avaliar a forga das interagdes entre MM e M , 0S métodos espectroscopicos

13,17,18
F s 1l

de avaliagdo da formacdo de complexo entre MM e M e as ferramentas

multivariadas °.

2.1.1.1 Otimizagcdo dos parametros de sintese a partir de métodos de

Quimica teoérica

Dentre os estudos modernos para o desenvolvimento dos MIPs se encontram
as ferramentas computacionais “'?'. Diversas abordagens vém sendo empregadas
nessa vertente, como a dinamica classica e também calculos quanticos %, um
exemplo disso € o trabalho de Nezhadali e Mojarrab que através da mecéanica quéntica
designou o melhor mondémero funcional e solvente resultando em um MIP habil para
ser aplicado como um sensor para deteccdo do medicamento metoprolol em

concentragdes de niveis pmol L™ 2.

As abordagens computacionais apresentam uma proposta interessante de
desenvolvimento racional da sintese, de modo a estabelecer preliminarmente os MFs
mais adequados a se complexarem com o analito/MM, aliando economia consideravel
de reagentes e de tempo de bancada, com reducéo significativa dos residuos gerados,
quando comparado ao método tradicional da tentativa-erro '°. Desta forma, com as
contribuicbes fisico-quimicas que regem a formagdo do complexo de pré-
polimerizagcéo, pode-se entender os fatores que auxiliam de maneira mais precisa o

mecanismo de impressao molecular posterior %.
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Varios métodos tedricos tem sido relatados na literatura para otimizacdo dos
MIPs, que incluem a Dindmica Molecular classica, aproximagao supramolecular e a
Teoria Funcional de Densidade (DFT), as quais sdo empregadas com éxito para
encontrar os valores das energias de ligacdo que ocorrem entre MM-MF '%'31316 Nos
trabalhos com MIPs, a aproximagéo supramolecular é a mais empregada, visto que a
maioria dos mondémeros funcionais utilizados sdo pequenos. Para isso, para uma dada
geometria a energia de interagédo (E;,; ) entre duas moléculas A e B, & obtida
subtraindo a energia total dos monémeros da energia total do complexo, conforme a

seguinte fungdo: E,, =E, ,—E,—E,. Os calculos dessas energias sdo comumente

realizados empregando a DFT, entretanto, suas aproximagdes supramoleculares
podem falhar na descrigao dos complexos e das formagdes das ligagdes de hidrogénio

por nao considerar as forgas repulsivas entre as espécies quimicas reagentes.

Para agregar uma visdo mais realista da natureza das ligacbes envolvidas, os
célculos baseados na Teoria da Pertubacdo da Simetria Adaptada (SAPT, do inglés,
Symmetry Adapted Perturbation Theory) ** propdem a computacao direta das energias
considerando as forcas dominantes das interagcdes. Assim, calculos com essa
abordagem fornecem valores das principais componentes energéticas envolvidas nas
interacoes, sejam elas: eletrostatica (E.), energia de repulsido estérica (Eqyen), forcas
de indugéo (Einq) e forgas de disperséo (Egisp). Assim, a SAPT apresenta-se como uma
ferramenta atraente para elucidar os mecanismos envolvidos na impressdo molecular

de forma mais realista e de maneira inovadora.

Mesmo com essas vantagens, a impressao computacional deve ser utilizada
com cautela, uma vez que o conhecimento quimico do analista ainda se faz
importante, pois as ferramentas ndo preveem possiveis impasses quimicos
especificos como, a solubilidade limitada da MM, do MF ou do complexo no solvente
de sintese. Ademais, os calculos computacionais incluindo AC sdo bastante
demorados, que restringe muitas vezes essa aplicagdo apenas a modelagem do

complexo pré-polimerizacao '2.

2.1.1.2 Estudos espectroscépicos para a avaliagdo do complexo pré-

polimerizagao

Uma outra abordagem interessante de triagem e que ja € bem estabelecida nos
estudos com MIPs é a aplicacdo de técnicas espectroscopicas para estimar a
estabilidade e proporcdo estequiométrica do complexo resultante. Estudos

espectroscopicos baseados em ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho

10
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e espectroscopia no UV-Vis 2 tém sido utilizados em diversos trabalhos, no entanto, a
titulacdo com deteccdo espectrofotométrica no UV "'®%* utilizando solugdes de MM e
de MF tém mostrado resultados eficientes que permitem confirmar a ocorréncia de
formagdo do complexo. Assim, através do plote de uma isoterma de equilibrio de
complexagdo € possivel verificar o ponto final da titulagdo que corresponde a
propor¢ao estequiométrica favoravel de formagéo do complexo, considerando ainda as

caracteristicas do solvente para formacg&o do produto (complexo MM-MF) 3%,

Em termos energéticos € essencial que o MF possua grande quantidade de
sitios habeis para interagao com a MM, sendo as ligagdes de hidrogénio (AH 5 a 20 kJ
mol ') as mais favoraveis para formar um complexo estavel. Interagdes de Van der
Walls podem ser empregadas, contudo nesse caso, Sa0 necessarias maiores
proporgdes de MF em relacdo a cada MM, o que pode resultar em maior quantidade

de sitios ndo especificos de ligagao, prejudicando a seletividade do MIP resultante
25,26

No geral, a natureza do complexo é de origem acido-base e dessa forma torna-
se possivel determinar a constante de dissociagcdo desse complexo (Ky) e
estequiometria de formacgao. Por consequéncia, é possivel predizer a sua estabilidade
e potencialidade de complexagao em fungao do tipo de solvente, visto que os mesmos
também possuem capacidade de realizar interagdes intermoleculares com a MM e/ou
MF ™. Geralmente, sdo escolhidos solventes que favorecem as ligagdes de
hidrogénio, ou seja, com baixa polaridade e com caracteristica aproética, como:
cloroférmio, diclorometano, tolueno e acetonitrila (MeCN). Portanto, esse método
permite prever a estabilidade do complexo e proporcdo estequiométrica, e ainda,
considerar as variaveis empiricas como a solubilidade da MM e interacdo com

solvente %7,

2.1.1.3 Ferramentas multivariadas de otimizagao

Trabalhos envolvendo a triagem/otimizacdo das etapas de pré-sintese dos
MIPs demonstram que existem muitas variaveis que influenciam na obtencao de um
material adequado '#%*?°. Portanto, a otimizagdo de todo o processo de sintese é uma
tarefa dificil devido a quantidade de variaveis interdependentes. Dessa maneira, a
aplicagdo de ferramentas multivariadas com base em quimiometria se torna mais
eficiente do que os estudos univariados, por permitir identificar os principais fatores
que podem influenciar na sintese do MIP com um nimero menor de experimentos '2.
Dentre as ferramentas mais utilizadas, o planejamento fatorial € o mais empregado

12,13,28

nos trabalhos na etapa de triagem das variaveis, principalmente quando néo se

11
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conhece bem o sistema de estudo. Assim, se necessario, fatores mais significativos

podem ser aprofundados em estudos com técnicas mais especificas '2.

Um fator de extrema relevancia para a impressao do material é a condicdo
reacional empregada no processo de sintese . De um modo geral, as sinteses dos
MIPs sao conduzidas por iniciagao radicalar ou condensacdo e dentre elas sao
aplicadas diferentes condicbes fisico-quimicas que permitem obter materiais com

diferentes caracteristicas texturais e propriedades adsortivas.

2.1.2Processos de sintese e controle dos diametros das particulas

Em sua grande maioria, a sintese dos MIPs & conduzida por processos via
radical livre mediante o uso de iniciadores radicalares. Dentre esses, o mais
empregado é o 2-2 azobisisobutironitrila (AIBN) ° em faixas de temperaturas de 50 &
70 °C. O controle da temperatura durante o processo de polimerizagdo é de suma
importancia, devido a influéncia da relacdo entre a formagdo de cadeias com a
quantidade de radicais livres disponiveis. Assim, a liberagdo controlada de radicais
possibilita obter um polimero bem estruturado e por consequéncia, com cavidades
melhor delineadas. Além do AIBN, outros iniciadores como os peroxidos, também tem
sido utilizados ®. O MIP obtido via sintese radicalar apresenta algumas vantagens tais
como: maior rendimento e capacidade adsortiva; e maior resisténcia a condigdes
quimicas diversas e severas, como faixas extremas de pH e diferentes tipos de

solventes, devido a natureza organica do material °.

Uma maneira alternativa de sintese dos MIPs que vem sendo bastante
pesquisada pela comunidade cientifica € o processo sol-gel. Basicamente, essa
técnica consiste na obtencdo de um gel proveniente de oOxido de silicato por
condensacdo em condigdes reacionais suaves . Esse processo resulta como produto
uma silica molecularmente impressa e apresenta como vantagens a simplicidade do
procedimento operacional e estabilidade térmica adequada em relagdo ao processo
convencional radicalar. Ademais, para aplicagdo em amostras aquosas, 0 emprego
desse tipo de fase sélida apresenta-se particularmente relevante, tendo em vista a
hidrofilicidade da matriz e a maior resisténcia ao inchaco da silica na presenca de
diferentes solventes. No entanto, o material obtido apresenta normalmente capacidade
adsortiva menor quando comparada aos MIPs organicos e condi¢cbdes reacionais mais

limitadas em termos uniformidade da distribuicdo das particulas do polimero °.

Uma abordagem inovadora de sintese vem sendo desenvolvida através da
combinacgdo dos dois processos anteriores, denominada de polimerizagdo de materiais

impressos hibridos organicos-inorganicos. Esses polimeros agregam as vantagens

12
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dos dois processos gerando sélidos adsorventes com alta afinidade pela agua ***%. O
Polimero Hibrido Molecularmente Impresso (HMIP) é sintetizado em duas etapas. A
primeira consiste na reacdo de condensacdo e desidratagdo de duas espécies
monomeéricas, uma organica e uma inorganica que resulta em um monémero hibrido.

30-33 realizam a mistura do MAA ou

No geral, os trabalhos que utilizam essa estratégia
ACM com o APTES reagindo-os por 24 h em temperatura de 60 °C. Apds a obtengéo
desse mondémero hibrido, pode-se conduzir a sintese com o AC organico, ou ainda
adicionar proporgbes de TEOS de modo a proporcionar a fase solida final maior
rigidez, estabilidade, menor inchago das cadeias do polimero e maior afinidade com a

agua *°.
2.1.2.1 Métodos de polimerizagao

Os métodos aplicados para a polimerizagdo influenciam diretamente no
tamanho, a distribuicdo e o formato das particulas dos MIPs. Para os MIPs radicalares
0s processos de sintese mais comuns sdo: a polimerizagdo em massa (bulk), por
precipitacdo, em suspensdo e em emulsdo °. Todavia, o método mais utilizado
atualmente tem sido a polimerizagao em massa e, em menor proporgao, as sinteses

em precipitagdo e suspensao °.

A polimerizacdo em bulk € um processo homogéneo e simples de sintese que
se obtém um alto rendimento reacional. A sintese é realizada através da mistura dos
reagentes, a qual & submetida a polimerizagdo 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 com uma
morfologia tipo “couve flor” resultante da alta porosidade nas particulas aglomeradas.
Assim, ap0s a sintese, necessita-se de uma etapa de moagem e peneiramento, o que
gera particulas irregulares. Muito se discute na literatura a respeito da potencial
danificacdo dos sitios ativos dos MIPs proporcionada pela maceragao, visto que
resultados empiricos comprovam que esse procedimento pode prejudicar o
reconhecimento molecular do MIP através da danificagdo fisica das cavidades
impressas. Isso se apresenta como a principal desvantagem para esse processo de

sintese °.

Embora exista um uso abrangente da polimerizagdo em massa, outras
abordagens, tais como as sinteses por precipitacdo e em suspensao, apresentam
maior controle na formagdo e no tamanho final das particulas. A sintese por
precipitacdo inicia-se como uma polimerizagdo homogénea em solugdes de

mondmeros que se encontram altamente diluidas. Em curto tempo reacional, o0 meio

13
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homogéneo é entado convertido em heterogéneo devido a precipitacdo de microesferas
poliméricas insoluveis no meio reacional. As microesferas sdo produzidas com aspecto
relativamente uniforme e de tamanho similar, da ordem de micrémetros a nanémetros.
Assim, o tipo de AC e sua concentragcdo sdo parametros essenciais para o controle do

diametro final da esfera formada 3.

Ja a sintese em suspensdo caracteriza-se pela reacdo entre mondmeros
insoluveis na fase aquosa (fase continua) com um iniciador radicalar solivel no
solvente de sintese (fase descontinua). Os mondmeros sao dispersos na fase aquosa
através de agitacdo vigorosa combinados com agentes estabilizantes, como o
Poli(alcool vinilico) — PVA, que evitam a coagulagéo das gotas dos monémeros e por
consequéncia impedem a coalescéncia das gotas poliméricas advindas da fase
organica. As goticulas sao convertidas a uma solugao viscosa que da origem as
particulas poliméricas. Nesse sentido, cada gota formada corresponde a uma
micropolimerizacdo em massa *°. A agitagdo exerce um controle direto no tamanho e
distribuicdo das particulas o que resulta em maior homogeneidade do material final *.
Isso é de grande valia para aplicacdo em extracdo, visto que as particulas terédo
capacidade adsortivas similares e o material ndo necessitara ser submetido ao

processo de moagem conservando maior parte dos seus sitios de ligagao.

Para constatar a efetividade do processo de sintese em obter particulas
homogéneas, um dos objetivos dessa Tese é realizar ensaios de caraterizagédo fisica,
quimica e de adsor¢cdo para comparar as condicbes dos processos de sintese e

observar a eficacia de impressao das cavidades.

2.1.3 Caracterizagao dos MIPs

A literatura aborda diversas formas de sintese dos MIPs, tais como a sintese
em superficie de materiais rigidos, sensores eletroquimicos, espectroquimicos, bem
como formas alternativas de aplicagdo >*"~*. Contudo, seja qual for a aplicagdo do
material, a caracterizacao fisico-quimica do material sintetizado apresenta-se como
uma etapa indispensavel para elucidar as propriedades extratoras do material e
atestar a efetividade do processo utilizado. Dentre os ensaios de caracterizagao fisica
e morfolégica comumente abordados nos trabalhos com MIPs, estdo: a Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) e ensaios porosimétricos, os quais fornecem dados
acerca da area superficial e tamanho de poros. Além disso, a analise
termogravimétrica (TG) e de espectroscopia no infravermelho (IR) ° tem sido aplicadas
para verificagcdo da estabilidade térmica do material e para descrever os grupos

funcionais constituintes dos materiais.

14
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Para se ter ideia da magnitude de impressdo e da disponibilidade das
cavidades no MIP é necessario que se tenha um processo efetivo de remogao da MM
no estagio pos-sintese. E nesta etapa que ocorre, de fato, a impressdo da MM do
polimero deixando as cavidades disponiveis para extracdo. A MM é extraida do
material por meio de forgas quimicas capazes de romper a ligagéo entre a mesma e o
MF. Além disso, sao extraidas também as impurezas remanescentes do processo de

sintese, tais como oligdmeros e outros reagentes excedentes “°.

A literatura reporta inumeros métodos extrativos para essa finalidade tais como,
a pirdlise do material, extragcao por Soxhlet, extracao via solvente quente, extracao via
solvente auxiliada por US, extragdo por fluido super critico, dentre outros “°. Com
excecao da pirdlise, todas as extragcbes que envolvem a particio da MM em um
solvente e sdo conduzidas por ciclos repetitivos até a completa remogéao da MM. Para
atestar a eficiéncia dessa remog¢ao normalmente sao realizadas analises do solvente
resultante da extracao por espectrofotometria UV-VIS. No entanto, esse procedimento
€ passivel de varios erros associados ao alto LOD (limite de detecgao, do inglés, limit
of detection) e baixa seletividade da técnica. Assim, se faz necessaria ao final do

processo, a confirmacdo da remocao total por técnicas cromatogréficas “°.

Se mesmo apods aplicar todos os ciclos de remogédo ainda houver sinal
detectavel na separagao cromatografica, todo o procedimento de remocao deve ser
retomado até se proceder a extragdo completa, ou seja até ndo se encontrar sinal
mensuravel do analito. Isso torna o procedimento de remocédo uma etapa exaustiva,

morosa e de complexa constatagdo do ponto final *°.

A remoc¢do incompleta da MM pode impactar negativamente nos
procedimentos de extracdo em que os MIPs serao utilizados, visto que é possivel
ocorrer a superestimacdo da concentracdo dos extratos/eluatos através do
“sangramento” da MM. Esse fendbmeno é caraterizado pela lixiviagado da MM que ainda
estaria ligada ao polimero e foi removida durante os processos extrativos empregados.
Além disso, com as cavidades e sitios ocupados ndo ha como se ter uma
homogeneidade e precisdo da extragdo, uma vez que determinada por¢cdo de material
pode ter menos cavidades disponiveis que outras “°. Assim, atualmente um dos
gargalos com relagdo a esse monitoramento € encontrar técnicas mais diretas e

simples de se estimar a concentragdo da MM durante e apés sua remogao “°.

A literatura aborda alguns trabalhos que quantificam a MM diretamente no MIP
por espectroscopia Raman utilizando amplificagdo de sinal por superficie condutora *'.

A amplificagcdo do sinal é necessaria para alcangar as concentracdes de MM que se
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encontram depositadas no MIP. Ja a espectroscopia no IV é utilizada em alguns
trabalhos como técnica complementar qualitativa de deteccdo da MM “?~*°. Através da
aquisicao de espectros do polimero é possivel observar bandas relativas a presenca
da MM no polimero. Todavia, devido a proporcdo de MM/polimero as bandas
apresentadas sido pouco intensas, uma vez que o LOD da técnica apresenta-se em
torno de 0,1 % em m/m *°. Assim, a abordagem por imagens hiperespectrais pode ser
efetiva para alcangar as concentragdes da MM no MIP, devido a possibilidade de
detectar menores concentracdes através do aumento médio na aquisicao de espectros

e ainda assim considerar aspectos de distribui¢éo.

Uma alternativa inovadora seria monitorar a concentracdo da MM no proprio
MIP, com estudos de espectroscopia no estado sdlido aliados a quimiometria. Estudos
de homogeneidade de farmacos tém sido aplicados com sucesso na industria

farmacéutica utilizando espectroscopia de imagem *'.

Essa técnica possibilita
identificar o perfil de distribuicdo dos ativos, concentragbes e até a transformagao de
substancias. Um exemplo dessa aplicagao foi o trabalho de Carneiro e colaboradores
que utilizaram um espectrometro de infravermelho préximo acoplado a um microscépio
para analise da composi¢cao de uma pomada oftalmolégica. Para analise, a pomada foi
diluida em um solvente resultando em 0,1 % de concentracdo. Foram gerados
espectros que foram atribuidos para cada pixel da imagem com distribuicao dos dados
que foram tratados com quimiometria. Apds o tratamento dos dados foi obtido um
grafico de imagem com variagdes de concentragdo das espécies, como o perfil de
caracterizacido constitucional do material alcangando detec¢gdes da ordem da diluicdo
empregada. Através dessa abordagem foi possivel obter informagdes locais sobre os
constituintes da amostra, o que permitiu quantificar a concentragdo dos ativos através

de estudos de degradacao.

Assim, diante da possibilidade em se detectar menores concentragbes através
das imagens hiperespectrais, essa estratégia pode apresentar resultados atraentes
para o monitoramento da remocdo da MM com reducdo de gastos com reagentes,

custo analitico aliando simplicidade operacional ao procedimento.

2.1.4 Propriedades adsortivas dos MIPs

A caracterizacao da intensidade, capacidade e especificidade de adsor¢édo do
MIP resultante é de extrema importdncia para aplica-lo como extrator em
procedimentos analiticos. Essas propriedades, além de depender da porosimetria do
material, dependem fortemente do quanto os processos de ligacdo dentro das

cavidades estdo disponiveis e da forma com que os sitios e cavidades estédo
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arranjados no MIP °. Para isso, a cinética e o equilibrio de adsorgdo entre o analito

(MM) e a superficie do MIP necessita ser bem compreendido.

A adsorcido é um fendmeno fisico-quimico que estuda a habilidade de certas
espécies (adsorvatos) presentes em uma solugdo se concentrarem na superficie de
sélidos por algum tipo de afinidade. Além disso, o favorecimento da adsorgao sera
proporcional ao tamanho da area superficial do material. Essas espécies se
acomodam na superficie do material governadas por parametros cinéticos e de
equilibrio que podem ser determinados empiricamente em conjunto com as forgas
fisicas ou quimicas advindas do material que governaréo o tipo de adsorgao, seja por

fisissorcdo ou quimissorgao, repectivamente 2.

A fisissor¢do € um processo adsortivo ndo localizado regido pela diferenca de
energia ou por forgas intermoleculares mais fracas °. As interacdes sdo regidas por
atracdes entre dipolos permanentes e dipolos induzidos e o processo € normalmente
classificado como exotérmico e reversivel, com uma variagao de entalpia (AH°) de 20
a 40 kJ mol™ *°. Ja a quimissorcdo caracteriza-se como uma adsorcéo localizada, ou
seja, mais especifica. Nesse caso, o adsorvato se liga ao sitio presente no material por
forcas quase equivalentes a ligagbes quimicas covalentes, sendo um processo
geralmente irreversivel. No geral, o AH® para esse tipo de processo encontra-se acima
de 80 kJ mol™ *°. Em relagéo aos MIPs, a quimissorgdo é dominante nas interacdes
covalentes entre MM e MF. Porém, um MIP que adsorve o analito baseado apenas em
forcas de quimissorcdo, apresenta baixa aplicabilidade para procedimentos de

extracdo diante da impossibilidade de se recuperar o analito *°.

As forgas ligagdo determinam em grande parte, a capacidade adsortiva (Q) do
MIP, dada em mg g, uma vez que o mecanismo de adsorgdo é uma soma entre os
processos quimicos e fisicos envolvidos. A obtengdo de Q é dada pela equagéo 1
abaixo, em que Q é a capacidade adsortiva do material, em mg g™’ que pode ser dada
no equilibrio (Qe) ou em determinado momento de tempo(t) - Q(t), Ci é a concentragao
real do analito, Cf é a concentracdo de analito adsorvida em determinado volume de
solugédo em L (v) por quantidade de massa de MIP em g

oo

m

Equacéo 1: Capacidade adsortiva do MIP e do NIP.

Dentro desse contexto, para elucidar os possiveis mecanismos que regem o

processo adsortivo no MIP, fungbes matematicas sdo propostas baseadas nos dados
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experimentais com relacdo a cinética e o equilibrio de adsorgdo °. Essas analises
permitem caracterizar heterogeneidades energéticas e fornecem informagdes
importantes acerca de uma superficie adsorvente que permitem estimar o tipo e

®_ Incialmente realiza-se a caracterizagdo do

distribuicdo dos sitios de ligagao
mecanismo cinético adsortivo para estimar a velocidade e os tipos de sitios presentes
no material. Dos modelos cinéticos mais empregados nos estudos com MIPs estdo os
modelos de pseudo primeira ordem e pseudo segunda ordem que serdo discutidos

com maiores detalhes nos topicos subsequentes.

2.1.5 Modelos avaliativos da cinética de adsor¢ao nos MIPs

A cinética de adsorgao prediz a taxa de remog¢ao do analito da fase aquosa em
funcdo do tempo. Isso envolve a transferéncia de massa do analito para o interior da
particula adsorvente. Esse processo pode ser conduzido por i) transferéncia de
massa entre as particulas — difusao interparticula, ii) difusdo do analito no poro -
difusdo intraparticula e/ou iii) difusdo na superficie do material das moléculas

totalmente adsorvidas - adsorcdo °'.

Os estudos sao conduzidos por meio da
quantificagcdo da concentragao residual do analito na solugdo no determinado instante
(t) e através de ajustes dos modelos matematicos aos dados empiricos determina-se o

tipo de mecanismo predominante na cinética de adsorgéo dos materiais °'.

2.1.5.1 Cinética de pseudo primeira ordem e pseudo segunda ordem

O mecanismo de pseudo primeira ordem foi desenvolvido através dos estudos

%052 5y 0 também conhecido

empiricos que resultaram na equagdo de Lagergen
modelo de pseudo primeira ordem. Esse modelo descreve a taxa de adsorgéo tendo
por base a capacidade adsortiva do material e supondo que para cada molécula do
analito é atribuido um sitio de adsorcédo governado por uma reagao superficial. E em

termos de velocidade esse mecanismo é descrito pela equagdo abaixo *.

1n(Qe— Q(t)) =InQe —kt
Equagéo 2: Modelo de pseudo primeira ordem.

Em que Qe e Qt indicam a capacidade adsortiva no equilibrio e do determinado
instante (t), respectivamente. A constante K; é dada em min™ e representa a taxa de

velocidade da adsorgao e seu valor pode ser obtido graficamente pela relagcao de
(ane—ant) versus(t) :
Ja o modelo de pseudo segunda ordem prediz que uma molécula do analito é

adsorvida a cada dois locais diferentes de ligacdo no material, ou seja, a ordem de
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cinética desse processo € igual a dois com relacdo ao numero de sitios ativos
disponiveis para ligacdo ***2. Assim, a equagdo do processo é descrita conforme a
forma integrada da equacgao diferencial, em que k, € a constante cinética dada em g

mg” min™:

t 1 t

0() kQe Qe

Equagéo 3. Modelo de pseudo segunda ordem.

Para se obter a K, e ge plota-se um grafico de (ijersus(t)que deve fornecer
t
uma relacdo linear caso os dados se ajustem a tal modelo.

2.1.5.2 Modelos avaliativos do equilibrio de adsor¢ao nos MIPs

Adicionalmente aos modelos de avaliagdo dos mecanismos cinéticos, as
isotermas de equilibrio sdo importantes ferramentas para elucidar os processos
isotérmicos de adsorcdo. Esses modelos descrevem o equilibrio adsortivo de um
soluto entre a fase liquida e a fase solida em concentragdes de analito que saturam os
sitios de adsorcdo. Os modelos matematicos estabelecidos para o sistema descrevem
como ocorre o processo adsortivo em que as velocidades de adsorgéo e dessorgao do
analito sdo iguais ****. Dentre as isotermas que descrevem o equilibrio adsortivo, as
mais simples e consolidadas nos estudos com MIPs sdo as isotermas lineares e nao

lineares de Langmuir e Freundlich e o modelo hibrido de Langmuir-Freundlich >*°*,

21.5.3 Isoterma de Langmuir; Freundlich, Langmuir-Freundlich e

Langmuir-Freundlich de dois sitios

O modelo de Langmuir prediz um mecanismo em que a superficie de adsorgao
€ homogénea. A adsorgao ocorre em sitios especificos e definidos na superficie do
solido. Os sitios presentes tém energia equivalente e as moléculas adsorvidas ndo tem
interagao entre elas. Assim, quando uma camada composta de espécies do analito
recobre a superficie de adsor¢cdo pode-se afirmar que a Q obtida é maxima,
predizendo um modelo monocamada **. As equacdes abaixo descrevem o modelo
linear e ndo linear de Langmuir, em que K; (L g”) indica a constante de Langmuir
relacionada com a afinidade analito-adsorvente. Ce é dada em mg L' e é a
concentragdo do analito na solugdo no equilibrio e b (mg g') indica a quantidade

maxima adsorvida na monocamada.
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Ce 1

Ce_1,0e
Qe K, b

Equacgéo 4. Modelo linear de Langmuir.

_ KbC,

e =
o 1+K,C,

Equacéo 5. Modelo nao linear de Langmuir.

Ja o modelo de Freundlich, aplica uma distribuicdo exponencial admitindo que
os sitios de adsorgéao possuem energias diferentes, ou seja, o material apresenta sitios
heterogéneos se distanciando do modelo de preenchimento de monocamada de
Langmuir. Esse modelo também admite que haja interacbes entre as moléculas
adsorvidas. Assim, a energia de adsorg¢do decresce em escala logaritmica a medida
que o analito cobre a superficie adsorvente *. As equagdes linearizadas e ndo
linearizadas estdo descritas abaixo, das quais, K; € a constante de capacidade de
adsorgao de Freundlich que é também relacionada com a afinidade do adsorvato e 1/n
€ a constante caracteristica relacionada com a intensidade de adsor¢do em que n
prediz a heterogeneidade da superficie °°. Assim, se n >1 o material tende a ser mais
heterogéneo e quanto maior esse valor, mais heterogénea ¢ a superficie. O modelo de
Freundlich n&o limita que a adsor¢cdo deve ser constante para corresponder a
formagdo de uma monocamada, tal qual o modelo de Langmuir. Assim, admite a
adsorg¢ao em preenchimentos diferentes em multicamadas. Nesse sentido, a isoterma
de Freundlich € bem aplicada em certos limites de concentragcdo do analito, isso
porque o modelo admite distribuicdo exponencial do analito nos sitios de adsorgao.
Assim, o numero de sitios aumenta indefinidamente com uma constante decrescente

como 1/n implicando um ndmero infinito de sitios nos MIPs .
1
log(Qe)=1log K, +—xlogC,
T on

Equacéo 6. Modelo linear de Freundlich.
!
Qe = Kfcen
Equacéo 7. Modelo néo linear de Freundlich.

Com a juncdo de ambos os modelos anteriores, 0 modelo hibrido de Langmuir-
Freundlich, também chamado de modelo de Sips, delineia um comportamento
adsortivo em que a superficie do material adsorvente € composta por diferentes sitios

de ligagdo, alguns com energias similares e outros com energias distintas.
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A aplicagdo da equacdo 8 permite delinear o comportamento Langmuir-
Freundlich de um material considerando apenas um sitio adsortivo e o quanto o
processo adsortivo daquele material pode ser descrito por Langmuir ou por Freundlich
através do parametro de heterogeneidade de Freundlich. Considerando os trabalhos
com MIPs, o modelo de Langmuir Freundlich de dois sitios (Equagdo 11) tem

32,50,54—57, visto

demonstrado maior eficacia no ajuste dos dados empiricos de equilibrio
que esse modelo considera ajustes do modelo de Langmuir e Freundlich e prediz que
existem regides do material com sitios de diferentes energias de ligagdo e que
respondem de forma heterogénea ao equilibrio adsortivo. Esse mecanismo adequa-se
bem aos MIPs nao covalentes, visto que possuem ampla faixa de sitios com diferentes

afinidades de ligacdo, sendo eles especificos e ndo especificos *.

As equacdes baixo apresentam os modelos de Langmuir-Freundlich de um sitio
(Equacao 8) e dois sitios (Equacao 9) e os indices inferiores dos parametros indicam o
numero de sitios descritos pelo modelo. Nas equagbes, o parametro b representa a
capacidade de adsorgao total do sistema, Ce a concentracdo do adsorvato no
equilibrio, Ky nesse caso é a constante de Langmuir-Freundlich de afinidade pela
adsorcdo dada em (L mg ') e n é o indice de heterogeneidade igualmente aplicado no

modelo de Freundlich.

o — bl(K[fICeln)
1+ K,fICel"

Equacéao 8. Modelo hibrido com trés parametros de Langmuir-Freundlich.

_ bl(KZf'ICeln) + bz(Kzszezn)

e =
1+K,C" 1+K,C)"

f1~e f2>"e

Equacéo 9. Modelo hibrido com trés paradmetros de Langmuir-Freundlich de dois sitios.

2.1.5.4 Parametros termodinamicos do equilibrio adsortivo

Alguns parametros termodinamicos do sistema podem ser obtidos por ensaios
de adsorcao nos MIPs através do efeito da temperatura. A avaliagdo da variagao da
entalpia (AH), da energia livre de Gibbs (AG) e da entropia (AS) fornecem informagdes
a respeito da espontaneidade e reversibilidade do processo de adsorgdo **°%. A AH (kJ
mol '1) indica se o processo € endotérmico, ou exotérmico, e estima as intensidades
das ligacdes ocorridas na superficie dos MIPs no processo de adsorcdo. Nesse
sentido, se a energia liberada no processo ocorre numa faixa de AH < 80 kJ mol ' o
processo é predominantemente governado por fisissor¢do. Ja para AH > 80 kJ mol " a

predominancia é pelo adsorcdo por quimissorcdo . No entanto, quando se trata de
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ligacdes de hidrogénio, o AH varia entre 5 a 20 kJ mol ”'. A AS (J mol™ K™") descreve a
reversibilidade da adsorcdo. Neste contexto, se a minima variagdo da temperatura
altera significativamente a ordem das espécies quimicas no processo adsortivo tém-se
um processo espontaneo (AS +) *°. Acerca da AG (kJ mol ') é outro parametro de
espontaneidade, assim, um valor negativo desse paradmetro indica que o processo &

espontaneo e um valor positivo sugere a ndo espontaneidade da adsorgao.

Dessa maneira, com aquisicdo desses dados pode-se obter o Ky que é a
constante de distribuicao do analito no MIP através da equacgao linear de Van't Hoff
(equacgéo 11). Essa constante expressa como o analito se distribui na superficie dos
sitios disponiveis do MIP e é dado em L Kg™' ou mL g™, a uma dada temperatura. Essa
constante esta relacionada com as mudangas de entropia e entalpia sob temperatura
constante. Nessa equacéo, R (8,314 J K" mol™) é a constante universal dos gases e a
temperatura (T) € dada em K.

K. = (AH) 1+ (AS)
"a= )T \R

Equagdo 10. Modelo para elucidar a Kq do processo adsortivo.

Assim, AS° e AH° sdo obtidos através de um grafico de In Ky x 1/T e sédo o
intercepto e a inclinagdo respectivamente da relagédo linear obtida. Diante desses
valores, obtém-se a energia livre de Gibbs do processo calculado conforme a fungao

abaixo.

AG = AH —TAS
Equagdo 11. Equagao fundamental da termodinamica.

Estudos envolvendo as variaveis termodinamicas tem crescido nos trabalhos
com materiais adsorventes, principalmente com rotas inovadoras para sintese dos
MIPs %5%:5980 qas quais ainda ndo se tem estabelecido totalmente como se da o
processo de adsorgao. Além disso, esses estudos sido ainda mais importantes quando
se aplica o MIP em sistemas dos quais ndo se pode controlar as variaveis
termodindmicas em que a extragao vai ocorrer. Um exemplo disso é a aplicacdo do
MIP para extrair diretamente espécies contaminantes presentes no meio ambiente °'.
Assim, esses valores contribuem para se trabalhar em condicbes adequadas de

performance de extragao.
2.2 METODOS DE EXTRAGCAO BASEADOS EM MIPs

Os MIPs sao bastante utilizados em varios campos da quimica analitica devido
as suas caracteristicas, como: estabilidade quimica, baixo custo de producao,
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possibilidade de reutilizagdo e seletividade de separagdo. Assim, os MIPs tém sido
aplicados em separagbes complexas em diversas matrizes, como amostras de sangue

% e de alimentos "®. Além disso, a versatilidade dos MIPs

%2 de solo e de agua
permite sua aplicagcdo em diferentes procedimentos de extracdo, tais como: fase
estacionaria em cromatografia liquida, extrator de contaminantes em aguas, extragéo
por incubagdo e, a mais representativa aplicagdo, a extracdo em fase sodlida
molecularmente impressa (MISPE, do inglés, molecularly imprinted solid phase

65

extraction) ™. Dentre esses métodos, a extragdo por incubagdo e a MISPE serado

melhores discutidos abaixo por ser o foco de aplicacdo desse presente trabalho.

2.2.1EXTRAGAO POR INCUBAGAO

A extracdo por incubacao consiste na dispersado das particulas do polimero em
uma amostra liquida, sob agitagdo moderada por um periodo de tempo de equilibrio
de adsorcao pré-estabelecido. Normalmente esse procedimento é empregado também
nos estudos prévios do processo adsortivo e/ou impressdo com solugdes do analito.
Esse tipo de extragdo apresenta a vantagem de saturar os sitios de extracao utilizando

a capacidade maxima de extracdo do MIP °.

Por meio desse método torna-se possivel extrair analitos em baixas
concentragdes utilizando massa reduzida de adsorvente como no trabalho de Li e
colaboradores %, que sintetizaram um MIP em superficie de silica mesoporosa oca
para extracdo de bisfenol A, um contaminante emergente de aguas naturais. O MIP
sintetizado apresentou-se em torno de 8 vezes mais seletivo ao bisfenol A do que aos
seus analogos, com um Fl de = 4,1 e manutengao da sua performance de extragéo de
80 % apos a regeneragao do material, que indicou a possibilidade de reutilizagédo do
material. Foram obtidas recuperagdes em torno de 98 — 101,7 % em uma faixa de
calibragdo de 0,1 — 45 ug L™ utilizando apenas 30 mg de MIP. Esse trabalho corrobora
a compatibilidade e seletividade do material sintetizado para determinacdo de
contaminantes emergentes em aguas através dos altos indices de recuperacao

obtidos aliados aos baixos valores de concentragao detectados.

Com uma abordagem similar, Cantarellla e colaboradores ® empregaram um
MIP com base organica, sintetizado pelo processo em bulk, para extracdo de
diclofenaco em aguas contaminadas e foi possivel obter uma seletividade 4 vezes
maior ao farmaco em comparacao as espécies adsortivas competitivas com apenas 5
mg de material. Com ciclos de apenas trés regeneracdes do material de 2 minutos
cada, foi possivel manter a performance de extracdo com valores de recuperagao = 90

% em amostras fortificadas de agua. Entretanto, a capacidade adsortiva relatada pelos

23



REVISAO BIBILIOGRAFICA

autores apresentou um valor reduzido (aprox. 190 uymol g”') em comparacdo aos
valores comumente relatados para esses MIPs na literatura *. Tal efeito pode estar
relacionado a incompatibilidade da estrutura organica do MIP com a matriz hidrofilica
da amostra fazendo com que os sitios fiquem inacessiveis ao analito devido as forgas
repulsivas presentes. Isso reduz a capacidade adsortiva do material e por

consequéncia disponibilidade de sitios seletivos a MM.

Outra aplicagcdo que consolida a versatilidade dos MIPs é a multipla
compatibilidade de extragdo do analito em diferentes matrizes usando o mesmo
material, como, por exemplo, no trabalho de Chen Lu e colaboradores® que
sintetizaram um MIP orgénico em particulas magnéticas para extracdo do herbicida
Diuron em solos, mudas de graos e aguas de higienizacao de arroz. Foi possivel obter
recuperagoes na ordem 86 — 116,10 % do herbicida em todas as amostras, com
desvios padréo na faixa de 1,21 — 6,81 % com possibilidade de reutilizagdo de 6 vezes
e simples regeneragdao com metanol e agua. Isso corrobora alta seletividade de
extracdo do material ao analito, visto que independente da complexidade da amostra,
as recuperagdes obtidas sdo iguais ou superiores aos métodos convencionais de

extracdo, desde que o MIP possua compatibilidade quimica com a matriz.

Além da extracao por incubagao do MIP na amostra, outra aplicagcédo inovadora
que vem atraindo grande interesse da comunidade cientifica € a tecnologia de
separagdao por membrana molecularmente impressa (MIM, do inglés molecularly
imprinted membranes) ®', que consiste na imobilizagdo do MIP em membranas
compostas por diversos materiais, como a agarose e a celulose, as quais sdo muito
Uteis para aplicagdo em processos adsortivos em larga escala, como filtragao,
tratamento de aguas e residuos industriais ®°. Além disso, as MIMs podem ser
empregadas para a construgdo de amostradores ambientais "°, onde a separagéo por
ocorre através da difusdo do analito pela membrana até atingir a fase ligante, que
nesse caso € o MIP. A principal vantagem dessa técnica é que a membrana que
envolve o MIP funciona como um meio de difundir o analito da fase aquosa para a fase
soélida (MIP). Dessa forma, esse material se comporta como uma espécie de filtro que
reduz a quantidade de espécies que podem se adsorver no MIP diminuindo as

interferéncias adsortivas.

Um exemplo dessa aplicacdo é o trabalho de Mansour e colaboradores *° que
desenvolveram uma MIM de acetato de celulose para recuperar polifendis em residuos
sélidos alimentares. Foi sintetizado um MIP para a classe (polifendis) empregando a
quercetina como MM pelo método em bulk. Através da incubagdo da membrana em

solugbes de polifendlicos foi possivel obter um FI de aproximadamente 5,33 em
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comparagao com a nao impressa (MNIM). Nos ensaios de fortificacdo das amostras foi
possivel recuperar na faixa de 83 — 96,2 % dos compostos fendlicos estudados. Essa
aplicacdo permitiu maiores recuperagdes do analito na etapa de eluicdo quando em
comparagao a extragdo por incubagcdo com o po solto. Os autores atribuem essa
vantagem devido a insergédo do solido da membrana que reduz as perdas do material
durante as etapas necessarias para a extracao.

Com uma aplicagdo analitica de amostragem ambiental, Mkhize e

colaboradores '

sintetizaram uma MIM para compor um amostrador passivo de
bifenilas policloradas em ambientes aquaticos. O MIP foi preparado pelo processo em
bulk com EGDMA e MAA e um componente da classe (4-fenil fenol) como MM. Os
MIPs foram adicionados a solu¢des de polissulfonas para formacdo da membrana. Os
autores realizaram ensaios de cinética e equilibrio adsortivo por incubagdo da
membrana nas solugbes contendo 4 tipos de bifenilas policloradas em diferentes
concentracdes. Foram obtidas recuperagbes da ordem de 85 — 95 % das
concentragoes adicionadas e alta seletividade da MIM (Kgs > 2,5) com relagao a outros
contaminantes emergentes presentes em agua, como o antraceno. Foram detectadas
concentragdes da ordem de 0,05 mg L™ dos analitos com fatores de pré-concentracéo
de até 9 vezes utilizando apenas 360 mg de MIP. Na aplicagdo ambiental com o
dispositivo de amostragem passiva’?, os autores conseguiram detectar as espécies em
aguas superficiais em concentracdes na faixa de 0,047 — 0,828 ng mL" com
resultados de seletividade superiores dispositivos tradicionais empregados nessa

amostragem.

A extragdo por incubagéo apresenta-se como uma técnica vantajosa de analise
em termos de aproveitamento da capacidade maxima de extracdo do MIP, seja pela
adsorgdo com o sélido solto ou o0 mesmo imobilizado em uma membrana polimérica.
No entanto, ha limitacbes no procedimento quanto a capacidade de pré-concentragao
de grandes volumes de amostra visto a quantidade de massa que se utiliza no
procedimento. Assim, a MISPE auxilia com maior efetividade para alcancar menores
limites de detecgdo em determinagdes de amostras complexas, com a obtencéo de

extrato enriquecidos e livres de interferentes ®*7°.

2.2.2 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA MOLECULARMENTE IMPRESSA

Uma das aplicagdes mais empregadas em procedimentos de preparo de
amostra com MIPs é a MISPE °. Nesta técnica, os cartuchos de extragdo sao
fabricados através da inser¢cdo de massas definidas de MIP em uma seringa, na qual o

material extrator é alocado entre dois filtros rigidos (Figura 3). Para o desenvolvimento
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do método sdo empregados os mesmos modos de extragdo da SPE convencional, a
saber, isolamento, pré-concentragdo e/ou clean-up e também as mesmas etapas
procedimentais: condicionamento/equilibrio da fase solida, percolagdo da amostra

(extragcéo), lavagem e eluigéo (Figura 3).

Nos modos de isolamento e/ou pré-concentragdo, a separagdo ocorre através
da interagao dessa espécie com as cavidades funcionais e sitios de ligagdo presentes
no MIP, com o objetivo de deixar o analito mais disponivel no extrato para purificagéo
e/ou determinagdo analitica ®®. Na SPE tradicional é comum empregar a etapa de
clean-up da amostra, que consiste em remover os interferentes da matriz por meio da
sua interacdo com um sorvente que tenha afinidade quimica adequada para extrai-los.
Assim, normalmente se aplica para a amostra um procedimento adicional de extragéo,
com uma outra fase solida diferente, antes do procedimento de extragdo do analito.
Essa etapa adicional pode impactar fortemente na precisao, limite de detec¢ao e na
frequéncia analitica do método analitico final . J& na MISPE, a etapa de clean-up
pode ser dispensada, visto que o isolamento e o clean-up podem ocorrer em um unico
procedimento devido as cavidades seletivas do MIP e a compatibilidade quimica do

material polimérico com a amostra de estudo .

A MISPE, assim como a SPE convencional, possui quatro etapas basicas
(Figura 3): 1) condicionamento/equilibrio: destinada a ativagao dos grupos do material,
para equilibrar as forgas quimicas de separagdo e permitir o aumento da area
superficial disponivel para extragdo; 2) separagao do analito (loading), mediante a
percolagao da amostra no material; 3) lavagem: destinada a remover as impurezas e
iv) eluicao: destinada a interrupgédo da interagao quimica do analito com o sorvente
migrando-o para o solvente eluente resultando em uma amostra pré-concentrada ™.

Essas etapas sdo otimizadas a depender da natureza e propriedades da matriz/analito
74

Neste contexto, a MISPE supera as limitagcbes da SPE classica, mediante um
procedimento mais simples que propde a reducdo do numero de extracbes e por
consequéncia consumo reduzido de solventes. A aplicagdo da MISPE para
determinagdes analiticas em matrizes muito complexas como as amostras ambientais
e de alimentos vem sendo extensamente estudada diante das suas inumeras

vantagens .
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Figura 3. Etapas bésicas da SPE. (1) condicionamento/equilibrio e ativacdo do sorvente, (2) percolagéo
da amostra no cartucho e retengdo do analito e impurezas, (3) lavagem com solvente, (4) eluicdo do
analito. Adaptado de Dourado .

Com relagdo ao monitoramento ambiental, o uso de MISPE tem despertado o
interesse da comunidade cientifica acerca da deteccao de contaminantes emergentes

1

em aguas naturais ', visto a extensa lista de novos compostos listados que sao

detectados todos bienalmente nessas matrizes com concentragdes em nivel trago °.

A MISPE possibilita obter limites de detec¢do mais atrativos e métodos mais
simples, como por exemplo no trabalho de Dai e colaboradores’” que utilizou um MIP
com base organica sintetizado por precipitacdo, para a extragdo de diclofenaco
presente como contaminante emergente de aguas naturais. O polimero obtido
apresentou expressiva capacidade adsortiva para a MM (324,8 mg g') e através da
pré-concentragao seletiva, com apenas 35 mg de MIP foi possivel quantificar o analito
por HPLC-UV (cromatografia liquida de alta performance com detecgéo no ultravioleta)
em uma faixa de yg L™ alcangando recuperacgdes superiores a 95 %. Em comparagéo
ao procedimento tradicional de SPE utilizando uma fase sélida de C 18, houve
redugao significativa do uso de solventes e aumento da frequéncia analitica amostral.
O MIP demonstrou estabilidade fisica e robustez quimica ao manter a percentagem de
recuperacao do analito mesmo apds 30 ciclos de extragdo consecutivos, apenas

aplicando uma etapa de eluicdo com metanol e metanol/acido acético (9/1 v/v) para
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remocao de interferentes. Esse trabalho corroborou as vantagens da aplicacdo da
MISPE que possibilitou um método mais rapido, preciso e ambientalmente amigavel
ao reduzir o uso de solventes e também pela reutilizagdo eficaz do material. Ademais,
a seletividade do MIP possibilitou a quantificacdo do analito por UV simplificando o

método final.

A possibilidade de aplicagdao multi-amostras € comum na MISPE, desde que se
estude minuciosamente as etapas SPE levando em consideragdo a composicdo da
matriz e a compatibilidade quimica do MIP. Li e colaboradores™ aplicaram um MIP
organico sintetizado em superficie de silica para extragdo de bisfenol A em diferentes
amostras de bebidas enlatadas e frutas '®. As embalagens que envolvem esses
alimentos podem ter residuos de bisfenol A e a migragdo desse contaminante para o
alimento pode ser imperceptivel aos métodos analiticos padrao se ndao houver um
preparo de amostra altamente seletivo. O MIP obtido apresentou um FI de
aproximadamente 3,00 com rapida cinética de adsor¢cdo. As etapas MISPE foram
otimizadas de maneira univariada e a seletividade do material frente as espécies
interferentes foi 33 % maior com relagao ao bisfenol A. As recuperagdes obtidas foram
de 95 — 108 % em concentragbes na faixa de ng mL ' utilizando detecgdo no UV.
Foram obtidas taxas adequadas de precisao (desvios padrées relativos - RSD < 14 %).
Esse trabalho demonstra a simplicidade que o MIP agrega no método analitico ao

possibilitar o uso de detecgdes mais acessiveis e de baixo custo.

Com uma rota de sintese do MIP similar ao trabalho citado no paragrafo
anterior, o0 mesmo grupo de pesquisa fabricou duas MIMs para aplica-las em um
protocolo MISPE com objetivo de separar bisfenol A e tebuconazol de amostras de
vegetais e sucos '°. Dessa forma, eliminou-se o cartucho e 400 mg do MIP foram
imobilizados em uma membrana de nanofibras de PVA. Os autores aplicaram todas as
etapas de SPE (Fig. 3) para se obter melhores recuperag¢des dos analitos, entretanto o
procedimento se assemelhou mais a uma extragdo por incubacdo por ndo ter a
percolagao e/ou controle de vazao da solugdo no MIP. Foi possivel obter recuperagbes
superiores a 70 % dos analitos nas amostras, sendo mais altas que o procedimento
padrdo de SPE com fases sélidas comerciais (C 18 e fase de troca catidnica — SCX).
Entretanto, melhorias no procedimento para controlar o tempo de contato com o MIP

na membrana poderia proporcionar maiores percentagens de recuperagao do analito.

Diante do contexto, propde-se neste presente trabalho sintetizar dois MIPs para
a extracdo de duas espécies quimicas diferentes, a SAC e o TCS e avaliar a
potencialidade desses materiais como fases solidas em diferentes métodos de

extracdo e amostras. Os capitulos 3 e 4 abordarao aspectos acerca da sintese e
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caracterizacdo de MIPs para a SAC e suas respectivas aplicagbes em procedimentos
de extracao para diferentes matrizes. O capitulo 5 abordara o desenvolvimento de um

MIP habil para extrair o TCS em amostras de aguas superficiais naturais.
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Capitulo 3: Sintese e avaliagao de polimeros hibridos
molecularmente impressos para adsorcgao seletiva de sacarina
em aguas superficiais
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SINTESE E AVALIACAO DE POLIMEROS HIiBRIDOS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS PARA ADSORGAO SELETIVA DE SACARINA EM AGUAS
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3 SINTESE E AVALIAGAO DE POLIMEROS HIBRIDOS
MOLECULARMENTE IMPRESSOS PARA ADSORGAO SELETIVA DE
SACARINA EM AGUAS SUPERFICIAIS

3.1 INTRODUGAO

Os adogantes sintéticos artificiais (edulcorantes) sao vastamente empregados
em produtos alimenticios em substituicdo ao agucar, com o objetivo de reduzir as
calorias dos alimentos e por consequéncia auxiliar no controle de peso e da diabetes.
Com o fomento de estilos de vida mais saudaveis, o consumo dos adocgantes tem
aumentado consideravelmente no mundo motivado também pelos esforgos em saude

publica para reduzir o consumo de actcar nos alimentos .

Dos adogantes mais utilizados no mundo e que sdo aprovados pela agéncias
reguladoras, como a FDA (Agéncia federal reguladora de alimentos e medicamentos
americana, do inglés, Food and Drug Agency) e ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), estdo: o acessulfame-K (ACE), o aspartame, a sucralose, o
ciclamato (CIC) e a SAC. Dentre esses, apenas o aspartame se decompbe
naturalmente. Ja a SAC, o CIC e o ACE permanecem estaveis no meio ambiente,
sendo encontrados na sua forma inalterada nos corpos aquaticos ®®. De todas as
espécies utilizadas como adogantes, a SAC é uma das mais empregadas nos
produtos de consumo, por ser economicamente viavel ao custo das producgdes
industriais. Atualmente, estima-se o consumo de 9,7 mil toneladas de SAC por ano no

mundo &.

Normalmente, as formulagdes comerciais contendo a SAC sao fabricadas em
combinagdo com outros adogantes, como o CIC e o ACE (Figura 4) com intuito de
promover um efeito sinergético das propriedades adogantes e produzir alimentos de

sabor mais agradavel ao paladar .

= O O
\/
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Sacarina //\O Cicla:ato © Acessulfame O

Figura 4. Estruturas moleculares da SAC, CIC e ACE. Os grupos grifados em azul normalmente se

encontram atomos eletronegativos substituintes: Na* para SAC e CIC e K* para o ACE.
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Embora a SAC seja considerada um aditivo alimentar seguro, estudos recentes
apontaram a presenca significativa dessa espécies em aguas naturais %%*. Foram
detectadas concentragdes da SAC da ordem de ng - ug L' em aguas superficiais de
diversos paises da Europa, Asia e América do Norte #%%_ Além disso, pesquisas
demonstraram que a SAC pode ocasionar efeitos adversos no meio ambiente % bem
como para a saude humana, tais como: a desaceleracao crénica da quebra de agucar
no corpo humano e efeitos genotdxicos %®®. Assim, diante desses efeitos nocivos
evidenciados e da elevada persisténcia ambiental aliada a resisténcia a
transformacgbes quimicas, a SAC foi incluida na lista bienal de novos contaminantes
emergentes (CEs) ambientais que é constantemente atualizada por pesquisadores da

area de Quimica Analitica Ambiental .

Os CEs compbéem um grupo grande de substancias que sao inseridas no meio
ambiente por meio de diversas vias, tais como, o aporte indevido de esgoto doméstico
e de efluentes industriais. Além disso, devido a esses compostos serem provenientes
de habitos de consumo e de estilo de vida da populacdo ha uma constante reinsergéo
dessas espécies quimicas nas matrizes ambientais. Diante disso e da auséncia de
meétodos para eliminar adequadamente essas substancias no meio ambiente ocorre
um acréscimo exponencial de concentragao que acaba com o destino final nas aguas
para consumo humano. Os estudos para o monitoramento dessas espécies requerem
instrumentagdes analiticas avangadas tendo em vista que quanto menor for o nivel de
concentracao detectada mais representativo sera o panorama delineado acerca da

amplitude de contaminacdo e deteccdo de novas espécies contaminantes °.

Por este raciocinio, a classificacdo dessas espécies quimicas como CEs
depende da perspectiva de se encontrar ou ndo o composto naquela determinada
matriz considerando o potencial risco toxicolégico que as concentracbes detectadas
podem acarretar a biota e aos seres humanos ®. Com relacdo aos adocantes ainda
sao prematuras as pesquisas que envolvem a disposi¢do, o destino e os riscos que as
concentragdes ja detectadas dessas substancias podem impactar ao ecossistema.
Assim, os efeitos ecotoxicolégicos dessas substancias no meio ambiente, tais como as
suas consequéncias a longo prazo para a saude humana e a biota ndo estdo

completamente elucidados .

Neste contexto, ha uma grande relevancia ambiental no desenvolvimento de
métodos analiticos seletivos capazes de alcancar essas baixas concentracdes, visto
que através desses procedimentos € possivel tracar um perfil de concentragcédo e

avaliar os potenciais riscos dessas espécies, principalmente ao ecossistema aquatico.
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Outra abordagem em estudos ambientais tem sido o emprego de adocantes
como tracadores de contaminagdo de origem antropica estabelecendo-os como

indicadores de qualidade das aguas %

. Essa estratégia usufrui das propriedades
fisico-quimicas desses compostos, como sua alta solubilidade em agua, resisténcia ao
processo de degradacao, e a auséncia de concentragao de fundo, ou seja, presenca
natural da espécie na composicdo daquela matriz *°. Esses estudos possibilitam tracar
atividades decorrentes da agdo do homem no meio ambiente através da deteccao
desses indicadores que sugerem a presenga de outros CEs e, em alguns casos, a

origem da contaminac&o.

Normalmente, produtos corriqueiros de consumo da populagdo, como a cafeina
e o0s adogantes podem indicar contaminagdo por aguas residuarias ndo tratadas e

descartadas na mesma agua para consumo *

Estudos utilizando a SAC e o CIC como indicadores antrépicos apresentaram
bons resultados ao identificar descargas ilegais de efluentes, escoamento de campos
agricolas, infiltragdo da rede de esgotos e de fossas sépticas em aguas superficiais ¥'.
Assim, em comparagdo com alguns tracadores de contaminag&do antrépica ja bem
consolidados, como a cafeina (CAF), a SAC apresenta-se ainda mais eficaz, pois
possui alta estabilidade quimica, ndo gera produtos intermediarios, se transfere com

facilidade do esgoto para a 4gua e se adsorve minimamente em sedimentos °%.

Como se observa, seja para a avaliagcdo ambiental ou como indicadora de
atividade antrdpica, a quantificacdo da SAC em aguas é dependente de métodos
analiticos seletivos que alcancem baixos limites de deteccdo capazes de contornar a
complexidade dessas amostras. Assim, normalmente essas metodologias resultam em

um elevado custo da analise .

Dentro desse contexto, o uso dos MIPs para procedimentos de extracdo tem
despertado o interesse da comunidade cientifica ao propor uma separagdo seletiva
simples que pode reduzir os custos financeiros da analise quimica e ou do método de

extracao °.

Tendo em vista as aplicacbes em meio aquoso faz-se necessario observar a
compatibilidade do MIP com a matriz hidrofilica, bem como sua robustez frente a
capacidade de inchago que a agua pode ocasionar em materiais poliméricos,
principalmente os exclusivamente organicos °. Uma alternativa promissora é utilizar os
HMIPs para essa extragao, visto a composigao hibrida organica associada a superficie
hidrofilica. Os HMIPs tém sido amplamente aplicados no monitoramento ambiental
30,93,94

e na analise de alimentos ®. As propriedades hibridas resultam em materiais
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com alta capacidade adsortiva e resisténcia ao inchago pela agua, bem como a sua
elevada afinidade pelo meio aquoso. Neste sentido para a extracao da SAC em
amostras aquosas, os HMIPs apresentam-se como uma alternativa interessante, visto
a sua compatibilidade quimica com a matriz, baixo custo de produgao, durabilidade e

maior capacidade de reutilizacdo.

Em vista desses fatos, nesse capitulo propde-se sintetizar e avaliar o processo
mais adequado para a producdo de um HMIP utilizando a SAC como MM e aplica-lo
como extrator em amostras de aguas superficiais de forma inovadora, em pese que

até onde sabemos toda essa estratégia ainda n&o foi abordada na literatura.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1Reagentes

e Sacarina, pureza = 99 %, Sigma Aldrich;

¢ Ciclamato de sodio, 98,9 %, Sigma Aldrich;

o Acessulfame de potassio, = 99 %, Sigma Aldrich;
e Acido metacrilico, pureza: 99 %, Sigma Aldrich;

e Etilenoglicol dimetacrilato, pureza: 98 %, Sigma Aldrich;
e Alcool Polivinilico, pureza: 99 %, Sigma Aldrich;
e Tetraetoxisilano, 98 %, Sigma Aldrich;

¢ 3-Aminopropriltrietoxisilano, 99 %, Sigma Aldrich;
e 2,2-azobisisobutironitrila (AIBN) - sdlido, pureza: 98 %, Sigma Aldrich;
o Metanol, grau HPLC, pureza: 99,99 % Tedia;

e Acido acético glacial, > 99,99 %, Sigma Aldrich;
e Acido sulfurico, = 98 %, Vetec;

e Acido cloridrico, = 37 %, Vetec;

¢ Hidréxido de Sédio, Sigma Aldrich 98%

e Agarose, UltraPure

e Nitrato de Sdédio, Cromoline 99%

o Acetonitrila, grau HPLC, pureza: 99,99%, Tedia;
e Cloroférmio, grau HPLC, pureza: 99,99 % Tedia;
e Etanol, pureza: 99,5 %, Lab Synth;

e Tolueno, pureza: 99 %, Tedia;

¢ Fosfato de sddio monopotassico, 98 %, Vetec;

e Rodamina B, 98 %, Merck.
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3.2.2 Equipamentos

Balanga analitica, precisao de 0,0001 g, Shimadzu;

Banho ultrassom, modelo: 1400, Unique;

Homogeneizador hematolégico, modelo: SP — 260H, SPLabor;

Centrifuga de bancada, modelo: KC5, velocidade maxima 4000 rpm, Kindly;
Banho maria com movimento reciproco horizontal com controle de temperatura
de 4 — 100 °C— Dubnoff, modelo: 304, TPA;

Agitador magnético, modelo: IKA-3581201, IKA;

Espectrofotébmetro UV-Vis, modelo: Cary 8454, Agilent;

Microscopio Eletrénico de Varredura, modelo: FEI Quanta 200-3D;

Surface Area e Pore Size Analyser, modelo: Nova 2200c, Quantachrome;
Espectrdmetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), modelo:
640 IR, Varian;

Analisador termogravimétrico, modelo: DTC-60 H, Shimadzu;

Sistema de deionizacao da agua, Milli-Q — Millipore;

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

Acessorio de peltier com controle de temperatura com agitacdo. 10 — 120 °C,
40 — 1000 rpm, modelo: 89090 A, Agilent;

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

Coluna C 18, 5 ym, dimensdes: 250 mm x 4,6 mm, Browniee Analytical Perkin
Elmer;

Mesa agitadora horizontal (Ethik tecnhnology);

Microscopio autbnomo com infravermelho integrado (Lumos, Bruker);

Barras magnéticas: 3 mm x 7 mm;

Cubeta de quartzo com tampa, 3,5 mL volume max — 4 mL, Helma;

Sistema reator composto por: agitador de hélice: modelo: Eurostar werke
digital, rotacédo: 0 — 1200 rpm, IKA. Reator de vidro encamisado: capacidade de
500 mL e banho maria-criostato com recirculacdo, modelo 521 TD, Ethik
technology;

Capela de Fluxo Unidirecional Laminar vertical (Veco);

Concentrador com fluxo de N, (Tecnal, TE-019).
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3.2.3Vidrarias e utensilios

e Tubos falcon, 15 e 25 mL;

e Tubos de ensaios, 10, 15 e 25 mL;

e Almofariz, pistilo;

e Seringas de polipropileno, 5, 10, 25 mL;

e Frascos borosilicato, 100 e 250 mL;

e Capsula de porcelana,

o Vidrarias de laboratério, béqueres, balées volumétricos, baldes de fundo chato;

¢ Membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) para filtragdo, 0,22 ym, Sigma
Aldrich;

¢ Membrana de nitrato de celulose para filtragéo, 0,45 pm, Unifil.
3.2.4Preparo dos polimeros molecularmente impressos para a sacarina

3.2.4.1 Sintese do mondomero hibrido APTES-MAA

O processo de sintese do monbémero hibrido (APTES-MAA) foi conduzido
através da mistura de APTES 6,4 mmol com MAA 8,1 mmol em um frasco vedado e
levado a aquecimento (60 °C) e agitagdo constante, por 24 h *'. Apds a sintese, o

produto foi armazenado sob refrigeragao, na auséncia de luz.

3.2.4.2 Estudos espectroscopicos para avaliagido da formagao do

complexo pré-polimerizacao

Com esses ensaios estudou-se a capacidade da SAC em se complexar a
alguns MFs e também sua solubilidade em diferentes solventes nas etapas de pré-
polimerizagdo. Para tanto, misturou-se em diferentes tubos de ensaio
aproximadamente 50 mg de SAC, 50 uL de acido metacrilico e 50 yL do APTES-MAA
com 5 mL dos seguintes solventes: cloroférmio, MeCN e tolueno. Os tubos foram
homogeneizados e as solugbes foram submetidas a US por 15 min. Observou-se
visualmente a solubilidade dos reagentes. Para os estudos de complexagdo no UV
718 foram realizadas duas titulagdes espectrofotométricas através da adicdo de
aliquotas da solucéo titulante de cada MF em uma solugdo de SAC conforme as
concentragdes descritas na Tabela 7. Assim, em uma cubeta de quartzo adicionou-se
2 mL da solucado de SAC da qual permaneceu em agitagdo de 800 rpm durante todo o
procedimento. Primeiramente se adquiriu o espectro apenas da solugdo de SAC em

230 nm e iniciou-se as adicdes consecutivas das aliquotas de titulante. As solugcdes
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foram equilibradas durante 90 s antes de adquirir cada espectro do resultado da
adicao anterior e adicionar a nova aliquota. O procedimento prosseguiu-se até atingir o

ponto final da titulagao.

Tabela 1. Condicdes estabelecidas para a titulacao espectrofotométrica da SAC.

Dados Titulacao MAA Titulagdo APTES-MAA
SAC mol L™ 1,0x10 ™ 1,0x10™*

de MF mol L™ 1,0x107 9,0x10 ™
Aliguotas adicionadas 40 46

3.2.4.3 Sintese de polimeros molecularmente impressos hibridos

organico-inorganicos para extragao de sacarina

Foram utilizadas duas condicbes diferentes de obtencdo dos materiais, a
sintese em massa (bulk) e em suspensdo. Para processo em massa, inicialmente
adicionou-se 1 mmol de SAC em 10 mL de cloroférmio e a solugéo foi submetida a US
por 3 min. Em seguida adicionou-se 4 mmol de APTES-MAA submetendo-se
novamente a solugdo em US por 10 min. Logo apds, essa solugéo foi levada a
refrigeragdo, por cerca de 2 h a 4 °C, na auséncia de luz. Apds essa etapa, misturou-
se 5 mmol de TEOS e 25 mmol de EGDMA e 0,3 mmol de AIBN ao complexo pré-
polimerizagdo. As solugdes foram submetidas a purga de N, por 5 minutos e os
frascos foram completamente vedados. Para o processo em suspensao, empregaram-
se todas as etapas anteriores exceto que antes da purga com N, adicionou-se 70 mL
de uma solugcédo aquosa de PVA 0,1 %. Em concomiténcia foram realizadas também
as sinteses do NIPs. O bloco obtido do processo em massa foi triturado e as particulas
na foram separadas por tamanho (56 — 125 ym). Os materiais foram submetidos a um
processo exaustivo de remocao da SAC que consistia em 15 a 18 ciclos de agitacao
de 1g dos polimeros em 40 mL solugdo de metanol/acido acético (9/1) com
aquecimento em torno de 40 °C por 1 h. Para remocao do excesso de acido acético
executou-se o mesmo procedimento utilizando apenas metanol por mais 2 — 3 ciclos.
As Ultimas solugdes remanescentes desse processo foram analisadas por
cromatografia liquida para se certificar da remogéao total da SAC. Foram obtidos entao
os Polimeros Hibridos Molecularmente Impressos (HMIPs) pelo processo de bulk
(HMIP-B) e suspensao (HMIP-S).
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3.2.4.1 Estudo espectroscopico de homogeneidade do material e

avaliagao da eficiéncia de remogao da SAC

Para avaliar a eficiéncia de remoc¢ao da SAC do MIP foi aplicado um método
alternativo de analise direta do sodlido por espectroscopia no infravermelho médio
(MIR), imagem hiperespectral e resolugao de sinais. Esse ensaio buscou avaliar a
distribuicdo da SAC investigando potenciais as bandas vibracionais da SAC presentes
nas camadas impressas do MIP. Foram utilizados os polimeros provenientes da
sintese em suspensao (HMIP-S e HNIP-S). Para facilitar o entendimento as amostras
serao assim abreviadas neste ensaio: M-Sac (HMIP poés-sintese); ML-Sac (HMIP apos
completa remogéo da SAC); N-Sac (HNIP) e padrao sdlido da SAC. Foi utilizado um
microscoépio autbnomo de infravermelho LUMOS (Bruker) que pertence ao Instituto de
Criminalistica da Policia Civil do Distrito Federal. Por¢gdes da amostra foram
depositadas sobre um suporte de plastico e os espectros foram adquiridos por
reflectancia difusa em intervalos de 8 cm™ e 32 leituras numa regido de mapeamento

delimitada previamente de 20 x 20 um.

Para gerar os hipercubos utilizou-se uma fungcdo em ambiente MATLAB
desenvolvida pelo grupo de pesquisa para a compatibilizacdo dos dados do

instrumento com a plataforma HYPER-Tools, versdo 1 %

. A analise de imagens foi
conduzida por meio da versdo R2016a do MATLAB. A deconvolucado dos sinais foi
realizada por resolugdo multivariada de curvas com minimos quadrados alternantes
(MCR - ALS, do inglés, Multivariate Curve Resolution with Alternating Least Squares)
para trés componentes sendo realizada com as trés matrizes de forma simultanea
(matrizes aumentadas). A estimativa inicial do MCR foi obtida com o algoritmo Purity
para trés componentes, normalizagdo dos espectros por SNV (do inglés, Standart
Normal Variate) e foi utilizada a restricdo de nao-negatividade na intensidade dos
espectros. Foram obtidas estimativas dos espectros puros e intensidades relativas
para SAC e para os polimeros. Apds a inspecao dos espectros puros foram atribuidas
as potenciais bandas referentes a SAC e gerados mapas (perfis) de concentragao da

distribuicdo da SAC nos materiais.

3.2.5 Caraterizagao dos polimeros

Para os materiais obtidos (HMIPs e HNIPs) foram realizadas analises de FT-IR
a fim de avaliar os grupamentos existentes nos polimeros. As medidas foram
realizadas por meio da confecgao de pastilhas de KBr. Os polimeros foram macerados

em KBr na proporgdo de 1 % (m/m) a temperatura ambiente. Os ensaios foram
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conduzidos em um espectrémetro FTIR Modelo 640-IR (Varian) com resolugéo de 4

cm™ . Os espectros foram adquiridos na faixa de 650 a 4000 cm

, com acumulagdes
de 64 varreduras. Esse instrumento pertence ao Laboratério da Central Analitica do

IQ-UnB (CAIQ).

A caracterizacdo morfolégica e superficial dos materiais foi conduzida em um
Microscopio Eletrénico de Varredura (Modelo JEOL JSM-7001F) pertencente ao
Laboratério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UnB e outras micrografias foram
adquiridas no equipamento FEI-Quanta 200 3D no Laboratério de Balistica do Instituto
Nacional de Criminalistica de Brasilia da Policia Federal. Cada amostra foi fixada em
um porta amostra metdlico e essas foram metalizadas com ouro (Ag) em ambiente
inerte (N,) por 1 h, a fim de tornar essas superficies condutoras. As microscopias dos

polimeros foram registradas com ampliagdes de 500 e 10.000 vezes.

Os parametros morfolégicos dos materiais, através dos dados de porosidade e
a area superficial especifica dos polimeros foram estudados mediante ensaios de
porosimetria através da sorcédo de N,. Esse ensaio consistiu na exposi¢cao de cerca de
200 mg de material a 100 °C por 3 h e posterior exposigdo do material a pressbes de
N, . Nesse sentido, a sorcao fisica e dessorgcdo do gas nos poros da amostra foi
aferida em fungdo da pressdo do N, advindo da amostra. As isotermas de sorgao
pelos métodos de BET (Brunauer, Emmet and Teller) e o BJH (Barret, Joyner and
Halen) foram aplicadas para a aquisicao da area superficial, volume e tamanho dos
poros. O ensaio foi conduzido em um equipamento Surface Area and Pore Size
Analyser pertencente ao Laboratério de Materiais e Combustiveis do Instituto de

Quimica da UnB.

Para se certificar da estabilidade térmica dos polimeros foram conduzidas
analises de TG. Esses ensaios foram realizados no equipamento 2960 Simultaneous
DSC-TGA da TA Instruments que pertence a CAIQ. Utilizaram-se em torno de 7,5 mg
dos polimeros (HMIPs e HNIPs) para cada ensaio. A perda de massa do material foi
aferida em uma faixa de temperatura de de 25 a 1000 °C, com rampa de aquecimento

de 25 °C por minuto, em ar sintético com vazao de 30 mL min™.

O intumescimento dos HMIPs na presenga de agua foram avaliados por
ensaios de umidade. Foram pesados 200 mg de HMIP-B e HMIP-S em tubos Falcon e
foram adicionados 20 mL de agua, que foram agitados por 24 h. Ao término, as
solugdes foram centrifugadas por 30 min a 4000 rpm. Apds a separagao do

sobrenadante o material foi filtrado e pesado. A taxa de intumescimento (Tl) da agua
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foi calculada pela seguinte equagdo *, em que m é a massa dos HMIPs inchados e

my € a massa inicial dos HMIPs secos.

(ms B mO)
mo

TI =
Equacéo 12. Taxa de intumescimento dos HMIPs pela agua.

3.2.5.1 Avaliagao da cinética de adsorcao dos HMIPs

Para avaliagao da cinética de adsorcao foi empregada uma solugédo de 20 mg
L™ de SAC preparada em agua destilada acidificada em pH ~3,0. Pesaram-se 40 mg
dos polimeros (n = 3) e adicionou-se 10 mL de solugao em cada tubo. Os tubos foram
mantidos sob agitacdo e em periodos pré-determinados, trés tubos eram retirados,
sendo para os polimeros em bulk em 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 min e
para os polimeros em suspensado em 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 240 e 360
min. As solugbes foram centrifugadas em 4000 rpm por 15 minutos e aliquotas de 5
mL da solugdo sobrenadante foram aspiradas e filtradas com uma membrana de
PVDF 0,22 um, e em sequéncia realizou-se a leitura espectrofotométrica em 230 nm.
As capacidades adsortivas em determinado periodo de tempo Q(t) foram calculadas
conforme a equacdo 1. Apds a aquisicdo dos dados, os modelos descritos no item
2.2.3 do capitulo 2 foram aplicados para elucidar o mecanismo adsortivo desses

materiais.

3.2.5.2 Construcao das isotermas no equilibrio de adsorgao

Para avaliar o efeito da adsorgdo dos materiais em fungdo da concentragéo de
SAC, aliquotas de 10 mL das solug¢des de SAC na faixa de concentragdo de 2 a 70 mg
L' (pH ~3,0) foram adicionadas a 40 mg dos materiais e mantidos a agitagdo
constante por 2 h. Apés esse periodo, os tubos foram centrifugados por 20 min a 4000
rpm e os sobrenadantes foram filtrados com membranas de 0,22 ym e analisados
espectrofotometricamente em 230 nm para avaliagdo da concentragao remanescente
da SAC.

3.2.5.3 Estudo termodinamico de adsorgao

Para averiguar o efeito da temperatura no processo adsortivo e obter alguns
parametros termodindmicos do sistema, ensaios de adsor¢cdo em diferentes
temperaturas (283,15; 293,15; 303,15; 313,15 e 323,15 K) foram realizados em um
banho termostatizado e em um sistema refrigerado. Pesaram-se 40 mg dos polimeros
(HMIPs e HNIPs) e adicionou-se 10 mL de uma solugdo de SAC 50 mg L™ (pH ~3,0)
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em cada tubo (n = 3) destinado a respectiva temperatura. Os tubos foram mantidos

sob agitacdo e temperatura constantes por 2 h. Apds o procedimento o sobrenadante
foi filtrado, centrifugado a 4000 rpm por 20 min e analisados conforme os itens
anteriores. As equagbes abordadas no item 2.1.4.4 da Revisdo Bibliografica (Capitulo

2) foram aplicadas para descrever o processo.

3.2.6 Seletividade competitiva e avaliagao do efeito de impressao

Esses estudos objetivaram atestar a impressdo dos MIPs através de ensaios
de seletividade competitiva. Para isso, trés diferentes espécies quimicas, CAF, CIC e
ACE com suas estruturas demonstradas na Figura 5 foram empregadas nos ensaios e
a quantificacdo das mesmas foi realizada pelos métodos analiticos descritos nos

préximos itens.

b s 24 Ay
N C s/
//S/\O H/\\o MO O)\H ‘ N/>

Sacarina Ciclamato Acessulfame Cafeina
(SAC) (CIC) (ACE) (CAF)

Figura 5. Estruturas moleculares das espécies quimicas empregadas nos ensaios de seletividade.

3.2.6.1 Condicoes do método cromatografico

Com base na literatura foi desenvolvido um método para a quantificacdo de
ACE, SAC e CAF % A separagao foi realizada em uma coluna C18 e a fase mével
foi composta pelo solvente A (0,05 mol L"'KH,PO,, pH 4,0) e solvente B (MeCN) na
proporcdo de 95: 5 v/v. A vazao foi de 0,8 mL min™ a 25 °C e as condicdes isocraticas
foram mantidas nos primeiros 15 minutos. De 15 a 25 min foi empregado um gradiente
binario de eluigdo conforme a seguinte programacgéo: 5 - 40% de B em 10 minutos e
40 - 5% de B em 10 minutos. O volume de injegdo da amostra foi ajustado em 100 pL.
As curvas de calibragdo para SAC, ACE e CAF foram processadas em ftriplicatas

auténticas na faixa de concentracao de 0,05 - 17,5 mg L.

3.2.6.2 Método para determinagao do ciclamato de sédio

Para a determinagdo do ciclamato de sodio foi empregado um método
alternativo de derivatizacdo da espécie de modo a detecta-la em 550 nm *. Em um

baldo volumétrico de 10 mL de uma solugdo contendo o CIC adicionou-se 0,3 mol L™
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de H,SO4 (166 uL) e em seguida em um tubo de ensaio com tampa (20 mL) toda essa
solucdo foi misturada com 3 mL de uma solugcdo de Rodamina B 4,5 ymol L™ em
cloroférmio. A mistura foi homogeneizada vigorosamente em um agitador vortex por 30
s e apos isso, a solugao foi sonicada por 20 s. Apés 1 min de equilibrio da emulsao, a
solucéao foi levada para centrifugagédo por 5 min 3500 rpm. Logo apds a centrifugacao,
na fase pesada houve a formacao de um produto de coloragao rosa intensa detectavel
em 550 nm. Assim, foi realizada uma curva de calibragdo para o método, na faixa de 5

a 20 mg L de ciclamato de sédio (n = 3).

3.2.6.3 Estudos de seletividade

Os estudos de seletividade competitiva foram realizados através de uma
solugdo quaternaria de 15 mg L de CAF, CIC, SAC e ACE em pH ~3,0. Adicionou-se
40 mg dos HMIPs e HNIPs em tubos Falcon e 15 mL da solugdo ternaria das quais
foram agitadas por 2 h. As solugdes foram filtradas e centrifugadas conforme os itens
anteriores e uma aliquota de 10 mL das solugdes foram empregados para
determinagdo de CIC conforme o item anterior 3.2.6.2. A determinagdo das outras
espécies foi conduzida conforme o item 3.2.6.1. Apds os ensaios, o desempenho
seletivo dos HMIPs foi avaliado através dos seguintes parametros: coeficiente de
distribuicdo (kd) do analito nos polimeros; 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 dada pela equacgéo 14. As variaveis C;, C;, sdo as

concentragoes iniciais e finais (sobrenadante) empregadas nos ensaios, o volume (V)

“{fe

Equacéao 13. Coeficiente de distribuicdo da espécie quimica nos polimeros.

€ dado em mL e a massa em g.

O k é encontrado através da razao entre kd do analito e o kd estimado para os

kd . .. , - .
_adlio | O k~ € encontrado através da razdo entre o k estimado

interferente

interferentes: k = (

para o MIP sobre o k obtido para o NIP k” = (_"HM'P)

kdynip

3.2.7 Extragao de SAC em amostras de aguas superficiais naturais.

Amostras de agua superficial foram coletadas na margem do lago Paranoa

(Brasilia — DF, Brasil) em dois pontos utilizando frascos de PTFE. Antes das andlises
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as amostras foram filtradas com uma membrana de 0,47 ym em laboratério. As
amostras foram acidificadas com 3,1 mol L™ de HCI (pH ~3,0) e fortificadas com 0,250
e 0,750 mg L™ de SAC. 10 mL de cada amostra foram adicionados a 100 mg de HMIP-
S em um tubo de ensaio. Apds 2 h de agitagdo, as particulas foram removidas por
centrifugacao (4000 rpm, 15 min) e a solugao foi filtrada e analisada pelo método
HPLC - UV (item 3.2.6.1.). O mesmo ensaio foi repetido com a mesma massa de uma
fase solida comercial de balango hidrofilico e lipofilico, HLB (do inglés, hydrofilic

lipophilic balance) para comparagao de eficiéncia de extracao.

3.2.7.1 Preparo da MIM para extragao de SAC

A confecgdo da membrana de agarose foi realizada com base nos estudos de
Wacheski % utilizando 1,5 % de agarose em &gua. Foram dissolvidos 0,18 g de
agarose em 12 mL de agua ultrapura que foram aquecidos por 35 s em micro-ondas
até a limpidez da solugdo. Apds esse processo acrescentou-se porgdes de HMIP-S
(m/v) de 5 e 10 % para avaliar a quantidade de massa mais eficaz para extragéo da
SAC. A solugao foi homogeneizada e com uma micropipeta adicionou-se essa solugao
em placas de vidro pré-aquecidas com espagadores de 0,8 mm. O sistema foi deixado
em capela de fluxo laminar até atingir a temperatura de gelificacdo (2 — 3 h). Em
concomitante foram preparadas membranas controle, sem a adicdo do HMIP-S. A
membrana formada foi seccionada em discos de didametro de 2,5 cm conforme
observado na Figura 6 e em seguida armazenados em solugdo de nitrato de sdodio
0,05 mol L™ em geladeira.

Figura 6. (A) Membrana de agarose com HMIP-S 10 % (m/v) e (B) discos de agarose seccionados.
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3.2.7.1 Ensaios de adsor¢ao da SAC na MIM

Os discos de agarose nas concentracdes de 5 e 10 % (m/V) de HMIP-S foram
adicionados 10 mL de solu¢des de SAC com concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg L
em frascos de vidro com tampa (capacidade de ~50 mL) sob agitacdo por 96 h. As
solugdes foram centrifugadas por 5 min, 4000 rpm e o sobrenadante filtrado com
membrana de PTFE 0,22 um. A concentragdo de SAC remanescente foi determinada
por HPLC-UV.

Para estabelecer as condigbes ideais de adsorcdo da SAC diretamente na
agua superficial foi aplicado um planejamento fatorial 22 avaliando o pH (5 e 9) e a
forga idnica (0,01 — 0,1 mol L de NaNO;), em concentraggo fixa da SAC (2 mg L™).
Foram empregados 45 mL das solugbes e as condi¢gdes analiticas foram conduzidas
conforme as descritas no procedimento experimental do paragrafo anterior. Os fatores
e niveis avaliados estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Fatores, niveis avaliados e matriz de planejamento fatorial 22 para extragcado da SAC por MIM em

aguas superficiais.

Niveis

Fatores -1 1

pH 5 9
2 Forca ibnica 0,01 0,1

Experimento pH (1) Forga idnica (2)

1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1Avaliagcao espectroscopica do complexo pré-polimerizagcao e

proposta de sintese

Dentre os métodos disponiveis para avaliar as condicdes iniciais de sintese, a
titulagdo espectrofotométrica foi aplicada neste capitulo e apresentou-se como uma
ferramenta eficaz para predizer a faixa de proporcdo molar adequada entre a SAC e
MFs para a formagédo do complexo. O solvente que melhor se adequou para realizar
as titulagcoes foi a MeCN, pois solubilizou adequadamente todos os reagentes nas
concentragdes empregadas e n&o apresentou perda de volume decorrente de
evaporacgdo. Ademais, a MeCN é um solvente aprético e ndo prejudica na potencial
doacdo do proton, mecanismo predominante para a formagdo dos complexos em
estudo. Com relagao ao cloroférmio, mesmo diante da adequada solubilizagdo dos
reagentes, esse solvente apresenta forte absor¢do no UV comprimento de onda de

estudo (232 nm) o que impossibilitou emprega-lo nesses ensaios.

Nas titulacbes observaram-se diversas regides de absor¢cdo da SAC no UV, e
em 232 nm foi possivel observar leve supressdo da banda a medida que foram
adicionadas as aliquotas de titulante. Para melhor visualizagdao desse efeito, os
espectros estdo demonstrados na segdo de Apéndice A, Figuras A1 e A2. A Figura 7
apresenta os resultados obtidos para as titulagdes no UV com os dois MFs em 230
nm. A Figura 7 (A) apresenta o gréafico de razdo molar da titulagdo com MAA e o ponto
final desse procedimento péde ser encontrado na através do plote de duas regressdes

encontrando o encontro entre as duas retas.

Observando o ponto de intersecgao delimitado (Fig. 7 - A) observou-se que a a
proporgao ideal de SAC:MAA foi de 1:3 podendo ser estendida até 1:5 se observando-
se de 1:3 até 1.5 o platéau da isoterma de saturacdo. Ja para o APTES-MAA
observou-se um perfil sigmoide dos pontos de titulagdo, provavelmente relacionado a
presenca do APTES ligado ao MAA que reduz as oscilagdes no UV dado pelo titulante.
Esse perfil grafico também pode indicar que o MF se complexa a SAC em duas etapas
para produzir o complexo, conforme os pontos destacados na Figura 7 (C). Assim, a

determinacgao do ponto final por interseccao seria inviavel de ser realizada.

Dessa forma, para encontrar o ponto final na titulagdo com APTES-MAA foi
aplicada a técnica de segunda derivada nos dados empiricos, obtendo-se a seguinte
equacgao: y = 18.105x - 96.552 (Figuras A3 — i e ii - apéndice). Assim, considerando y =
0, a proporgdo molar foi de 1,06 mol de SAC para 5,33 mol de APTES — MAA no
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ultimo ponto de complexagao, sugerindo que a complexagédo ocorre em duas etapas
na faixa de 1:2 a 1:5 (Fig.7 C).
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Figura 7. Curva de titulagdo entre a SAC e o MAA (A); relagdo linear entre a proporgao de SAC-MAA e
concentragdo de MAA (B); Curva de titulagdo entre a SAC e o APTES-MAA (C); relagao linear entre a
proporcdo de SAC: APTES-MAA e concentracdo de APTES-MAA (B). Os dados de absorbancia sao
dados como a diferenga entre a absorbancia inicial do titulado da absorbancia resultante da adigdo de
cada aliquota de titulante.

As repostas lineares apresentadas pelo inverso da concentracdo de MF versus
o inverso da concentragdo SAC-MF fornecem os valores das Ky da formagao do

complexo SAC — MF através das inclinagdes das regressées que assumem a seguinte

funcao (lj b+ K

. (lj 718 em que y = concentragdo do ligante e x = razdo das
y

concentragdes entre ligante e receptor.

Observou-se que o Ky foi similar para ambos monémeros estudados = 0,21.
Isso demonstra que apesar da dificuldade em se detectar as adicoes do APTES-MAA,
os dados indicam que as ligagbes de hidrogénio provavelmente estdo sendo formadas
na presenca desse mondémero, de maneira similar ao complexo com MAA. As

constantes de formagao encontraram-se em torno de 4,70, indicando adequada
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estabilizacdo do complexo pré-polimerizagao, mesmo diante da polaridade da MeCN.
Nesse sentido, em solventes apolares e apréticos como o cloroférmio, o esperado é

que essa constante seja maior conforme demonstrado em dados de K; da literatura
17,18

Cabe salientar que é a primeira vez que esse tipo de titulagao é utilizada para
avaliar a formacao de complexo de um monémero hibrido com uma MM previamente a
sintese de um HMIP. Considerando a simplicidade operacional foi possivel reduzir
tempo de bancada e consumo de reagentes. Diante desses resultados, decidiu-se
empregar o mondmero APTES-MAA para a sintese, visto que este pode proporcionar

maior afinidade com a agua e menor susceptibilidade ao inchago do polimero *.

O esquema reacional proposto para a sintese utilizada encontra-se ilustrado na
Figura 8, a qual descreve a preparagdo do co-mondmero (APTES-MAA), a
complexagdo do APTES-MAA com SAC e a polimerizagdao. A polimerizagao foi
conduzida por dois processos, massa e suspensao. Para reticulagao foram utilizados
dois ACs o TEOS (hidrofilico) e o EGDMA (hidrofébico). O EGDMA se polimeriza via
radicais livres pela dupla ligagdo do APTES-MAA (Fig. 8, etapa 3) reticulando o
material. Ja o TEOS se liga ao mondmero para formar as cadeias Si-O-Si, mas o
mesmo nao se liga ao EGDMA. A proposta é que cadeias de silica sejam formadas

entre as formadas pelo AC orgéanico.
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Figura 8. llustragéo esquematica da sintese dos HMIPs: sintese do APTES-MAA (1), sua proposta reagéo
de complexagao com a SAC (2), mistura desse complexo com os ACs (3) e sua posterior polimerizagdo. A
etapa 5 ilustra o esquema de adsorgao-dessor¢gdo da SAC em procedimentos de extragao sélido-liquido

que utilizam MIP como fase sdlida extratora.

3.3.2Distribuicdo da SAC nos polimeros por imagem hiperespectral e
MCR-ALS

A depender da efetividade da sintese dos materiais, os polimeros sintetizados
podem conter em sua composicdo final a MM, nesse caso a SAC, oligbmeros,
mondémeros dispersos na matriz e concentracbes menores dos componentes de
partida ®. Essas espécies quimicas podem influenciar na obtencdo dos espectros a
depender das suas concentragdoes. Considerando esses aspectos, estimou-se
empiricamente que os componentes para modelo MCR-ALS poderiam variar entre 2 —
5. Foram testados modelos MCR-ALS variando de 2 a 5 componentes e a estimativa
que apresentou resultados com maior coeréncia quimica para a atribuicdo dos

espectros estimados a SAC foi o modelo com trés componentes.
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Para o pré-processamento, aplicou-se a padronizagcao normal de sinal (SNV)
para normalizar os espectros corrigindo as variagbes em suas linhas de bases.
Realizou-se a decomposi¢cao por meio de matrizes aumentadas (conjunta), de modo
que foram analisadas simultaneamente as amostras de MIP antes e depois do
processo de lavagem e o polimero de controle (NIP). Essa abordagem tem a
vantagem de fornecer mais informagdes espectrais ao algoritmo do MCR-ALS. Os
espectros recuperados para as trés componentes estimadas estdo apresentados na
Figura 9, onde as componentes 1 e 3 (C1 e C3) foram atribuidas a matriz polimérica, a
presencga de oligbmeros e/ou mondmeros dispersos na matriz, respectivamente. Ja a
componente 2 (C2) foi atribuida a SAC devido a presenca de bandas em torno de
1150 cm™ e 1230 cm™ (Fig.9), que podem ser atribuidas aos estiramentos do grupo
sulfonamida da SAC (Fig.10). A presenga dessa banda foi de extrema relevancia para
relacionar essa componente com a SAC, visto que esse grupo esta presente apenas
na estrutura molecular dela (Fig.8) apresentando-se assim como uma banda seletiva

de identificacao.

| | I T T T | | T T

——C1 = polimero
- (C2=S8AC
= (3 = polimero

230 cm”™”

1 1 | | 1 1 1 | | | | I

|
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Numero de onda / (cm'1)

Figura 9. Espectros recuperados das trés componentes estimadas por MCR — ALS. Espectros deslocados

em termos de intensidade para melhor visualizagdo das bandas.
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Figura 10. Espectro de infravermelho - ATR da SAC sdlida (dados convertidos em absorbancia). Regides
espectrais e seus respectivos grupos: 3600 — 3000 cm”, estiramento O-H; 2850 e 2930 cm™, estiramento
e deformacdo axial das ligagdes C-H; 1640 cm™ carbonila; 1500 — 1590 cm™ , bandas dos anéis
aromaticos; 1150 e 1230 cm'1, estiramento assimétrico e simétrico do grupo sulfonamida.

Dos espectros foram obtidos perfis de concentragdo que permitiram visualizar o
a distribuicdo da espécie quimica relacionada a componente na regido estudada
(Figuras 11,12 e 13). E importante destacar que em cada uma dessas figuras est&o
presentes os mapas dos trés polimeros analisados simultaneamente, sendo que as
imagens foram empilhadas uma em cima da outra. Observando de cima para baixo no
eixo das ordenadas das imagens temos: (M-Sac) pixels de 1 a 20, (ML-Sac) pixels de
21 a 40 e (N-Sac) pixels de 41-60. A Figura 11 e 12 apresentam os mapas de
concentracdes estimados para as componentes descritas pelo MCR e que foram
atribuidas a matriz polimérica ou seus componentes (C1 e C3). Na Figura 11, observa-
se que para os pixels de 1 — 20 ha uma distribuicdo levemente heterogénea, em que
nota-se expressiva intensidade de sinal para a componente relacionada ao polimero e
pontos de menor concentracdo que podem ser atribuidos a menor presenca do
polimero devido a presenga de SAC no material. Essa hipétese é suportada pelo fato
de se observar nos pixels de 21-60 perfis de intensidade relativa com distribuicdo mais

homogénea e aleatoria.
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Figura 11. Perfis de concentracdo do M-Sac (pixels 1-20); ML-Sac (pixels 21-40), N-Sac (41-60) a partir
de uma matriz aumentada considerando a componente 1.

Ja com relagdo a C3 foi possivel observar também distribuicdo homogénea e
bastante aleatéria, assim como a C1. Contudo, em C3 foram obtidos valores de
intensidade relativa de menor intensidade. Considerando esse aspecto, é razoavel
supor que C1, com maiores valores de intensidade relativa, seja atribuido a matriz
polimérica, enquanto que C3 se refira aos oligbmeros ou mondémeros dispersos na

matriz.
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Figura 12. Perfis de concentragdo do M-Sac (pixels 1-20); ML-Sac (pixels 21-40), N-Sac (41-60) a partir
de uma matriz aumentada considerando a componente 3.

A Figura 13 apresenta perfis de intensidade relativa atribuidos a presenca da
SAC, que é refletida nos maiores valores de intensidade (coloragdo dos pixels que
tendem para a cor vermelha). Observa-se a nitida distribuicdo de concentragdo da
SAC apenas nos pixels referentes ao mapa do M-Sac (pixels de 1-20 no eixoy e 1 a
20 no eixo x). Os valores de intensidade relativa sdo diretamente proporcionais a
concentragdo de SAC. Portanto, considerando apenas a imagem do M-Sac, se
observa uma coloragdo vermelha na parte inferior area mapeada, indicando maior
concentragdo de SAC e distribuicdo bastante heterogénea. Para os pixels restantes

nao se observou pontos com valores de intensidade relativa elevados revelando que a
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técnica foi capaz de identificar a SAC em maior quantidade no M-Sac e que este esta

em concentragcao muito inferior no ML-Sac e N-Sac.

Unidades
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Figura 13. Perfis de concentragdo do M-Sac (pixels 1-20); ML-Sac (pixels 21-40), N-Sac (41-60) a partir
de uma matriz aumentada considerando a componente 2.

Partindo da ideia que o MCR-ALS foi efetivo na separacédo dos componentes, a
intensidade relativa dada em unidades relativas dos mapas € proporcional a
concentracdo daquela espécie quimica na amostra. Portanto, os valores de
intensidade obtidos podem ser convertidos para % de SAC em m/m através da
Equacdo 14, em uma abordagem semi-quantitativa, onde CR; € a concentragcao
estimada da SAC em % (m/m) obtida através da conversdo de cada pixel i, CR é a

concentracdo média esperada de SAC na amostra (aproximadamente 3,05 %,
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estimado pelo rendimento da sintese), IPi é a intensidade relativa do pixel i, obtida por
meio da deconvolugao de sinais, e IP é a intensidade relativa média obtida pela média
aritmética das intensidades relativas de todos os pixels da imagem de C2 referente ao
M-Sac. A quantidade de pixels delimitada para essa imagem representa a area

mapeada de 20x20 pixels (total de 400 pixels).

CR x IPi
Ri = ﬁ

Equacao 14. Estimativa da concentragdo de SAC em % (m/m) a partir das intensidades relativas obtidas
para a segunda componente do MCR.

Dessa forma, apos realizar a conversido dos dados, os perfis de concentracao
em percentagem da SAC em cada amostra sao apresentados na Figura 14. A
concentracao da SAC no M-Sac foi estimada através da razido entre o rendimento
reacional da sintese que foi de ~6,0 g com relagdo a massa de SAC adicionada (0,183

g) que resulta em 3,05 %.

De acordo com os resultados da Figura 14, a maior concentragdo observada de
SAC no M-Sac foi de 9,8 % e a mais baixa foi de 0,0 %, com desvio padrao de 2,4.
Observou-se que em torno de 36,8 % dos pixels continham concentragdes maiores
que a concentragdo meédia de 3,05 % da SAC estimada no polimero final. Com relagéo
ao ML-Sac, a concentracdo maxima encontrada foi de 1,4 % e minima de 0,00 % com
desvio padréao de 0,3 %. Observando-se esses resultados pode-se considerar que no
ML-Sac ao final do procedimento ainda restava certa quantidade de SAC no material.
No entanto, para o NIP foi obtida uma concentragdo maxima de 3,2 % e minima de
0,00 % com desvio de 0,2 % revelando que o MCR-ALS apresentou erros
relativamente altos no N-sac. Entretanto, foi observado que no NIP apenas 25 pixels
possuiram concentracbes da SAC acima 1,0 % e assim, os maiores erros de
estimativa da concentragcdo de SAC no N-Sac se restringiram a uma quantidade
reduzida de pixels, podendo estar relacionados a erros do MCR-ALS para a
deconvolugdo. A minimizagcdo desse erro pode ser realizada através da adicdo de
mais informagdes espectrais na deconvolugdo, por meio da insergdo de mais
amostras, ou da realizacédo de uma calibragdo com MIP(s) com diferentes % de SAC.

Cabe salientar que esses estudos ja estdo sendo conduzidos.
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Figura 14. Perfis de concentracdo com conversdo da escala de cores para concentragcdo em % (m/m) da
SAC no M-Sac (pixels 1-20); no ML-Sac (pixels 21-40) e no N-Sac (pixels 41-60).

Considerando que o limite de detecgdo geralmente atribuido a técnica de
infravermelho médio (MIR) é de aproximadamente 0,1 % (m/m), em torno de 1/4 dos
pixels para o ML-Sac continham concentragdes de 0 a 0,1 % (m/m) de SAC. Neste
sentido, pode-se considerar que partindo do MIP sintetizado com a SAC e aplicando o
método de remogado estabelecido, em 27,5 % dos pixels foi possivel reduzir a
concentracao até o limite de detecgao da técnica. Adicionalmente, considerando uma
reducédo de 10 vezes a concentragao inicial esperada para SAC (0,3 %(m/m)),

observa-se que 65,2 % dos pixels da imagem continham concentragdo de SAC de 0 a
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0,3 %(m/m). Observando esses dados pode-se considerar que o método de lavagem

foi capaz de remover grande parte da SAC presente no polimero.

Para melhor visualizagdo do efeito da remogdo da MM nos polimeros foram
plotados histogramas com os perfis de concentragbes estimados para C2 nas imagens
de M-Sac e ML-Sac, (Fig.15). Observa-se no ML-Sac que cerca de 62 % dos pixels
apresentaram concentracdes abaixo de 0,3 %(m/m). E possivel observar que o
procedimento de lavagem removeu uma concentragéo expressiva da SAC. Quando
comparamos os dois histogramas (Fig.14, M-Sac e ML-Sac), observa-se perfis muito
distintos, sendo o de ML-Sac concentrado em teores muito inferiores em comparagao
ao M-Sac. O histograma obtido para o N-Sac apresentou distribuicdo similar ao ML-
Sac, com excegao dos 14 pixels em que o MCR-ALS estimou concentragcées de SAC
> 1,5 % de SAC. Constituindo assim um maior erro de estimativa da SAC nesses

pixels.
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Figura 15. Histogramas dos perfis de concentragdo obtidos mediante a deconvolugdo dos dados por

MCR-ALS das imagens do M-Sac | e ML-Sac l . Os dados consideram a componente 2.

Os ensaios realizados demonstraram que a espectroscopia MIR aliada a
imagens hiperespectrais e MCR parece ser uma ferramenta promissora para indicar os

parametros de homogeneidade dos materiais. Foi possivel identificar bandas seletivas
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para a SAC no espectro estimado para a componente e os mapas de concentragcao
obtidos que possibilitaram uma distincdo efetiva entre SAC e o polimero. Através
desses perfis de concentracao foi possivel realizar estimativas condizentes acerca da
concentracdo da SAC nos materiais. Cabe ressaltar que, caso sejam necessarias
estimativas de concentragdo com maior exatiddo, essas podem ser melhoradas por
meio da deconvolugdo de uma maior quantidade de imagens de maneira simultanea e

realizando uma calibragao com diferentes concentragbdes da SAC.

3.3.3 Caracterizagao dos HMIPs

Os espectros de FT-IR para os polimeros, apés o processo de remocgdo da
SAC, sao apresentados na Figura 16. Pode-se constatar bandas em todos os
espectros que atestam a presenga de grupos funcionais do APTES-MAA empregado
como monémero hibrido, tal como a banda de 3500 — 3000 cm ™
MAA), a banda em 1720 cm ™' (estiramento C = O do grupo carboxilico MAA) e 1277

cm ' (banda de estiramento carboxilico APTES-MAA). Com relagdo a formacdo das

, (estiramento OH do

cadeias organicas, a banda de 2935 cm™ normalmente indica a presenca de ligacdes
duplas em cadeias poliméricas e os sinais em 1470 e 1630 cm™ podem ser atribuidos
a deformagdes do grupo CH do EGDMA. Os sinais em 1100 e 1280 cm™ podem ser
atribuidos ao alongamento da ligagdo C-O-C **. J& as bandas de absorcdo
demonstradas em 476-774 cm™ s&o caracteristicas das vibragdes de alongamento Si-
OH, alongamento simétrico de Si-O-Si e Si-O que sugerem a formacao das cadeias de

silica em conjunto com as cadeias organicas °.
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Figura 16. Espectros FTIR dos polimeros hibridos obtidos pelas condigbes de processo em bulk e
suspensao.

Quanto a estabilidade térmica dos polimeros, as curvas de TG dos materiais
demonstraram uma perda de massa em torno de 80°C que pode estar relacionada a
evaporagao de solventes residuais nos materiais (Figura 17). Na faixa de 250 °C a 500
°C encontrou-se 0 maior evento térmico de decomposi¢cao (em torno de 80 %) que
indica perda de matéria organica do material. Por fim, apés 500 °C foram atingidos de
3 — 5 % da massa inicial e essa faixa manteve-se constante até 1000 °C. Esse residuo
corrobora com a presenga da matriz inorganica de SiO,. Os resultados sugerem
estabilidade térmica do material em aproximadamente 250 °C e sdo compativeis com

as analises termogravimétricas de materiais a base de silica reportadas na literatura *°.
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Figura 17. Curvas de TG das amostras dos com os polimeros hibridos obtidos pelas condigées de
processo em bulk e em suspenséo.

As caracteristicas morfoldgicas das particulas poliméricas e o aspecto textural
dos polimeros podem ser observados pelas analises de MEV (Figs.18 e 19). Para a
sintese em suspensdo foram obtidas particulas esféricas definidas com aspecto
uniforme, conforme observado nas imagens da Figura 18. Ja as particulas
heterogéneas dos polimeros obtidos pelo processo em massa estdo demonstradas na
Figura 19. Nos dois materiais, a porosidade aparente no HNIP é menor do que a do
seu respectivo HMIP sendo mais evidenciada nos polimeros obtidos pelo processo de
suspensdo (Fig. 18 B e D). Tal observagdo foi corroborada pelos ensaios
porosimétricos que resultaram em areas superficiais mais altas para os HMIPs quando
em comparagao aos HNIPs (Tabela 3). Essa maior porosidade dos polimeros
impressos pode estar relacionada a presenca da SAC no processo de sintese. Os
ensaios porosimétricos também demonstraram maior volume de poros no HMIP-S em
comparagdo ao HNIP-S, o que também pode ser visualizado nas imagens de MEV
(Fig.18). E evidente os resultados superiores com relacdo ao processo de suspensio
quando em comparagao ao processo em massa, principalmente quando se observa os
resultados de area superficial e volume de poros dos polimeros impressos e controles
(Tabela 3).
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Figura 18. Fotomicrografias eletronicas de varredura do HMIP-S (A) com aproximagao de 500 vezes e (B)

de 10000 vezes e do HNIP-S (C) com aproximacao de 500 vezes e (D) de 10000 vezes.
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Figura 19. Fotomicrografias eletronicas de varredura do HMIP-B (A) com aproximacgao de 500 vezes, (B) e
de 10000 vezes e do HNIP-B (C) com aproximacao de 500 vezes e (D) de 10000 vezes.

Tabela 3. Resultados dos ensaios de porosimetria dos polimeros.

Polimero Area superficial Volume de Poros Diametro médio de
(m2g”) (cm’g”) poros (nm)
HMIP-B 231,392 0,253 2,63
HNIP-B 147,128 0,270 2,83
HMIP-S 199,728 0,243 2,70
HNIP-S 23,944 0,011 2,06

Com relagao a classificacdo dos poros desses materiais, todos os polimeros
podem ser considerados mesoporosos segundo a IUPAC '® (diametro de poros entre
2 — 50 nm). Trabalhos na literatura com materiais similares atribuem essa
caracteristica as propriedades hibridas do material **. Observando a area superficial

do HMIP-B percebe-se que essa foi 1,5 vezes maior do que a do HNIP-B. Esse efeito
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€ comum nos processos em massa devido a alta agregacao das particulas. Ja para a
sintese em suspensdao, o aumento foi mais substancial, enquanto o HMIP-S
apresentou uma area de superficie 8 vezes maior que seu respectivo controle. Em
relagcdo ao volume de poros, no processo de suspensao foi mais notavel a diferenga
entre o HMIP e o HNIP. Esses parametros geralmente contribuem para melhorias na
cinética de adsorgédo por comportar maior volume de agua contendo o analito a ser

extraido.

Esse volume de agua pode influenciar nas propriedades mecanicas e na
permeabilidade da solugcao nos HMIPs através da taxa de intumescimento do material.
A taxa de intumescimento de polimeros hidrofébicos em presenga aquosa ainda € um
fendmeno complexo, que ocorre de maneira desregular '°' e quanto maior for o grau
de sorgcdo de agua maior a deformacgdo das cavidades impressas '%2. Nesse sentido,
os resultados de Tl (Tab. 4) para os HMIPs demonstraram uma capacidade de sorgéo
adequada em amostras aquosas, menores que as dos polimeros hidrofébicos
relatados na literatura que é na faixa de ~1000 mg de agua por g de MIP '%. Assim, a
agua ndo se acumula no material, o que é mais comum nos materiais
predominantemente organicos, favorecendo com que 0 mesmo possa ser reutilizavel e
mais robusto as alteragbes pela presenca de agua. Esses dados evidenciam que a
insercdo das cadeias de silica nos materiais proporcionaram maior hidrofilicidade aos
polimeros e, por consequéncia, maior adequabilidade para a aplicacdo dos mesmos

em meio aquoso, que sdo as matrizes de estudo nesse presente trabalho de tese.

Tabela 4. Taxa de intumescimento dos HMIPs.

Polimero Tl (Q) mg de H,O/ g de HMIP
1 HMIP-B 0,35 300
2 HMIP-S 0,30 380

3.3.4 Estudos preliminares do pH de adsor¢cdao da SAC no HMIP-S

Tendo em vista as propriedades quimicas da SAC e dos HMIPs foram
realizados estudos preliminares de pH de adsor¢cdo em solugbes de SAC na
concentragdo de 20 mg L™ em pH: 3, 5, 7 e 10 com o procedimento experimental
similar ao item 3.2.5.1. Os estudos demonstraram que a capacidade adsortiva do
material aumenta em pH < 7,0. Esse efeito pode estar relacionado a protonagao dos
grupos amida advindo do APTES-MAA (pKa
grupos silanol (pKa = 4,8) da matriz de silica incorporada que facilitam a ligagdo com

os oxigénios ndo pareados da SAC. Segundo, Williams e colaboradores ' esses

10,53) e também a presenga dos

locais sado aceitadores de ligagao de hidrogénio e podem se ligar mais fortemente aos
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sitios amina e amida resultantes do pH acido. Dessa forma o material pode apresentar

uma superficie carregada positivamente que permite com mais facilidade a atragao
eletrostatica da SAC e, em sequéncia a ligagéo especifica de hidrogénio. Para tanto,
em todos os ensaios adsortivos/extratores, as solugdes de SAC foram acidificadas

com HCI de modo a atingir o pH = 3,0.

3.3.5Cinética e equilibrio de adsor¢ao dos HMIPs

Os resultados obtidos dos ensaios de cinética de adsorcao estéo
demonstrados na Figura 20. Os dados demonstram que em torno de 20 min, 80 % da
capacidade adsortiva dos materiais foi atingida (Qe,, para o HMIP-B foi 0,76 mg g'e

para o HMIP-S 2,72 mg g™') que indica o estabelecimento do equilibrio adsortivo.
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Figura 20. Efeito do tempo para a quantidade adsorvida de SAC para os polimeros HMIP-B (A) e HMIP-S
(B). Qexp HMIP-B: 0,76 mg g™ € Qexp HMIP-S: 2,72 mg g™

Nos primeiros cinco minutos observou-se uma Q(t) calculada (Equacgéo 1) para
o0 HMIP-S cerca de 164 vezes maior que o HMIP-B. Esse efeito pode estar relacionado
a maior acessibilidade dos sitios presentes no material em suspensdo, que por
apresentar um processo de sintese mais controlado de formagdo das cadeias
poliméricas pode apresentar poros e cavidades menos profundos e mais acessiveis a
SAC. Através da aplicagao dos modelos cinéticos (item 2.1.4) observou-se que em
ambos os processos de sintese (Tabela 5) houve ajuste dos dados ao modelo de
pseudo segunda ordem. A rapida cinética de adsor¢ao do HMIP-S foi corroborada com
o K; relatado de 43,029 min™ pelo modelo, que sugere alto indice de adsorgéo com o
tempo *°. O equilibrio adsortivo em ambos os materiais atingiu um platé apés 40 e 60

min para HMIP-S e HMIP-B, respectivamente.

Neste sentido, esses resultados demonstraram que o MIP obtido pelo processo

de suspensdo apresentou maior cinética e capacidade de adsorcdo quando
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comparado ao MIP obtido pelo processo em massa. Tais beneficios sdo de alta

relevancia quando se trabalha com processos de extracdo, uma vez que impactam

diretamente na frequéncia analitica e uso de massa do material °.

O ajuste adequado dos dados empiricos ao modelo de pseudo segunda ordem
ainda foi confirmado pela aproximagdo do Q.,, (Fig. 20) ao Q. tedrico (Tabela 5) para
os MIPs. A modelagem de pseudo segunda ordem sugere que a taxa de ocupagéo
dos sitios de adsorgao é proporcional ao quadrado do numero de locais desocupados
e que o adsorbato (SAC) pode se ligar a dois locais ativos com diferentes energias de
ligacao. Assim, a descricdo do modelo apresentou-se adequada as propriedades
heterogéneas desses materiais que possuem em sua matriz polimérica tipos diferentes
de local de adsorgao tal como representado na Fig. 21 , que podem ser eles tanto de

origem quimica, quanto fisica °.

Tabela 5. Pardmetros dos modelos cinéticos aplicados aos HMIPs e HNIPs.

Pseudo primeira ordem Pseudo segunda ordem
In(Qe—0Q(t)) =InQe —kt N S
Q(t) k-Qe Qe
Ki(min") | Qe(mgg™) R’ Kz (min™) Qe(mgg’) R’
HMIP-B 0,031 0,281 0,915 0,037 0,776 0,989
HNIP-B 0,005 0,052 0,047 0,026 0,522 0,987
HMIP-S 0,000 0,103 0,093 43,029 2,667 0,999
HNIP-S 0,000 0,052 0,001 0,156 0,858 0,999
Sitio A
Sitio B
(A)

Figura 21 (A) Esquema hipotético de um adsorvente heterogéneo que contém locais diferentes de energia
de adsor¢gdo em uma mesma superficie e (B) adsorvente com sitios de adsorgdo homogéneos. Adaptado
de Kumar e colaboradores *°.

O FI = 2,9 obtido para o HMIP-S, considerando a adsor¢do cinética,
apresentou-se superior ao MIP encontrado na literatura envolvendo impressao de
superficie sol-gel para SAC, onde os autores obtiveram um equilibrio de adsorgéo de
200 minutos e Fl = 2,16 ™. Dessa maneira, o HMIP-S demonstrou rapida adsorgao

com uma alta capacidade adsortiva em periodos mais baixos (~60 min).
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Através do estudo cinético foi estabelecido o tempo de equilibrio adsortivo dos

materiais e entdo através desse foi estimada a capacidade maxima de adsorgédo no
equilibrio g(e) usando solugdes com diferentes concentragbes da SAC e modelos nao
lineares de adsorgao (item 2.1.4). A Figura 22 apresenta as isotermas de adsorgao do
equilibrio e para o HMIP-S (Fig. 22, B) a religagcédo da SAC foi 4 vezes maior em
comparagao a do HMIP-B (Fig.22, A) atestando novamente que os locais desse
material podem estar mais acessiveis a adsor¢do da SAC. Os Fli(s) foram
expressivamente altos, sendo 4,77 e 4,69 para HMIP-B e HMIP-S, respectivamente,
comprovando a alta capacidade de adsorcdo e seletividade em comparacdo aos

polimeros controle (HNIPs).

14 5

—&— HMIP-B A —=— HMIP-S B
—e—HNIP-B Q(e)=1,24 mg 9'1 —&—HNIP-S
1.2 Q(e)=4,88 mg

Q(e)=1,04 mg 9'1

Q(e)=0,26 mg g'1
0.2 '.___._,0/‘\0\.

T T T T 0 T T T T T

T
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Sacarina (mg L") Sacarina (mg L")

Figura 22. Isotermas de adsorg¢ao para o HMIP-B (A) e para o HMIP-S (B).

Os ajustes dos dados aos modelos isotérmicos foram conduzidos e os
parametros obtidos por modelos néao lineares estao listados na Tabela 6. Em ambos
os materiais, os dados empiricos foram melhores descritos com o modelo de
Langmuir-Freundlich de dois sitios (Tabela 6 e Fig. 23). Por descrever a adsor¢cdo em
sitios energéticos heterogéneos distintos com distribuicio de energias aleatérias *,
esses resultados confirmaram o comportamento cinético de pseudo segunda ordem
em ambos os HMIPs.

Tabela 6. Parametros isotérmicos da adsor¢do de SAC pelos HMIPs e HNIPs obtidos pelo processo de

bulk (-B) e de suspenséo (-S).

Langmuir Freundlich

K,bC L

o= —~+— ¢ =K.C"

0 T4K,C, 0.=K,C,
Ki b** R’ K¢ n R’
HMIP-B 0,33 1,33 0,92 0,53 4,12 0,80
HNIP-B 3,92 0,21 -0,01 0,19 7,13 -0,02
HMIP-S 0,07 7,31 0,93 1,00 2,07 0,94
HNIP-S 0,01 7,29 0,76 0,04 1,25 0,77
Langmuir-Freundlich (um sitio) Langmuir-Freundlich (dois sitios)
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e = bl(KlflCeln) — b](K{/lCeln) + bz (Kl/’ZCUZU)
1+K!f1Cel” 1+K,,1Cel” 1+K,f2C62”
Kirt by™* n R? Kit by™* N1 Kirz by N2 R?
HMIP-B 0,32 1,34 0,96 0,90 0,47 0,65 4,04 1,1x10° 1,63 0,10 0,97
HNIP-B 1,52 0,20 1,92 -0,37 1,52 0,10 3,52 1,52 0,10 1,92 0,02
HMIP-S | 1,04 x10° 271,48 0,49 0,93 1,44 3,57 1,28 2,30 1,17 1,46 0,99
HNIP-S 8,77x 10° 557,56 0,80 0,74 1,32 0,07 3,37 2,03 1,01 1,87 0,88
*Lg"*mgg”.

As curvas expostas na Fig. 23 demonstram o ajuste do modelo de Langmuir-

Freundlich de dois sitios, das quais apresentam duas zonas adsortivas nos materiais.

Os primeiros pontos delimitam o modelo de adsorgdo descrito por Freundlich, que

pode ocorrer em locais com diferentes energias de ligagdo e com solugdes mais

diluidas. Assim, esses sitios podem ter maiores energias nos locais provenientes dos

grupos carboxila derivados do MAA ou de menor energia que podem ser atribuidos ao

Si-OH da APTES ®°. J4 em maiores concentracdes, o sistema fica mais complexo e o

modelo descreve as zonas de adsorcdo da SAC compativeis com a adsor¢do em

monocamada Langmuiriana *°, em que sitios de energia similares podem adsorve SAC

até atingir o Q(e) em monocamada. A eficacia desse modelo para os polimeros em

suspensao também pode ser demonstrada pela semelhanca do Q(e) obtido nos dados

empiricos (Figura 22, B) e pelas capacidades adsortivas maximas tedricas preditas

pelo modelo (Tab. 6, soma de b; e b,), que foram: 4,74 e 1,08 mg g "' para HMIP-S e

HNIP-S, respectivamente.
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Figura 23. Isotermas de adsorcao do HMIP e HNIP em bulk (A) e em suspensao (B) com os ajustes para

os modelos descritos na Tabela 8.

Com relacao ao polimero sintetizado em massa, houve ajuste dos dados ao

modelo, todavia os dados tedricos apresentaram-se contraditérios aos experimentais.

A Q(e) maximo obtida (Figura 22, A) para o HMIP-B foi de 1,00 mg g " a qual € menor

do que o valor estimado pelo modelo teérico (2,1 mg g™') descrito na Tabela 6. Além
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disso, os modelos ajustados para o HNIP em bulk apresentaram pobre descrigdo do
processo adsortivo e observaram-se notaveis oscilagdes entre as capacidades

adsortivas obtidas nos ensaios cinéticos (Fig.20, A) e de equilibrio (Fig. 22, A).

Em materiais altamente heterogéneos, como os polimerizados pelo processo
em massa, irdo existir muitos sitios de energias diferentes dispersos de maneira
aleatéria na superficie do material. Assim, sitios com alta energia de ligacao
eletrostatica podem atrair mais moléculas alvo para sua superficie mesmo com
solugdes muito diluidas. Desta forma, quanto mais sitios dispersos na matriz, maior a
adsorgao quimica, o que pode explicar a alta adsorgdo de SAC pelo HNIP-B relatada

nos ensaios cinéticos *°.

Quando se migra dos ensaios cinéticos para os de equilibrio acrescenta-se
maior complexidade ao sistema, uma vez que se aumenta a concentracdo das
espécies quimicas em solugao e por consequéncia os efeitos repulsivos interespécies.
Com esses efeitos aliados a alta heterogeneidade, baixa reprodutibilidade adsortiva e
de sintese, e sitios de dificil acesso ha uma forte tendéncia em se propagar erros
sistematicos, o que faz com que um mesmo material possa adsorver concentragdes
diferentes de adsorbato em um mesmo ensaio, conforme foi observados nos ensaios

de adsorg¢ao com os polimeros em massa.

3.3.5.1 Avaliagao termodinamica do equilibrio adsortivo

Os parametros termodindmicos da adsor¢do apresentam-se como uma
ferramenta eficaz para atestar a existéncia de sitios ligacdes nos materiais *°. Neste
contexto, através do ajuste da equacgao de Van't Hoff (equacao 11) foram obtidos AH e
AS do processo adsortivo, além dos valores de AG para cada temperatura avaliada.

Os dados obtidos estdo demonstrados na Tabela 7.

Na adsorcado, as forgcas de atragdo sdo governadas de forma a recobrir a
superficie do adsorvente mediante interagdes com o adsorbato *2. Assim, por analogia,
€ comum que ocorra liberagdo de energia quando da interagcdo do analito com os
polimeros impressos, caracterizando esse processo de adsorgao como exotérmico. Os
valores de AH,4s sugeriram que a interagdo da SAC com os polimeros, ocorreram de
forma exotérmica (Tabela 7), com forgcas de ligacdo quantificadas com valores
proximos aos das ligagdes de hidrogénio (5 - 20 kJ mol '), sendo mais intensas nos
HMIPs do que nos HNIPs. No entanto, para o HNIP-B (Tabela 7) observou-se alta
magnitude de forca de ligagdo da SAC e embora esse dado possa parecer

contraditério, esse efeito sugere que o processo adsortivo nesse material é
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comandado por interagdes nao especificas de sitios heterogéneos dispersos na matriz

do polimero.

Em geral, os valores de AS,4s sugerem espontaneidade do processo adsortivo
com aumento da entropia do sistema e diminuicdo da AG,qs, com excegao do HNIP-B.
Todavia, como o valor de |TAS ads| € menor que o valor de |4H ads| e AG < 0,

considera-se também esse processo adsortivo como espontaneo.

Tabela 7. Pardmetros termodinamicos do processo de adsorgdo nos HMIPs e HNIPs.

AGags (kJ mol™)

Polimero AHadS_1 AS""“§1 Temperatura (K
(kJmol™) | (J mol™) 283,15 293,15 303,15 313,15 323,15
HMIP-B 18,07 0,01 20,02 21,07 21,22 21,38 21,53
HNIP-B 16,63 -0,02 12,39 12,16 11,92 11,69 11,46
HMIP-S 14,34 0,04 15,54 15,59 15,64 15,67 15,72
HNIP-S 3,86 0,02 10,83 11,07 11,32 11,56 11,81

3.3.6 Estudos de seletividade

O estudo de seletividade avaliou as cavidades disponiveis para ocupagao
seletiva nos HMIPs por meio de estudos comparativos de adsor¢do com o polimero
controle usando espécies analogas a SAC (Fig.5). O CIC e o ACE foram escolhidos
devido aos grupos funcionais semelhantes aos da SAC (Fig.5) e também por serem
frequentemente encontrados juntos nas mesmas amostras. Esses adogantes também
sdo considerados contaminantes emergentes, como a CAF, que foi incluida neste
estudo por ser um dos contaminantes emergentes mais encontrados em aguas
superficiais ao redor do mundo "®. Devido a isto, a CAF é considerada um indicador

antrépico bem estabelecido em amostras ambientais © e, possui algumas
semelhangas estruturais com a SAC (Fig.5), o que a torna um interferente em

potencial na adsorgao.

Para a quantificagdo das espécies foi empregado o método cromatografico
descrito em 3.2.6.1 e os tempos de retengao identificados foram de 6 min para o CIC,
8 min para o ACE, 13 min para a SAC e 20 min para a CAF (Apéndice, Figura A5).
Quanto ao ciclamato, diante da sua baixa absortividade molar n&do foi possivel
quantifica-lo adequadamente por cromatografia, visto que sinais analiticos detectaveis
foram obtidos em concentracdes muito altas (~80 mg L"). Assim, aplicou-se um
meétodo alternativo de deteccdo que foi devidamente otimizado para as condigdes
neste estudo ®. As analises foram feitas em solugdes quaternarias contendo 15 mg L™
de cada espécies e nao foi constatado interferéncias em exatiddo e precisdao do

meétodo de quantificacdo de CIC.
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Os limites de deteccdo e de quantificacdo, LODs e LOQs (limite de
quantificacdo, do inglés limit of quantification) dos métodos empregados foram
estimados conforme a ANVISA '* considerando as equacdes 15 e 16 abaixo, em que
S € o desvio padrao dos residuos e b a inclinagao da curva analitica. Os dados acerca

da quantificagao dos analitos estado dispostos na Tabela 8.

LOD =335 (15)
b
LOQO =% (16)

Equacgdes 15 e 16: Limites de detecgao e quantificagdo estabelecidos para os métodos.

Tabela 8. Parametros analiticos de quantificagdo do CIC, ACE, da SAC e CAF pelo método HPLC-UV
(CIC, ACE e CAF) e por espectrofotometria no UV (CIC).

. Faixa linear . LOD LOQ
Analito (mg L'1) Reposta linear R? (mg L'1) (mg L'1)
1 CiC 5,0—20,0 |y=0,1641 + 0,0064 [CIC] 0,9933 0,25 0,75
2 ACE 0.05-175 y = 2000000 + 156762 [ACE] 0,9921 0,02 0,07
3 SAC ’ ™ |y =26254 + 63457 [SAC] 0,9975 0,01 0,04
4 CAF y = 10823 + 4994 [CAF] 0,9999 0,10 1,26

A presenga de CAF, CIC e ACE reduziu levemente a capacidade adsortiva
seletiva do HMIP-S para a SAC, de 4,88 mg g para 3,78 mg g™, considerando que
foram adicionadas as altas concentracdes dos interferentes. Ao observar o k™ nota-se
a proximidade desse valor ao Fl obtido no equilibrio adsortivo, bastante semelhante
entre os dois HMIPs (Tabela 9). Este parametro prevé que os HMIPs (em massa e
suspensao) adsorvam 4,9 e 4,8 vezes mais SAC que seus respectivos HNIPs. Ao se
comparar as constantes de distribuicdo (Tabela 9) nota-se também que a SAC
apresentou-se mais distribuida nos HMIPs do que nos HNIPs, sugerindo assim que os

polimeros impressos possuem mais sitios habeis para adsorver a SAC.

No entanto, observando a distribuicido dos interferentes nos materiais
impressos, nota-se altos valores de kd para todas as espécies no HMIP-B (Tabela 9) e
com isso baixos valores de coeficiente de seletividade relativa na presenca dos trés
analogos (Tabela 9). Considerando que essas espécies também foram fortemente
adsorvidas nos polimeros ndo impressos, é possivel inferir que a maior parte dessa
adsorgao pode estar relacionada a trocas eletrostaticas em sitios inespecificos, uma

10

vez que as cavidades no material em massa possuem dificil acesso '®. Assim,

observando os valores de kd e k para a SAC no HMIP-S sugere-se que esse material
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além de possuir sitios mais acessiveis que o HMIP-B, possui também uma distribuicao
mais adequada dos mesmos nos poros do material, 0 que favorece maior adsorcao da
SAC do que dos outros interferentes. Considerando que kd representa o quanto o
analito esta mais retido no HMIP-S do que na solugéo, tém-se uma retencao bastante

expressiva da SAC nesse polimero em comparacao ao HNIP-S e também ao HMIP-B.

Tabela 9. Parametros dos efeitos de impressao (kd, k e k°) para SAC, CIC e CAF.

Polimero kd (mL 9_1) k k
SAC ACE CAF CIC ACE CAF CIC MIP/NIP
HMIP-B 31,7+0,2 1576 +£1,5 824+13 | 181,5+22 | 0,20 0,38 0,17 48
HNIP-B 6,6 £0,8 2189+43 | 2355+3,3 | 261,2+1,8 | 0,03 0,03 0,02 ’
HMIP-S 358,5+0,3 46,3 + 3,0 38,8+0,7 | 1410+15 | 7,73 9,25 2,54 49
HNIP-S 73,1+11 101,1+0,1 88,8+24 | 216,7+23 | 0,72 0,83 0,33 ’

Diante da avaliacdo realizada e dos resultados superiores apresentados pelo
HMIP-S, esse polimero foi aplicado em todos os ensaios subsequentes para extragao
da SAC.

3.3.7 Extragcao da SAC em amostras de aguas superficiais naturais

Apos toda a avaliacdo do material aplicou-se o HMIP-S para extracdo da SAC
em amostras de aguas superficiais fortificadas. Os dados de adsorgdo foram
comparados com uma fase soélida convencional HLB. Devido as baixas concentragdes
empregadas a concentragdo da SAC remanescente dos ensaios de adsorgéo foi
quantificada por HPLC-UV. Os valores de recuperagao obtidos para o HMIP-S foram
superiores a 80% (r.s.d. <3,0%, Tabela 10), o que indica que o material manteve sua

seletividade sem apresentar fortes interferéncias devido a matriz.

Em comparagdo a HLB, o HMIP foi superior em concentragcdo de SAC
adsorvida (Tabela 10) e ainda possibilitou a reutilizacao do material apdés empregar um
procedimento adequado de recuperacdo, o que nao pode ser feito para HLB. Dessa
forma, os resultados aqui obtidos demonstram a alta potencialidade de aplicagcao do
HMIP-S em procedimentos de extragdo de SAC em amostras complexas, como as
aguas superficiais. Cabe salientar também que a faixa de concentracao estudada
neste trabalho foi de 250 e 750 pg L™ que é muito menor (aproximadamente 10 vezes)

73

que as concentracbes estudadas na literatura , devido aos altos valores de

capacidade de adsorgao e seletividade.

Tabela 10. Resultados de recuperagdo em amostras de agua para diferentes concentragées de SAC
utilizando o HMIP-S e HLB.

Material Agua SAC SAC adsorvida Recuperagao
superficial adicion?da (Mg L) (%)
(bg L)
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0,00 0.00 0,00
Ponto 1 250 208 + 0,03 83,5+34
750 710 + 0,03 94,6 + 3,1
HMIP-S 0,00 0,00 0,00
Ponto 2 250 215+ 0,01 86,1+ 1,1
750 677 + 0,03 90,3+ 3,2
Ponto1e 2 0,00 0,00 0,00
HLB Amostra 250 181 + 0,09 68,10 £ 9,1
composta 750 705 0,20 941220

3.3.8 Extracao da SAC em agua utilizando MIM.

A tecnologia de separacdo por membrana é vastamente empregada em
processos de purificacdo e amostragem passiva em quimica analitica ambiental °'.
Todavia, as membranas nao conseguem diferenciar compostos de estrutura similares.
Dessa forma, a produgdo das MIMs é uma das estratégias de separacdo mais
estudadas atualmente para maximizar a seletividade nos procedimentos de separacao
com membrana. Com relagdo a amostragem passiva, a utilizagdo da MIM possibilita
extragbes in situ que podem suprimir ou eliminar algumas das etapas entre a
amostragem e preparo de amostra proporcionando maior seletividade de separacéo,
reducdo das perdas do analito, aumento da precisdo analitica € melhor detectabilidade

da espécie quimica °'.

O objetivo dessa aplicagao foi estudar preliminarmente as propriedades
adsortivas do HMIP-S enquanto fase ligante em uma membrana de agarose para sua
posterior aplicacdo em amostragem direta da mesma nas amostras de aguas

superficiais.

Neste sentido, estudou-se o efeito da massa do HMIP-S para a extragédo da
SAC. Com relacdo as percentagens estudadas, a membrana com 10 % do HMIP-S
apresentou maiores adsorgdes da SAC, em torno de 10 ug conforme se pode observar
na Figura 24. Apesar dos erros obtidos nas medidas, optou-se por fixar a
concentracao de HMIP-S na membrana em 10 % para além de adsorver maior massa

de SAC, aumentar a precisao inter-medidas.
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Figura 24. Massa de SAC adsorvida nas MIMs com 5 e 10 % do HMIP-S atuando como fase ligante.

Diante da massa ideal de HMIP ja estabelecida, foram conduzidos estudos
secundarios para avaliar a adequagdao da membrana as condicdes quimicas das
aguas superficiais. O pH de aguas naturais encontra-se situado na faixa de 5-9 e a
forga i6nica em torno de 0,01 mol L™ para 4guas doces e 0,5 mol L™ para agua do mar
2 Diante dessas condicdes, a capacidade adsortiva seletiva da membrana pode ser
influenciada. Assim, estabeleceu-se como fatores a forga idnica foi de 0,01 a 0,1 mol L
' (NaNO3) e do pH de 5-9 devido ao objetivo de aplicagdo dessa membrana que sera
destinado a aguas doces. O planejamento demonstrou que o pH 5 no nivel inferior (-)
apresentou-se significativo para proporcionar melhores condi¢gdes adsortivas da SAC
para o intervalo de confianga de 11,10 (f, 95 %) — Tabela 11. Ja era esperada essa
melhor performance de adsor¢ao considerando o pH 5,0, visto que os estudos de
adsorg¢ao da SAC nos HMIPs revelaram melhores resultados em pH < 7,0 (Figura A4).
Contudo, o fator 2 apresentou-se inerte entretanto, demonstrando que a presenca dos
ions nao prejudica e tampouco auxilia a adsor¢ao da SAC no material. Neste contexto,
os estudos posteriores de otimizagdo dessa membrana serdo conduzidos com pH 5 e

forca i6nica de 0,01 mol L™.

Cabe ressaltar que apenas com esses dados iniciais de aplicagdo, a MIM
apresentou capacidade adsortiva com resultados similares aos outros trabalhos que
utilizam MIP com fase ligante "° em amostradores passivos e superiores as extragdes

similares utilizando HLB como fase ligante em uma membrana (>98.17 ug) *. Ainda
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assim, os ensaios de adsorcdo foram realizados com a membrana controle e nao
houve adsorcao significativa para a SAC na agarose. Ensaios com a membrana nao
impressa estdo sendo conduzidos para verificar a manutencdo de seletividade do

material apds ser imobilizado na agarose.

Os resultados obtidos até aqui indicaram que o HMIP-S apresenta-se como um
material extrator de seletividade adequada para aplica-lo como fase ligante em
membranas para extrair a SAC em amostras de aguas superficiais.

Tabela 11. Resultados do planejamento fatorial 22 para adsorgdo da SAC considerando forga i6nica e pH

das aguas superficiais.

Experimento pH (1) Forga ionica (2) | SAC adsorvida (pg) Média (ug)
1 -1 -1 90.27 106.07 98.17
2 1 -1 30.91 39.48 35.21
3 -1 1 91.13 91.06 91.10
4 1 1 14.83 32.28 23.56
Efeito Valor do
efeito
Média 31
1 -65,24
2 -9,36
12 -2,29

3.4 CONCLUSOES DO CAPITULO

A titulacdo espectroscopica demonstrou-se como uma ferramenta preditiva
eficaz para a estequiometria de complexacdo da SAC ao APTES-MAA. Tendo em
vista que esse mondémero ainda ndo havia sido aplicado em sinteses com essa MM
esse procedimento preliminar simplificou consideravelmente a otimizacdo da sintese
possibilitando bons resultados de seletividade e economia de reagentes. Os materiais
sintetizados foram amplamente caracterizados e por meio disso foi possivel evidenciar
as diferencas entre os processos de sintese utilizados. Ainda com relacdo a
caracterizacdo, esse presente capitulo apresentou uma alternativa simples e
inovadora de deteccdo direta da SAC no polimero que parece ser promissora para
estudos de homogeneidade e certificagdo da remogao e/ou quantificagdo de MM em

materiais impressos.

Com relacdo ao desenvolvimentos dos adsorventes, o polimero hibrido
sintetizado pelo processo em suspensdo apresentou maior capacidade de adsorgéo
seletiva para a SAC, frente a outras espécies, do que o mesmo polimero obtido pelo
processo em massa. Os estudos cinéticos e isotérmicos demonstraram que a
adsorgao da SAC ocorreu em sitios heterogéneos de maior energia, atribuidos aos
sitios carboxilicos dos polimeros e também de menor energia, associados aos grupos
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silanol. Os materiais apresentaram rapida taxa de adsorcdo com alta capacidade
adsortiva ja nos primeiros minutos de contato com a SAC, o que os torna adsorventes
bastante apropriados para aplicagdo em procedimentos de extracdo. Os dados
termodindmicos indicaram espontaneidade do processo adsortivo através do aumento
da entropia e diminuicdo da energia livre de Gibbs. As forcas das ligagdes
representadas pelos dados de variagdo de entalpia apresentaram-se similares a
magnitude das ligagbes de hidrogénio, o que sugere maior predominancia de sitios
provenientes dessas interacoes dispersos pela cadeia polimérica. No que se refere a
seletividade, os valores de k” foram condizentes com o Fl e a kd para o HMIP-S
demonstra que a distribuicdo dos sitios disponiveis para SAC no material é alta. O
mesmo nao aconteceu com o HMIP-B provavelmente devido a maior presenca de
sitios ndo especificos no material, que pode favorecer mais mecanismos de adsorcao

fisica resultando em maiores kd para outras espécies quimicas, como o CIC e ACE.

Foram obtidos altos Fls (~5,0) e em relagdo ao HMIP-S, sua capacidade
adsortiva de 4,88 mg g adequada e alta seletividade de adsorcéo frente a espécies
interferentes possibilitou altos niveis de recuperagao da SAC (> 80%) em amostras de
agua superficial. Em comparagao com a fase sélida HLB, o HMIP-S apresentou maior
adsorgao seletiva da SAC em menores concentragcdes, sendo assim uma alternativa
seletiva viavel para extracao da SAC em matrizes complexas. Os estudos preliminares
de desenvolvimento de uma membrana impressa apresentaram bons resultados de
separagao considerando as condigdes ambientais e consolida a aplicabilidade e HMIP-
S para extragdo da SAC em diferentes condigbes. Assim, o proximo capitulo
experimental abordara a aplicagdo do HMIP-S para procedimentos de SPE da SAC

em matrizes complexas.
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4 EXTRAGAO EM FASE SOLIDA MOLECULARMENTE IMPRESSA DE
SACARINA EM DIFERENTES MATRIZES

4.1 INTRODUGAO

A maioria dos métodos analiticos para determinacdo de SAC é baseada em
SPE, seguida de separacdo cromatografica com detec¢cao por espectrometria de
massas '%°. Nesses casos, a SPE oferece um preparo de amostra reprodutivel, rapido
e de baixo custo, que deve ser adaptado ao método considerando a instrumentacgao e
o grau de seletividade almejado. No entanto, as fases sélidas comerciais empregadas
nesses procedimentos possuem certa limitagdo na seletividade, devido a possibilidade
de co-extragdo e co-eluicdo de interferentes matriciais. Isso pode acarretar em
diversos problemas como: turbidez, formacdo de emulsdo e ainda suprimir ou
impossibilitar a deteccado do analito alvo. Assim, toda a determinagdo analitica pode

ser prejudicada se houver um preparo de amostra inadequado '®.

Devido a alta afinidade com o meio aquoso, os restritos trabalhos que aplicam
os MIPs para determinagao de adogantes utilizam materiais a base de silica como fase
extratora, diante de suas propriedades adsortivas apropriadas para a extragao de ions.
Como exemplo, Moein e colaboradores sintetizaram um MIP pelo processo sol-gel
para extragdo de ACE em amostras de bebidas e foi possivel obter um Fl de ~5 com
alta capacidade adsortiva do material (450 mg g™') '°. Todavia, nos ensaios realizados
percebeu-se que a alta concentragao salina prejudica a seletividade do material devido
a efeitos de competitividade de adsor¢do pelos sitios de atracdo eletrostatica
provenientes da silica. Ja no trabalho de An e colaboradores 197 foi sintetizado um MIP
hibrido inorganico-organico a base de silica e EGDMA para extracao de sucralose e
aspartame em amostras de varias bebidas. Através de procedimentos de incubagao
do material em solugdes com os adocantes foi possivel obter niveis de deteccao da
ordem de 0,013 e 0,079 mg L, respectivamente. Os autores relataram que o material
extraiu simultaneamente as duas espécies o que faz desse MIP um extrator para uma
classe de espécies quimicas com grupos funcionais similares e ndo para um analito
em especifico.

Para a SAC ha apenas um trabalho relatado na literatura em que Zhao e

colaboradores ™

sintetizaram um MIP sol-gel em superficie de silica com
funcionalizagéo do acido acrilico (mondémero funcional orgénico) para extragao de SAC
em amostras de péssego em calda. Curiosamente o equilibrio adsortivo da SAC nesse
material foi descrito pela isoterma de Langmuir, que indica adsor¢gdo homogénea em

sitios de energias similares, apesar da heterogeneidade adsortiva consolidada aos
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MIPs que possuem caracteristicas organicas-inorganicas °. O material ainda
apresentou uma adsorgdo consideravel de 2 mg de ACE por g de MIP que
demonstrou-se como um interferente na adsorcdo da SAC. Esse forte efeito de
interferéncia pode estar relacionado a quantidade de sitios de ligagcao Si-OH da base
do material, que promove alta adsor¢cdo por troca eletrostatica de espécies ibnicas,
como o ACE. Apesar da interferéncia constatada, os autores conseguiram um Fl=2,16
e com a devida otimizacdo da MISPE obtiveram recuperacdes de 86 — 118 % da SAC
nas amostras analisadas com deteccdo por UV. Esses dados demonstram a
aplicabilidade e eficiéncia de extracdo do MIP para a SAC mesmo em presenca de
amostras complexas utilizando uma detecgdo simples como a espectrofotometria no
UV. Assim, a aplicagdo do material de alta seletividade para a SAC caracterizado no
capitulo anterior poderia proporcionar niveis superiores de recuperagao diante da alta

seletividade observada nos estudos.

Dessa forma, o objetivo deste presente capitulo foi desenvolver dois métodos
de preparo de amostra baseados em MISPE aplicando o HMIP-S para determinar a
SAC em duas matrizes diferentes: chas dietéticos e aguas superficiais. Neste
contexto, esses estudos focardo em atestar a versatilidade e seletividade do material

como uma fase solida extratora.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1Reagentes

e Sacarina, pureza = 99 %, Sigma Aldrich;

¢ Ciclamato de sodio, 98,9 %, Sigma Aldrich;

o Acessulfame de potassio, = 99 %, Sigma Aldrich;
o Metanol, grau HPLC, pureza: 99,99 % Tedia;

e Acido acético glacial, > 99,99 %, Sigma Aldrich;
e Acido férmico, grau MS = 99,99 %, Merck

e Acido sulfurico, = 98 %, Vetec;

e Acido cloridrico, = 37 %, Vetec;

¢ Hidréxido de Sédio, Sigma Aldrich 98%

o Acetonitrila, grau HPLC, pureza: 99,99%, Tedia;

o Fosfato de s6dio monopotassico, 98 %, Vetec.
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4.2.2 Equipamentos

Os mesmos equipamentos listados no item 3.2.2 e adicionalmente: bomba
peristaltica, modelo: CP 78001-12, ISMATEC.

4.2 3Vidrarias e utensilios

e Tubos falcon, 15 e 25 mL;

e Tubos de ensaios, 10, 15 e 25 mL;

e Seringas de polipropileno, 5, 10, 25 mL;

e Frascos borosilicato, 100 e 250 mL;

e Vidrarias de laboratério, béqueres, balbes volumétricos, baldes de fundo chato;
e Membrana de PVDF para filtragao, 0,22 uym, Sigma Aldrich,;

¢ Membrana de nitrato de celulose para filtragéo, 0,45 pym, Unifil.

¢ Micro pipetas automaticas;

e Bureta de 25 mL;

e Suporte universal;

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

e Tubos de Vitton (roxo-roxo), capacidade nominal :, Cole-Parmer Instrument Co;
e Tubos de ensaio com tampa, capacidade 10 mL

e Tubos Falcon de 15 mL e 45 mL;

o Fritz de polipropileno, 0.22 um;

e Vials ambar, capacidade maxima 2 mL;

e Cartuchos HLB (Oasis) — 500 mg, 6 mL.

4.2.4Confecgao dos cartuchos de extragao

Os cartuchos foram confeccionados utilizando seringas de 5 mL. Na parte
inferior da seringa foi inserido um fritz de polipropileno e em sequéncia uma membrana
de filtracdo de 0,22 ym foi devidamente cortada e alocada por cima do fritz (Fig.25). A
massa do HMIP-S foi pesada no proprio cartucho e outro fritz foi inserido na parte
superior do solido de modo a comprimir a massa do HMIP-S. Para o procedimento
MISPE em amostras de bebidas (MISPE |) foram confeccionados cartuchos com duas
massas diferentes: 100 e 200 mg. Para o procedimento MISPE objetivando aplicagao
em amostras de aguas superficiais (MISPE II) utilizou-se a massa de 500 mg que foi
estabelecida em termos de comparagdo com os cartuchos HLB que contém essa

mesma massa.
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Figura 25. Esquema de montagem do cartucho MISPE. (1) adicao do fritz inferior e membrana de PTFE
0,22 um devidamente recortada; (2) adigdo da massa aferida de HMIP-S e (3) adi¢cdo do fritz superior

para compactagado da massa.

4.2.5Montagem do sistema de extragao

O sistema de extragdo foi construido em modo off-line e consistiu no
acoplamento dos cartuchos de extracdo por meio de tubos de vitton na bomba

peristaltica (Fig. 26). Os cartuchos foram apoiados por meio de um suporte universal.

Figura 26. Sistema MISPE. (A) cartucho de extracéo; (B) tubo de vitton roxo/roxo e (C) bomba peristaltica.

Adaptado de Domingues 108
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4.2.6 Avaliagcao dos parametros de MISPE para amostras de cha dietético

Para avaliar as condigdes ideais e as contribuicbes dos fatores para maiores
recuperagdes da SAC no procedimento de MISPE | aplicou-se um planejamento
fatorial 23. Os fatores e niveis estudados estdo listados na Tabela 12. Para a etapa de
condicionamento verificou-se a influéncia da ordem dos solventes nas etapas de

equilibrio e ativacdo da fase sdlida.

O procedimento analitico foi conduzido de acordo com as seguintes etapas
com a execucao aleatdrio: ) condicionamento: foram percolados 1 mL do solvente de
equilibrio seguidos de 1 mL do solvente de ativacdo (vazdo 1 mL min™) 1) loading da
amostra: 9 mL do padrdo/amostra foram percolados em vazdo de 0,7 mL min™. IlI)
lavagem: 2 m L de agua destilada foram percolados a uma vazdo de 1 mL min™ e 1V)
eluicio: utilizou-se 3 mL de solventes percolados pelo HMIP-S em vazao de 0,7 mL
min™. Os eluatos foram quantificados no UV e para as amostras foi empregada a
separagao cromatografica (HPLC-UV) descrita no item 3.2.6.1 do capitulo anterior com

0 método estabelecido que foi descrito na Tabela 8.

Tabela 12. Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 2 da MISPE | da SAC.

Niveis
Fatores -1 1
1 Solugdo usada no condicionamento Metanol/ HCI 3,0 mol L™
(equilibrio/ativagéo) HCI 3,0 mol L™ pH~3 pH~3/metanol
2 Massa HMIP-S (mg) 100 200

Tampao hidrogenocarbonato

3 Solugéo eluente pH=9

Metanol pH ~9

Apods o estabelecer as melhores condigées do procedimento MISPE avaliou-se
univariadamente o efeito da vazao de loading para adsor¢do da SAC no HMIP-S. Para
tanto realizou-se trés processos de extragdo em vazao de 0,5; 0,7 e 1,0 mL min™ com
solugdo de SAC 5 mg L' e a % de recuperagdo foi estimada por HPLC-UV. Para
corroborar a seletividade e interacbes especificas construiu-se um cartucho de
extracdo com 200 mg do polimero controle HNIP-S e realizou-se o procedimento de

extracdo com a solugdo de SAC 5mg L™.

4.2.7 Determinacao do volume de breakthough e capacidade adsortiva do
HMIP-S na MISPE |

Para estimar a capacidade maxima adsortiva do cartucho construido foi
conduzido um ensaio de volume de breakthough da massa de HMIP-S considerando

uma concentracédo de 1,5 mg L da SAC (pH ~3). Primeiramente condicionou-se o
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cartucho conforme procedimento estabelecido. Com o auxilio de uma bureta de 25 mL
adicionaram-se aliquotas de 5 mL em vazdo de 0,7 mL min"' e cada aliquota
percolada era coletada em tubos de ensaios separados. A concentragao
remanescente da SAC foi estimada por HPLC-UV e a curva de breakthrough foi

plotada como uma fung¢ao do volume percolado x concentragdo da SAC percolada.

4.2.8 Aplicagdao do método MISPE | para determinagcdo da SAC em
amostras de cha dietético industrializado

O preparo de amostra estabelecido foi aplicado para determinacado da SAC em
trés diferentes amostras de cha industrializado comercial. Da marca A, foram
selecionadas as bebidas em lata do tipo cha verde (amostra 1) e cha branco (amostra
2). Da marca B foi selecionada uma bebida em po6 soluvel do tipo cha vermelho
(amostra 3). As amostras foram adquiridas no comércio local e as concentragbes de

SAC contidas no rétulo estao listadas na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Concentragdo de SAC nas amostras de cha dietético.

Amostra SAC no rétulo (mg L'1)
Amostra 1 40
Amostra 2 35
Amostra 3 31

Para percolar as amostras nos cartuchos procedeu-se 0 seguinte pré-
tratamento: para as amostras 1 e 2 foram pipetados 50 mL das amostras que foram
submetidas a banho ultrassénico por 15 min. Logo apds, uma aliquota de 3 mL foi
diluida em 25 mL de solugéo de HCI (pH ~3). Ja para a amostra 3 pesaram-se 129 mg
do p6 em um baldo de 100 mL que foi completado e homogeneizado com a solugéo de
HCI (pH~3). Essa solugéo foi centrifugada (10 min, 4000 rpm) e o sobrenadante foi
filtrado com uma membrana de 0,22 ym. Todas as amostras foram preparadas como

replicatas auténticas (n=3).

Apbs o pré-tratamento das amostras as mesmas foram extraidas com o
preparo de amostra de MISPE | estabelecido e para minimizar a interferéncia da
solugao eluente na separagao cromatografica realizou-se a secagem do eluato em
atmosfera de N, a 60 °C e em seguida o extrato foi redissolvido em 6 mL de fase

movel.
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4.2.9 Avaliagao da MISPE para extragdo da SAC em amostras de aguas
superficiais

Com base em trabalhos na literatura envolvendo MISPE para bebidas '® e

SPE para determinacdo de adocantes em amostras ambientais '°*'%° foram pré-
definidas as condi¢des analiticas para MISPE |l e estao listadas na Tabela 14 abaixo.
Para certificar da eficiéncia e seletividade do HMIP-S, os resultados foram
comparados com um cartucho comercial de HLB, que é o mais utilizado para esse
preparo de amostra '%'%°, Estabeleceram-se nesse método os mesmos parametros de

vazao do item 4.2.6 em cada etapa.

Tabela 14. Parametros da MISPE |l estudados para extracdo da SAC em amostras de agua superficiais.

Etapas Condi¢des analiticas
1 Condicionamento 5 mL de metanol seguidos de 5 mL de agua ultrapura
2 Loading 10 mL de SAC 3,5 mg L”" em HCI pH ~3,0
3 Lavagem Solugédo de metanol em agua (1/9) viv
4 Eluicao 5 mL de metanol e 2,5 mL de NH4OH 2,5 % em metanol

Para observar as perdas do analito nas etapas de condicionamento, lavagem e
estimar a eficiéncia de eluigdo foram construidas curvas analiticas no UV em 232 nm
para cada solvente referente a essas etapas (Tabela 14) nas concentracdes de 2,5 -
20 mg L™ de SAC. O extrato da eluicdo foi evaporado conforme o procedimento 4.2.4

e redissolvido em 3 mL de 0,1 % de acido férmico em MeCN para leitura no HPLC-UV.

Com o método MISPE Il estabelecido, estudos de seletividade com solugdes
ternarias contendo 1 mg L de SAC, ACE e CIC (pH~3,0) foram conduzidos e a
concentracao da SAC e do ACE foram determinadas por HPLC-UV. Para essa etapa,
os eluatos foram submetidos ao mesmo processo de evaporacido aplicado no item
4.2.7 e foram redissolvidos em 10 mL de fase movel para certificagdo por UV e por
HPLC-UV (item 3.2.6.1). Todos os procedimentos foram conduzidos com um cartucho
HLB comercial de 500 mg de fase sélida e o cartucho de HMIP-S foi construido

conforme o procedimento 4.2.4 empregando também 500 mg do material.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Planejamento fatorial para a MISPE |

O uso do planejamento fatorial como ferramenta de triagem foi eficaz para
identificar os efeitos interdependentes e obter fatores de recuperagéo (~100%) e pré-

concentracao satisfatérios, acima dos obtidos com as fases sodlidas convencionais'®®
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(Tabela 15). Observa-se niveis de recuperagao superiores para a maioria dos ensaios

corroborando a eficacia da HMIP-S como uma fase sdlida para SPE.

Tabela 15. Resultados do planejamento fatorial 2° contendo o valor médio de recuperagédo da SAC nos

ensaios.

Experimento Sqlt_lgéo de Massa de Solugdo Recuperacao média De§vio
condicionamento HMIP-S eluente (%) padrao (%)
1 -1 -1 -1 85.5 9.6
2 1 -1 -1 81.5 7.3
3 -1 1 -1 76.4 9.1
4 1 1 -1 76.7 9.6
5 -1 -1 1 64.1 6.1
6 1 -1 1 54.8 1.0
7 -1 1 1 107.5 3.5
8 1 1 1 102.1 9.7

Com relacao a analise dos efeitos significativos para o planejamento, realizou-
se a estimativa dos erros dos efeitos, o que resultou em um intervalo de confianca de
6,593 para t = 2,10, 95 %. Nota-se que foi possivel recuperar altas concentragbes de
SAC com resultados acima de 100 %. Os valores dos efeitos estéo listados na Tabela
16 e os mesmos foram comparados ao intervalo de confianga calculado. Através da
analise comparativa nota-se que a massa do HMIP-S (efeito 2) e sua interagéo binaria
com o tipo de solugao eluente (23) apresentaram-se significativos para o sistema em
estudo em seus niveis superiores (+). Assim, observando os dados, a massa de 200
mg do HMIP-S e metanol (pH ~9,0) como eluente apresentaram maior contribuicédo

para maiores recuperacdes da SAC apods o procedimento de extragio.

Tabela 16. Valores dos efeitos obtidos para o planejamento fatorial 23.

Efeitos Valor efeito
Média 81.063
1 -4.599
2 19.174
3 2.083
12 2.046
13 -2.753
23 26.159
123 -0.103

Com relagao aos eluentes empregados, observa-se que foram utilizados dois
solventes basicos, com pH de aproximadamente 9,0, para extrair a SAC adsorvida no

HMIP. A utilizagao desse tipo de solvente se da pela sua contribuicao em deslocar o
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equilibrio de adsorcado no sentido de desestabilizar as liga¢cdes de hidrogénio entre
SAC e sitios do MF tornando a carga da superficie do polimero mais negativa '*.
Dentro deste contexto, observou-se nos efeitos do planejamento fatorial que somente
a interagdo binaria desse fator combinado a massa do HMIP apresentou-se
significativa para o estudo. Todavia, o nivel superior que empregou metanol como
solvente pode ter contribuido de forma mais efetiva por além de desestabilizar as
interagbes de hidrogénio entre a SAC e o HMIP, também romper ligagdes mais fracas
como as forgas de Van der Walls ''°. Assim, estabeleceu-se o metanol (pH ~9,0) como

solvente para a etapa de eluicao.

O efeito principal 1 ndo apresentou-se significativo nesse estudo,
demonstrando que nao ha preferéncia na ordem em que esses solventes sao
empregados nas sub-etapas do condicionamento (ativacdo e equilibrio). No entanto,
devido a densidade de carga da SAC em seus sitios doadores/aceptores de ligagao de
hidrogénio para se ligar ao HMIP-S e SAC estabeleceu-se que a sequéncia de
condicionamento que seria mais adequada foi de 1 mL de metanol e em seguida 1 mL
de HCI pH ~3,0.

O solvente de condicionamento também reduz a transferéncia de impurezas
para o adsorvente. Ao se condicionar a fase sodlida, volumes de solvente ficam
permeados nos poros do material. Dessa maneira, ao se percolar a amostra, apenas
as impurezas soluveis nessa fracdo de solvente podem migrar para a fase solida,
restringindo assim as espécies quimicas insoluveis. Posteriormente, essas impurezas
podem ser facilmente removidas com a implementacdo de uma etapa de lavagem
utilizando um segundo solvente que possua forga adequada para remover esses
interferentes, mas ndo o analito de interesse '"". Normalmente, para essa etapa utiliza-
se a agua como solvente de lavagem quando se trata impurezas polares, conforme foi
estabelecido neste procedimento (Tabela 17). Além disso, o solvente pode ainda
facilitar a ligagdo da MM no HMIP, por meio de suas propriedades quimicas.
Considerando a caracteristica ibnica da SAC e os sitios de ligagdo disponiveis nas
cavidades, a presenga de H* no meio pode favorecer a adsorg¢éo do analito no HMIP
no sentido de protonar sitios de ligacdo favoraveis a essa interacdo '". Levando em
conta esses aspectos estabeleceu-se a sequéncia: metanol e HCI pH ~3,0 como a

mais adequada para etapa de condicionamento.

Com relagao ao tempo de contato necessario para adsorcdo de SAC no HMIP-
S foram realizados os estudos da vazao de loading. Conforme demonstrado no item
3.3.6, a cinética adsortiva da SAC no HMIP-S é rapida, porém foi necessario um

tempo de aproximadamente 40 min para favorecer a capacidade adsortiva cinética do
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material (secdo 3.3.5, capitulo 3). Como adicionou-se 5 mg L™ da SAC e o eluato foi
pré-concentrado 3 vezes, a concentragdo esperada era de 15 mg L™ no eluato final.
Conforme se pode observar na Figura 27 ndo houve diferenga significativa para ambas
recuperacdes das concentracdes da SAC para as vazdes de 0,5 e 0,7 mL min™, 14,6 e
14,2 mg L, respectivamente. Todavia, o valor decresce ao subir a vaz&o para 1,0 mL
min ~'. Dessa maneira, prezando pela frequéncia analitica do método aliada as taxas
de recuperagéo adequadas da SAC (erro relativo + 4,6 %) fixou-se a vazao de 0,7 mL
min™' para os ensaios com a amostra. Assim, o procedimento final otimizado para a

MISPE e esta apresentado na Tabela 17.
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Figura 27. Efeito da vazao para adsorgado da SAC no HMIP-S.

Tabela 17. Preparo de amostra MISPE estabelecido para extragdo da SAC em bebidas. Massa de HMIP-
S empregada: 200 mg.

Etapa MISPE Condigoes analiticas Vazao (mL min'1)
1 Condicionamento 1 mL de metanol e 1 mL de HCI pH ~3,0 1,0
2 Loading 9 mL da amostra 0,7
3 Lavagem 2 mL de agua destilada 1,0
4 Eluicéo 3 mL de metanol pH ~9,0 0,7

Apos estabelecer as condigbes analiticas de MISPE, avaliou-se entdo a
seletividade do método estabelecido realizando testes com o polimero controle (HNIP-
S). O polimero impresso apresentou-se em torno de 4 vezes mais seletivo para a SAC,
conforme pode-se observar nos resultados expostos na Tabela 18. Enquanto fase
sélida, o HMIP-S apresentou performance adsortiva superior do que outros MIPs na

30,31,73,106

literatura em termos de seletividade de adsorgao Além disso, esses

resultados ainda demonstram que as interagcdes da SAC e com o polimero controle
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sdo inespecificas e, portanto, ndo seletivas, comprovada pelo fato da lixiviagao de

77,1% da SAC com a etapa de lavagem. Assim, através desses dados €& possivel
atestar a que houve formacdo de cavidades no HMIP-S e consequentemente, uma
extracao seletiva de SAC.

Tabela 18. Resultados das percentagens de recuperagdo da SAC com a aplicagdo do método MISPE

para o HNIP-S. Concentrag&o adicionada de SAC = 5,0 mg L.

HMIP-S HNIP-S
SAC Médi Desvio = SAC - Desvio =
édia = Recuperagao Média = Recuperagao
recuperada (m L'1) padrao (%) recuperada (m L'1) padrao (%)
Ensaio mg L 9 (mg L") ° mg L 9 (mg L") °

1 4,32 1,01
2 4,56 4,65 0,38 93,0 1,10 1,15 0,16 22,9
3 5,06 1,32

4.3.2 Volume breakthrough e capacidade adsortiva do HMIP-S

O volume de breakthrough (Vg), ou volume de ruptura, € um parametro de
extrema relevancia em estudos com SPE. A determinagdo dessa propriedade do
material faz-se necessaria para estimar o volume maximo de amostra que pode ser
percolado através da fase sélida sem lixiviagao do analito para o procedimento MISPE.
O Vg considera também a efetividade do condicionamento empregado, uma vez que o
mesmo auxilia na disponibilidade dos sitios adsorventes para retencéo '"".

Para tanto, a curva de breakthrough foi construida de forma empirica e off line
" e os dados referentes a esse ensaio estdo demonstrados na Figura 28. O Vg
estimado para esse sistema foi de 65 mL, onde apresentou o primeiro sinal detectavel
de SAC em 232 nm por HPLC-UV. Esse dado corresponde ao volume maximo de
amostra que pode ser percolada pelo MIP sem perda consideravel na massa de SAC

considerando a detecgdo empregada.
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Figura 28. Curva de breakthrough empirica para o HMIP-S como fase sdlida. Vg: volume de breakthrough.

Ao estimar o Vg é possivel também calcular a capacidade adsortiva de
breakthrough, que resultou em 0,45 mg g—. Observando esse valor, nota-se que o
mesmo apresentou-se inferior a capacidade adsortiva maxima estimada nos estudos
cinéticos (item 3.3.6), a saber 2,72 mg g'. Esse efeito j4 era esperado devido as
diferentes condicbes adsortivas dos dois procedimentos. Considerando a disposi¢cao
do sélido para realizar a extracdo, nos estudos cinéticos do capitulo anterior, tém-se o
HMIP-S adsorvendo a SAC através do movimento constante do sélido com a solugao
que disponibiliza praticamente toda sua area superficial disponivel para extragdo °.
Quando se compacta um sélido, na construgcdo dos cartuchos, pode ocorrer a
formacao de caminhos superficiais preferenciais devido a disposi¢ao fixa do material e
consequente a percolagdo da solugao dentre as particulas. Portanto, o procedimento
de SPE favorece com que o tempo de contato e a migragao do liquido pelos poros do

material sejam menores do que o empregado na extracdo por incubagdo "".

Contudo, essa capacidade adsortiva constatada ndo se apresenta como um
entrave em analises de amostras que contém os analitos em nivel trago, visto que é
possivel realizar a pré-concentragdo até a saturagdo maxima estimada do MIP. Além
disso, fatores relativos ao procedimento de SPE, como a vazao e parada de fluxo da
amostra no cartucho, por periodo determinado, podem ser realizados a fim de
favorecer a migragao do analito para o MIP. Todavia, em amostras mais concentradas,
como é o caso das alimenticias, deve-se atentar aos fatores de diluicdo para evitar a

saturacao e consequente perda do analito no procedimento final.
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4.3.3Determinagdao de SAC por MISPE-HPLC-UV em amostras de cha
dietético
Amostras de chas sao matrizes complexas devido a alta variabilidade de
espécies quimicas enantibméricas naturais em diferentes concentragdes e outros
aditivos alimentares presentes quando industrializadas. O uso dos MIPs nessas
analises pode simplificar expressivamente o método analitico reduzindo o custo de

analise '?

. Para esta aplicacdo, as amostras de cha foram analisadas antes da
extracdo pelo método cromatografico previamente desenvolvido no item 3.2.6.1 e os
resultados estao listados na Tabela A1 do apéndice A. Foi aplicado o teste t pareado
(equacao 17) entre os pares de dados obtidos pelo método HPLC-UV e MISPE-HPLC-
UV e os métodos apresentaram-se significativamente iguais a um nivel de confianga
de 95 %.
tealc = a-90

sa/VN

Equagao 17. Férmula para aplicacéo do teste t com amostras pareadas, sendo d é a diferenca média
entre os pares de amostras (=2,46) e sq € o desvio padrédo das diferencas (=6,46) para N resultados
emparelhados. t critico = 2,57 para 5 graus de liberdade.

As concentragcdes de SAC determinadas e as recuperagbes obtidas pelo
método MISPE-HPLC-UV estao listadas na Tabela 19. O método estabelecido
apresentou parametros adequados para as amostras em estudo considerando a
exatidao e precisdo, com valores de de recuperacdo da SAC entre 80 e 86 % e
desvios padrdes relativos (r.s.d) entre < 5,0 %.

Tabela 19. Dados de recuperagdo da SAC em amostras de cha dietético mediante a aplicagdo do
métodos MISPE-HPLC-UV.

Amostra [SA(()rLgoL!‘%tulo [S(ﬁ(;] Lrei():l':np;glsg a r.s.d (%) Recuperagao (%)
Amostra 1 40 33,33 +1,42 4,26 85,46
Amostra 2 35 31,61 +1,57 4,96 80,22
Amostra 3 31 32,44 £ 0,64 1,97 86,27

Além disso, observando o cromatograma da amostra 1 (Fig. 29) antes (injegéo
direta da amostra) e apos o procedimento MISPE, nota-se que apds a extragao houve
uma redugado expressiva do efeito matriz, com pré-concentracdo da SAC sem a
necessidade de clean-up adicional da amostra com outra fase sélida. Foi obtido um
extrato limpo com auséncia de interferentes (Fig.29) demonstrando a eficiéncia,
seletividade e especificidade do método resultante. Para esse procedimento, o fator de
pré-concentracao estabelecido foi de 3 vezes. Todavia, é possivel aumentar esse valor

diante da capacidade de breakthrough do adsorvente e da eficiéncia de recuperacao
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da solugéo eluente. Os resultados apresentados sugerem que o HMIP-S pode ser

aplicado de forma eficiente para extracao seletiva e com sensibilidade adequada para
determinacgao para SAC também em concentracdes de nivel trago, como nas amostras

de aguas superficiais.
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Figura 29. Separagédo cromatografica da amostra 1 (cha verde) (_) e do eluato proveniente da MISPE da

mesma amostra (_).

4.3.4 Estudos iniciais para determinagao de SAC por MISPE-HPLC-UV em

amostras de agua superficial

Os primeiros ensaios dessa se¢ao experimental foram conduzidos com base
em condigcées de SPE descritas na literatura para amostras de agua superficiais '%.
Para a quantificar a SAC recuperada nas devidas etapas do procedimento foram
realizadas curvas analiticas no UV considerando os efeitos que cada solvente
poderiam acarretar na detecgdo. As solugbes padrbes da curva analitica foram
preparadas em dois solventes diferentes sendo eles: (i) mistura de metanol/agua e (ii)
HCI pH ~3,0. A mistura de metanol/agua foi dedicada a quantificar a SAC na etapa de
condicionamento e lavagem e a de HCI pH ~3,0 na etapa de loading (Tabela 14). Para
eluicdo, de modo a reduzir as interferéncias as concentragbes foram quantificadas por
HPLC-UV (Tabela 8). Os parametros analiticos de quantificagdo por UV para SAC

estao listados na Tabela 20.
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Tabela 20. Par&metros analiticos de quantificagdo da SAC no UV.

Faixa linear . 2 LOD LoQ

Solvente (mg L'1) Reposta linear R (mg L'1) (mg L'1)
Metanol/agua (1/9) 2520 y =-0,0155 + 0,0367 [SAC] | 0,9991 0,51 1,72
HCI pH ~3,0 ’ =-0,0022 + 0,0363 [SAC] 0,9997 0,38 1,27

Quanto ao condicionamento, empregou-se o mesmo procedimento utilizado por

Arbelaez e colaboradores '

para a fase sdlida HLB de forma a comparar a
percentagem de recuperagdo da SAC com o HMIP-S. Apds condicionar as fases
sélidas, as solugdes padroes foram percoladas e na solugdo remanescente nao houve
deteccao da SAC para a faixa estudada que indicou extracao de praticamente 99 % da
SAC presente em solugdo para o HMIP-S e HLB. Considerando as caracteristicas
analiticas da quantificagdo (Tabelas 20 e 21), pode-se estimar entdo que as
concentragdes perdidas da SAC nessas etapas foram menores que 1,72 mg L™ devido

ao LOQ estabelecido.

Ja para a etapa de lavagem as concentragbes também foram quantificadas
abaixo do LOQ estabelecido (Tabela 20), porém préxima a concentragdao do LOD
(Tabelas 20 e 21). Esses resultados demonstram a efetividade da mistura de
metanol/agua em nao remover a SAC, mas remover os potenciais interferentes
polares quando da aplicagdo em amostras. Para a etapa de eluicdo da SAC, os
eluatos foram quantificados por HPLC-UV (Tabela 8) e foram obtidas altas
recuperacdoes da SAC (94,28 %) e expressivamente superior (1,81 vezes) para o
HMIP-S em comparacao ao HLB (Tabela 21). Esses resultados corroboram com a
exatidao e seletividade do HNIP-S, com niveis de recuperacio superiores a fase sélida

convencional.

Tabela 21. Concentragbes quantificadas para cada etapa de extragdo usando o HMIP-S e HLB.

Etapa
Método/material Condicionamento | Lavagem | Eluicdo Recuperagéo
SACmgL" (%)
MISPE (HMIP-S) 1,18 0,27 3,30 94,28
SPE (HLB) 0,89 0,34 1,81 51,71

Inicialmente a quantificacdo desses extratos seria determinada por
espectrometria de massas, por esse motivo que as redissolugdes dos extratos foram
realizadas em MeCN contendo 0,1 % de acido formico. No entanto, por problemas
técnicos do equipamento disponivel, ainda nao foi possivel estudar as condi¢des

ideais para quantificagcdo com essa detecgao.

Para comparar a seletividade do método MISPE Il utilizando o HMIP-S e HLB,

foram conduzidos estudos de extragdo competitiva com ACE e CIC (Item 4.2.9) e as
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concentragcdes dos analitos foram quantificadas segundo o método HPLC-UV
obedecendo os parametros analiticos listados na Tabela 8. Para o CIC, nao foi
possivel quantificar o CIC devido ao alto valor de LOQ do método espectrofotométrico
(Tabela 8). Os valores de recuperagao para a SAC e o ACE estao listados na Tabela
22 e nota-se recuperacao de 5 vezes mais SAC no HMIP-S do que em comparagao ao

HLB mesmo na presenga de interferentes.

Tabela 22. Recuperagdes de SAC e ACE com a aplicagéo do protocolo de MISPE II.

SAC SAC Recuperacao ACE ACE Recuperacao de
Material | adicionada | quantificada | de SAC (%) |adicionada| quantificada ACE (%)
(mg L") (mg L") (mg L") (mg L")
0,67 67,42 0,08 7,99
HMIP-S 10 10
HLB 0,13 13,49 0,01 1,00

Com relagao a co-extragdo de ACE nota-se que o HMIP-S adsorveu mais essa
espécie do que o HLB (Tabela 22). Pode-se observar um extrato mais limpo obtido
pelo método com HLB (Fig.30), que sugere menor adsorgao inespecifica. Com relagao
a esse efeito, a maior adsor¢ao do HMIP-S para o ACE pode ser justificada com os
dados de seletividade do material realizados no Capitulo 3 (Item 3.3.6). Nesses
estudos observou-se altos valores de kd para o ACE e CIC no HMIP-S. Tendo em
vista que essas espécies quimicas possuem muitos sitios de acepgao de ligagao de
hidrogénio (Fig.5), € mais provavel que elas se liguem com maior forca aos grupos
silanol presentes no HMIP-S, do que aos sitios lipofilicos de divinilbenzeno do HLB '*°,
justificando assim a maior adsor¢do do ACE no HMIP-S. Assim, para reduzir esse
efeito interferente deve-se estudar solventes de lavagem mais adequados para

desestabilizar essas interagdes superficiais (ndo especificas) de forma mais efetiva.

Outro aspecto que deve ser considerado € o efeito da redissolugdo do extrato
em MeCN e 4&cido formico 0,1 %, que pode ter prejudicado a separagcéo
cromatografica, visto que a mesma ocorre em condigcbes controladas de pH.
Observou-se uma banda cromatografica para a SAC nessa separacao (Fig.30) menos
resolvida que a separagdo em amostras alimenticias (Fig.29). Assim, faz-se

necessario estudar mais detalhadamente esse efeito.
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Figura 30. Cromatograma de separag&o do ACE e da SAC para o HMIP-S (_) e para o HLB (_).

4.4 CONCLUSOES DO CAPITULO

Os métodos MISPE estudados demonstraram a versatilidade do material obtido
para extrair a SAC considerando matrizes aquosas. Com o uso do planejamento
fatorial foi possivel obter altas recuperagbes do analito, com um ndmero reduzido de
experimentos. O método MISPE | apresentou parametros adequados de exatidao e
precisao, com resultados significativamente iguais a determinagdo por cromatografia.
Foi possivel obter recuperagbes adequadas (> 80%) da SAC presente nas trés
amostras de chas, com extratos expressivamente mais limpos corroborando a
efetividade do preparo de amostra em extrair a SAC com maior seletividade. Os
resultados preliminares de emprego do HMIP-S visando a aplicagdo em aguas
superficiais foram promissores, porém, ainda requerem ajustes para maior efetividade
de separacdo e redugdo de interferéncia. Contudo, o procedimento MISPE Il
demonstrou maior eficiéncia de extracédo (94 %) e seletividade para a SAC do que a
fase sélida convencional de HLB. O HMIP-S apresentou-se como um extrator versatil e
eficiente da SAC em matrizes complexas e os resultados aqui obtidos ainda sugerem
gue o uso desse material pode acarretar vantagens instrumentais aos procedimentos

analiticos, como maior tempo de vida util das colunas de separagao e detectores.

92



Capitulo 5: Sintese e avaliacdao de polimeros molecularmente
impressos para a extragao de triclosan em aguas superficiais
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5 DESENVOLVIMENTO DE POLIMEROS MOLECULARMENTE
IMPRESSOS PARA EXTRAGAO DE TRICLOSAN EM AGUAS
SUPERFICIAIS.

5.1 INTRODUCAO

O triclosan (TCS) é um fenil éter (Fig.31) com agao antimicrobiana, vastamente
empregado em produtos domésticos e de higiene pessoal '"*'"*. O amplo uso desse

composto levou a acumulagéo de concentragdes da ordem de ng L' a ug L™ "™

em
diversos compartimentos aquaticos, sedimentos e outras fontes de agua. O TCS é
altamente toxico aos ecossistemas aquaticos e a sua presenga em aguas superficiais
pode afetar significativamente a saude humana causando alteragbes no sistema
enddcrino e potenciais efeitos carcinogénicos ''®. Ademais, em agua, pode ocorrer a
conversao de produtos potencialmente ainda mais nocivos que o préprio TCS, como o
metil-TCS e as dioxinas '"". O TCS possui uma estrutura halogenada (Figura 31),
baixa solubilidade em agua (10 mg L") com log de K., = 4,76 """ e diante de todos
esses aspectos pontuados, esse composto foi recentemente incluido na lista de novos

contaminantes emergentes de aguas sendo alvo de pesquisas atuais '""®"1%120,

HO Cl

Cl Cl
Figura 31. Estrutura molecular do TCS.

Os métodos desenvolvidos para a determinagcao de TCS demandam técnicas
de separacdo e instrumentos analiticos com alta seletividade, baseados em
cromatografia gasosa ou liquida por detecgao de espectrometria de massas, técnicas
eletroanaliticas, dentre outras '*'. Assim, o desenvolvimento de um MIP para essa
finalidade apresenta alta relevancia analitica, em termos de simplificar os métodos
tradicionais de quantificacdo. Entretanto, conforme pode-se observar na estrutura
quimica do TCS (Fig.31), o mesmo possui grupos funcionais limitados de acepgao e
doacédo de ligagao de hidrogénio, o tornando uma MM desafiadora para producéo de
MIPs.

5.1.1 Funcionalidade do triclosan como molécula molde

A sintese de MIPs para espécies quimicas com poucos grupos funcionais € um

grande desafio, uma vez que os pontos de ligagdo das mesmas nos mondmeros
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funcionais sdo limitados e isso pode prejudicar ou até impossibilitar a impressao
molecular. Para o TCS existem apenas dois sitios habeis para realizar ligagédo de
hidrogénio e ainda ha pode ocorrer a rotagdo das ligagdes éster, com relacdo aos dois
anéis aromaticos, que podem gerar diversidades conformacionais acarretando por

consequéncia cavidades deformadas no polimero final ™.

Na literatura s&o poucos os trabalhos que empregam MIPs para a
determinagdo do TCS em amostras ambientais **'?>'2%_ Alguns trabalhos demonstram
a aplicacdo de sensores para a sua determinagdo direta em produtos de higiene .
Com relagéo a aplicagdo em amostras de agua, a produgao desse MIP se torna ainda
mais complexa devido a sua alta lipofilicidade e baixa solubilidade em agua, que

restringe a producao desse MIP por sinteses organicas.

Como exemplo, tém-se o MIP sintetizado por precipitacdo em superficie
magnética (MMIP) por Wang e colaboradores '® para separacéo de TCS em amostras
de agua. O MMIP foi sintetizado utilizando o MAA como MF e o EGDMA como AC. As
etapas da MISPE foram otimizadas e através do método proposto foram obtidas
recuperacdes em torno de 90,5 % a 108,2 % para ensaios de fortificagdo em amostras
de agua superficiais e agua de torneira. Com relagdo as propriedades do MMIP
alcancou-se um Fl de 2,86, porém, o MIP apresentou capacidade adsortiva reduzida
(0,3 mg g”) e isso pode estar relacionado com a afinidade limitada do MIP organico

com a matriz de agua.

Em outra aplicagdo ambiental, Verma e colaboradores ** sintetizaram um MIP
em bulk radicalar para determinagédo de TCS em amostras de solo. Os autores
realizaram um estudo espectroscopico no UV para selecdo de MFs, da qual a VP
(Figura 2) se mostrou mais eficiente na complexagédo. Como MM, foi utilizada uma

* em proporcdo 1:4. Foi

estrutura analoga ao TCS, a 4,4 diclorobenzofenona
sintetizado um MIP orgéanico reticulado com EGDMA, que apds estudos de SPE
recuperou cerca de 83 % do TCS nos ensaios de fortificagdo. Entdo se comparou a
capacidade de adsor¢cao desse MIP com um adsorvente comercial de C18 que
apresentou recuperagdes de em torno de 76 % de recuperagédo. Observando esses
dados nota-se um discreto incremento de 7 % de adsor¢gdo do TCS no MIP em
comparagdo com a C18, o que sugere uma seletividade limitada do MIP sintetizado.
Além disso, os autores nao realizaram estudos com o NIP que impossibilita, de fato,

atestar se houve impressdo molecular no material °.

A producédo de um MIP para o TCS pode ser uma tarefa muito demorada e

dificil visto as suas restricdes quimicas de impressédo no polimero final. Os estudos
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que envolvem a obtengdo de MIPs para o TCS *'%'2 realizam estudos de
complexagao empiricos com muitos MFs ou a produgdao de materiais alterando de
forma univariada os componentes de sintese para comparar os Fls resultantes. Essas
estratégias demandam muito tempo de bancada com gasto expressivo de reagentes.
Assim, métodos computacionais de otimizacdo tém sido bastante empregados com

resultados eficientes para o design de MIPs com MMs complexas *.

5.1.2Seleg¢ao de MFs por modelagem molecular

O uso de técnicas racionais para desenvolvimento de MIPs baseadas em
estudos computacionais tem crescido consideravelmente nos trabalhos da area nos

4 Essa vertente erradica o método de tentativa e erro conduzindo

ultimos anos
estudos mais direcionados com praticamente nenhuma geragdo de residuo, bem
alinhada aos principios de Quimica verde. Os projetos de triagem dos componentes de
sintese apresentam relevancia expressiva para moléculas de baixa funcionalizagao,
uma vez que permite descartar MFs que possuam interagdes mais fracas com a MM.
Dessa forma, o MF é selecionado mediante estimativas de intensidade de interagao
com a MM, em que quanto maior for a forca de interacdo, maior a energia de ligagao e
estabilidade do complexo para posterior polimerizacdo *. Assim, o uso de ferramentas

computacionais pode auxiliar na obtencao de processos de impressao mais eficazes.

Tendo em vista os aspectos abordados acima, esse presente capitulo objetivou
aplicar uma ferramenta computacional inovadora baseada em SAPT e estudos
termodinamicos para estimar um MF adequado para a sintese de um MIP para o TCS

visando sua aplicagdo em processos de extracdo em amostras de aguas superficiais.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1Reagentes

e Triclosan (Irgasan), padrao analitico, pureza = 99,9 %, Sigma Aldrich;
e 4 —vinilpiridina; pureza: = 99 %, Sigma Aldrich;

e Acido metacrilico, pureza: 99 %, Sigma Aldrich;

e Acrilamida, pureza: 299, Sigma Aldrich;

e EGDMA, pureza: 98 %, Sigma Aldrich;

e 2-azobisisobutironitrila (AIBN) - sélido, pureza: 98 %, Sigma Aldrich;
o Metanol, grau HPLC, pureza: 99,99 % Tedia;

¢ Acido acético glacial, > 99,99 %, Sigma Aldrich;

e Acetonitrila, grau HPLC, pureza: 99,99%, Tedia;
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e Etanol, pureza: 99,5 %, Lab Synth.

5.2.2 Equipamentos

Foram utilizados os mesmos equipamentos do item 3.2.2 do capitulo 3 deste

presente trabalho.

5.2.3Vidrarias e utensilios

e Tubo falcon, 15, 25 mL;

e Tubos de ensaios, 10, 15 e 25 mL;

o Almofariz, pistilo;

e Seringas de polipropileno, 5, 10, 25 mL;

e Frascos borosilicato, 100 e 250 mL;

e Vidrarias de laboratério, béqueres, balbes volumétricos, baldes de fundo chato;
¢ Membrana de PVDF para filtracao, 0,22 um, Sigma Aldrich,;

¢ Membrana de nitrato de celulose para filtracao, 0,45 um, Unifil.

5.2.4 Parametros computacionais

Os estudos computacionais foram conduzidos em parceria com o Laboratério
de Estrutura Eletrénica e Dindmica Molecular — Leedmol do Instituto de Quimica do 1Q-
UnB. Calculos de otimizagdo geométrica e frequéncias vibracionais do TCS com os
MFs (MAA, ACM e VP) foram realizados utilizando o pacote de quimica computacional
Gaussian 09 disponivel no Instituto de Quimica da UnB.'® O TCS e os MFs foram
otimizados separadamente empregando a DFT, através do funcional hibrido B3LYP
com o conjunto de fungdes de base 6-311G(d) similar a outros trabalhos envolvendo
célculos tedricos com os MIPs '°. Essa otimizacdo buscou encontrar a estrutura mais
estavel para as espécies quimicas separadamente e no complexo. Em sequéncia, as
energias de ligacdo foram calculadas empregando-se a SAPT, através de um
programa de acesso livre PSl4 e foram listadas todas as componentes energéticas
envolvidas na complexacao. Considerando as estruturas otimizadas foram estimados
os parametros termodindmicos de complexagdo no mesmo nivel em que as
geometrias foram obtidas, B3LYP/6-311G(d) considerando inicialmente a temperatura

ambiente para avaliar a estabilidade dos complexos.

5.2.5 Sintese dos Polimeros Molecularmente Impressos

Tendo em vista os resultados obtidos nos estudos computacionais foram

sintetizados dois MIPs com MAA e VP por polimerizagdo em bulk. Os outros
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componentes de sintese foram estabelecidos conforme trabalhos de MIPs para o TCS
na literatura *“*'®. Portanto, as proporcdes para a sintese foram: 1 mmol de TCS
(0,2895 g), 4 mmol dos MFs para cada sintese, que foram: MIP/NIP-MAA: MAA (339
ML) , MIP/NIP-VP VP (430 pL); seguido de 15 mmol de EGDMA (2,85 mL) em 4 mL de
MeCN e 0,15 mmol de AIBN (0,025 g). Primeiramente misturou-se MM e MF em
MeCN e a solugao foi submetida a US por 15 min. Logo apds, adicionou-se o EGDMA
e o AIBN, e a mistura foi sonicada por mais 5 min. Em seguida as solugbes foram
submetidas a purga de N, (5 min) e os frascos foram completamente vedados. As
polimerizagdes foram conduzidas a 60 °C por 24 h, com leve agitagdo. Em paralelo
foram sintetizados os NIPs, sem a insercdo do TCS na mistura de sintese. Apos a
polimerizacao, os blocos obtidos foram macerados e peneirados (56 — 125 uym) até a
obtengdo de um pd homogéneo. Dessa fracdo 1 g dos MIPs e NIPs foram submetidos
a remocdo da MM, misturando-se o polimero com 40 mL de uma solugdo de
metanol/acido acético na proporgcéo 9:1 (v/v) com aquecimento ~40 °C por 1 h. As
solugbes remanescentes do processo de lavagem foram monitoradas
espectrofometricamente em 280 nm a cada extragdo para se certificar da remogao

completa do TCS.

5.2.5.1 Avaliagao da impressao molecular

Apo6s a remogao do TCS, os polimeros foram submetidos a uma avaliagdo de
adsorcdo em estudos de batelada com diferentes solventes °. Nesse sentido, foram
selecionados alguns solventes com caracteristicas proximas da MeCN para fins de
comprovagao. Para esses estudos utilizou-se os seguintes solventes: 1) etanol/agua
30/70 v/v (hidroalcodlica); 2) agua; 3) MeCN. Pesou-se 50 mg dos polimeros (MIPs e
NIPs) em tubos falcon ou tubos de ensaio de vidro (n = 3) quando utilizou-se tolueno
e, adicionou-se 10 mL de uma solugédo de 10 mg L' de TCS preparada em cada
solvente nos respectivos tubos. Para cada solvente foi realizado um branco, com a
mesma massa de polimero. Os tubos foram agitados no homogeneizador
hematolégico por 4 h. Em seguida, os tubos foram centrifugados e foi realizada a

leitura do sobrenadante em 280 nm.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Modelagem molecular dos complexos pré-polimerizagao

Esses estudos buscaram avaliar a interacdo do TCS com os mondmeros
através de métodos computacionais acurados prezando o custo computacional e

precisdo das aproximacdes utilizadas. Para encontrar o arranjo das espécies quimicas
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mais susceptiveis energicamente a complexagdo empregou-se a DFT. Testaram-se
diferentes conformacdes em diversos locais das estruturas do TCS e de cada MF e as

estruturas mais estaveis estdo demonstrados na Figura 32.
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Figura 32. Estruturas mais estaveis encontradas para os complexos entre TCS e VP, ACM e MAA obtidos
no nivel B3LYP/6-311G(d). Atomos e suas respectivas cores - Cloro: verde; Oxigénio: vermelho;
Nitrogénio: lilas; Hidrogénio: branco; Carbono: cinza.

Os unicos arranjos favoraveis a complexacao foram os demonstrados na figura
acima (Fig.32) evidenciando que nado ha diversidade nas interagdes intermoleculares
entre o TCS e os MFs. Outras formas de complexacdo foram avaliadas, porém, ndo
levaram a produtos energeticamente estaveis. Observou-se que os atomos de cloro
como substituintes nos anéis aromaticos do TCS foram os principais fatores que

limitaram as possibilidades de atracido com o MFs.

Através dos calculos de energia para as conformagdes acima se observou que
os trés complexos obtidos possuem altos valores de energia total negativa (Tabelas
B1-B3, Apéndice B) que indica estabilidade energética para formar os complexos
considerando apenas a variagao de energia. Além da energia total, foram computadas
as energias referentes as interagdes de Egs, Eexcn, Eina » Edisp para cada complexagéo

por meio da abordagem SAPT.

Em cada produto/complexo discriminou-se 0s grupos quimicos de maior
representatividade de interacdo e os mesmos foram particionados para se calcular as
interacbes. Com a analise computacional por SAPT, foi possivel ndo somente verificar

a energia envolvida na ligacao de complexacdo, como também observar os tipos de
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energia que mais contribui para o processo e os possiveis efeitos repulsivos com

relacdo aos grupos das espécies .

Para o TCS, a fragmentacdo se deu em trés grupos: clorofenona,
diclorobenzeno e hidroxila e, de forma geral, todos os MFs se ligaram apenas no
grupo hidroxila. A VP e o MAA foram os MFs que se ligaram mais fortemente ao TCS,
ao passo que a interacdo com ACM é cerca = 6 kcal mol ' menos estavel (Apéndice B
— Tabela B2).

A VP foi fragmentada nos grupos vinila e piridina (Fig.33) e as componentes
energéticas indicaram que a interagdo Egg entre o grupo vinila e hidroxila do TCS
corresponde a = 57 % da interagéo total do complexo. No entanto, a energia referente
a repulsdo estérica foi intensa (18,014 kcal mol') da ordem de grandeza das
interacdes eletrostaticas -18,732 kcal mol™ (ligagdes de hidrogénio). Neste caso,

outras forgas de menor intensidade estariam agindo para estabilizar o complexo.

Clorofenona Total = -14,01kcal/mol

-5,10kcal/mol

-8,06kcal/mol
~ -1,46kcal/mol

y Piridina

Figura 33. Esquema de fragmentag&o de interacdes intermoleculares utilizado nas andlises SAPT para o

Vinila

complexo ndo covalente entre o TCS e a VP.

Observando a interagdo entre a piridina e a clorofenona, percebe-se que a
mesma contribuiu = 36 % da energia total de complexagao. Os resultados sugeriram
as forgas de ligagao mais fracas, como as energias de indugao, E;,q = -8,056 kcal mol™
e forgas de disperséo, Egsp, = -5,238 kcal mol™ também contribuiram na estabilizacao
do complexo. Esses dados corroboram com os resultados de adsor¢gdo do MIP
sintetizado com VP para o TCS * apresentados por Verma e colaboradores, visto o
incremento reduzido de extragdo quando em comparagao a uma fase sélida de C18

indicando que interagdes mais fracas, como as forgas de Van der Waals, foram
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responsaveis pela adsorcdo. Essas interagcdes também sdo dominantes em fases

solidas convencionais, como a HLB e C18.

Os resultados para a complexagdao do MAA com TCS foram similares ao caso
anterior. O MAA foi fragmentando em acido carboxilico e propeno (Figura 34). A
Tabela B3 e Figura B3 (Apéndice B) demonstram que a repulsido estérica Eqyen = 21,
684 kcal mol™ foi também similar as energias de ligacao de hidrogénio E =-22,393
kcal mol ' sendo importantes as contribuicdes das forcas de indugdo e de disperséo
de London para formagao do produto. Contudo, a energia de interagao do complexo &
fortemente governada pelas ligagcdes de hidrogénio, visto sua ordem de grandeza = 93
% da complexacédo via hidroxila. Os dados demonstram que embora as for¢cas mais
fracas contribuam para estabilizar a repulsdo, a formagdo desse complexo, em
especial, ocorre predominantemente pela ligacdo de hidrogénio da carboxila com a
hidroxila, sendo que a maior energia de contribuicdo para formagao desse complexo é
proveniente dessa interacado (Tabela B3, linha 2). Esses valores sugerem que dentre
os MFs estudados, o MAA apresentou-se mais adequado para imprimir o TCS no
polimero, visto que o complexo foi estabilizado por ligagbes de maior for¢ca, como as

ligacdes de hidrogénio.

Total = -14,03kcal/mol
-13,00kcal/mol
0,31kcal/mol

Clorofenona Y\ -1,94kcal/mol

Hidroxila

~

Acido Caboxilico

’J Propeno

Figura 34. Esquema de fragmentagéo de interacdes intermoleculares utilizado nas andlises SAPT para o
complexo ndo covalente entre o TCS e o MAA.

Com relagdo a complexagdo com ACM, o unico vetor favoravel foi o da
interagéo do grupo amida e o oxigénio na posigao éster do TCS (clorofenona, Fig. 35)
estabelecido preliminarmente por DFT. Dentre todos os complexos, esse foi o que
demonstrou menor energia de complexagdo = - 8,59 kcal mol ~'. Desse montante a

Eest da amida e clorofenona representou = 79 % da energia total. Contudo, devido ao
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forte impedimento estérico dos grupos volumosos de anéis aromaticos ligados aos
atomos de cloro demonstradas nesses estudos, a formacdo desse complexo

demonstrou pouca probabilidade de ocorrer.

Clorofenona

Hidroxila

. Vinila
Amida
Total = -8,59kcal/mol
-6,82kcal/mol
-0,37kcal/mol
I/ -0,86kcal/mol

-

Figura 35. Esquema de fragmentag&o de interacdes intermoleculares utilizado nas andlises SAPT para o
complexo ndo covalente entre o TCS e a ACM.

Avaliando os resultados obtidos através dos estudos SAPT observa-se que
dentre os mondémeros estudados, os mais indicados para complexacao efetiva com o
TCS foram MAA e a VP com energias de interagdo quase equiparaveis, se utilizarmos

como unico critério de selegao racional as forgas intermoleculares.

Adicionalmente, visando elucidar as variaveis termodindmicas envolvidas na
complexacdo foram realizados calculos de frequéncia vibracional partindo-se das
estruturas ja otimizadas. As fungdes foram calculadas tomando-se a diferenca
apropriada entre a fungcédo termodinamica de interesse para o complexo e a soma das
respectivas fungdes termodindmicas para o TCS e MFs em separado, conforme pode
ser observado nas trés equacdes descritas abaixo. Os dados da Tabela B4 foram
substituidos nessas equagbes e os indices subscritos (c), para os dados
termodindmicos das equacgdes, indicam que tais parametros sdo relacionados a
complexacgdo. Essas fungcdes nao serdo incluidas na lista de equacdes desse trabalho

de Tese por se tratar de um estudo especifico a esse capitulo.

ACH = Z(EO + Hcorr)TCS:MF - (50 + Hcorr)TCS - (EO + Hcorr)MF (1)

AG = X (go + Georr)res:mr — (€0 + Georr)Tes — (€0 + Georr) MF (2)
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AS = ACH;ACG 3)

A Tabela 23 apresenta as variaveis termodindmicas calculadas considerando a
temperatura de 25 °C. As variagbes na entalpia sugerem que todos os complexos
formados sdo exotérmicos e, portanto, que o aumento de temperatura nao auxiliaria
em melhorias na complexagao. A variacdo de entropia sugere certa organizagdo com
relacdo a formacgéo do complexo, provavelmente relacionada a restricdo do movimento
molecular das duas espécies atrativas (TCS e MFs). A energia livre envolvida na
complexagdo do TCS com a ACM confirma a inviabilidade de formagédo deste
complexo, tendo em vista que o processo nao demonstrou espontaneidade (A.G>0).
Ja para MAA e VP nota-se que o processo apresenta espontaneidade termodinamica,
porém limitada. Dessa forma, esses resultados foram considerados e dois MIPs para o

TCS foram sintetizados com MAA e VP conforme o proximo item experimental.

Tabela 23. Dados da termodindmica de complexagéo entre o TCS e MFs a 25 °C.

TCS -VP TCS-MAA TCS-ACM
A H (kcal - mol™1) -11,22 -11,36 -4,78
A.S (cal - K™t -mol™) -31,17 -32,12 -31,41
A.G (kcal - mol™t) -1,92 -1,79 4,58

5.3.2Sintese e avaliagao da impressao molecular dos MIPs

Conforme as condigbes experimentais descritas no item 5.2.5. realizaram-se as
sinteses dos polimeros impressos: MIP-MAA e MIP-VP. Os polimeros obtidos foram
macerados e peneirados das quais obtiveram-se particulas em sua maioria de 56 —
125 um. Todos os polimeros foram submetidos ao procedimento de remog¢ao da MM.
Esse processo pode ser conduzido por diferentes solugdes extratoras, a depender das
propriedades fisico-quimicas de ligacdo da MM com os MF '?®. No entanto, de um
modo geral, o solvente extrator mais utilizado é o metanol/acido acético, devido a
combinagdo das excelentes propriedades de solubilizagdo do metanol aliada a
presenca de acido acético que desestabiliza as ligagdes de hidrogénio. Para o MIP-
VP, a quantidade de ciclos do procedimento de remog¢do do TCS foi menor (6
extragdes), enquanto no MIP-MAA foram necessarios 11 ciclos de extragdo. Isso pode
indicar ligagdes mais fracas entre TCS-MF no MIP-VP nas potenciais cavidades diante

dessa facilidade de remogao °.

Apo6s a remogao da MM, foram realizados testes de adsorgdo nos MIPs e nos
NIPS com diferentes solventes parta avaliacdo de sua influéncia na capacidade de
religagdo da MM **. O tempo de equilibrio de 4 h foi adotado para esses estudos, em

funcdo dos resultados dos estudos de cinética de adsorcdo com MIPs similares '%.
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Assim, foram realizadas curvas de calibragcbes para o TCS em concentragbes de 0,5;
2;3;5;6;8 10 e 12 mg L para n = 3 replicatas idénticas para todos os solventes.
Dos solventes empregados, apenas a solugao hidroalcoolica e MeCN apresentaram
adsorgao adequada para o TCS nos MIPs. Em agua, a capacidade adsortiva dos
materiais apresentou-se abaixo de 0,2 mg g e sem diferenca efetiva na adsorgéo
para os MIPs e os NIPs. Isso pode estar relacionado com a alta hidrofobicidade do
material, que é essencialmente organico e assim nao interage de forma efetiva com o
TCS que esta presente na agua. Além disso, a agua € um solvente bastante
susceptivel a realizar ligagdes de hidrogénio e com isso pode enfraquecer ou competir
com as ligagdes do TCS com os potenciais sitios de ligagdo no polimero reduzindo a
seletividade. Na presenca de MeCN, os MIPs e os NIPs adsorveram completamente a
massa de TCS adicionada corroborando o efeito de memdéria do material ao solvente

de sintese #®

. Dos solventes empregados, apenas a adsor¢gdo com a solugdo
hidroalcoolica apresentou diferencas de adsorcao entre MIP e NIP conforme pode-se
observar na Tabela 24 que indica algum incremento em eficiéncia de impresséo.
Apesar de discreto observou-se um provavel Fl para o polimero sintetizado com o
MAA como MF. Esses dados corroboram com estudos computacionais que indicou
esse MF como mais estavel para se complexar ao TCS.

Tabela 24. Capacidades adsortivas dos diferentes MIPs e NIPs em solugdo hidroalcoolica (70/30)

sintetizados conforme o item 3.3.4.1

Capacidades adsortivas (Q) de TCS emmg g™

Sintese MIP NIP Fl
MAA 1,91+0,12 1,29 £ 0,09 1,48
VP 1,40 £ 0,09 1,97 £ 0,08 0,71

Estudos posteriores devem ser conduzidos com o mondmero MAA analisando
outros aspectos que podem contribuir para o incremento do Fl obtido. Uma possivel
abordagem seria reduzir a proporg¢ao estequiométrica TCS:MAA, visto que os sitios de
complexagao sdo restritos e um excesso molar inadequado pode acarretar em muitos
sitios nao especificos de ligagdo no MIP, o que favorece para o decréscimo do Fl.
Outro aspecto a ser considerado € o efeito do solvente, que nao foi incluido nos
estudos computacionais e que pode ser um fator decisivo para a impressao molecular
devido aos efeitos competitivos pelos sitios de ligagdo de hidrogénio. Assim, os
proximos estudos com essa MM consistirdo em otimizar outras variaveis envolvidas na

na polimerizagdo do material que possam favorecer a impressao de cavidades no MIP

104



DESENVOLVIMENTO DE POLiME~ROS MOLECULARMENTE IMPRESSOS PARA
EXTRACAO DE TRICLOSAN EM AGUAS SUPERFICIAIS

Os estudos computacionais realizados apresentaram-se como uma estratégia
eficaz para prever a especificidade de ligagdo do TCS ao MF. As limitagdes
energéticas relatadas foram confirmadas nos estudos empiricos. A VP, por exemplo,
demonstrou-se complexar ao TCS por forcas de menor intensidade. Dessa maneira,
com os varios fatores envolvidos na polimerizagdao, como a presenga do AC, incidéncia
de temperatura, influéncia do solvente de sintese podem ter contribuido para
desestabilizar as forgcas complexantes do TCS-MF e assim nio se obter a impressao
adequada de cavidades conforme evidenciado no baixo FI desse MIP. Os resultados
obtidos com relacdo ao MAA também apresentaram-se concordantes, uma vez a
interpretagdo computacional indicou a formagdo de um complexo estavel via ligagao
de hidrogénio com a hidroxila do TCS e do MIP resultante. Foi possivel obter
resultados de impressdo mais adequados observando o Fl maior que a unidade (=
1,48).

Um outro aspecto relevante e que vem sendo bastante estudado nos trabalhos
com MIPs sdo os efeitos espaciais da MM para impressao de cavidades seletivas
127128 " Os trabalhos tém demonstrado que a posi¢cdo da MM com relagdo aos MFs
podem direcionar o vetor de construgdo das cavidades produzindo diversidade de
“formatos” e a quantidade de pontos de ligagdo determinam a complementariedade da
estrutura espacial do polimero ao modelo. Assim, é essencial saber se a MM pode
entrar ou ndo na cavidade através da orientacdo disponivel ¥’ no MIP. Em decorréncia
disso, 0 mecanismo de reconhecimento € intensamente afetado pelo grau de
correspondéncia das ligagbes presentes dentro da cavidade Os estudos
computacionais realizados, demonstraram em sua totalidade que o TCS é uma
estrutura sem rigidez estrutural que assume uma posicdo relativa de orientacédo
vetorial contraria para os dois anéis aromaticos (Figs 33, 34 e 35). Neste sentido, para
a formagao das cavidades, a orientagdo assumida deve a dos anéis e grupos e
alternados por ser a mais estavel energicamente na polimerizagcédo. Portanto, pode ser
que tenha sido formadas cavidades deformadas em termos vetoriais. Assim, uma
outra solucdo seria estudar os efeitos de orientacdo da MM frente aos MFs
considerando a estequiometria de complexagao para entao verificar a seletividade ao

MIP resultante.

Contudo, apesar dos percalcos, os resultados obtidos com relacéo a estratégia
computacional para prever a complexagdo dos MFs com uma MM complexa como o
TCS foram satisfatorios. A SAPT apresentou-se como uma ferramenta efetiva e bem

interligada aos efeitos empiricos constatados. Assim, para MMs complexas, como o
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TCS, o emprego de estudos prévios antes da polimerizagao do material é essencial
em termos de economia de reagentes e tempo de bancada conduzindo assim, um

desenvolvimento racional do material.
5.4 CONCLUSOES DO CAPITULO

Os resultados preliminares obtidos neste capitulo demonstraram que os
estudos computacionais foram efetivos para indicar que nenhum MF foi adequado
para produzir um MIP para o TCS. Os dados experimentais validaram as conclusdes
obtidas do modelo tedrico de que o MIP para o TCS nao ¢é viavel de ser obtido com os
MFs testados. Mediante uma analise purista dos resultados, pode-se inferir que a
quantificacdo da energia envolvida na formagao do complexo péde também indicar a
intensidade de impressao/religacdo da MM nos MIPs. Tendo em vista os valores
envolvidos na energia de ligacdo do MAA ao TCS (-14 kcal mol™), no ganho entrépico
reacional e na variagao de energia livre, observa-se que a magnitude desses foram
baixas quando comparadas a alguns estudos da area '®'®, logo, se obteve um FI
reduzido com relagéo ao polimero controle. Estudos computacionais da literatura com
outra MM, que possuia quatro sitios de interagcdo de ligacdo de hidrogénio e que
utilizou o MAA como MF indicaram energias de ligagéo da ordem de - 30 kcal mol™ **°.
No MIP final resultante desse estudo foi obtido um FI préximo de 6,0 "*°, em média
duas vezes maior ao obtido nesse presente trabalho. Assim, sugere-se que o
mecanismo de reconhecimento molecular pode ser bastante dependente de trés
parametros decisivos, que séo eles: 1) intensidade dos sitios de ligagao entre MM e
MF; 2) forma e rigidez do modelo e 3) orientagdo vetorial da cavidade construida '*’.
Para os fatores 1 € 2 o estudo computacional demonstrou ser uma ferramenta
preditiva eficaz de impressao no polimero. No entanto, os efeitos de orientagdo vetorial
podem ter impactado na construgdo da cavidade do TCS. Esse seria um ponto de
melhoria na seletividade do material de modo a estudar os efeitos do MAA em orientar
adequadamente o TCS para imprimir cavidades mais disponiveis e efetivas para

extracdo.
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6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Com relacao as ferramentas de avaliagdo do complexo pré-sintese, a titulagao
espectroscopica apresentou-se como um instrumento utii para estimar a
estequiometria e estabilizagdo do complexo. De maneira similar, e de eficacia
equivalente, os estudos computacionais também demonstraram adequabilidade para
predizer as forgas quimicas de complexagdo. Ambas estratégias preditivas
apresentaram resultados condizentes com os empiricos demonstrando que as forgas
de complexagcdo podem influenciar na impressao das cavidades no material. Essas
ferramentas sdo mais vantajosas de serem utilizadas, no estagio pré-sintese do que
os estudos univariados e multivariados de sinteses devido a expressiva redugdo no
consumo de insumos quimicos, com redugdo indireta do custo financeiro, que sao
principios altamente concordantes com as premissas de quimica analitica verde.
Tendo em vista as duas técnicas utilizadas, o método computacional apresenta-se
mais vantajoso para otimizacdo do complexo pré-polimerizagdo, visto que
praticamente elimina o consumo de reagentes e diminui consideravelmente o tempo

de bancada.

Considerando as duas MMs estudadas nesse presente trabalho observou-se
que parametros relacionados aos sitios de ligagdo influenciaram bastante para
imprimir as cavidades nos MIPs. Trabalhos atuais tém demonstrado que a seletividade
dos MIPs pode ser intensamente prejudicada com a restricdo de sitios de ligagdo no
material e de acordo com a teoria de ligagdo de Wuff, sdo necessarios ao menos dois
pontos de ligacdo para a MM se encaixar bem na cavidade '¥’. Desse modo, ao
comparar a SAC e o TCS, observa-se que a multiplicidade de sitios de interacdo da
MM com os MFs foi um fator decisivo para se obter parametros de impressdo mais
adequados nos MIPs. Em comparacdo ao TCS, a SAC possui mais sitios disponiveis
de ligagao de hidrogénio, melhores posicionados para se ligar aos MFs. Em termos de
estrutura molecular, a SAC também apresenta maior rigidez estrutural, o que pode ter
favorecido para a produgio de cavidades com sitios de ligagdo mais direcionados ao
modelo. Ja com relagdo ao TCS, observou-se restricdo de sitios de ligacao, sendo que
apenas o sitio hidroxilico apresentou-se adequado para complexagao dos MFs e o
outro sitio habil identificado nos estudos nao se complexaria adequadamente devido a
efeitos estéricos. Assim, esses resultados sugerem que a SAC apresenta-se como
uma MM mais adequada, em termos quimicos para a impressao molecular quando

comparada ao TCS.

Para a SAC foi possivel sintetizar dois HMIPs com propriedades distintas de

reconhecimento e seletividade devido ao processo de sintese conduzido. Os materiais
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foram amplamente caracterizados, o que possibilitou evidenciar os resultados
superiores com o HMIP-S, diante da sua alta capacidade adsortiva, rapida adsorgao
cinética e seletividade frente a espécies interferentes. Considerando ambos os
materiais, os resultados demonstraram que os HMIPs sdo materiais heterogéneos com
sitios diferentes de adsorcdo que foram atestados por meio do modelo de pseudo-
segunda ordem e pelo ajuste adequado de Langmuir-Freundlich de dois sitios. O
processo adsortivo apresentou-se termodinamicamente viavel e as forgas de ligagéo
presentes foram consistentes com as ligagbes de hidrogénio, que sugere entao
predominancia desse tipo de interacdo entre a SAC e a matriz polimérica. Foram
obtidos altos Fls, sendo 4,8 para o HMIP-B e 4,9 para o HMIP-S. Todavia, nos ensaios
de adsorcao com espécies interferentes, o HMIP-B apresentou baixa seletividade, que
pode estar relacionada a sua grande area superficial e predominancia de adsorgao por
ligacao inespecifica, resultando em maior kd para espécies interferentes. Ja para o
HMIP-S, os resultados de seletividade foram condizentes com o Fl, apresentando alta
distribuicdo de locais seletivos para SAC. A interferéncia da matriz da agua superficial
foi avaliada com ensaios de extracdo da SAC, por incubagdao do HMIP-S em solugéo,
e foram obtidos valores médios de recuperacao de 89 + 2,9%, com eficiéncia extratora

superior ao adsorvente HLB considerando baixas concentragées de SAC.

As subsequentes aplicagbes do HMIP-S em métodos MISPE atuaram como
prova de conceito da alta seletividade do material para a SAC frente sua aplicagao em
matrizes complexas e diferentes amostras. O método MISPE | apresentou resultados
superiores em termos de recuperacdo para trés amostras alimenticias diferentes.
Considerando que as amostras possuiam diferentes composicdes e matrizes fisicas, o
material manteve sua performance de extragdo que ndo foi substancialmente
prejudicada pela interferéncia da matriz. O método final resultante de MISPE-HPLC-
UV apresentou parametros satisfatérios de precisdo e exatidao para a analise da SAC
nas amostras, com dados significativamente iguais aos determinados por
cromatografia em um nivel de confianga de 95 %. Os dados comparativos de adsorgéo
com HLB demonstraram melhor seletividade de extracdo para o HMIP-S, em que foi
possivel recuperar quase que totalmente a SAC presente (~94 %). Entretanto, os
resultados demonstram que mesmo o material apresentando expressivos niveis de
extracdo, as etapas implementadas no procedimento de SPE foram também bastante
relevantes para garantir a seletividade do material, por possibilitar a remog¢ao de
espécies ligadas de forma nao especifica. Dessa forma, a alta capacidade adsortiva
do HMIP-S possibilitou obter baixos LOD e LOQ (0,01 e 0,04 mg L™, respectivamente)

para o método analitico final (MISPE-HPLC-UV), com o uso de um detector simples e
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acessivel na maioria dos laboratérios. Tais caracteristicas sao vantajosas e

concordantes com as premissas de quimica analitica verde.

Como perspectivas, espera-se obter um método MISPE adequado para extrair
e pré-concentrar a SAC advinda de contaminagdo emergente em amostras de agua
superficial. Com relagdo aos bons resultados obtidos com a fabricagcdo da MIM,
espera-se aplica-la também em estudos de monitoramento ambiental desenvolvendo
um amostrador passivo para a SAC em aguas naturais. Essa abordagem resultou na
aprovagao de um segundo projeto de pesquisa, com fomento financeiro e que no
momento esses estudos estdo sendo conduzidos pelo grupo de pesquisa. Espera-se
também com os resultados promissores obtidos nos estudos de homogeneidade com
imagens hiperespectrais, refinar os testes aplicados com adicdo de mais amostras
e/ou realizacdo de uma calibragcdo, de modo a estabelecer um método de
monitoramento direto da concentracdo da MM que possa ser aplicado nos estudos

também com outros MIPs.
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8. Apéndice

8. Apéndice A

Dados adicionais dos estudos realizados para desenvolvimento e aplicacdo dos
HMIPs para a SAC.

FIGURAS
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Figura A1. Espectros da titulagdo da sacarina com MAA.
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Figura A2. Espectros da titulagdo da sacarina com APTES-MAA.
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Figura A3. (A) Método da primeira derivada para determinagao do volume final de adicdo de solugdo de
APTES-MAA a SAC (Primeira derivada = AA/ AV) e (B) método da segunda derivada para determinagéo
da razdo molar no ponto final de complexagdo entre SAC e APTES — MAA (Segunda derivada =
A2pH/AV?).
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Figura A4. Efeito do pH na adsorcdo da SAC para os HMIPs.
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Figura A5. Cromatograma de separagéo do CIC (6 min);ACE (8 min), SAC (13 min) e cafeina (20 min).

TABELAS

Tabela A1. Concentragbes quantificadas de SAC nas amostras de chas dietéticos pelo método HPLC-UV.

Amostra SAC no rgtulo SAC mé:1dia Desvic_> padrao
(mglL") (mglL™) relativo (%)
Amostra 1 40 39,00 £ 0,97 2,48
Amostra 2 35 39,40 £ 1,35 3,42
Amostra 3 31 37,60 £ 0,92 2,44
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8. Apéndice B

Dados adicionais dos estudos realizados para desenvolvimento e aplicacdo dos

MIPs para o triclosan.
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Figura B1. Componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interacdo entre os fragmentos de grupos

funcionais para o TCS e VP.

Tabela B1. Valores das componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interagéo entre os fragmentos

de grupos funcionais do TCS triclosan e VP obtido no nivel de teoria SAPT/jun-cc-pVDZ.?

Fragmento

PIRIDINA-
DICLOROBENZENO

PIRIDINA-
CLOROFENONA

PIRIDINA — OH

VINILA-
DICLOROBENZENO

VINILA-
CLOROFENONA

VINILA-OH
PIRIDINA — TODOS
VINILA - TODOS

DICLOROBENZENO
- TODOS

CLOROFENONA-
TODOS

OH-TODOS
TODOS-TODOS

EEle

-0.9

-3.388
-15.046

0.103

0.228

0.272
-19.334
0.603

-0.797

-3.16

-14.774
-18.732

Eexch

0.01

1.125
16.877

0

0.001

0.001
18.012
0.003

0.01

1.126

16.878
18.014

?todos os valores de energia em kcal mol™.

E ind

-0.342

-1.208
-6.548

-0.001

0.026

0.034
-8.115
0.06

-0.343

-1.2

-6.513
-8.056

Edisp

-0.233

-1.611
-3.341

-0.01

-0.028

-0.015
-5.185
-0.053

-0.242

-1.639

-3.356
-5.238

SAPT Total

-1.464

-5.1
-8.059

0.092

0.227

0.293
-14.623
0.612

-1.372

-4.873

-7.766
-14.011
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Figura B2. Componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interagédo entre os fragmentos de grupos

funcionais para o TCS e ACM.

Tabela B2. Valores das componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interagéo entre os fragmentos

de grupos funcionais do TCS triclosan e ACM obtido no nivel de teoria SAPT/jun-cc-pVDZ.?

Fragmento E it Eexch Eina st SAPT Total
VINILA-OH 0.04 0 -0.002 -0.004 0.033
AMIDA-OH -0.769 0.001 -0.063 -0.032 -0.863

VINILA-

CLOROFENONA -0.344 0.046 0.108 -0.18 -0.368

AMIDA-

CLOROFENONA -8.684 7.291 -2.446 -2.982 -6.821

VINILA-

DICLOROBENZENO 0.572 0.006 -0.024 -0.134 0.42

AMIDA-

DICLOROBENZENO -0.222 0.843 -0.285 -1.335 -0.998
OH-TODOS -0.73 0.001 -0.065 -0.036 -0.83
CLOROFENONA-
TODOS -9.028 7.337 -2.337 -3.161 -7.189
DICLOROBENZENO-

TODOS 0.35 0.849 -0.308 -1.469 -0.578
VINILA-TODOS 0.268 0.053 0.083 -0.318 0.085
AMIDA-TODOS -9.675 8.135 -2.793 -4.349 -8.682
TODOS-TODOS -9,40 8,188 -2,710 -4,667 -8,597

?todos os valores de energia em kcal mol™.
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Figura B3. Componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interacdo entre os fragmentos de grupos

funcionais para o TCS e ACM.

Tabela B3. Valores das componentes energéticas previstas pelo método F-SAPT para a interagéo entre os fragmentos

de grupos funcionais do TCS triclosan e MAA, obtido no nivel de teoria SAPT/jun-cc-pVDZ.?

Fragmento
OH-PROPENO
OH-CARBOXILA

CLOROFENONA-
PROPENO

CLOROFENONA-
CARBOXILA

DICLOROBENZENO-
PROPENO

DICLOROBENZENO-
CARBOXILA

OH-TODOS

CLOROFENONA-
TODOS

DICLOROBENZENO-
TODOS

PROPENO - TODOS

CARBOXILA -
TODOS

TODOS-TODOS

Eelst
0.396
-23.437

0.826

-0.525

0.122

0.226
-23.041

0.3

0.348
1.344
-23.736

-22.393

Eexch
0.094
21.027

0.006

0.549

0.000

0.009
21121

0.554

0.009
0.099
21.585

21.684

?todos os valores de energia em kcal mol ™.

Eind
-0.032
-6.933

-0.06

-0.807

-0.023

-0.061
-6.965

-0.867

-0.084
-0.116
-7.801

-7.917

Edisp
-0.148
-3.664

-0.167
-1.161
-0.051

-0.21
-3.812

-1.327

-0.261
-0.366
-5.035

-5.4

SAPT Total
0.310
-13.007

0.604
-1.945
0.047

-0.036
-12.697

-1.34

0.012
0.961
-14.987

-14.026
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Tabela B4. . Valores termoquimicos calculados para a formagdo dos complexos entre TCS e MFS obtidos no nivel

B3LYP/6-311G(d). Todos os valores em Hartrees (1 Hartree = 627,5095 kcal mol'1). &;pp = €nergia de vibragdo no

ponto zero da fungao de particdo vibracional.

TCS-VP TCS - MAA

€ + £2p5 -2318.21807 -2299.05036
€ + Eroe -2318.19461 -2299.02752
g +Hyy  -2318.19367 -2299.02658
€ + Geopr -2318.27894 -2299.10887

TCS -ACM
-2239.85151

-2239.8290

-2239.82811

-2239.90859

TCS
-1992.56648

-1992.55149

-1992.5505

-1992.61122

VP
-325.63292

-325.62623

-325.62529

-325.66465

MAA
-306.46507

-306.45887

-306.4579

-306.4948

ACM
-247.2763

-247.27089
-247.26995

-247.30468
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