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“The world is round, and the place which may seem like
the end may also be the beginning.”

"O mundo é redondo, e o lugar que parece o fim pode
ser o comecgo."

vy Baker Priest
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RESUMO

A sacarina (SAC) é um edulcorante alimenticio vastamente empregado em
alimentos com reducdo no teor de acgucares. Estudos recentes indicaram a sua
presenca em compartimentos aquaticos, que motivaram a insercdo desse composto
na lista de novos contaminantes emergentes (CEs). Para o monitoramento de CEs, a
amostragem passiva apresenta-se como uma alternativa promissora, em especial a
amostragem por gradientes difusivos em filmes finos (DGT), visto que essa técnica
permite pré-concentrar o analito, obter uma concentracdo média ponderada no tempo,
reduzir interferéncias de matriz e economizar tempo e consumo de solventes. O DGT
consiste de um filtro protetor, uma membrana difusiva e uma membrana de ligac&o
(sorvente imobilizado), onde as substancias sao retidas para posterior determinagao
analitica. O uso de sorventes de alta seletividade e capacidade de reter o analito,
como os Polimeros Molecularmente Impressos (MIP), é essencial na eficiéncia da
amostragem por DGT. Assim, esse trabalho teve como objetivo a confeccdo de
membranas de ligacdo para futura aplicacdo em dispositivo DGT para a determinacao
de SAC em aguas superficiais, utilizando como membrana de ligacdo MIP hibrido
(HMIP) imobilizado em agarose e um gel de agarose como membrana difusiva. As
membranas de ligacdo foram confeccionadas utilizando proporcdo de 1,5% de
agarose com 5% e 10% de HMIP, as membranas de 10% adsorveram até 1,3 vezes
mais que membranas na proporcéo de 5%. Foram estudadas de maneira multivariada
a influéncia dos fatores, pH (5 e 9) e forca i6nica (0,01 e 0,1 mol/L de NaNO3), na
adsorcdo de SAC nas membranas de ligacédo para reproduzir as condi¢cdes das aguas
superficiais, a partir de um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central. O
ponto 6timo de adsorcdo obtido foi forca idnica de 0,01 mol L' e pH 7. Foram
realizados experimentos para avaliar e otimizar a dessor¢céo de SAC das membranas
de ligacdo, as condicbes que maximizam a massa de SAC dessorvida foram: 3
eluicbes consecutivas de 3 mL de solvente (Metanol/Acetonitrila 3:1 (v/v), pH 5) com
20 minutos de sonicacdo. A partir dos resultados obtidos conclui-se que a aplicacéo
futura dessas membranas com HMIP imobilizado como membrana de ligagcdo em
amostradores passivos (DGT) para a amostragem de SAC em aguas superficiais
apresenta-se como uma alternativa promissora e inovadora, visto que alia tanto as
vantagens da técnica DGT quanto a alta seletividade do HMIP para SAC.

Palavras-Chave: Amostrador passivo, DGT, MIP, Sacarina.
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ABSTRACT

Saccharin is an artificial and low-calorie sweetener widely used in foods and
beverages with reduced sugar content, recent studies have been reporting its
presence in aquatic compartments, motivating the insertion of these compound in the
list of new emerging contaminants (EC). Passive sampling is a good alternative for
aguatic monitoring of EC, in particular the passive sampling technique of diffusive
gradients in thin films (DGT), since this technique allows to pre-concentrate the analyte,
obtain a time-weighted average concentration, reduce matrix interference and save
time and solvent consumption. The DGT device consists of a membrane filter, a
diffusive gel and a binding phase (immobilized sorbent), in which the analyte is
accumulated for further analytical determination. The use of highly selective sorbents,
such as Molecularly Imprinted Polymers (MIP), is essential in the efficiency of DGT
sampling. Therefore, the objective of this work is the manufacture of selective binding,
hybrid MIP (HMIP) immobilized on agarose gel membranes, hybrid MIP (HMIP)
immobilized on agarose gel, for further application DGT devices for determination of
saccharin in surface water. The binding membrane was made of 1.5% agarose with 5
and 10% of HMIP, 10% membranes sorption up to 1.3 times more saccharin than 5%
membranes. The influence of factors, pH (5 and 9) and ionic strength (0.01 and 0.1
mol / L of NaNO3), in the sorption of saccharin on the binding membrane to reproduce
the surface water conditions were studied by a multivariate analysis. Using a 22
factorial design with triplicate at the central point, the optimum sorption conditions
obtained were ionic strength of 0.01 mol L't and pH 7. Experiments were carried out to
evaluate and optimize the saccharin desorption of the binding membranes, the
conditions that maximize the saccharin mass extracted were: 3 consecutive elution, 3
mL solvent (Methanol/Acetonitrile 3:1 (v/v), pH 5) and 20 minutes of sonication. From
the results obtained, it's possible to conclude that the future application of these
membranes with immobilized HMIP as binding membrane in passive samplers (DGT)
for the sampling of saccharin in surface water presents itself as a promising alternative,
since it combines both the advantages of DGT technique and the high selectivity of
HMIP.

Keywords: Passive water sampler, DGT, MIP, Saccharin.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Sacarina

A sacarina (SAC), Figura 1, € o edulcorante artificial mais antigo e o segundo
mais empregado no mundo em medicamentos, bebidas e alimentos dietéticos devido
ao seu baixo preco e alto poder adocante, 400-500 vezes maior que a sacarose. No
sentido de amenizar seu gosto residual amargo, a sacarina € geralmente associada a
outros edulcorantes artificiais na sua formulacéo comercial (FATIBELLO-FILHO et al.,
1996; PRAVEENA; CHEEMA; GUO, 2019). Os estudos acerca da toxicidade da
sacarina ainda sao controversos, apesar do composto aumentar a incidéncia de
cancer na bexiga em roedores, esses mesmos efeitos ndo sao observados em seres
humanos (WEIHRAUCH; DIEHL, 2004). Segundo a OMS, a dose diaria maxima
permitida de sacarina e seus sais de calcio, sodio e potassio € de 5 mg/kg de peso
corpéreo.

Quando consumida, a sacarina ndo € completamente metabolizada pelo corpo
humano, sendo excretada de forma inalterada (ARBELAEZ et al., 2015). Pesquisas
atuais indicaram que essa substancia vem sendo encontrada numa faixa de
concentracdo de ng-ug Lt em aguas superficiais, residuais e subterraneas ao redor
do mundo, principalmente devido a sua alta estabilidade (ARBELAEZ et al., 2015;
SCHEURER; BRAUCH; LANGE, 2009; TRAN et al., 2014; VAN STEMPVOORT et al.,
2011). Tal constatacédo pode, dentre outros aspectos, indicar tratamento inadequado
e/ou aporte ilegal de esgoto (RICHARDSON; TERNES, 2018).

NH
/

1N

Figura 1: Estrutura Molecular da Sacarina

1.2. Sacarina como Contaminante Emergente de Aguas
O consumo dos edulcorantes artificiais vem crescendo, devido a busca de estilos
de vida mais saudaveis, para controle do peso a partir de dietas, controle da diabetes
e prevencao da carie dentaria, dessa forma, esses compostos tém sido inseridos e
detectados em diferentes matrizes aquaticas (ARBELAEZ et al., 2015). Os adocantes
1



artificias, incluindo a sacarina, ainda nao estdo incluidos nos programas de
monitoramento de qualidade das aguas e também néo existe tratamento especifico
para essas substancias, o que motivou sua recente inclusdo no rol dos novos
contaminantes emergentes de aguas (KOKOTOU; ASIMAKOPOULOS; THOMAIDIS,
2012; PRAVEENA; CHEEMA; GUO, 2019).

Se denominam contaminantes emergentes uma grande quantidade de
compostos (adocantes artificiais, farmacos, pesticidas, drogas ilicitas, horménios,
produtos de higiene pessoal, entre outros) que tém sido detectados em diferentes
matrizes aquaticas e ambientais, sendo eles tanto de origem antropica quanto de
ocorréncia natural (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). Dessa maneira, 0
conhecimento dos riscos ao ecossistema associados a exposi¢cao desses compostos
gue ainda nao estdo contemplados nas legislacfes vigentes tem sido foco de varios
estudos no Brasil (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

A maioria dos métodos analiticos desenvolvidos para a determinacdo de
adocantes artificiais focam em matrizes alimenticias, nas quais as concentracdes
desses compostos sdo elevadas (mg L) (ORDONEZ et al., 2012). Um dos maiores
desafios no estudo de contaminantes emergentes em aguas superficiais é a dispersao
do analito nesses corpos aquaticos, sendo necessarias etapas de preparo de amostra
para adequar suas concentracdes aos limites de quantificagcdo dos instrumentos
analiticos disponiveis. Os objetivos do preparo de amostra englobam a remocao de
potenciais interferentes (clean-up), a pré-concentracdo, a extracdo do analito da
matriz e quando necessario a conversao do analito em uma espécie mais adequada
para deteccdo (TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2010).

A extracdo em fase soélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) € uma das
técnicas de preparo de amostra mais aplicadas nesse intuito, na qual a amostra é
percolada através de uma fase sélida adsorvente que retém o analito para posterior
eluicdo e deteccdo, possibilitando também procedimentos de pré-concentracéo
(ORDONEZ et al., 2012). A SPE demanda muito tempo de bancada, devido a
necessidade da otimizagdo dos parametros envolvidos para se obter um método
robusto e reprodutivel. Além disso, quando etapas de pré-concentracdo sao
necessarias, grandes volumes de amostra devem ser coletados para se atingir
concentragdes mensuraveis (RICHARDSON; TERNES, 2018; TURIEL; MARTIN-
ESTEBAN, 2010).



A amostragem € outra etapa importante na analise de contaminantes
emergentes, a qual geralmente é feita pontualmente, mas essa etapa pode propagar
mais erros na andlise quimica, visto a necessidade de se submeter a amostra coletada
a elaboracdo de uma sub-amostra, amostra laboratorial e ainda preparo de amostra,
e essa grande quantidade de etapas podem levar a contaminacéo da amostra, a perda
e/ou alteracdo do analito, resultando em uma incerteza consideravel no resultado
analitico (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES, 2012). Além disso, esse tipo de amostragem
fornece apenas a concentracdo do analito momentdnea e muitas vezes a
concentracdo de um poluente varia com o tempo. Uma alternativa para essas
dificuldades encontradas seria aumentar a frequéncia de amostragem ou instalar
sistemas de amostragem automatica, porém esses sistemas sdo de alto custo e
raramente sdo aplicados em sistemas amplos de monitoramento (VRANA et al., 2005).

Outra alternativa promissora como ferramenta para determinar uma ampla
variedade de contaminantes de aguas € a amostragem passiva, ja que nesse tipo de
amostragem o analito é coletado in situ sem afetar as propriedades do corpo aquaético.
(CHEN, C. E.; ZHANG; JONES, 2012; CHEN, W. et al., 2017; VRANA et al., 2005).
Essa técnica baseia-se no fluxo livre das moléculas do analito do meio amostrado para
o0 meio de coleta devido a formacédo de um gradiente de concentragcédo do analito entre
os dois meios, o fluxo do analito de um meio para outro continua até o equilibrio
quimico do sistema ser estabelecido ou até a amostragem ser interrompida, a
amostragem ocorre sem a necessidade de nenhuma fonte de energia além do
potencial quimico (GORECKI; NAMIENIK, 2002; VRANA et al., 2005).

1.3. Amostragem Passiva e DGT

A amostragem passiva € uma técnica in situ que acumula de forma seletiva
compostos labeis para posterior quantificacdo em laboratério, fornecendo uma
concentracdo meédia ponderada no tempo (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES, 2012).
Essa técnica permite pré-concentrar o analito, aumentar a sensibilidade, reduzir e/ou
eliminar interferéncias de matriz e economizar tempo e consumo de solventes (CHEN,
W. et al., 2017). Dependendo do tipo de amostrador, a massa acumulada indica a
concentracdo do contaminante na qual o amostrador esta em equilibrio com o meio

ou a concentracdo média ao longo do tempo de exposicdo (VRANA et al., 2005).



Alguns exemplos de amostradores passivos utilizados para o monitoramento de
contaminantes incluem os dispositivos baseados em Membranas Semipermeaveis
(SPMDs, do inglés Semi-permeable Membrane Devices) que se baseiam na difusao
de compostos organicos e hidrofobicos dissolvidos e ndo ionizados; e o0s
Amostradores Integrados para Compostos Orgéanicos Polares (POCIS do inglés Polar
Organic Chemical Integrative Sampler) que séo usados para monitorar contaminantes
hidrofilicos, como pesticidas, esteroides, horménios, antibiéticos etc. (VRANA et al.,
2005). Apesar destes dispositivos serem eficientes, calibracbes prévias sao
necessarias ja que a taxa de amostragem do analito pode variar com mudancas no
fluxo da agua, turbuléncia, temperatura e acumulo de sélidos na superficie do
amostrador (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES, 2012; HARMAN; ALLAN;
VERMEIRSSEN, 2012; VRANA et al., 2005).

Dentre a gama de amostradores passivos, a técnica de difusdo em filmes finos
por gradiente de concentracdo (DGT, do inglés Diffusive Gradients in Thin-films), vem
sendo extensivamente aplicada devido a sua vantagem de dispensar calibragéo e ser
praticamente independente das condi¢bes hidrodindmicas do ambiente aquéatico
(CHEN, C. E.; ZHANG; JONES, 2012). A maioria dos estudos aplicando o DGT foram
desenvolvidos para determinacdo de metais, nutrientes e outros compostos
inorganicos, sendo sua aplicagdo para compostos organicos (0-DGT) introduzida por
Chen et. al em 2012 na amostragem de antibiéticos (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES,
2012). Desde entdo, a aplicacdo dos o-DGT para a amostragem de contaminantes
emergentes vem recebendo maior interesse.

O amostrador DGT (Figura 2) € um dispositivo robusto de plastico que consiste
em uma camada de difusdo e uma camada de ligacdo (DONG et al., 2014), por onde
ocorre o mecanismo de transferéncia de massa por diferenca de concentracdo. De
acordo com a primeira lei de difusdo de Fick, o analito migra de uma regido mais
concentrada a partir da camada de difusdo, composta por um filtro protetor (a) e uma
membrana difusiva (b), para uma regido mais diluida, a camada de ligacéo (c), onde
se acumula. Assim, o gradiente de concentracdo estabelecido gera um fluxo de
espécies quimicas que entra em equilibrio e estabiliza a concentracdo por toda
extensdo da solucdo. Essa técnica despensa calibragéo devido ao fato da difusdo do
analito ser resultante apenas do gradiente de concentracdo (ZHANG; DAVISON,
1999).



Figura 2: Esquema do dispositivo de DGT: (a) filtro protetor (b) membrana difusiva (c) membrana de
ligacéo

A Figura 3 ilustra a estrutura e o principio do amostrador DGT, na qual Cp
descreve a concentracdo do analito no interior da solucdo; Ag é a espessura da
camada de difusdo, e & é a espessura da camada limite de difusdo DBL (do inglés,
diffusive boundary layer). Uma fina camada formada entre a superficie sélida da
camada difusiva do DGT e o interior da solucéo, a velocidade tangencial varia de um
alto valor no interior da solucao para nula na superficie do dispositivo, e o transporte
de massa € controlado apenas pela difusdo molecular (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES,
2012; ZHANG; DAVISON, 1995). A espessura da DBL depende da velocidade do fluxo
da &gua, podendo afetar a amostragem, para minimizar esses efeitos a espessura da
camada difusiva Ag deve ser muito maior do que a espessura d (CHEN, C. E.; ZHANG;
JONES, 2012; ZHANG; DAVISON, 1999).
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Figura 3: Principio e estrutura do DGT, adaptado de Chen et al. (CHEN, C. E.; ZHANG; JONES,
2012)

Nesse contexto, fica claro que a escolha de um adsorvente seletivo e com alta
capacidade de sor¢cdo, para compor a membrana de ligacdo, € fundamental para
garantir a sorcdo linear dos analitos nos dispositivos DGT a longo prazo sem a
saturacao da fase adsorvente (CUI et al., 2020). Muitos adsorventes foram relatados
para a determinagédo de contaminantes emergentes empregados como fases ligantes
em o-DGT, dentre estes estado inclusos C18, XAD-2, XAD-18, carvao ativado e géis a
base de HLB (CUI et al., 2020). Entretanto, esses adsorventes sdo geralmente
aplicados para extracdo de classes de compostos e ndo para moléculas especificas,
0 que acaba proporcionando a co-extracdo de interferentes, incluindo matéria
organica dissolvida nas matrizes aquaticas, que podem saturar a membrana de
ligagdo no amostrador (CUI et al., 2020). Dessa maneira, o uso de fases solidas mais
seletivas, como os Polimeros Molecularmente Impressos (MIP) pode aprimorar a
separacédo do analito do meio pela formacéo de interacdes especificas e seletivas com
o analito alvo (DONG et al., 2014).

1.4. Polimeros Molecularmente Impressos
Polimeros Molecularmente Impressos sdo materiais sintéticos com sitios de

reconhecimento especifico, complementares ao analito alvo (template ou molécula
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molde, MM) em tamanho, formato e grupos funcionais. A seletividade inerente ao MIP
advém da sintese do polimero exclusiva para a MM de interesse (PICHON; CHAPUIS-
HUGON, 2008; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN, 2010).

Os sitios seletivos para a MM séao formados a partir de uma complexacao
reversivel entre a MM e um monémero funcional (MF), Figura 4, utilizando um agente
de ligacdo cruzada (ALC) para o controle da morfologia do polimero e estabilizacéo
dos sitios de ligacdo e um iniciador radicalar (IR) para iniciar e manter a reacao de
polimerizacao a partir de radicais livres. A sintese ocorre em solvente porogénico que
deve ser capaz de solubilizar os reagentes da sintese, mas néo interferir na interacao
MM-MF. Uma vez formado o polimero, a MM é extraida formando entdo cavidades
tridimensionais de ligacéo especifica e reversivel para a MM (FIGUEIREDO; DIAS;
ARRUDA, 2008; PICHON; CHAPUIS-HUGON, 2008; TARLEY; SOTOMAYOR;
KUBOTA, 2005). Concomitante a sintese dos MIPs é realizada a sintese do polimero
controle, NIP (do inglés, Non Imprinted Polymer), a qual envolve o mesmo

procedimento da sintese do MIP sem adi¢do da MM.

Mondémero
funcional
A Ee

Complexagao d Polimerizag ao /

»

o

’ * Extragao

Molécula
modelo Nova ligagao Sitio

4 > / : 4 “seletivo

.
//////

Figura 4: Esquema genérico da sintese do MIP (FIGUEIREDO; DIAS; ARRUDA, 2008)

Existem varios métodos de sintese dos MIPs, sendo o método em “bulk” ou bloco
0 método de preparo universal devido a sua simplicidade, porém o polimero obtido
por esse tipo de sintese geralmente apresenta particulas de tamanhos e formatos
irregulares, gerados pela maceracdo do bloco formado que também pode destruir
parte dos sitios de interacdo especifica. Dessa forma, outros métodos de preparo dos
MIPs foram empregados em substituicdo a sintese em bulk, neles estdo incluidos a
polimerizacdo por suspensdao, precipitacdo e polimerizagdo sobre a superficie de um
suporte solido (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).



Devido a alta seletividade e versatilidade dos MIPs, esses compostos vém sendo
aplicados em varios campos de estudo, como por exemplo na biologia, na medicina,
na quimica ambiental e forense, em processos de extracdo como a Extracao em Fase
Solida Molecularmente Impressa (MISPE) (ZAIDI, 2017), e também como adsorvente
em amostradores 0-DGT para a determinacdo de contaminantes emergentes de
aguas (DONG et al., 2014).

O MIP utilizado nesse trabalho foi um MIP hibrido (HMIP) sintetizado por
suspensao, a qual consiste em uma polimerizacédo heterogénea baseada na formacéao
de uma suspensdo contendo 0s reagentes da sintese em uma fase continua,
geralmente agua. Desta forma, h4 formagéo de particulas menores, esféricas e
homogéneas (PICHON; CHAPUIS-HUGON, 2008). MIP hibridos (HMIPs) tém
ganhado destaque devido a sua compatibilidade com diferentes matrizes, decorrente
de suas caracteristicas organicas e inorganicas (CASARIN et al., 2017), sdo formados
materiais porosos com alta permeabilidade, excelente resisténcia mecanica,
caracteristica dos esqueletos de silica, e tém boa tolerancia a solventes organicos,
esse tipo de sintese € possivel utilizando um MF hibrido previamente sintetizado (YAN
et al.,, 2014). Esse HMIP foi escolhido para ser aplicado como fase ligante em
membranas de ligacdo de amostradores DGT com a finalidade de aliar as vantagens
da técnica DGT, como a capacidade de pré-concentrar o analito e obter uma
concentracdo média ponderada no tempo, com as caracteristicas descritas acima do
HMIP sintetizado por suspenséo.

Essa abordagem foi explorada pioneiramente nos estudos de Dong e
colaboradores em 2014, esses pesquisadores aplicaram um MIP para adsor¢ao de 4-
clorofenol, um poluente organico potencialmente carcinogénico, como adsorvente em
um gel de poliacrilamida e utilizando uma membrana de nylon como camada difusiva.
Foi feito o monitoramento desse poluente em aguas residuais industriais néo tratadas
de uma fabrica de produtos quimicos, foi possivel detectar concentracbes desse
composto de 4,6 + 0,5 mg L, obtidas a partir do tempo de difusdo e da massa do
analito acumulado na membrana de ligagdo (DONG et al., 2014).

Um dispositivo DGT utilizando MIP para o antibiético ciprofloxacina como
membrana de ligagéo para a amostragem seletiva in situ também foi investigado por
Li e colaboradores, no qual foi possivel estimar as concentracdes desse antibiotico

em Aaguas superficiais em 0,52 + 0,3 ug L, com recuperacdes de 96,1-102,0% (LI et
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al., 2018). Cui e colaboradores ampliaram a aplicacdo de membranas de ligacdo
contendo MIP em dispositivos 0-DGT, amostrando 20 antibidticos pertencentes a 2
classes diferentes, fluoroquinolonas e sulfonamidas, foi possivel detectar 3
sulfonamidas em efluentes de uma estacdo de esgoto (ETE) com concentracdes
variando de 25,50 a 117,58 ng L, valores consistentes com os resultados obtidos
pela amostragem pontual, demonstrando que MIP-DGT € uma ferramenta eficiente
para o monitoramento de antibiéticos em nivel tragco (CUI et al., 2020).

Cabe salientar que o uso de MIP em o-DGT é muito recente e existe uma
guantidade limitada de trabalhos aplicando esse tipo de abordagem. Dessa forma, a
aplicacdo de MIP em membranas de ligacdo para a SAC é promissora e inovadora, e
ndo existe até os dias atuais nenhum trabalho publicado na literatura para a

determinacao de nenhum composto da classe dos edulcorantes artificiais.



2. OBJETIVOS

Diante do contexto apresentado, o0 objetivo principal desse trabalho foi a
confeccdo de uma membrana de ligacdo de HMIP para futura aplicacdo em um
dispositivo de amostragem passiva 0-DGT para a extracdo e determinacado de SAC
em aguas superficiais. O HMIP sera imobilizado em agarose e um gel de agarose sera
usado como membrana difusiva.

Os objetivos especificos descritos nesse presente trabalho de conclusdo de
curso envolvem os estudos das condicfes adsortivas e dessortivas da membrana de
ligacdo na sorcdo de SAC, a partir do cumprimento das seguintes metas:

—  Confeccionar as membranas difusiva e de ligacao;

- Investigar as condi¢cdes adsortivas da membrana de ligagéo a partir de
diferentes proporgdes de HMIP imobilizadas na membrana de ligagéo;

—  Otimizar as condicdes de pH e forca ibnica para a sor¢do de sacarina a
partir de um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central.

- Determinar as varidveis de dessorcdo nas membranas de ligacao:
solvente de dessorcao, pH de dessorc¢éo, volume do solvente de dessorcéo,

namero de elui¢cdes e tempo de dessorcéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes Quimicos

= Metanol, Tedia grau HPLC 99,9%;

= Sacarina, Sigma Aldrich 98%;

= Acido Cloridrico, Bio-Grade 37%;

» Hidroxido de Sédio, Sigma Aldrich 98%;

= Agarose, UltraPure;

= Nitrato de Sodio, Cromoline 99%;

= Acetonitrila, Tedia grau HPLC 99,9%;

= HMIP sintetizado previamente pelo grupo de pesquisa AQQUA (DOURADO et al.,

2021) por suspensao.

3.2. Equipamentos

» Balanca analitica (Shimadzu, precisédo 0,0001 g);

= Banho ultrassoénico (Ultra Cleaner 1400);

» Agitador de Frascos com Movimento Orbital (Ethik Technology);

» Centrifuga de bancada (Kinddly, KC5, velocidade maxima 4.000 rpm);
= Capela de Fluxo Unidirecional Laminar vertical (Veco);

= Concentrador com fluxo de N2 (Tecnal, TE-019);

» Homogeneizador Hematoldgico (Labor, modelo SP 260H SP);

= Amostrador passivo DGT.

3.3. Condicdes do Método Cromatogréfico

Para separacdo dos compostos foi utilizado um cromatégrafo HPLC (Shimadzu,
PerkinElmer) composto por uma bomba de alta pressao, modelo LC-20AD; Detector
Flexar PDA; valvula de injegao (alga de amostragem de 20 uL); Software Chromera,
verison 3.4.0.5712; com uma coluna cromatografica (Bownlee Analytical, C18
didmetro médio de 5 ym, 250 x 4,6 mm, PerkinElmer).

A separacdo cromatogréfica aplicada nesse trabalho foi estabelecida
anteriormente (DOURADO et al., 2021) e consistia em uma corrida cromatografica
isocratica com fluxo de 0,8 mL min* de fase mével tampéo fosfato pH 4 e acetonitrila
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95:5 (V/V) de 0-15 min, a SAC foi quantificada na regido do ultravioleta (UV) em 190

nm.

3.4. Procedimentos Experimentais

3.4.1. Confeccéo das Membranas Difusivas de Gel de Agarose

As membranas difusivas para o-DGT foram confeccionadas em uma propor¢ao
de 1,5% (m/V) baseado em trabalhos da literatura utilizando o-DGT para a
amostragem de antibiéticos (CHEN, C. E. et al., 2013; CHEN, C. E.; ZHANG; JONES,
2012) com algumas adaptacdes. Foram dissolvidos 0,18 g de agarose em 12 mL de
agua ultrapura (Milli-Q), essa mistura foi aquecida em forno microondas até a total
dissolucéo da agarose percebida quando a solugéo se tornasse limpida. A solucao foi
vertida, com o auxilio de uma micropipeta, entre placas de vidro pré-aquecidas na
estufa contendo espacadores de espessura 0,8 mm e deixada na capela de fluxo
laminar até atingir a temperatura de gelificacédo, de 2-3 horas. Apoés o resfriamento, o
gel de agarose foi seccionado em discos com diametro de 2,5 cm (Figura 5) os quais
foram imersos em uma solugdo de nitrato de sédio 0,05 mol L! e armazenados na

geladeira.

Figura 5: Membranas difusivas de gel de agarose

3.4.2. Preparacdo das Membranas de Ligacéo

Foram imobilizadas proporcbes de 5 e 10% (m/V) de HMIP no gel de agarose
1,5% (m/V) para a confeccdo das membranas de ligagcédo. A solucdo de agarose foi
preparada de acordo com o item 3.4.1 e ap0s o aquecimento foram adicionados 0,6 e

1,2 g de HMIP, para as proporcdes de 5 e 10% (m/V) respectivamente, sob agitacao
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suave com um bastéo de vidro até a homogeneizacdo. A mistura foi vertida, com o
auxilio de uma micropipeta, entre placas de vidro pré-aquecida contendo espacgadores
de espessura 0,5 mm e deixada na capela de fluxo laminar até atingir a temperatura
de gelificacdo, de 2-3 horas. ApGs o resfriamento, o gel de agarose com HMIP
imobilizado foi seccionado em discos com diametro de 2,5 cm (Figura 6) os quais
foram imersos em uma solugdo de nitrato de sédio 0,05 mol L'! e armazenados na

geladeira.

Figura 6: Membrana de ligacdo antes e depois de ser seccionada

3.4.3. Estudo de Adsorg¢édo nas Membranas de Ligacao

Membranas de ligacdo contendo as proporgdes de 5 e 10% (m/V) de HMIP foram
adicionados separadamente a tubos Falcon de 15 mL contendo 10 mL de solugbes
de concentracdo variada de SAC (500; 1000; 1500 e 2000 ug L?) e forca i6nica de
0,01 mol L a partir de uma solugdo de NaNOs. Os procedimentos foram realizados
em triplicada para cada combinacéo de SAC e HMIP. Os frascos foram deixados sob
agitacdo em um homogeneizador hematologico por um periodo de 96 horas e as
solucdes foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm e filtradas através de uma
membrana de PFTE 0,22 um. A concentracao de SAC remanescente no sobrenadante
de adsorcao foi determinada por HPLC-UV segundo o método descrito no item 3.3.

3.4.4. Planejamento Fatorial com Triplicata no Ponto Central
Foram estudadas de maneira multivariada a influéncia de dois fatores, pH (5 e 9)
e forca idnica (0,01 e 0,1 mol L1), na adsorcéo de SAC na membrana de ligacéo, que
13



é a resposta de interesse. Foi empregado um planejamento fatorial 22 com triplicata
no ponto central (PC). Assim os seguintes fatores foram determinados: (1) pH, (2)
forca ibnica. Os fatores foram estudados em dois niveis (-1 e +1) e o PC (0) foi
determinado em pH 7 e forca idnica 0,05 mol L? conforme a Tabela 1. Os 7
experimentos foram conduzidos de maneira aleatéria para a modelagem da superficie
de resposta.

As membranas de ligacdo foram imersas em 20 mL de solucédo 2000 ug L de
SAC em tubos Falcon de 45 mL que foram mantidos em agitacao orbital 100 rpm por
96 horas. O ajuste do pH foi realizado utilizando solu¢des diluidas de HCI e NaOH e
aferido com papel indicador universal, a forga iGnica foi empregada a partir da diluicéo
de uma solucao concentrada de NaNOs.

Tabela 1: Dados do experimento: matriz de planejamento 22 com triplicata no ponto central na
sua forma codificada

Fatores Niveis

-1 0 1

1-pH 5 7 9
2 - Forca l6nica 0,01 0,05 0,1
Ensaio 1 2
1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1

5 0 0

6 0 0

7 0 0

3.4.5. Estudos de Dessorc¢ao

Os estudos de dessorcdo foram conduzidos com o objetivo de otimizar as
condi¢cbes de eluicdo da SAC das membranas de ligacdo. Todos os experimentos
foram realizados adicionando 20 mL de solugdo SAC 500 pg Lt em pH 7 e forca i6nica
0,01 mol L%, empregada a partir de uma solucdo concentrada de NaNOs, em
Erlenmeyers de 250 mL contendo a membrana de ligacéo (10% HMIP, m/v), os quais

foram mantidos sob agitac&o orbital a 100 rpm por 7 dias.
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Os seguintes parametros de dessorcao foram estudados em sequéncia:

a. Tipo de solvente:

Apés a etapa de adsorcdo, foi realizada a dessor¢cdo de SAC com base nos
estudos de Chen et al (CHEN, C. E. et al., 2013). As membranas de ligacdo foram
transferidas para tubos Falcon no quais foram adicionados separadamente 3 mL dos
seguintes solventes: acetonitrila (ACN), metanol (MeOH), ACN/MeOH (3:1, v/v),
MeOH/ACN (3:1 v/v) e MeOH/ACN (1:1, v/v). Em seguida, a elui¢ao foi conduzida em
banho ultrassénico por 20 minutos. O procedimento foi repetido sequencialmente com
mais duas aliguotas de 3 mL, as porcdes de cada solvente foram combinadas e
completamente evaporadas utilizando concentrador com aquecimento em torno de
60~80 °C. O extrato seco foi redissolvido em 2 mL de agua ultrapura, filtrado através
de uma membrana de PFTE 0,22 um e por fim, a SAC dessorvida foi determinada por
HPLC-UV segundo o método descrito no item 3.3.

b. pH do solvente de dessorcao:

ApOs a selecdo do solvente de eluicdo mais adequado, foram realizados testes
variando o pH da solucéo de dessorgéo, foram avaliados os valores de pH 3,5, 7 e 9.

C. Volume do solvente de dessorcao

Em seguida foi avaliado o volume de solvente utilizado em cada aliquota de
dessorcéo, foram avaliados os valores de 1, 2, 3, 4 e 5 mL.

d. Tempo de dessorgéo

O tempo de equilibrio de dessorcao da SAC foi avaliado mantendo a solucdo em
banho ultrassénico por 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos.

e. Numero de eluicbes

Com as condi¢des otimizadas nas etapas anteriores, foram avaliados o nimero

de aliquotas de solvente de dessorcédo: 1, 2, 3 e 4 por¢des de solvente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas de ligacdo confeccionadas apresentaram aspecto uniforme e
homogéneo em relagéo a distribuicdo do HMIP (Figura 6), esse aspecto qualitativo
indica compatibilidade quimica e afinidade do polimero com o gel de agarose. O uso
de um MIP de natureza hibrida é vantajoso pela interacao e compatibilidade alta desse
material ndo somente com o gel de agarose, mas também com a matriz aquosa de
aguas superficiais na qual deseja-se aplicar a amostragem passiva DGT (YAN et al.,
2014).

4.1. Estudo de Adsorcédo nas Membranas de Ligacao

Esse estudo buscou avaliar o efeito da massa de HMIP nas membranas de
ligacdo em funcédo da quantidade de SAC adsorvida. As membranas contendo 10%
do HMIP adsorveram maior massa de SAC, resultando na retencdo de até 1,3 vezes
mais SAC que membranas com 5% (Figura 7), esse efeito era esperado devido a
guantidade de massa ser proporcional a quantidade de sitios de interacdo especifica
com o analito. Assim, os estudos subsequentes foram conduzidos utilizando

membranas com 10% da fase ligante.

Il 5% de HMIP
I10% de HMIP

Massa de SAC Adsorvida(ug)

500 1000 1500 2000
Concentracdo de SAC Adicionada (ug/L)

Figura 7: Grafico de adsorcao, concentragcao de SAC adicionada (ug L*) vs massa de SAC
adsorvida (ug).
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4.2. Planejamento Fatorial com Triplicata no Ponto Central

Para avaliar a viabilidade da aplicacao do gel de agarose com HMIP imobilizado
como membrana de ligagdo para extragdo de SAC no amostrador DGT foi necessario
estudar a adequacdo da membrana as condicfes quimicas presentes em matrizes
aguaticas. O pH de aguas naturais encontra-se situado na faixa de 5-9 e a forca ibnica
entre 0,01 mol L para &guas doces e 0,5 mol L para dgua do mar (CHEN, C. E.;
ZHANG; JONES, 2012). Diante dessas condi¢des, o desempenho de adsorc¢éo do gel
de ligacdo pode ser influenciado pelo ambiente onde sera aplicado. Como a matriz de
estudo é agua superficial natural, espera-se que a variacdo na forca idnica seja de
0,01 a 0,1 mol L e o pH de 5-9. Assim, esses valores foram estabelecidos como os
niveis dos fatores na otimizacdo multivariada. Os resultados do planejamento fatorial
serdo utilizados para determinar a interacdo entre o pH e a for¢a ibnica e como a
resposta (concentracdo de SAC adsorvida em mg L) depende desses fatores, ja que
o ponto central (média entre os dois niveis) possibilita a modelagem do sistema.

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Statistica®. Observa-
se no gréfico de Pareto (Figura 8) que ambos os fatores foram significativos na
adsorcao de SAC num nivel de 95% de confianca. O efeito pH (1) foi mais significativo
na adsorcdo de SAC, apresentando contribuicdo negativa para a resposta, ou seja,
guanto menor o pH maior a massa adsorvida. Propde-se que a complexagao entre a
SAC e a cavidade do HMIP se dé por ligacbes de hidrogénio (Figura 9) e para que
todos os sitios de interacdo da cavidade do HMIP estejam disponiveis é necessario a
protonacdo dos grupos amida advindo do APTES-MAA (pKa = 10,53), monbémero
hibrido utilizado na sintese do HMIP (DOURADO et al., 2021), dessa forma o pH deve
estar de acido a neutro. O fator forca idnica (2), teve efeito menos significativo e
contribuicdo negativa para a resposta, no nivel de confianca e faixa de concentracao
estudada, estima-se que pode estar relacionado a competicdo dos ions (Na* e NOz’)
com a SAC a partir de interacdes eletrostaticas com o HMIP, influenciando na sua
adsorcdo. Esse efeito ndo € tdo expressivo devido a alta seletividade do polimero
advinda da sua sintese. Além disso, nao teve efeito significativo na interagdo dos dois

fatores (1) e (2) devido a natureza neutra do sal NaNOs.
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Figura 8: Grafico de Pareto dos Efeitos dos Fatores Estudados
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Figura 9: Cavidade do HMIP proposta (DOURADO et al., 2021)

Assim, pode-se observar também a partir da superficie de resposta plotada na
Figura 10, que o ponto de maior adsorcdo da SAC nas membranas de ligacao
compreende a faixa de pH 5-7 e de forca i6nica 0,01-0,1 mol L%, Foi escolhido o ponto
inferior (1) de forca idnica e o PC (0) de pH como ponto 6timo de adsorgédo que sera
utilizado nos estudos subsequentes. Apesar da adsorcdo de SAC estar mais
favorecida em pH acido, devido a maior quantidade de sitios de interacdo especifica
disponiveis, foi preferido escolher pH neutro (7) para melhor adequacéo as condi¢des
de pH e forca ibnica das aguas naturais doces nas quais sera aplicado a amostragem

passiva DGT.
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Figura 10: Superficie de resposta do planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central de
adsorcéo de SAC
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4.3. Estudos de Dessorc¢éo

Assim como € importante que a membrana de ligacdo tenha uma alta capacidade
de sor¢do do analito, € necessario também estudar a dessor¢édo dessa substancia da
fase ligante de forma a maximizar o fator de eluicdo e a recuperacdo do analito. A
mistura dos solventes MeOH/ACN (3:1, v/v) foi a que obteve uma maior recuperacao
de SAC (Figura 11), sendo capaz de desestabilizar e quebrar as interacdes entre a
SAC e os grupos funcionais nas cavidades do HMIP, das quais se dao principalmente
por ligacdes de hidrogénio (DOURADO et al., 2021).

A forca de eluicdo de um solvente €° é um conceito que descreve o equilibrio
entre o soluto, o sorvente e o solvente, que também possibilita quantificar a polaridade
de um solvente (KACZMARSKI; KOWALSKA; PRUS, 2003). A partir do valor da forga
de eluicdo de um solvente, pode-se escolher solventes que sdo misciveis entre si, que
irdo possuir menor efeito de inchaco no material e que facilitara a transferéncia de
massa da espécie adsorvida (SIMPSON, 2000). De acordo com a série eluotropica
examinada por Snyder (1968), os valores de €° do metanol e da acetonitrila séo
respectivamente 0,95 e 0,65, ambos 0s solventes se encontram no topo da série
sendo comumente utilizados como solvente de eluicdo na SPE e em estudos
cromatograficos (SIMPSON, 2000). O metanol tem capacidade doadora e aceptora

de ligacao de hidrogénio, enquanto a acetonitrila, por ser um solvente aprotico, sé tem
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propriedades aceptoras (SIMPSON, 2000), dessa forma prop&e-se que o MeOH tenha
maior afinidade com a SAC formando ligacbes de hidrogénio que competem com 0s
sitios especificos do HMIP. Assim a mistura mais eficiente para a dessor¢éo de SAC,
a partir do efeito sinérgico entre os solventes, tem uma maior propor¢cdo de MeOH
(3:1, v/v). Além disso, estudos experimentais indicam que metanol e acetonitrila séo
misciveis em qualquer propor¢do e que a sacarina é altamente solivel em misturas
de qualquer proporcdo entre esses solventes numa ampla faixa de temperatura
(TONG et al., 2020).

2,5
2
Q
S 15
[¥)]
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Figura 11: Massa dessorvida de SAC em funcédo do solvente

O pH do solvente de dessorcao selecionado previamente que propiciou uma
maior recuperacdo de SAC foi o pH 5 (Figura 12). A mistura metanol/acido acético na
propor¢cdo 9:1 (v/v) € comumente utilizada para remover a molécula molde apos a
sintese do MIP, essa mistura ja foi utilizada como solvente de dessorcdo em
membranas de ligacao contendo MIP para a extracdo de 18 antibiéticos sendo obtidas
recuperacoes de 90-123% (CUI et al., 2020). Dessa forma espera-se que o metanol
em meio acido tenha alta capacidade de dessorver a SAC. Ja para a acetonitrila, em
um estudo publicado para extracdo de SAC em leite em p6 por SPE, esse solvente
acidificado com uma solugcdo de sulfato de amoénio (pH~5) também possui boa
performance na eluicdo com recuperacdes de 89-98% (HOU et al., 2019). Como
ambos solventes s&o bons extratores em meio acido, propde-se que a mistura em pH
acido (5) também tenha alta capacidade de dessorver a SAC das membranas de

ligacdo contendo HMIP.
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Figura 12: Massa dessorvida de SAC em funcao pH do solvente

Apos a definicdo do solvente que proporciona a maior dessor¢do de SAC das
membranas de HMIP (MeOH/ACN, 3:1 v/v, pH 5) foi estudado o niumero de replicatas
de dessorcao e o volume de cada aliquota de dessor¢éo. De acordo com a Figura 13,
a quantidade de SAC dessorvida aumenta com o aumento do volume das porg¢des do
solvente de dessorcdo até 3 mL, permanecendo praticamente constante apos esse
valor. Apds 3 replicatas de dessor¢cdo de 3 mL a massa recuperada também fica
inalterada (Figura 14). De forma a consumir menos solvente organico e menos tempo
de bancada, principalmente na etapa de evaporac¢éo do solvente, o uso de 3 aliquotas
de 3 mL do solvente de dessorc¢éao foi escolhido para os testes subsequentes.
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Figura 13: Massa dessorvida de SAC em funcao do volume da aliquota de dessorcao
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Figura 14: Massa dessorvida de SAC em funcao do nimero de replicatas de dessor¢éo

A Figura 15 mostra o efeito da massa de SAC dessorvida em funcdo do tempo
de contato com o solvente de dessor¢ao, resultando em uma maior quantidade de
SAC dessorvida com o aumento do tempo. Esse resultado era de acordo com o
esperado, devido aos processos que envolvem a quebra e a formagéo de ligacoes e
o deslocamento da SAC sorvida da membrana de ligacdo para a fase liquida. A partir
de 25 minutos a massa de SAC dessorvida comeca a decair, indicando provavelmente
gue o analito é sorvido novamente na fase solida. Como o tempo de 20 e 25 minutos
nao apresentaram diferenga significativa, foi selecionado 20 minutos de sonicagao
como o tempo padrdo na etapa de dessor¢cdo em comprometimento com o menor
tempo de bancada e alta quantidade de massa dessorvida.
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Figura 15: Massa dessorvida de SAC em fun¢&o do tempo de dessor¢éo
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Os resultados obtidos a partir da delimitacdo das condicbes de adsorcéao e
dessorcdo de SAC das membranas de adsorcdo contendo HMIP imobilizado,
mostraram a eficiéncia de usar esse polimero para a interacao especifica como fase
ligante na amostragem passiva desse analito. A maxima capacidade de sorcao foi
obtida com membranas de HMIP na proporcéo de 10% e, a partir de um planejamento
fatorial 22 com triplicata no ponto central, o ponto 6timo de adsorcdo obtido foi forca
idnica de 0,01 mol L* e pH 7. As condicGes que otimizaram a massa de SAC
dessorvida foram: 3 eluicdes consecutivas de 3 mL de solvente (Metanol/Acetonitrila

3:1 (v/v), pH 5) com 20 minutos de sonicacéo.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A aplicacéo de um MIP hibrido, como fase ligante para SAC, na confecgéo de
membranas de ligacéo para a aplicagdo em amostradores o-DGT foi realizada de
forma pioneira. Devido a alta seletividade do HMIP para SAC, esse polimero foi
escolhido como fase ligante a ser utilizado em dispositivo de amostragem passiva,
DGT. A dispersao do HMIP no gel de agarose foi eficaz devido a composic¢ao hibrida
desse polimero, que confere ao HMIP caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas. A
propor¢cdo de HMIP na membrana de ligacdo que apresentou maior capacidade
adsortiva foi a de 10% de polimero, o que proporcionou maior quantidade de material
com sitios habeis para interacdes especificas com a SAC, resultando na retencéo de
até 1,3 vezes mais SAC que membranas na proporcéo de 5%.

A melhor condicdo de adsorcdo, a partir de uma analise multivariada para
reproduzir as condi¢des das aguas superficiais, foi forca idnica de 0,01 mol Lt e pH 7,
na qual a forca ibnica e o pH nao indicam interferéncia no processo adsortivo da SAC
na fase ligante. Os estudos de dessorcao indicaram que o solvente mais adequado
para extrair a SAC das membranas de ligacao foi a mistura MeOH/ACN 3:1 (v/v) em
pH 5, verificou-se que trés eluicdes com 3 mL de solvente de dessorcdo com 20 min
de sonicacdo em cada eluicdo proporcionou uma maior massa de SAC dessorvida.

Dessa forma conclui-se que a aplicacao futura dessas membranas com MIP
imobilizado como gel de ligagdo em amostradores passivos (DGT) para a detecgao
de SAC em aguas superficiais apresenta-se como uma alternativa viavel, promissora
e inovadora. Devido a situacao atual da pandemia Covid-19, nao foi possivel concluir
todos os objetivos propostos para esse presente trabalho de conclusdo de curso, a
continuacao desse projeto sera inserida em projetos futuros do grupo de pesquisa.

Assim, as préximas fases desse projeto englobarao:

v' Determinacéo do fator de eluicdo e do coeficiente de difusao;

v' Ensaios em bancada com amostras de agua do Lago Paranoa para a
avaliagdo a interferéncia matriz no processo adsortivo da SAC no
amostrador DGT,;

v Aplicacdo do amostrador DGT in situ para a amostragem da SAC;

v’ Escrita e submissao de artigo cientifico.
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