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CAJAMARCA SUQUILA, Fabio Antonio. Sintese e emprego de [IP-RAM para pré-
concentragdo e determinacgdo on-line de ions Cu?* com simultanea excluséo de
proteinaem amostras de leite utilizando FIA-F AAS. 2019. 202 fls. Tese (Doutorado
em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

No presente estudo, polimeros impressos para Cu?*, baseados em poli(aliltioureia),
foram sintetizados em acetonitrila (ACN) [Cu?*-1IP@acn)] ou etanol (EtOH) [Cu?*-IIP
(EtOH)] e modificados com 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e albumina de soro bovino
(BSA) para avaliar a influéncia do solvente porogénico e a presenca dos modificadores
de superficie (acesso restrito) nas propriedades morfologicas, térmicas, texturais e
hidrofilicas dos polimeros. Também foi avaliado o desempenho dos polimeros frente
a pré-concentracdo e determinacdo on-line de ions Cu?* com simultanea excluséo de
proteina em sistema FIA-F AAS. A caracterizacdo dos polimeros foi realizada por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva de Raios X
(EDS), analise termogravimétrica (TGA), fisissorcdo de gas nitrogénio, efeito swelling,
molhabilidade e ponto de carga zero (PCZ). Constatou-se que o0s polimeros
sintetizados em ACN apresentaram maior porosidade e caracteristicas hidrofilicas em
comparacao com os polimeros sintetizados em EtOH e, como consequéncia, maior
capacidade de retencdo de ions Cu?*. Com base nos coeficientes de seletividade
relativa (k'), o l1IPacn) mostrou maior seletividade (k'™>1) em relacdo ao polimero ndo
impresso [NIP@cn)] na presenca de ions metalicos potencialmente competitivos com
a mesma carga e raio ibnico similar, confirmando assim o efeito da impressao quimica
criada durante a sintese do polimero IIP@acn). Verificou-se também que a presenca do
co-mondmero hidrofilico (HEMA) e da proteina BSA na superficie do IP@acn) diminui
acentuadamente a seletividade do polimero. Contudo, dentre os polimeros
sintetizados, o IIP-HEMA-BSAcn) foi 0 Unico polimero que apresentou capacidade
para reter ions Cu?* e excluir simultaneamente a proteina BSA em meio aquoso.
Assim, o IIP-HEMA-BSA@xcn)foi utilizado para o desenvolvimento de método analitico,
em gue, um planejamento fatorial completo 22 com ponto central em triplicata foi
empregado para determinar as condi¢des otimizadas da massa do polimero - MP
(50,0 mg), vazao de pré-concentracao - VP (7,6 mL min‘? e concentracao do eluente
- CE (1,0 mol L1) para a pré-concentragdo de ions Cu?*, fixando o pH em 4,50. A
capacidade maxima de adsorcao (gsat) do polimero em condi¢des dindmicas e a pré-
concentracdo/determinacdo de ions Cu?* foram avaliadas na auséncia e presenca de
BSA (0,5 e 1,5 g L'') em meio aquoso, bem como na presenca de ions comumente
encontrados em amostras de leite. O método analitico forneceu uma curva analitica
variando de 3,6 a 100,0 ug L, fator de pré-concentracdo de 24 vezes, limite de
deteccdo e quantificacdo de 1,1 e 3,6 ug L, respectivamente, eficiéncia de pré-
concentracdo de 9,1 min', indice de consumo de 0,83 mL e frequéncia analitica de
20 hl. A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade intra-dia (n =
10) e inter-dia (n = 2), enquanto a exatiddo foi avaliada por meio do teste de
adicdo/recuperacéo de solucdo padrdo de Cu?* em amostras de leite e também pela
digestdo acida das amostras com determinagdo por GF AAS, como técnica de
referéncia. A concentragéo de Cu encontrada em leite bovino foi 0,635 + 0,042 mg kg
1 de Cu, enquanto para leite de soja entre 0,048 + 0,008 e 0,094 + 0,005 mg kg de
Cu. De acordo com nosso conhecimento, o potencial do IIP-HEMA-BSA para extracao
de ions Cu?* a partir de amostras de leite, removendo o efeito de matriz e empregando
um minimo de pré-tratamento da amostra foi demonstrado pela primeira vez. Desta
forma, o método proposto pode ser considerado simples, rapido e de baixo custo
quando comparado com o método de digestédo acida assistida por micro-ondas.

Palavras-chave: Cobre. Aliltioureia. Co-monomero hidrofilico. Albumina do soro
bovino. Analise por injecao em fluxo acoplado a espectrometria de
absorcao atbmica com chama.



CAJAMARCA SUQUILA, Fabio Antonio. Synthesis and employ of IIP-RAM for on-
line preconcentration and determination of Cu?* lons with simultaneous protein
exclusion in milk samples using FIA-F AAS. 2019. 202 pp. Thesis (PhD in
Chemistry) - State University of Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

In the present study, imprinted polymers towards Cu?* based on poly(allg/lthiourea)
were synthesized in acetonitrile (ACN) (Cu?*)-1IPcn) or ethanol (EtOH) (Cu?*)-11PEton)
and modified with 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and bovine serum albumin
(BSA) to evaluated the influence of porogenic solvent and the presence of surface
modifiers (restrict access) on morphological, thermal, textural and hydrophilic
properties of the polymers, and their performance on the on-line
preconcentration/determination of Cu?* ions with simultaneous exclusion of protein in
FIA-F AAS system. Characterization of polymers was carried out by means of Fourier
transform infrared (FT-IR) spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM), energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS), thermogravimetric analysis (TGA), nitrogen
physisorption (textural data), swelling analysis, wettability measurement and
determination of point zero charge (PZC). It was noticed that the polymers synthesized
in ACN showed higher porosity and hydrophilic characteristics than the one
synthesized in EtOH, and as a consequence, higher Cu?* ions retention capacity.
Based on the relative selectivity coefficients (k '), the 1IP@acn) showed higher selectivity
(k>1) than the non-printed polymer [NIP@acn)] over a range of foreign metal ions with
same charge and similar ionic radius, thus confirming the imprinting effect created
during polymer synthesis. It was also found that the hydrophilic co-monomer (HEMA),
as well as the larger molecule BSA coating on IIP@xcn) decreases accentually the
selectivity of sorbent. Nevertheless, among the polymers synthesized, the IIP-HEMA-
BSAncn) was the only polymer that demonstrated great capability in promoting
simultaneously the sorption of Cu?* ions and exclusion of BSA protein in aqueous
solution. Thus, IIP-HEMA-BSAnxcn) was used for the development of the analytical
method, where a full factorial design 22 with a central point in triplicate and pH fixed at
4.50 was employed to found the optimized conditions of the polymer mass - PM (50.0
mg), preconcentration flow rate - PFR (7,6 mL min't) and eluent concentration - EC
(1.0 mol L?) for the Cu?* ions preconcentration. The maximum sorbent capacity (gsat)
of the polymer under dynamic conditions and the Cu?* ions preconcentration were
assessed in the presence and absence of BSA (0.5 and 1.5 g L) in an agueous
medium, as well as in the presence of ions commonly found in milk samples. The
method analytical features provided an analytical curve ranging from 3.6 to 100.0 ug
L1, preconcentration factor of 24-fold, limit of detection and quantification of 1.1 and
3.6 ug L, preconcentration efficiency of 9.1 min, consumption index of 0.83 mL and
sample throughput of 20 h't. The precision of the method was evaluated in terms of
intra-day (n = 10) and inter-day (n = 2) repeatability, whereas, the accuracy was
attested by Cu?* ions addition/recovery analysis and by analysis with GF AAS in
previously microwave-digested bovine and soy milk samples. The proposed method
was successfully applied to the copper determination in milk samples, requiring only
pH adjustment followed by the preconcentration step as sample pretreatment. Copper
content in bovine milk samples was 0.635 + 0.042 mg kgt while to soy milk samples
was between 0.048 £ 0.008 and 0.094 + 0.005 mg kg™. To the best of our knowledge,
[IP-HEMA-BSA potential for Cu?* ions extraction from milk samples, removing matrix
effect and employing minimal sample pretreatment was for the first time demonstrated.
The proposed extraction method stands out by being simple, fast and a low-cost
gnalytical strategy when compared to the conventional microwave-assisted acid
igestion.

Keywords: Copper. Allylthiourea. Hydrophilic co-monomer. Bovine serum albumin.
Flow injection analysis coupled to flame atomic absorption spectrometry.
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1.INTRODUCAO

Os metais tracos sao elementos ndo-biodegradaveis e nédo sintetizados pelo
homem, cuja concentragdo no solo, agua subterranea, plantas, entre outros é <
1,0 ug Lt ou pg kg [1,2].

O cobre (Cu), como elemento essencial, é requerido em baixas concentracdes
(micronutriente) para a realizacdo de algumas fungbes vitais nos seres Vivos,
principalmente no metabolismo de carboidratos e lipidios [3]. Este metal encontra-se
amplamente distribuido nos tecidos e ligado com as proteinas mediante o grupo tiolato
(R-SH) ou tioéter (R-S—R) formando as metaloproteinas. Assim, dependendo da
natureza da ligacdo Cu-S e da disposicdo geométrica nos locais ativos, podem-se
formar numerosas metaloproteinas com um ou mais atomos de Cu no local ativo,
desempenhando fun¢des bioldgicas especificas [4,5]. No Quadro 1 sdo apresentadas
as principais metaloproteinas de Cu com sua respectiva funcdo bioldgica e as

consequéncias no organismo pela deficiéncia deste elemento.

Quadro 1. Funcao biolégica das principais metaloproteinas de Cu e as consequéncias
no organismo pela deficiéncia de Cu.

Metaloproteinas
de Cu

Funcéo bioldgica

Consequéncias no organismo
pela deficiéncia do Cu

Superéxido
dismutase (SOD)

Impede a agao dos radicais
livres sobre a oxidacao de
lipideos

(estresse oxidante).

Produz uma maior oxidagdo dos
lipidios e as células oxidadas
aumentam o risco de contrair
cancer e doencas cardiacas.

Citocromo
oxidase

Transporta elétrons durante
a respiracdo aerbbica para
reduzir o O2 em duas
moléculas de agua.

Transtornos no metabolismo
oxidativo.

Lisil oxidase

Responsavel pela ligacao
cruzada de colageno e
elastina, que sdo essenciais
para a formacao de tecido
conjuntivo forte e flexivel.

Fraturas oOsseas, anormalidades
do esqueleto e osteoporose.

Tirosinase
(polifenoloxidase)

Enzima responsavel pela
sintese do pigmento
melanina, para protecao
contra O excesso de
exposicdo ao ultravioleta e
para a cor do cabelo, pele e
olhos.

Formagédo de manchas de pele,
melasmas.
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Ceruloplasmina |Essencial para absorcao e|Anemia.
transporte de ferro
necessario para a sintese
de hemoglobina;

Atua como armazenadora e
transportadora de Cu para
manter a homeostase

desse elemento.
Fonte: adaptada das referéncias [6,7]

Estima-se que o corpo humano adulto contém de 50,0 a 120,0 mg de Cu,
distribuidos no esqueleto e medula 6ssea (46,0 mg), hos musculos esqueléticos (26,0
mg), no figado (10,0 mg), no cérebro (8,8 mg) e no sangue (6,0 mg), nos eritrocitos
(0,9 a 1,0 ug mL?) e no plasma (0,8 a 1,2 ug mL™) [6,8]. No entanto, como o corpo
humano ndo pode produzir Cu, deve obté-lo a partir de alimentos ou suplementos
dietéticos, entre eles o leite bovino, chocolate, figado animal, crustaceos, moluscos,
legumes verdes, frutos secos e nozes, sendo mais biodisponivel em carnes do que
vegetais [9].

Desta forma, o Cu pode estar presente nos alimentos de forma natural ou como
resultado da contaminacéo proveniente da agua e/ou solo utilizados nos processos
de producao e processamento, assim como das embalagens de armazenamento [10].
O Cu pode estar exposto no meio ambiente por fontes naturais (atividade vulcénica)
e antropogénicas (mineralizagdo, descarga de residuos industriais, combustdo de
combustiveis fosseis, fertilizantes fosfatados, entre outros) e pode ser absorvido pelos
vegetais e animais, provocando a biomagnificacdo e intoxicacdo ao longo da cadeia
alimentar [11]. Entretanto, em niveis excessivos no corpo humano, o Cu tende a se
bioacumular em diferentes 6rgaos (figado, cérebro e outros 6rgaos vitais) causando
efeitos adversos na saude, como a doenca de Wilson, a cirrose da infancia indiana ou
a toxicose idiopatica do Cu [12].

Com base no exposto, legislagbes nacionais e internacionais estabeleceram
valores de ingestdo diaria recomendada (IDR) com intuito de proteger a saude
humana, uma vez que a cadeia alimentar é a fonte primaria de exposi¢cdo ao Cu nos
seres humanos. Além disso, foram preconizados niveis maximos de concentracao de
Cu em alimentos, bem como na agua e no solo usados nos diferentes processos
inerentes para a producao e processamento dos mesmos. Entre esses alimentos,

encontra-se o leite bovino e seus derivados (produtos lateos) por serem amplamente



25

consumidos por lactantes e criancas devido a que s&o produtos de alto valor
nutricional (minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais e acidos graxos) na dieta
humana.

O Codex Alimentarius JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives) administrado pela Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacéo (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) e pela
Organizag¢do Mundial da Saude (WHO, World Health Organization) [13] estabeleceu
que a ingestdo diaria recomendada (IDR) de Cu deve ser de 0,5 - 0,7 mg kg p.c./dia
(peso corporal por dia) para lactentes (até 6 meses de idade) e 2,0 - 3,0 mg kg
p.c./dia para adultos, enquanto, o regulamento da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) adotou os valores de IDR de 200,0 - 220,0, 340,0 - 440,0 e 900,0
ug por dia de Cu para lactentes, criancas e adultos, respectivamente [14].

Com relacdo aos niveis maximos de concentragdo de Cu em alimentos, o
Ministério da Saude, por meio da Portaria 685 de 1998 do Ministério de Saude
(Secretaria de Vigilancia Sanitaria), estabeleceu 2,0 mg kg para alimentos que
contem lactose [15], enquanto, 0,3 e 0,6 mg kg foram estabelecidos pela Agéncia de
Registro de Substancias e Doencas Toxicas (ATSDR) e pela Organizacdo de
Comeércio Exterior do Japdo (JETRO), respectivamente [12,16].

Da mesma forma, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, United States Environmental Protection Agency) [17] e a Organizacao
Mundial da Saude (WHO, World Health Organization) [18] estabeleceram 1,3 e 2,0 mg
L, respectivamente, como o nivel maximo de concentracdo de Cu para agua potavel,
usada na producéo de alimentos. O Conselho Nacional do Meio Ambiente do Brasil
(CONAMA) adotou 9,0 e 13,0 ug Lt como valores maximos permitidos para o Cu
dissolvido em agua doce do tipo 1 e 3, respectivamente [19], 1,0 mg L* para efluentes
de qualquer fonte poluidora e 200,0 mg kg para solos destinados a producéo agricola
[20,21]. Assim, torna-se cada vez mais necessario realizar o monitoramento continuo
deste metal em amostras de alimentos, especificamente no leite bovino e produtos
lateos.

Atualmente, diversas técnicas analiticas sdo empregadas para a deteccao e
quantificacdo de Cu em amostras de leite bovino. Dentre elas, a espectrometria de
emissao oOptica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES) [22-24], a
espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS)

[25], a espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GF AAS) [26,27], a
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espectrometria de absorcao atdmica com chama (F AAS) [11] e a espectrometria de
absorcdo atdmica com forno tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS) [28].

Embora o ICP OES, ICP-MS, GF AAS e TS-FF-AAS sejam altamente sensiveis
e seletivas para a determinacao direta do Cu em amostras de leite bovino, essas
técnicas sofisticadas possuem altos custos de aquisicdo e manutencdo e, em geral,
ndo estdo disponiveis em muitos laboratérios de pesquisa. Assim, a técnica F AAS
torna-se mais atrativa para este proposito. No entanto, a determinacao direta de Cu
em amostras de leite bovino pelo F AAS é limitada, ndo apenas pela baixa
concentragdo do Cu (< ug L), mas também devido ao forte efeito de matriz.

Desse modo, as amostras de leite bovino devem ser submetidas a
procedimentos de pré-tratamento baseados em digestdo acida assistida por micro-
ondas, com evaporacdo do acido, seguido de etapas de pré-concentracdo para
viabilizar a analise e conferir aumento na detectabilidade do F AAS, fornecendo baixos
limites de deteccdo. Os métodos de pré-concentracdo mais utilizados na
determinacao de Cu por F AAS em leite bovino sao a extracao por ponto nuvem (CPE)
[29] e extracdo em fase solida (SPE) [11,30-32]. No entanto, a SPE € a mais popular
devido as suas vantagens, incluindo a simples operacao, baixo consumo de solvente,
facil combinacdo com diferentes técnicas de deteccdo, além da ampla gama de
materiais que podem ser usados como adsorventes. Além disso, pode ser facilmente
acoplada a analise por injecdo em fluxo (FIA) para pré-concentracdo on-line, o que
permite a facil regeneracéo e reutilizacdo da fase solida, baixo volume de amostra,
facilidade de automacdo e maior frequéncia analitica [33]. Cabe salientar que
parametros como seletividade, capacidade de adsorcao e fator de pré-concentracao
dependem fortemente das propriedades do material adsorvente [34]. Outro ponto
importante, € que o0 adsorvente deve ser quimicamente estdvel para a sua
regeneracao e reutilizacao apos a etapa de eluicao.

Adsorventes como nanoparticulas de polidopamina com estrutura core-shell de
FesOa4 [11], resinas AG-1 X-8 e Chelex-100 [22], resina Amberlite XAD-4 modificada
com 1,8-diaminonaftaleno [26], casca de soja modificada [30], Aspergillus niger
imobilizadas sobre nanoparticulas de TiO2 [32] e silica gel imobilizada com o-vanilina
[35], tém sido empregados na SPE para pré-concentracdo de Cu em amostras de leite
bovino. Porém, esses adsorventes sao usados apos a digestdo acida do leite bovino
devido a reduzida capacidade que apresentam para excluir macromoléculas. Caso

contrario, a analise torna-se inviavel uma vez que a presenca de macromoléculas
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(proteinas) no leite bovino pode diminuir drasticamente a retencdo do Cu. Por outro
lado, os adsorventes mencionados possuem baixa seletividade e, consequentemente,
podem reter outros ions metalicos presentes no leite bovino e interferir no sinal
analitico durante a atomizacéo apos a etapa de eluicao.

Perante o exposto, com o intuito de melhorar a capacidade do adsorvente para
extrair/pré-concentrar seletivamente o Cu e/ou excluir macromoléculas, novos
materiais adsorventes foram desenvolvidos [36], destacando-se: o0s polimeros
ionicamente impressos (IIP, do inglés lon Imprinted Polymer), por apresentar alta
afinidade e reconhecimento seletivo de ions [37], e 0s meios ou materiais de acesso
restrito (RAM, do inglés Restricted Access Media or Material), devido a sua
capacidade para reter analitos de baixo peso molecular e excluir macromoléculas [38].

Os IIP séo polimeros sintéticos, propostos por Nishide e colaboradores em
1976 [39], baseados na técnica de impressdo molecular, que por sua vez, é
fundamentada na teoria de formag&o de anticorpos desenvolvida por Pauling
(interacdo biomolecular) [40,41]. Os primeiros polimeros impressos foram sintetizados
por Wulff-Sarhan e Takagishi-Klotz em 1972 [42,43], com reconhecimento seletivo
para moléculas e foram denominados MIP, do inglés, Molecularly Imprinted Polymers.
Os MIPs sao polimeros que possuem uma estrutura tridimensional rigida, e que
podem atuar de forma andloga a cadeia polipeptidica de um anticorpo com
propriedades seletivas [44], sendo amplamente empregados nas técnicas de
separacao (cromatografia, eletrocromatografia capilar, extracdo em fase sélida),
ensaios de ligacao e sensores [37,45].

A elevada seletividade dos polimeros impressos € resultado da criagcdo de
locais de ligacéo feitos sob medida com memdéria de tamanho e forma, que por sua
vez sao formados por meio da interacdo entre os mondmeros funcionais e o template
(molécula ou ion) na presenca de reagentes reticulantes [40,41,44].

Embora a tecnologia de impressdo molecular tenha sido bem conhecida no
entendimento do conceito complementar para o reconhecimento biolégico baseado
no mecanismo lock-and-key, o que tem sido confirmado em varias publicacdes
[46,47], sabe-se que estes materiais apresentam algumas desvantagens quando
aplicados na extracdo de amostras com matrizes complexas como fluidos biolégicos
e alimentos [48]. Estas desvantagens levam a uma diminuicdo significativa no
desempenho seletivo dos polimeros impressos devido a adsor¢gdo de macromoléculas

(proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, etc.) em suas superficies, obstruindo assim
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os locais de ligacao feitos sob medida e, como consequéncia, causando perda
indesejada na capacidade de adsorcéo e seletividade. Por esse motivo, a maioria dos
estudos que aplicam IIP para a pré-concentracdo de ions metalicos em amostras
complexas relatam a necessidade de procedimentos prévios de digestao acida para
fazer uma andlise confiavel livre de interferéncias [49,50].

Nesse contexto, Hagestam e Pinkerton em 1905 [51] propuseram oS meios ou
materiais de acesso restrito (RAM), fazendo referéncia a materiais adsorventes
poliméricos contendo em sua superficie externa uma camada hidrofilica com grupos
funcionais e/ou proteinas capazes de excluir quantitativamente as macromoléculas
por meio de uma barreira de difuséo fisica, baseada no tamanho do poro, ou por uma
barreira quimica de difusdo, obtida por meio de uma camada hidrofilica, onde as
moléculas de baixo peso (analitos) ficam retidas na superficie interna do RAM
[38,52,53]

A barreira quimica pode ser obtida utilizando diferentes modificadores, tais
como co-mondémeros hidrofilicos ou mistura dos mesmos [glicerol monometacrilato
(GMMA), glicerol dimetacrilato (GDMA) e 2-hidroxietil metacrilato (HEMA)], ou co-
mondmeros com anel epOxi, que ap6s um tratamento se tornam hidrofilicos, tais como
glicidil metacrilato (GMA) ou (3-glicidoxi)propiltrimetoxisilano (GPTMS) [54,55]. A
insercdo desses monémeros pode ser na mistura de pré-polimerizagdo ou ap6s um
determinado tempo de polimerizacdo. Também, pode-se obter uma camada hidrofilica
imobilizando sobre a superficie do material polimérico macromoléculas hidrofilicas ou
proteinas, como a albumina de soro bovino (BSA) [56].

Cabe salientar que a adsor¢ao dos analitos nos poros dos RAM néo é seletiva,
portanto, estes adsorventes tém sido usualmente empregados em etapas de clean-up
de fluidos biol6gicos e amostras de alimentos, como plasma [57], urina [58], soro [59]
e leite [60].

Alguns trabalhos na literatura tém reportado com sucesso a sintese de um
anico material que combina a retencdo seletiva dos polimeros impressos e as
propriedades de exclusdo de macromoléculas dos RAM, além de apresentar
capacidade para evitar a interferéncia da agua, uma vez que as moléculas de agua
podem diminuir significativamente a seletividade dos polimeros impressos como
resultado de interacdes ndo especificas com os sitios de ligacdo de reconhecimento,
especificamente para os MIP [61].
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Este novo tipo de material foi inicialmente sintetizado para o reconhecimento
de moléculas e nomeado como MIP-RAM (Do inglés, Molecularly Imprinted Polymer
with Resctricted Access Material), pelos pioneiros Haginaka e colaboradores em 1999
[62]. Neste trabalho os autores sintetizaram um MIP-RAM contendo na superficie
externa uma camada de co-monémeros hidrofilicos (GMMA, glicerol monometacrilato;
e GDMA, glicerol dimetacrilato, 1:1 v/v). Este material apresentou satisfatoria exclusao
de albumina sérica bovina e elevado coeficiente de seletividade relativo, em que
estudos preliminares revelaram que o MIP-RAM sintetizado poderia ser aplicavel em
soro para extrair (S)-naproxeno.

Du e colaboradores [63] sintetizaram um MIP-RAM como material para SPE de
2-metoxiestradiol em amostras de plasma com quantificacdo por HPLC. Os autores
utilizaram como reagentes o metacrilato de metila - MMA (monémero funcional),
EGDMA (agente de ligagédo cruzada) e o glicidil metacrilato (GMA, co-mondmero).
ApoGs a polimerizagdo foi realizada a abertura do anel epéxi do GMA com &cido
perclérico 10,0%, de modo a tornar a superficie do material hidrofilica. O material
obtido foi utilizado para extracdo e pré-concentracédo de 2-metoxiestradiol em plasma
de rato, na qual foi observada melhor limpeza cromatografica apds a passagem da
amostra por um cartucho contendo o MIP-RAM, em relacdo as limpezas obtidas pela
passagem da amostra por cartuchos de Cis e NIP-RAM (Polimero Nao Impresso
contendo Acesso Restrito).

Oliveira e colaboradores [55,64] sintetizaram um polimero hibrido
molecularmente impresso contendo acesso restrito para a extracao de acido folico em
amostras de leite. Os pesquisadores obtiveram porcentagens de exclusdo de
albumina sérica bovina de 60,6% com o MIP-RAM e 44,1% com o MIP. Além disso,
os coeficientes de seletividade relativos foram 1,82, 1,33, 4,37 e 1,53 na presenca de
cafeina, acido urico, 4-aminobenzamida e paracetamol, respectivamente. Da mesma
forma, outros pesquisadores obtiveram MIP-RAM com elevado coeficiente de
seletividade relativo e satisfatdria exclusdo de macromoléculas [54,56,65,66].

Em outro estudo, Santos e colaboradores [67] sintetizaram MIP-RAM para
serem usados na determinacdo de drogas em amostras de urina usando acido
metacrilico como mondémero funcional; GDMA e HEMA como co-monémeros
hidrofilicos e BSA ligado a superficie do polimero. Os autores concluiram que o
procedimento de sintese dos MIP-RAM influéncia no tamanho e na forma das
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particulas, e a adicdo de co-monémeros hidrofilicos, bem como o revestimento com
BSA, nao alteram a capacidade de reconhecimento seletivo do material.

Na literatura também pode-se encontrar a associacdo dos RAM com outros
materiais como nanotubos de carbono ou nanoparticulas magnéticas para preé-
concentracdo de metais com exclusdo de macromoléculas. Barbosa e colaboradores
[68] cobriram nanotubos de carbono oxidados com camadas de albumina de soro
bovino para obter nanotubos de carbono com acesso restrito (RACNT). O RACNT
apresentou capacidade para extrair ions Pb?* diretamente do soro de sangue humano
sem empregar etapas de pré-tratamento, excluindo todas as proteinas séricas. Por
outro lado, Yan e colaboradores [69] sintetizaram nanoparticulas magnéticas
(FesO4@Si0O2) funcionalizadas com 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR) contendo acesso
restrito (FesO4@SiO2@PAR-MNP). O material foi aplicado em amostras de urina
humana e soro para a analise direta de ions metalicos livres, apresentando eficiente
capacidade para excluir macromoléculas com satisfatoria sensibilidade. Porém, o
RACNT e o0 Fe304@SiO@PAR-MNP, mesmo apresentando elevada exclusdo de
proteinas e capacidade para pré-concentrar ions metdlicos, sdo materiais nao
seletivos.

No que diz respeito aos IIP-RAM, o unico trabalho encontrado na literatura foi
reportado por Cui e colaboradores [70]. Nesse trabalho, o IIP-RAM contendo o
mondmero &cido metacrilico foi utilizado como adsorvente SPE em minicoluna
acoplado ao ICP OES para determinacédo de Cu?* em amostras de urina humana e
soro sanguineo. Os resultados mostram que o 1IP-RAM apresentou seletividade para
o0 ion Cu?* e capacidade de exclusdo de macromoléculas. No entanto, em tal estudo,
nenhum co-mondmero hidrofilico ou BSA foi usado como elemento modificador para
reforcar a ideia de acesso restrito a materiais baseados em polimeros. Esta
constatacdo € feita tendo em vista que estudos na literatura mostram que as
abordagens mais comuns para obter polimeros impressos com acesso restrito sao
baseadas na modificacdo da superficie do polimero usando co-mondémeros
hidrofilicos juntos ou ndo com BSA ou com co-monémeros hidrofilicos obtidos apés
tratamento quimico em conjunto ou ndo com BSA [61].

Com base na revisdo de literatura realizada neste trabalho, a sintese e
aplicacéo de materiais 1IP-RAM ainda é incipiente e ndo foram encontrados estudos
que descrevam a importdncia de modificar a superficie dos IIP para excluir

macromoléculas, bem como as consequéncias da adicdo de co-mondmeros
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hidrofilicos e/ou proteina (como acesso restrito) sobre a capacidade seletiva dos
polimeros ionicamente impressos aplicados em amostras de alimentos.

Cabe ainda salientar que além do carater inovador da Tese no tocante ao
estado da arte sobre a tecnologia de impressédo quimica, os IIP-RAM sdo materiais
novos que apresentam potencial para reter ions metalicos e excluir simultaneamente
as macromoléculas, empregando minimas etapas de pré-tratamento da amostra,
guando comparado com as utilizadas na digestdo acida assistida por microondas.
Contudo, os IIP-RAM permitem obter limites de deteccdo e quantificacdo baixos,

potencializando a detectabilidade do F AAS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLIMEROS IONICAMENTE IMPRESSOS (IIP)

2.1.1 Historia

Embora o enfoque deste trabalho seja os polimeros ionicamente impressos
(lIP), € importante iniciar com a historia dos polimeros molecularmente impressos
(MIP), uma vez que com este Ultimo nasce o0 conceito de impressao quimica.

A técnica de impressdo quimica surgiu a partir das diversas interacfes
biomoleculares como substrato-enzima, farmaco-receptor e antigeno-anticorpo, em
qgue, as biomacromoléculas (enzima, receptor e anticorpo) possuem sitios receptores
capazes de se ligarem seletivamente a uma molécula (substrato, farmaco e antigeno)
na presenca de outras moléculas com estrutura analoga. No entanto, dentre os
sistemas mencionados, a interacao seletiva antigeno-anticorpo tem sido a mais citada
para explicar o conceito de impressao quimica, devido ao processo de como o
anticorpo artificial € formado sobre o antigeno [41,44].

Na teoria de formacao de anticorpos, postulada por Linus Pauling em 1940, o
antigeno (molécula molde) € inibido por um anticorpo artificial. O processo de inibicdo
ou neutralizacdo ocorre quando a cadeia polipeptidica do anticorpo (glicoproteina) é
modelada ao redor do antigeno gerando uma configuracdo complementar altamente
seletiva para este [40,44], em que cada anticorpo pode inibir apenas o antigeno para
o qual ele foi criado. Baseado nos fundamentos da configuragdo complementar
existente entre o antigeno-anticorpo, Frank Dickey (1949) [71] sintetizou silica gel na
presenca de alaranjado de metila e de seus homologos (etila, n-propila e n-butila) para
estudar a seletividade do material adsorvente. Dickey concluiu que, ao remover o
corante da silica, ha criacdo de sitios de ligacdo complementares ao respectivo
corante, de modo que, quando usado esse material em processos de adsorcao para
0s corantes citados anteriormente, a silica apresentou maior afinidade pelo composto
na qual foi sintetizada. Assim, o trabalho de Dickey foi a primeira publicacao
associando a silica como material impresso molecularmente. A partir dai o
desenvolvimento de materiais adsorventes com capacidade para reter seletivamente
0 analito tornou-se de grande interesse para diversos pesquisadores. Nesse contexto,
Wulff e Sarhan (1972) [42] e Takagishi e Klotz (1972) [43] trabalharam de forma

independente no preparo de polimeros impressos organicos, adicionando na sintese
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mondmeros vinilicos que continham grupos funcionais capazes de se ligar
seletivamente a uma molécula. Esses polimeros foram denominados MIP (do inglés,
Molecularly Imprinted Polymers). Wulff e Sarhan apresentaram a sintese de um
polimero organico com sitios seletivos para a separacao enantiomérica de racematos
do acido glicérico usando o mondémero funcional (MF) éster 2,3-0-p-vinilfenil borénico,
enquanto, Takagishi e Klotz sintetizaram um polimero com o mondmero
polietilenimina (PEI) na presenca do corante alaranjado de metila. Tanto Wulff e
Sarhan como Takagishi e Klotz confirmaram que os polimeros preparados
apresentaram alta capacidade seletiva para as moléculas molde (MM). No entanto,
devido a ligagdo covalente entre a molécula molde (MM) e o mon6mero funcional
(MF), era dificil remover a MM do sitio de ligacao, sendo necesséario o emprego de
hidrolise (clivagem das ligacdes) na maioria das situacdes a fim de facilitar o processo
de eluicao [41].

Arshady e Mosbach [72], em 1980 propuseram uma estratégia simples,
chamada de “host-guest polymerization”, para a sintese de um polimero impresso
baseado em interacbes nao-covalentes, em que, a relacdo hospedeiro-hdspede
(Molécula molde-Mondmero funcional) era materializada durante a polimerizagéo. Os
mondmeros funcionais foram escolhidos pela sua interagdo nao-covalente (idnica,
ligacdo de hidrogénio, hidrofébicas, transferéncia de carga) com a MM, de modo que,
por meio de uma lavagem simples, variando o valor de pH, forca idnica, solvente, entre
outros parametros, a remocao da MM tornou-se mais facil e os sitios de ligacdo eram
preservados, obtendo cavidades tridimensionais complementares a MM.

Na década de 90, Whitcombe e colaboradores (1995) [73] sintetizaram um
polimero impresso para colesterol utilizando o carbonato de 4-vinilfenol como
mondmero funcional. Durante a sintese, a interacdo entre o colesterol e 0 monémero
funcional é por ligagdo covalente. Ndo obstante, ao remover a molécula molde
empregando clivagem hidrolitica com liberacdo de CO2, outros grupos funcionais
ficam disponiveis para ligar-se novamente com o colesterol por ligacdes néo-
covalentes. Assim, foi possivel sintetizar polimeros impressos molecularmente
empregando estratégias baseadas em ligacbes de natureza covalente e néo-
covalente.

Em relacdo aos polimeros ionicamente impressos, conhecidos como IIP (do
inglés, lon-Imprinted Polymers), sua histéria comeca com o trabalho de Nishide e

colaboradores publicado em 1976 [39], quem prepararam os primeiros IIP organicos
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reticulando a resina quelante poli(4-vinilpiridina), previamente preparada, com 1,4-
Fe3*, Co?*, Zn?*, Ni** e Hg?*). A

partir dos resultados, Nishide e colaboradores mostraram que a resina apresentou

dibromobutano na presenca de ions metalicos (Cu?*,

maior seletividade para o ion Cu?* devido a estabilidade do complexo polimérico
formado, e que a presenca do ion metalico na sintese do polimero confere ao material

polimérico elevada seletividade.

2.1.2 Sintese

O processo geral para a sintese de |IP pode ser resumido em trés etapas
segundo Saatcilar e colaboradores [74]. Incialmente, o ion metalico (template ou
analito) é complexado usando um ligante vinilado (mondémero funcional). Em seguida,
o complexo vinilado € polimerizado na presenca de um agente de ligacdo cruzada e
do iniciador radicalar, de modo que o esqueleto polimérico seja formado sobre o
template e, consequentemente, permaneca incorporado na rede polimérica. Por
altimo, apds a obtencao do polimero, o ion metélico € removido com o uso de acidos
minerais diluidos, deixando espacos ou cavidades de reconhecimento tridimensional,
dentro da rede polimérica, com alta afinidade pelo ion metalico [46].

Uma representacdo esquematica do processo geral da sintese de um IIP é
ilustrada na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquematica do processo de sintese de um polimero
ionicamente impresso (IIP).
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2.1.3 Componentes do IIP

Como descrito na se¢do anterior (2.1.2), cinco substancias quimicas séo
usadas para a sintese de IIP. Estas sdo o ion metalico, ligante vinilado (monémero
funcional), agente de ligacdo cruzada (reticulante), iniciador radicalar e solvente
porogénico, cuja combinagéo influencia na seletividade do polimero. Desta forma, a
sintese e 0 método de polimerizagdo dependem da natureza quimica e da ligacdo
(forcas eletrostaticas, ligacdo covalente, ligacdo de hidrogénio, interacdo dipolo-
dipolo, interacéo idnica ou por interacdo hidrofobica) entre os reagentes, bem como
da relacao estequiométrica entre 0s mesmos.

A seguir serdo descritas algumas caracteristicas de cada componente

empregado na sintese de IIP e sua influéncia no processo de adsorcéo.

2.1.3.1 lon metalico

Geralmente, sais organicos ou inorganicos sao utilizados como fonte do ion
metalico. Entre os sais mais comuns encontram-se o sulfato (SO %), nitrato (NO3s "),
cloreto (CI), iodeto (I), acetato (CHzCOO") e perclorato (ClOs). Liu e colaboradores
[75] avaliaram o efeito de quatro anions (SO4%, NOz", Cl e CH3COO") sobre o processo
de polimerizacdo e a capacidade de adsorcéo de polimeros impressos para ions Cu?*
[CuSOas-11P, Cu(NO3)2-1IP, CuClz-IIP, Cu(CHsCOO)2-11P]. Os autores encontraram que
0s anions do template e da solugédo influenciam no processo de polimerizacéo,
especificamente na formacéo das cavidades, bem como no processo de adsorc¢ao,
respectivamente. Liu e colaboradores observaram que devido ao menor raio idnico do
Cl-, em comparacdo com 0s outros trés anions (SO4%", NOs e CHsCOO"), as cavidades
impressas formadas no polimero CuClz-11P n&o coincidem com o tamanho e forma dos
anions S04, NO3 e CH3COO". Deste modo, menores valores de adsorgdo de ions
Cu?* (mg g?') foram obtidos quando foram empregadas as solucées de CuSOg,
Cu(NOs3)2 e Cu(CHsCOO):z e o polimero CuClz-1IP. Nao obstante, quando a solugéo de
CuClz foi empregada, maiores valores de adsor¢éo de ions Cu?* (mg g*) foram obtidos
com os quatro polimeros CuSOas-IIP, Cu(NOz3)2-1IP, CuClz-lIP, Cu(CH3COO)2-IIP, o
que foi atribuido ao menor tamanho do CuClo.

Os mesmos autores esperavam obter maior capacidade de adsorcao de ions
Cu?* utilizando o polimero Cu(CHsCOO)2—IIP visto que o raio idnico do CH3COO" é
maior que do SO4% e NOz. Porém, como o CH3COO- é um anion organico, este

interfere na complexacdo do Cu com o mondmero funcional e com a formacéo da
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cavidade. Apesar de observarem menores valores de adsorgéo com o Cu(CHsCOOQO)2—
IIP, este polimero apresentou maior seletividade que os polimeros CuCl—IIP >
CuSOs—IIP > Cu(NO3)-IIP, na presenca dos fons Ni** e Co?". Referente aos
polimeros CuSOas—IIP, Cu(NOs3)2—IIP, foi observada maior capacidade de adsor¢do do
polimero Cu(NOs3)2—IIP que com o polimero CuSO4IIP, possivelmente devido a
menor forca idnica e melhor estabilidade quimica do anion NO3™ durante a sintese do
Cu(NOs3)2—-IIP.

Fazendo uma breve revisao sobre 0s sais empregados na sintese de polimeros
impressos para o ion Cu?*[76-81], Ag* [82], K*[83], Li*[84], Pb?* [85,86], Zn** [87,88],
Ni2* [89-92], Hg?* [93] Cd?* [94-96], Co?*[97] e U* [98], In3* [99] foi observado que a
maioria de trabalhos utilizaram sais de nitrato. Assim, neste trabalho de tese optou-se

por utilizar o sal de Cu(NO3)2= 3H20 para a sintese dos polimeros.

2.1.3.2 Ligante

O ligante empregado na sintese de IIP caracteriza-se por conter na estrutura o
grupo vinilico (-CH=CH), dai seu nome de ligante vinilado. Este ligante também é
chamado de mondmero bifuncional, uma vez que tem a fungdo de formar um
complexo com o ion metalico, para posteriormente incorpora-lo na rede polimérica ao
participar do processo de polimerizacdo por meio do grupo vinilico [46].

A escolha do monémero funcional depende da natureza quimica do ion
metalico. Pearson estabeleceu na teoria HSAB (do inglés, hard and soft acid and
bases) [100] que &cidos duros vao reagir preferencialmente com bases duras ou
intermediarias; e acidos moles com bases moles ou intermediarias (Figura 2), em que,
o termo “duro” e “mole” esta associado com a polarizabilidade dos reagentes. Assim,
fons metalicos duros (Li*, K*, Mg?*, Ca?*, Al¥*, Co%*, Fe?®') e intermediarios (Fe?*, Ni?*,
Zn?*, Co?*, Cu?*) apresentam maior interagcdo com mondmeros gue possuem na sua
estrutura o atomo de oxigénio (O) como doador de elétrons, enquanto, os ions
metdlicos moles como Ag*, Cu*, Hg?*, Pt>*, Cd?*, Pb?* apresentam maior interacédo

com mondmeros basicos contendo o atomo de nitrogénio (N) ou enxofre (S).
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Figura 2. Classificacdo de: a) cations e moléculas em acidos duros, moles e
intermediarios; e b) ligantes em bases duras, moles e intermediarias, segundo
Pearson (1988).

a)

Acidos: cations e moléculas

Duros Moles

H*  sn2* Fe* Th* |5 Cu* Pt  CH,Hg*
Lt AP+ As*  Pu¥ |7 Aut  Hg¥ |+

Na*  Se* |* VO CI™* TP Cd* gy

K*  Ga* TP+ UO2 NC' Agt  Pd* Lo
Be2+ |n3+ Ln3+ BeMe2 M003+ Hg22+ Pb2+ RO+
Mg?* La®* Si*  BF, Cs"  Pt™ |

Caz Cr¥* Ti* B, RS* RTe* g

Srz+ Co**  Zr* SO, RSe*  RH, TI(ZCH3)3
B(OR), (CH,),Sn?*  ROSPO.*

Al(CH.,),  RPO,* R,C*

Ga(CH,), ROPD," RCO*

In(CHyj;  RSPO,* co,

Intermediarios

Fe* Ni2* Zn?* Co?* Cu* Sn%
Ru**  Au** SO, NO* B(CH,),

b)

Bases: anions e moléculas

Duras Moles

HO H  F Cl co” R,S RSH RS
H,0 S0 Clo, NOy RO I SCN-  R,As
ROH R,0 NH; RNH, N,H, S,0,~ R,P CO
PO, CN~ RCN- -R

(RO),P (RS),PO,
(RS),P(O)s

ROPO,~  (RO),PO,  CH,CO,

Intermediarias

Br  s0,> NO, N, N,

Fonte: adaptada de referéncia [100]
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Dentre os monémeros funcionais mais utilizados na sintese de IIP esta o acido
metacrilico (MAA) [83,87-90,98], proposto pela primeira vez em 1980 por Arshady e
Mosbach [72], em que o doador de elétrons é o atomo de oxigénio. Os monémeros
basicos como o 1-vinilimidazol (1-VID) e 4-vinilpiridina (4-VP), que formam complexos
com os ions metalicos por meio do &tomo de nitrogénio, também sao frequentemente
utilizados na sintese de IIP. Na Figura 3 é apresentada a estrutura dos mondémeros
funcionais mais importantes segundo Cormak e Elorza [101], e classificados em

acidos (a), basicos (b) e neutros (n).

Figura 3. Principais mondmeros funcionais classificados em (a) acidos, (b) basicos e
(n) neutros.

Acidos (a)
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NH, H,C NH, » &

nl nll nlll n

CN H,C o— o
roes A Ao

nVvV nVi nVIl nVIll

/70H

o
HO
v

al: acido metacrilico (MAA); all: acido p-vinilbenzéico; alll: acido acrilico (AA); alV: acido itacdnico;
aV: acido 2-(trifluorometil)-acrilico (TFMAA); aVl: acido acrilamido-(2-metil)-propano sulfénico
(AMPSA); bl: 4-vinilpiridina (4-VP); bll: 2-vinilpiridina (2-VP); blll: 4-(5)-vinilimidazol; bIV: 1-
vinilimidazol (1-VID); bV: alilamina; bVI: N,N'-dietilaminoetiimetacrilamida (DEAEM); bVIl: N-(2-
aminoetil)-metacrilamida; bVIil: N,N’-dietil-4-estirilamidina; bIX: N,N,N,-trimetil
aminoetilmetacrilato; bX: N-vinilpirrolidona (NVP); bXI: éster etilico do acido urocanico; nil:
acrilamida; nll: metacrilamida; nlll: 2-hidroxietil metacrilato (HEMA); nlV: acido trans-3-(3-piridil)
acrilico; nV: acrilonitrila (AN); nVI: metilmetacrilato; nVIl: estireno; nVIIl: etilestireno.

Fonte: adaptada de referéncia [101]
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Ainda, na literatura foram encontrados outros mondémeros funcionais utilizados
na sintese de IIP [77,91,94-96], que possuem em sua estrutura o 4tomo de oxigeno,
nitrogénio ou enxofre como doadores de elétrons, 0s quais sdo apresentados na

Figura 4.

Figura 4. Outros mondémeros funcionais utilizados na sintese de IIP.

{ Vbam\p/O
Salen

CH2

HQC\/\NHJL

/_\ ALU
0] 0 CH
O/\/ 2

S
\ NEN
2AM12C4 §N NH
N-pdc H
OH |

0O

NH,

~CH;

S
HZC\/\N J\

H ~NH,
ATU

@]
2-Alil-1-hidroxi-9,10-antracquinona

Salen: N,N'-bis(salicilideno)etilenodiamina; Vbamp:  1-(2-piridinil)-N-(3-
vinilbenzil)metanamina; ALU: Alilureia; 2M12C4: 2-(aliloxi)metil-12-coroa-4;
N-pdc: N-alil-2-fenildiazenacarbotioamida; ATU: Aliltioureia; N-pdc: N-alil-2-
fenildiazenacarbotioamida

Fonte: o préprio autor.

Além de utilizar mondémeros funcionais (ligantes vinilados) na sintese de IIP, é
possivel adicionar juntamente ligantes quelantes néo vinilados, que contem grupos
funcionais com maior afinidade pelo ion metélico, a fim de auxiliar a complexacéo do
ion metalico. Este processo é conhecido no contexto de polimeros ionicamente
impressos como “Trapping”, que traduz “aprisionamento”.

Na sintese de IIP utilizando o processo Trapping, o ion metélico € misturado

inicialmente com o ligante n&o vinilado para formar o complexo. Depois, 0 monémero
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funcional é adicionado para completar a complexacdo do ion metélico. Devido a
auséncia de grupos polimerizaveis (grupo vinilico) na estrutura do ligante nao-vinilado,
este ndo € quimicamente ligado na rede polimérica, porém, é incorporado na matriz
do polimero ao interagir com o mondmero funcional por meio de forcas
intermoleculares (ligacdo de Hidrogénio), bem como, pela interacdo com o ion
metalico.

Rabaji e colaboradores [83] sintetizaram um IIP para o ion K* empregando o
ligante ndo vinilado diciclohexil 18C6, entretanto, Behbahani e colaboradores [85]
utilizaram 1,5-difenilcarbazona para complexar o ion Pb2*. Em outros trabalhos [87,89,
102] foram utilizados os ligantes nao vinilados Morin (3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona)
Dz (Ditizona) e PAR [4-(2-piridilazo)-resorcinol], para complexar os ions Pb?*, Ni** e
Cu?*, respectivamente. A representacdo esquematica de alguns IIP citados

anteriormente, que contem ligantes nédo vinilados séo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Representacfes esquematicas de alguns IIP reportados na literatura
contendo ligantes n&o vinilados.

Remogdo

do K* Ref. [83]

= N
/ I .-
Remogio /H© ., © ~~I
do Pb2+ o 04:;:}4 { ‘ N:N)eo I Ref. [85]
—_— 3

Remogdo
do Zn%*

Ref. [87]

Remocgao
do Pb2*
Ref. [103]

Fonte: adaptada das referéncias [83,85,87,103]
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Como observado na Figura 5, apds a remocao do ion metélico, os autores
propdem que o ligante ndo vinilado permanece na rede polimérica devido as
interacOes de ligacdo de hidrogénio com o mondémero funcional.

Outros ligantes néo vinilados contendo o enxofre como atomo doador e
empregados em sintese de IIP sdo a difeniltiocarbazona, tiossemicarbazida e
acetaldediotiossemicarbazona [46].

Por outro lado, € importante lembrar que além da natureza quimica do
mondmero funcional, a relacdo estequiométrica entre o ion metélico e o monémero
funcional também interfere no processo de impresséo quimica.

Lulinski e colaboradores [95] sintetizaram 10 polimeros para o ion Cd?*, 9 com
impresséo quimica (IP1y, IP2y, IP3y, IP4y, IP4q, IP4g, IP4s, IP4e, IP47) e 1 (CP4) como
polimero controle, utilizando 4 mondmeros funcionais (M1: alilureia; M2: 1-
vinilimidazol; M3: acrilamida; M4: aliltioureia) com diferente relacdo estequiométrica
ion metélico : mondémero funcional (;=1:1;5=1:2; y=1:4;3=1,8,a = 1:16 € ¢ = 2:3).
Entre os polimeros sintetizados, os polimeros contendo o M4 (IP4) apresentaram
maior capacidade de adsorcédo de ions Cd?* com relagdo aos outros trés mondmeros,
em dois valores de pH (1,00 e 6,00). Este comportamento foi atribuido a natureza da
ligacdo quimica, uma vez que os ions Cd?* (acido mole) apresentam maior interacéo
com o grupo tiocarbonilo (C=S) presente no M4 (base mole) e menor interacdo com o
oxigénio presente em M1, M2 e M3, de acordo com a teoria de Pearson [100].

Referente a relacdo estequiométrica do ion metalico e o monémero funcional,
0s autores observaram que a area superficial e a capacidade de adsor¢éo do polimero
IP4 aumentou quando a relacdo estequiométrica foi 1:1 e 2:3, correspondente ao
polimeros IP4; e 1l14¢, com capacidade de adsorcéo de 3,79 e 2,44 ug g* e fator de
impressédo de 13,68 e 8,80 em pH 1,00, entanto que, 1,71 e 1,72 ug g* com efeito de
impressao de 2,55 e 2,56 em pH 6,00, respectivamente. Assim, quanto maior
participacdo dos ions Cd?* durante a sintese, maior é a impressdo quimica e
capacidade adsortiva. Esses resultados concordam com o estudo realizado por
Laatikainen e colaboradores [91], quem sintetizaram polimeros impressos para ions
Ni2* e um polimero controle (NIP), empregando dois sais [nitrato (NO3) ou perclorato
(ClO47)] como fonte do ion metélico e o monémero funcional Vbamp [1-(2-piridinil)-N-
(3-vinilbenzil)metanamina] na relacdo estequiométrica 1:2, 1:4 e 2:1 (ion metélico:
mondmero funcional) para o polimero IIPNOs, e 1:2 para o IIPCIO4. Assim, 0s autores

obtiveram maior capacidade de adsor¢cdo com o polimero IIPNOs em pH 4,00 e 7,00
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(7,24 e 11,73 mg g, respectivamente) quando o ion metélico estd em maior
propor¢cédo que o mondmero funcional (2:1). Também, os autores encontraram que o
aumento da concentragdo do mondémero funcional na sintese, diminui o fator de
impressao quimica, uma vez que a capacidade adsortiva do IIPNOs na relacdo 1:4 é

igual a capacidade de adsorcao do polimero ndo impresso (NIP) em pH 4,00 e 7,00.

2.1.3.3 Solvente porogénico

A escolha do solvente porogénico € fundamental na sintese de IIP, pois o
solvente além de solubilizar todos os reagentes empregados na sintese para formar
uma solucdo homogénea, nao interferindo na interagdo do complexo ion metalico-
mondmero funcional, o mesmo tem influéncia nas caracteristicas morfolégicas do
polimero, especificamente na porosidade, dai seu nome de solvente porogénico [104].
Usualmente, deve-se escolher solventes pouco polares e com baixa constante
dielétrica para ndo interferir na formacédo de sitios seletivos, bem como para evitar
fortes interacdes intermoleculares com as cadeias poliméricas e, como consequéncia,
promovendo a formacao de poros na rede polimérica.

Gladis e Rao [105] avaliaram o efeito dos porogénicos 2-metoxietanol, metanol
(MeOH), tetrahidrofurano (THF), &cido acético (HAc), dicloroetano (DCE), N,N-
dimetilformamida (DMF) e tolueno na capacidade de adsorcédo de IIP para UO22*. Com
base nos resultados, o polimero impresso sintetizado em 2-metoxietanol apresentou
maior capacidade de adsorcéo (34,10 mg g') em relagdo a MeOH (11,28 mg g1), THF
(7,03 mg g1), HAc (27,28 mg g*), DCE (6,80 mg g), DMF (15,62 mg g1), tolueno
(6,62 mg g') e nos respectivos polimeros ndo impressos. Meouche e colaboradores
[106], sintetizaram varios IIP para ions Ni?* no porogénico DMSO (Dimetilsulféxido) e
empregando misturas de acetonitrila -ACN:DMSO (1:1 % v/v) e 2-metoxietanol:DMSO
(1:1 % v/v), nomeando os polimeros como IIP-D, IIP-A/D e 1IIP-M/D, respectivamente.
Os autores compararam a estrutura e propriedades de adsor¢cdo dos polimeros e
observaram que apesar dos polimeros IIP-A/D (134 m? g1) e IP-M/D (177 m? g?)
possuir menor porosidade que o IIP-D (275 m? g) e os respectivos polimeros ndo
impressos (NIP-D: 380 m? g1, NIP-A/D: 181 m? g* e NIP-M/D: 457 m? g?), estes
apresentam maior capacidade de adsorcdo (23,9 e 22,4 mg g}, respectivamente) e
fator de impresséo (2,77 e 2,52, respectivamente), mesmo na presenca dos ions Zn?*,
Co?* e Pb?*.
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No Quadro 2 sdo mostrados o0s solventes porogénicos mais empregados na
sintese de IIP organizados por aumento da polaridade. Esses solventes sdo
classificados em apolar, polar apréticos e polar préticos. E importante lembrar que na
sintese de IIP também é comum utilizar como porogénico mistura de solventes, tal
como: ACN:DMSO [83], MeOH:DMF [84,97], EtOH:ACN [87], MeOH:EtOH [88], EtOH:
2-metoxietanol [91]. Rahman e colaboradores [107] avaliaram o efeito da quantidade
dos solventes MeOH ou ACN, bem como da respectiva mistura, nas propriedades
adsortivas e morfol6gicas de IIP para ions Hg?*. Assim, os autores observaram que a
mistura de MeOH:ACN, como solvente porogénico, forneceu ao IIP maior capacidade
de adsorcéo de ions Hg?* em relacdo com os polimeros sintetizados unicamente em
MeOH ou ACN, o que foi atribuido ao aumento da porosidade do material. De igual
forma, os autores observaram que maior capacidade de adsorcédo de ions Hg?* foi
obtida com os polimeros que foram sintetizados em maiores quantidades do solvente
porogénico. No entanto, ao comparar os resultados obtidos por Gladis e Rao [105]
com o trabalho de Rahman e colaboradores [107], descritos anteriormente, pode-se
inferir que a capacidade de adsorcédo de um IIP nem sempre pode ser atribuida a sua

porosidade.

Quadro 2. Solventes porogénicos comumente empregados na sintese de IIP

Tipo de Solvente Ponto de |Constante| Momento
Solvente ebulicdo (°C) | dielétrica | Dipolar (D)
Apolar Tolueno [9_21 111,6 2,38 0,36
Cloroformio [77:89] 61,1 4,81 1,04
Diclorometano (DCM) 40,0 9,1 1,60
Polar Tgtrahidrofurapo (THF) 65,0 7,5 1,75
Aot Dimetilformamida (DMF) 84 153,0 38,0 3,82
Acetonitrila (ACN) [858¢] 81,6 37,5 3,92
Dimetilsulféxido (DMSO)®9 189,0 46,5 3,96
Polar Metanol (MeOH) [78.80] 64,6 33,0 1,70
Protico Igtanol (EtOH) [74.79.82,90] 78,2 30,0 1,69
Acido Acético (HAc) 118,0 6,2 1,74

D: unidade debye. Fonte: adaptada de referéncia [46]

Os solventes polares proticos se caracterizam por conter na estrutura atomos
de hidrogénio ligados a elementos eletronegativos (F-H, O-H e N-H) e, portanto,
podem formar ligacdes de hidrogénio, uma vez que esse hidrogénio apresenta carater

acido. Este tipo de solventes estabiliza os ions metélicos por meio dos pares de
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elétrons livres ndo compartilhados presentes no elemento eletronegativo, enquanto,
0s anions séo estabilizados por ligages de hidrogénio.

Por outro lado, os solventes polares apréticos nao formam ligacdo de
hidrogénio porque a ligacdo C-H nao é polarizavel. Nao obstante, estes solventes
possuem constantes dielétricas e momento dipolar relativamente maiores que 0s
polares préticos. Os solventes polares aproticos também podem estabilizar os ions
metalicos ou moléculas por meio dos pares de elétrons livres presentes no atomo de
nitrogénio ou oxigénio, e os anions por forcas dipolo permanente ou dipolo induzido.
Desta forma, os solventes préticos polares estabilizam melhor os ions metalicos,
enquanto, os solventes apréticos polares estabilizam melhor os anions.

Com relacdo aos solventes apolares, estes apresentam baixas constantes
dielétricas (<15) e baixo momento dipolar. As interacfes do ion metalico ou das
moléculas com o solvente apolar é por meio de forcas de dispersao de London.

De forma geral, os solventes polares tém maior constante dielétrica e
momentos dipolares que os solventes apolares, o qual lhes permite solvatar com
facilidade os ions metélicos ou moléculas polares. O valor da constante dielétrica dos
solventes polares varia entre 15 e 80, sendo 80 o valor da constante dielétrica da

agua.

2.1.3.4 Agente de ligacao cruzada

Segundo Cormak e Elorza [101], o agente de ligacdo cruzada ou reticulante
(em inglés cross-linker) desempenha trés funcdes na sintese de polimeros, as quais
correspondem a: controlar a morfologia do polimero; estabilizar os sitios de ligacao
com capacidade de reconhecimento idnico; e conferir estabilidade mecéanica a matriz
polimérica.

Os reticulantes, da mesma forma que o monémero funcional, também contém
na estrutura um ou mais grupos vinilicos. Os mono-vinilados geralmente formam
cadeias lineares, enquanto, o bi-, tri- ou tetra- (multifuncionais) formam cadeias
ramificadas com diferentes arranjos moleculares.

Kala e colaboradores [108] sintetizaram |IP para Er3* (Erbio) utilizando
diferentes mondémeros funcionais [estireno, 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e metil
metacrilato (MMA)] e agentes reticulantes [divinilbenzeno (DVB) e dimetacrilato de
etilenoglicol (EGDMA)], que foram nomeados como Estireno-DVB, HEMA-EGDMA e
MMA-EGDMA. Dentre eles, o IIP contendo Estireno-DVB apresentou melhor
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desempenho que os polimeros baseados em HEMA-EGDMA > MMA-EGDMA em
termos de fator de pré-concentracdo, transferéncia de massa (capacidade de
adsorcdo) e seletividade pelo ion Er* na presenca de Y (Itrio), Dy (Disprésio), Ho
(H6Imio) e Tm (Itérbio), que foi atribuido a maior rigidez do polimero Estireno-DVB
devido a presenca de anéis aromaticos quando comparado com cadeias alifaticas
presentes em HEMA-EGDMA e MMA-EGDMA.

Na Figura 6 sdo apresentados os agentes de ligacdo cruzada utilizados na

sintese de IIP.

Figura 6: Estrutura quimica dos agentes de ligacdo cruzada empregados na sintese

de IIP.
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o) H,C

HchY ©
HO Vs oi
—CH, 0 —CH,
o
o) o)
o )

HC CH,
Triacrilato de pentaeritritol Tetraacrilato de pentaeritritol
(PETRA) (PETEA)

Fonte: adaptada das referéncias [46,109]
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A revisao na literatura (Quadro 3) permitiu evidenciar que o EGDMA (reticulante
bifuncional) é o agente de ligacao cruzada mais empregado na sintese de IIP, devido
a sua capacidade para formar polimeros térmica e mecanicamente estaveis, além de
permitir a obtencdo de materiais porosos [41, 101]. Para isso, altas propor¢cdes desse
reagente, em relagdo ao mondémero funcional, devem ser utilizadas.

Recentemente, Isikver e Baylav [110] sintetizaram IIP para Ni?* e Co?* utilizado
o EGDMA ou TRIM [Trimetacrilato de 2,2-bis (hidroximetil) butanol] como agentes
reticulantes. Porém os autores ndo mostraram a influéncia da estrutura quimica dos
agentes reticulates sobre as propriedades adsortivas dos polimeros impressos.
Teoricamente espera-se que o TRIM confira ao polimero maior rigidez por ser um
reticulante trifuncional, ou seja, possui na estrutura trés sitios de interacdo que lhe
permite ligar-se fortemente a matriz polimérica [37,111], quando comparado com o
reticulante bifuncional EGDMA. Assim, quanto mais rigida for a matriz polimérica,
maior sera a estabilidade dos sitios de ligacdo, facilitando a interacdo com o ion
metalico e transferéncia de massa (capacidade de adsorcdo). Desta forma agentes
de ligacao cruzada tri- ou tetra- funcional como trimetacrilato de 2,2-bis (hidroximetil)
butanol (TRIM), triacrilato de pentaeritritol (PETRA) e tetraacrilato de pentaeritritol
(PETEA) [109] vem sendo explorados na sintese de polimeros impressos.

2.1.3.5 Iniciador radicalar

A funcéo do iniciador radicalar na sintese de polimeros impressos € produzir
mondmeros radicais para propagar a reacao de polimerizacdo. Estes radicais podem
ser gerados sob condicbes suaves, como 0 aumento da temperatura (processo
termoquimico, 50-60°C) ou incidéncia de radiacdo UV (processo fotoquimico, 4-15
°C), devido a que o iniciador radicalar geralmente possui ligacdes fracas que tem
baixas energias de dissociacdo de ligacdo. Por tanto, essas condi¢cdes sao
determinantes para a escolha do iniciador radicalar, pois 0s outros reagentes da
sintese podem ser termo ou fotossensiveis [101].

E importante mencionar que a sintese de IIP deve ser realizada em ambiente
livre de oxigénio, purgando com gas inerte (nitrogénio ou argdnio) ou utilizando banho
ultrassom, para evitar a formacao de radicais de oxigénio que retardam a reacao de

polimerizacao radicalar livre [44].
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Quadro 3. Polimeros impressos encontrados na literatura que foram sintetizados para a adsorcao de ions metélicos em amostras com matriz

complexa.
Ligante ndo .
- - vinilado / Aglente~de Iniciador Ol Solvente Estratégia de CapaC|d.ade Técnica de Aplicacdo em
lom LiEk e Mondmero Ligagao Radicalar reagentes porogénico Polimerizacéo BT SlEnie determinacéo Amostras NG
funcional Cruzada empregados (mgg™?)
1,0 mmol de | 0,4 mmol de 1,00 mmol 0,03 mmol Oxido de grafeno | EtOH Impressdo em |109,38 HCI GF AAS Leite e lagostim | 76
Cu(NO3)2*3H;0 | Acrilamida de EGDMA |de AIBN (GO) Superficie (cabega, garra,
rabo)
2,4 mmol de |2,0 mmol de 65,50 mmol | 3,04 mmol Cloroférmio Suspenséao 7,22 EDTA, F AAS Agua 77
Cu(CHsCOO0), | Salen de Estireno | de Peréxido HCI,
e 10,5 mmol | de benzoila HNO3
de DVB (BPO)
2,5 mmol de | 10,0 mmol de DvB AIBN MeOH Precipitacédo NI HCI F AAS N.I 78
CuCl=2H;0 Acrilamida Cronop.
0,9 mmol de |9,9 mmol de EGDMA AIBN 1,2 mmol de EtOH Bulk 0,84 HNO3 F AAS N.I 79
Cu(NO;)2*3H,0 | Acrilamida CTAB
(Surfactante)
1,0 mmol de | 2,0 mmol de 20,00 mmol | 0,30 mmol MeOH Precipitacédo 14,80 HCl em WD-XRF N.I 80
Cu? Acido itacénico | de EGDMA | de AIBN EDTA
CuSO45H,0 7,4 mmol de 0,20 mol 12,18 mmol DMF Precipitacédo 8,56 H2S04 F AAS N.I 81
PCC e 0,2 mmol |DVBe 0,05 |de AIBN
de DAMAS mol
EGDMA
0,9 mmol de |1-VID ou 4-VP EBAmM AMP EtOH Precipitacéo 1-VID: 72,22 | Tioureia ICP OES N.1 82
AgNO; e 4-VP: 72,97 | em
HCI,
Na2S20s3,
EDTA em
NaOH
1,0 mmol de |1,0 mmol de 100,0 mmol | 0,30 mmol ACN:DMSO Precipitacdo 15,60 HNOs, Fotbmetro de Agua (potavel, 83
KNO; DC18C6 /10,0 de EGDMA | de AIBN (3:1, viv) HCI, Chama mineral,
mmol de MAA H2S04 residual)
5,0 mmol de | 1,9 mmol de 25,00 mmol | 1,10 mmol |2,0 g MH- MeOH:DMF Impressdo em | 4,08 HCI F AAS Agua residual 84
LiCl*H,O 2M12C4 de EGDMA | de AIBN Fes0:@SiO2 (2:2 viv) Superficie
0,5 mmolde |1,0 mmolde 1,5- |20,00 mmol |0,40 mmol ACN Bulk 75,40 HCI F AAS Peixe, legumes 85
Pb(NO3), difenilcarbazona/ | de EGDMA | de AIBN (salsa,
4,0 mmol de 2- manjericédo e
VP horteld) e arroz
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1,0 mmol de | 2,0 mmol de 5,80 mmol 0,30 mmol 1,0 g de Fe3Oa ACN Impressdo em |51,80 Tioureia F AAS Bebidas (leite, 86
PbCOs MAA de EGDMA | de AIBN funcionalizado Superficie em HCI café, cha, suco,
com TEVS limonada,
agua)
1,0 mmol de |1,0 mmol de 20,00 mmol | 0,30 mmol EtOH:ACN Bulk 0,13 HCI, F AAS Suco de laranja | 87
Zn(NO3),*6H,0 | Morin / 6,0 mmol | de EGDMA |de AIBN (2:1 viv) HNOsg, e agua
de MAA H2S0Oa4, (residual, rio,
EDTA torneira)
1,0 mmol de | 1,0 mmol de 30,00 mmol | 0,40 mmol MeOH:EtOH Precipitacédo 22,11 H2S0Oa4, F AAS Leite, batata, 88
Zn(NO;3),*6H;0 | N,N'- de EGDMA |de AIBN (3:1 viv) HNO3, arroz, cha e
bis(salicilideno)- HCI agua mineral
O_
fenilenodiamina /
4,7 mmol de
MAA
2,1 mmolde |4,0 mmoldeDz/ |12,00 mmol | 0,73 mmol Membrana de Cloroférmio Impressdo em | 37,00 HCI F AAS N.1 89
Ni(NO3)26H.0 | 2,4 mmol de de EGDMA | de AIBN PVDF Superficie
MAA
1,0 mmol de |2,0 mmol de 1,5- | 30,00 mmol | 0,40 mmol EtOH Precipitacéo 40,25 HCl, F AAS Agua (potavel, 90
Ni (NOs).*6H-0 | difenilcarbazona / | de EGDMA | de AIBN H2S0a4, rio, mineral) e
4,7 mmol de HNO3 tomate
MAA
1,2 mmol de | Vbamp 23,50 mmol | 0,65 mmol EtOH: 2- Suspensao IIPNOs: 7,04 | H2SO4 ICP OES N.1 91
Ni(NO3)26H20 de EGDMA |de AIBN metoxietanol inversa (pH 4,00) e
ou (1:1, viv) 11,73 (pH
1,2 mmol de 7,00)
Ni(ClOy),*6H,0 IIPCIO4: 5,86
(pH 4,00) e
9,39 (pH
7,00)
1,0 mmol de | 4,0 mmol de 7,95 mmol |0,61 mmol |SG-PMA Tolueno Impressao em | 20,30 HNO3 ICP OES Agua 92
Ni(NO3),*6H,0 | AMPSA de EGDMA |de AIBN (Suporte); SDS e Superficie
n-pentanol
(Emulsificadores)
1,0 mmol de |1,0 mmol de 2, 2- | 30,00 mmol | 0,40 mmol MeOH Precipitacdo 27,96 HCI, CV-AAS Agua e peixe 93
HgCl, dipiridilamina de EGDMA |de AIBN H2S04,
HNO3
0,5 mmol de | 2,0 mmol de N- 5,29 mmol |0,61 mmol |CNT EtOH Impressao em | 46,00 Tioureia F AAS Alface, coentro, | 94
Cdl, pdc de EGDMA | de AIBN funcionalizados Superficie em HCI, cebola,
com VS HCI, espinafre,
HNOs, salsa, repolho e

H2SO4

cha
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0,05-0,8 0,8 mmol de ALU | 4,00 mmol 0,06 mmol MeOH Bulk Entre 2,1x10* | HNO3 GF AAS Agua 95
mmol de ou 1-VID ou de EGDMA | de AIBN e 1,7x103
Cd(NO3),*4H:0 | Acrilamida ou
ATU
1,0 mmol de |2,0 mmol de ATU | 7,94 mmol | 0,43 mmol |SG-PMA ACN Impressdao em | 38,3 HCI, ICP OES Agua (sintética, | 96
CdCl,*2,5H,0 de EGDMA | de AIBN Superficie HNO3 torneira, lago,
residual)
5,0 mmol de | 10,0 mmol de 1- | 50,00 mmol | 0,61 mmol Fez04 DMF:MeOH Impressdoem |21 HNO3 F AAS Agua residual 97
Co(NO;)2*6H.0 | VID de EGDMA |de AIBN funcionalizadas Superficie
com TEOS
UO2(NO3). SALO/4-VP e 36,00 mmol | 0,30 mmol | Fe30a4 2-metoxietanol | Bulk 1,04 HCI, ICP-OES Agua residual 98
*6H.0 12,0 mmol de de EGDMA |de AIBN funcionalizadas H2SO0u4, (estacbes de
MAA com AO HNO3, tratamento e
NaHCOsg, drenagem
Na2COs acida de minas
0,1 mmol 0,15 mmol de 6,36 mmol | 0,61 mmol |SG-PMA DMSO Enxerto 45,07 H2S04 ICP OES Agua residual 929
IN2(SO4)s AVF de EGDMA | AIBN (minas)

Salen: N,N'-bis(salicilideno)etilenodiamina; PCC: Bis {5-[(cloreto de N, N-dialil-N-metilam&nio)metil] salicilaldoxima} de Cu (llI); DAMAS: Cloreto de N, N-dialil-N- (3-hidroxi-
4-formil) benzil-N-metilaménio; 1-VID: 1-vinilimidazol; 4-VP: 4-vinil piridina; DC18C6: Diciclohexil 18C6; MAA: Acido metacrilico; 2M12C4: 2-(aliloxi)metil-12-coroa-4; 2-VP:
2-vinilpiridina; Morin: 3,5,7,2’,4-pentahidroxiflavona; Dz: Ditizona; AMP: 2-aminometilpiridina; AMPSA: Acido 2-acrilamida-2-metil-1- propanosulfénico; N-pdc: N-alil-2-
fenildiazenacarbotioamida; Vbamp: 1-(2-piridinil)-N-(3-vinilbenzil)metanamina; ALU: Alilureia; ATU: Aliltioureia; SALO: Salicilaldoxima; AVF: acido vinilfosfénico;, EGDMA:
dimetacrilato de etilenoglicol; AIBN: 2,2’-azobis-iso-butironitrila; DVB: Divinilbenzeno; EBAm: N,N'-metileno-bis-acrilamida: AMP: Dicloridrato de 2,2-azo-bis(2-
metilpropionamidina); CTAB: Brometo de Cetrimonio; Fe;0.@SiO.: Nanoparticulas de magnetita funcionalizadas com silica gel; TEVS: Trietoxivinilsilano, PVDF: Fluoreto
de polivinilideno; SG-PMA: Silica gel funcionalizada com acido N-propilmalamico; SDS: Dodecil sulfato de sédio; CNT: Nanotubos de Carbono; VS: Viniltrietoxissilano; TEOS:
Tetraetoxissilano; AO: Acido oleico; MeOH: Metanol; EtOH: Etanol; DMF: Dimetilformamida; ACN: Acetonitrila; DMSO: Dimetilsulfoxido; EDTA: Acido etilenodiamino
tetraacético; Cronop: Cronopotenciométria; F AAS: Espectrometria de absorcao atdmica de chama; GF AAS: Espectrometria de absorgao atdmica em forno de grafite; WD-
XRF: Espectrometria de fluorescéncia de Raio X dispersivo de comprimento de onda; ICP OES: Espectrometria de emissdo 6ptica com fonte de plasma indutivamente
acoplado; CV-AAS: Espectrometria de absorcdo atdmica de vapor a frio; N.I: N&o informado
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Na Figura 7 sdo apresentados os iniciadores radicalares utilizados na sintese
de IIP e a representacdo da reacao de iniciacdo a partir do 2,2’-azo-isobutironitrila
(AIBN), que é o iniciador radicalar comumente empregado, formando o radical 2-

cianoprop-2-ilo.

Figura 7. Estrutura quimica dos iniciadores radicalares utilizados na sintese de IIP,
bem como a representacdo da reacao de iniciagao a partir do 2,2’-azo-isobutironitrila
(AIBN).

N
CH, CHs Q\ CHs CHs
—
N =N N=
H,C CH
nge ’ s HaC \\N 3

2,2’-azo-isobutironitrila (AIBN) azobisdimetilvaleronitrila

N
\\\\ CH, o}
—=N OH
OH HsC
N

4,4’-azo(acido 4-cianovalérico)

CHa
g 9
(@)
] g
0 H,C
Peroxido de benzoila Dimetilacetato de benzila
Reacao de iniciagao
N
N
N A (60°C) ou AN
Ny > 2 . + N,
N ho (345 nm, 15°C) CH,
H,C CH,
CH, d HaC
k, = coeficiente de velocidade de ' Radical '
decomposigcao 2-cianoprop-2-ilo

Fonte: adaptada de referéncia [41]
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2.1.4 Caracteristicas Gerais dos IIP

Os polimeros ionicamente impressos sao materiais adsorventes com
capacidade de reconhecimento de ions metalicos. Estes apresentam diversas
vantagens frente a outros adsorventes utilizados em SPE devido a elevada
seletividade, custo relativamente baixo dos reagentes da sintese, estabilidade térmica
e mecanica, capacidade de facil regeneracdo apds usar acidos minerais diluidos na
etapa de pré-concentracdo. Além disso, possibilitam a pré-concentracdo dos ions
metalicos em uma ampla faixa de pH.

A elevada seletividade dos IIP em relagdo a outros adsorventes é explicada a
partir das cavidades formadas (sitios de ligacdo), que possuem tamanho, carga,
geometria de coordenacdo e numero de coordenacdo especificos, além do efeito de
memo©ria, devido a interacdo entre o template (ion metalico) e o monémero funcional
por meio de forcas eletrostéticas ou ligacao covalente coordenada [74]. Porém, a
limitagdo referente ao reconhecimento seletivo do ion metalico estd relacionada
diretamente com as estratégias de sintese e os métodos de polimerizacédo adoptados.

Na Figura 8 pode-se observar que nas Ultimas duas décadas houve um
aumento significativo no emprego dos IIP como adsorventes em estudos de pré-

concentracdo em SPE.

Figura 8. Numero de trabalhos publicados por ano sobre IIP entre 1991 e 2019.
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Fonte: Web of Science. TOPICO: (ion imprinted polymer). Acesso em: dezembro de 2018.
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2.1.5 Estratégias para Sintese de IIP

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para a sintese de polimeros
ionicamente impressos. No Quadro 4 sdo apresentadas essas estratégias,
mencionando as caracteristicas gerais de cada uma, bem como micrografias de MEV

para observar a possivel morfologia das particulas poliméricas apos a sintese.

Quadro 4. Estratégias de sintese de IIP e imagens MEV para observar a possivel
morfologia das particulas poliméricas ap0s a sintese.

Estratégias . : Morfologia das
. Caracteristicas Gerais . L

de Sintese Particulas Poliméricas
Polimerizagdo em | e A polimerizagdo em bulk é a estratégia

tradicionalmente empregada para a

sintese de IIP.
¢ A reacdo de polimerizacao é realizada em
um sistema homogéneo, em que o0s
reagentes (ion metalico, mondémero
funcional, reagente de ligacdo cruzada e
iniciador radicalar) séo dissolvidos em um
solvente apropriado dentro de um frasco
selado na auséncia de oxigénio.
A polimerizagdo € induzida com aumento
da temperatura e/ou radiacdo UV.
O polimero obtido apresenta consisténcia
rigida e heterogénea, sendo necessario
empregar, apés a sintese, procedimentos
de trituracéo e peneirado antes do uso, a
fim de uniformizar o tamanho das
particulas.
Conveniente para a extracdo em fase
solida de ions metalicos.
O efeito de impressao, a capacidade de
adsorcéo e a seletividade destes polimeros
S8o menores em comparagdo com aqueles
obtidos pelas outras estratégias, devido a
incompleta remocé&o do template durante a Ref. [95]
lavagem apos a sintese e ao dificil acesso
do ion metdlico a cavidade seletiva.
Durante a trituracdo do polimero podem
ser destruidos os sitios de ligacao.

Polimerizagéo por | ¢ Os reagentes da sintese sdo dissolvidos
em solvente organico apolar e, em
seguida, adicionados em uma fase
imiscivel (normalmente polar) contendo
agentes estabilizantes (tensoativo) para
formar uma fase dispersiva (com a fase
apolar no interior da micela), evitando a
coagulacéo das gotas de emulséo.

e A reagdo de polimerizagdo ocorre dentro
das gotas de emulséo, apés aplicacao de
aquecimento ao meio sob agitacao,
permanecendo em suspensdo com a fase
dispersiva, que faz com que o polimero Ref. [77]
seja produzido em formato de esferas.

massa ou "bulk"

Particulas relativamente
grandes, com tamanho e
formatos irregulares.

Suspenséo
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A agua € usualmente empregada como
fase imiscivel, e o alcool polivinilico e sais
inorganicos como  tensoativos. O
estabilizante afeta o tamanho e a forma
das particulas, bem como sua
cristalinidade e a transparéncia [111]
Ressalta-se que a agua pode solvatar o ion
metalico interferindo na complexacao,
sendo necessario utilizar outra fase
dispersiva, empregando um tensoativo de
aspecto pastoso a base de polimero de
perfluorocarbono [112,113].

Ref. [106]

Microesferas com tamanho
uniforme

Polimerizagéo por

Precipitagédo

A polimerizagdo por precipitacdo é
semelhante a polimerizacdo por “bulk”,
com a diferenca do volume de solvente,
gue é 5 vezes maior, visando impedir a
formagdo de uma massa polimérica.

A mistura dos reagentes com o solvente é
desgaseificada e acondicionada em banho
maria a temperatura de 60 °C por 24 h ou
radiacdo UV.

A precipitacdo ocorre quando a
microesfera adquire maior densidade que
a solucédo durante a reacdo, tornando-se
insoldvel.

Apbés a sintese, as microesferas sao
separadas por centrifugacdo e lavadas
com mistura de solventes para remover o
excesso de reagente de sintese.

N&o ha formacéo de emulsbes

Ref. [115]

Microesferas altamente
homogéneas.

Polimerizacéo por
Impresséo em

superficie

Inicialmente a superficie de um soélido
suporte é ativada ou modificada
guimicamente, para ancorar moléculas
gue possuem na estrutura o grupo vinilico
para que ocorra a polimerizagao.

O material suporte usualmente é de
natureza inorganica (silica gel ou
nanoparticulas de magnetita) que sao
materiais estaveis quimica e

mecanicamente em relacdo a soélidos
organicos, tais como celulose.

Todos os reagentes sdo dissolvidos no
solvente e misturados com o sdlido
suporte. A reacdo de polimerizagdo
comega com 0 aumento da temperatura ou
incidéncia de radiagdo UV em atmosfera
de nitrogénio.

Ref. [96]
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¢ O template pode ser removido facilmente
por estar apenas na superficie do material,
tornando as cavidades seletivas, mas
accessiveis a adsorcéo do ion metalico.

Polimerizagéo por

Enxerto “grafting”

¢ Nesta estratégia é empregado um suporte
polimérico com poros esféricos como base
do IIP. O template, monémero bifuncional,
agente de ligacdo cruzada e iniciador
radicalar sd@o dissolvidos no solvente
porogénico e adicionados no suporte
polimérico até preencher os poros do
mesmo.

A reacéo de polimerizacdo comega com o

aumento da temperatura ou incidéncia de

radiacao UV em atmosfera de nitrogénio.

Apos a polimerizagéo, as microesferas séo

suspensas, separadas e lavadas.

A polimerizagdo por enxerto apresenta

vantagens como a possibilidade de

produzir materiais com estrutura
organizada de forma bidimensional em
monocamada devido a imobilizagdo do
mondmero, bem como
tridimensionalmente por meio da etapa de

impresséo [37]

e A distribuicdo dos sitios de impresséo é
consideravelmente melhor em
comparacdo com a polimerizacdo em
“bulk”

Ref. [117]

As particulas apresentam
tamanho homogéneos.

Polimerizacéo por

Sol-gel

Na sintese de IIP pelo procedimento sol-
gel, inicialmente a reag&o ocorre entre o
fon metdlico e o grupo seletivo do
precursor  funcional. @] precursor
(organosilica) e o agente de ligacdo
cruzada (tetraetoxisilano -TEOS), sé&o
inicialmente hidrolisados para a formacao
de uma solucao coloidal (sol) de particulas
muito pequenas (1-100 nm), que em
seguida, se interconectam
(policondensacédo) para formar uma rede
porosa rigida (gel) [118].

Ref. [119]
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e Os precursores mais comuns para este
procedimento, que atuam como agente

reticulante, séo o} 3-
aminopropiltrietoxisilano  (APTES), o
feniltrimetoxisilano (PTMS), 0

tetrametoxisilano (TMOS) e o}
tetraetoxisilano (TEOS), responsaveis pela
formacé&o da rede polimérica.

e Acidos e bases podem ser utilizados como
catalisadores da sintese.

e A presenca de surfactantes permite
controlar o tamanho da cavidade seletiva,
facilitando o acesso do ion metdlico devido
a rapida transferéncia de massa. Este tipo
de procedimento permite obter polimeros
com dupla impresséo, ou seja, a formagéo
da cavidade seletiva depende da interacdo
fon metdalico-precursor funcional e do
surfactante.

Polimerizagéo por | e« A polimerizagdo por emulsdo é
heterogénea e permite obter particulas
com tamanhos na ordem de micrémetros.

e Nesta polimerizacdo, a fase organica
(template, mondmero e agente de ligagao
cruzada) é dispersa em agua (fase polar).
Para isto, é usado um surfactante como
dodecil sulfato de sédio, que promove a
formacdo de micelas, onde o iniciador
radicalar far& com que aconteca a
polimerizagéo.

e A vantagem desta estratégia de
polimerizagdo € que ndo requer a
utilizagéo de solventes orgéanicos.

e De forma similar & polimerizacdo por
suspensdo, a agua pode interferir no
processo de impressao.

Ref. [120]

Emulsao

Fonte: referéncias [41,44]

2.1.6 Reac0Oes de Polimerizagao

A polimerizacdo é uma reacdo em que unidades mais simples, chamadas de
mondmeros, se combinam quimicamente para formar estruturas mais longas. Existem
dois tipos de reacdes de polimerizagédo: por condensacéo ou por adi¢cdo, sendo esta
Gltima a mais utilizada na sintese de polimeros ionicamente impressos.

Para que os mondmeros se liguem por polimerizacao de adicdo (poliadi¢cao),
ou polimerizacdo em cadeia, € necessaria a presenca de insaturagcdes na estrutura do
mondmero, em que a ruptura homolitica da ligacéo pi origina uma espécie radicalar.

A reacdo de polimerizacdo por adicdo contempla trés etapas com cinética
diferente: iniciacdo, propagacdo e terminacao. A iniciacdo € a etapa mais lenta do

ponto de vista cinético e se caracteriza pela formacéo de radicais livres a partir de um
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iniciador radicalar, que deve conter uma ligacdo quimica de baixa energia de
dissociacdo para se decompor homoliticamente (Figura 9a). Essa decomposicdo
homolitica pode ser provocada com agentes fisicos como calor, radiacdo ultravioleta
ou microondas. Em seguida, a espécie radicalar com hibridizacédo sp? reage com o
carbono menos substituido que participa da ligacdo pi na molécula do monémero

gerando um radical livre que inicia a reacdo de polimerizagdo (Figura 9b) [122].

Figura 9. Mecanismo da etapa de iniciagcdo em poliadi¢cao via radical livre.
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k4 = coeficiente de velocidade de decomposi¢do
k; = coeficiente de velocidade de iniciagdo.

Fonte: adaptada de referéncia [122]

A etapa de propagacédo ocorre logo apos a iniciacdo e é considerada a etapa
mais importante da polimerizagéo, uma vez que € muito rapida, com baixa energia de
ativacao, e nela ocorre o crescimento da cadeia. Nesta etapa, o centro ativo, formado
na iniciagdo, se adiciona a outro mondmero, gerando uma cadeia maior com
transferéncia do centro ativo de monémero a monémero, o qual imediatamente se
adiciona a outro mondmero pela extremidade, e assim sucessivamente, até ocorrer a

terminacéo [122], conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Mecanismo da etapa de propagacdo em poliadi¢do iniciado via radical livre.

kl:J = coeficiente de velocidade de propagacdo

Fonte: adaptada de referéncia [122]

Finalmente, a etapa de terminacdo ocorre quando ha interrupcdo do

crescimento da cadeia pelo desaparecimento do centro ativo devido a:

e Acoplamento ou combinacédo de dois centros ativos, formando uma ligacao simples
entre as espécies propagantes;

e Desproporcionamento, que consiste na transferéncia intermolecular de um atomo
de hidrogénio de uma cadeia para outra em crescimento, saturando-se uma
extremidade e criando-se uma dupla ligacdo na extremidade da outra cadeia;

e Abstracdo de um atomo de hidrogénio de qualquer ponto da cadeia, em que o
centro ativo é transferido para compensar a perda desse hidrogénio, formando
ramificacdes;

¢ Interacéo do radical livre com outros radicais formados ou moléculas presentes no

meio reacional como solvente, iniciador, impurezas ou oxigénio molecular.

Na Figura 11 é apresentado de forma geral o mecanismo da etapa de

terminacdo em poliadicéo iniciada por via radical livre.
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Figura 11. Mecanismos da etapa de terminacéo em poliadicéo iniciada por via radical
livre.
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Fonte: adaptada de referéncia [122]

Devido ao curto tempo de vida das cadeias em crescimento e aos diversos
eventos que favorecem a terminacao da poliadicdo, a estrutura dos polimeros € de
dificil controle, apresentando maior indice de polidispersdo, ou seja, maior
heterogeneidade do tamanho das particulas [123]. Desta forma, a fim de controlar a
estrutura da cadeia polimérica, a polimerizacdo radicalar com desativacéo reversivel
(RDRP) surgiu como uma alternativa para o controle da reatividade radicalar
propagante [123].

Na polimerizacdo RDRP ha dois tipos de radicais, aqueles que propagam a
reacao, e que podem sofrer o evento de terminacao, e os que estéo ligados a agentes
gue controlam a terminagcéo da polimerizagdo. Quanto maior a concentragdo dos
agentes controle, menor a probabilidade de interagdo entre os radicais propagantes.
Desta forma, é possivel obter polimeros com maior massa molar e altas taxas de
conversado da reacao, além de baixos indices de polidispersao.

Dentre a polimerizagdo RDRP encontrasse o procedimento Iniferter (do inglés,
Initiator-transfer agent-terminator) em que o agente controle do centro propagante
participa da iniciacao, transferéncia de radicais e terminag¢ao dos centros propagantes
(Figura 12) [124].
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Figura 12. Mecanismo para polimerizacdo em superficie por Iniferter.
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Fonte: adaptada de referéncia [125]

O agente controle € uma substancia, como o ditiocarbamato, que por efeito da
temperatura ou radiacéo ultravioleta forma dois tipos de radicais. A fungcao do primeiro
radical é adicionar-se ao monémero, por meio da ligacao pi, para iniciar uma cadeia
propagante, enquanto, o segundo tem a funcédo de controlar a entrada de outras
moléculas do mondmero por meio de ativacdes/desativacdes rapidas da ligacdo C=S
do ditiocarbamato. N&o obstante, os fragmentos do radical ditiocarbamato sé&o
capazes de iniciar novas cadeias e seu equilibrio de desativacdo reversivel ndo é
rapido o suficiente para controlar a entrada de monémeros na cadeia em crescimento,
aumentando a polidisperséao do polimero formado [126,127].

Huang e colaboradores [128] reportaram a sintese de um IIP para ions Cd?*
sobre a superficie de um papel empregando a polimerizacdo por enxerto e o
procedimento RDRP por Iniferter para o desenvolvimento de um sensor. Na sintese
do polimero foi utilizado Cd(CHsCOO)2 « 2H20 como template, MAA como mondémero
funcional, DMSO como solvente porogénico, EGDMA como agente de ligagcéo
cruzada, dietilditiocarbamato de sédio trihidratado como agente controle. A sintese foi
realizada por fotopolimerizacdo utilizando radiagdo ultravioleta com A = 254 nm
durante 12h, resultando uma membrana com impressa ionica superficial. A partir da

caracterizacdo morfolégica, os autores observaram que o polimero foi formado
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apenas na superficie do papel sem afetar a estrutura de rede tridimensional deste.
Além disso, muitas particulas irregulares foram observadas na membrana do IIP. No
entanto, para o polimero ndo impresso (NIP) apenas uma membrana uniforme foi
formada. Os autores empregaram a espectroscopia de fotoelétrons de Raios-X (XPS)
para analisar a composicao superficial do IIP. A presenca de dois picos em 163,1 e
165,5 eV foram atribuidos ao enxofre (S) dos grupos C-S e C=S devido a modificacéo
do iniferter no papel.

Referente ao estudo de adsorcéo, o IIP apresentou uma capacidade maxima
de adsorc¢do (155,2 mg g) maior em comparacdo com IIP reportados para Cd?* e/ou
outros ions (Quadro 3) sintetizados por polimerizacao radicalar convencional.

2.1.7 Classificacdo dos IIP

Os polimeros ionicamente impressos podem ser classificados de acordo com a
natureza quimica dos reagentes empregados na sintese. Eles podem ser orgéanicos,
inorganicos ou hibridos (organicos-inorganicos). No Quadro 5 sdo apresentadas

algumas caracteristicas e propriedades de IIP segundo sua natureza quimica.

Quadro 5. Classificacao dos IIP segundo a natureza quimica de seus componentes.

Natureza Sintese Caracteristicas/Propiedades
dos IIP
Orgéanicos e Podem ser sintetizados pela | ¢ Os primeiros IIP foram de natureza
polimerizacdo em bulk, precipitagdo organica [46], empregando
e suspensao. poli(etilenoimina), poli(vinilpiridina),
e Frequentemente o AIBN (2,2- alcool poli(vinilico) e poli(acrilato) para

azobisisobutironitrila) e utilizado reconhecimento de Cu?*, Fe3*, Co?,
como iniciador radicalar, e o DVB Zn?*, Ni* e Hg?*.

(divinilbenzeno) e EGDMA | e Possuem rede polimérica rigida
(dimetacrilato  de  etilenoglicol) altamente reticulada e quimicamente
como agentes de ligagcéo cruzada. estavel em ampla faixa de pH.

e Ligantes vinilados e ligantes | e Existe grande variedade de monémeros
quelantes ndo vinilados sé&o disponiveis comercialmente.
utilizados para a complexacdo do | e Podem ser empregados em extracéo em
fon metélico. fase solida (SPE), membranas de
separagdo e sensores. No entanto, em
SPE, os polimeros organicos podem
encolher ou inchar quando séo expostos
a diferentes solventes, com resisténcia a
passagem de liquidos, gerando
empacotamento das colunas.

e Geralmente apresentam capacidade de
retencdo em torno de 70 a 100%.
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Inorgénicos e Sintetizados por meio da | e Polimeros sintetizados na presenga de
polimerizacéo sol-gel. catalisadores 4cidos leva a formacédo de
e Como agente reticulante é utilizado particulas com menor tamanho e
0 tetraetoxissilano (TEOS). agregacédo, e maior area superficial e
e Precursores bifuncionais, como 3- | porosidade.
(2-aminoetilamino)- e Apresentam estabilidade reduzida em
propiltrimetoxissilano (AAPTS) séo meio aquoso com baixo ou alto valor de
empregados para complexar o ion pH.
metdlico e copolimerizar com o | ¢ O excesso de catalisador acido pode
TEOS. conduzir a formacdo de estruturas
microporosas.
eNdo € necessario o uso de | e Acinética de adsorcao/dessorcédo torna-
iniciadores radicalares, portanto, a se desfavoravel devido aos microporos
sintese pode ocorrer na presenca que compbdem o material, resultando
de oxigénio molecular com lenta transferéncia de massa do analito.
aquecimento de 90 °C.
e A catalise acida tem sido mais
utilizada na sintese destes
polimeros.
Hibridos e Existem vérias possibilidades de | e Materiais homogéneos
(orgénicos- sintese, fundamentadas em dois macroscopicamente, apresentando

inorgénicos)

tipos de interacdo: interacfes
fracas entre os componentes, tais
como ligagdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals, interagdes 1r-11
ou eletrostéaticas; ou por ligacbes
guimicas fortes tais como ligacdes
covalentes ou ion-covalentes.

Sdo preparados principalmente
pela polimerizag&o sol-gel, usando
0 TEOS como agente reticulante e
moléculas organicas capazes de
interagir com o ion metalico para
sua incorporagdo na  rede
polimérica. Neste caso, o]
componente organico ndo €
polimerizavel, pois apenas é ligado
covalentemente a matriz
inorgénica.

Empregando outras estratégias de
polimerizacédo, é possivel associar
o efeito dos monémeros orgénicos
vinilados (agentes de acoplamento)
com 0S precursores inorganicos a
fim de conferir maior seletividade ao
polimero.

propriedades diferenciadas daquelas
gue lhe deram origem.

e Apresentam area superficial grande e
tamanho de poros entre 2 e 15 nm.

e SA0 estaveis térmica e quimicamente
devido a sua composicao inorganica,
com a funcionalidade e flexibilidade de
dos polimeros organicos. Assim, podem
ser empregados em uma ampla faixa de
pH.

e Possuem baixa densidade, com relacéo
aos polimeros organicos, e longa
durabilidade.

e Podem ser utilizados em extracdo de
fase solida para ions metalicos.

Fonte: referéncia [37]

2.2 MEIOS OU MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAM)
Na extracdo em fase solida (SPE), a adsor¢cédo de moléculas ou ions metélicos
(analito) presentes em amostras com matriz complexa ndo € um processo simples e

as vezes torna-se inviavel. Este fato é devido aos componentes da matriz,
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especificamente as macromoléculas, que sdo adsorvidas na superficie do adsorvente,
impedindo a adsorcdo do analito ou causando entupimento da coluna quando o
material adsorvente € utilizado como recheio, o que resulta em perda da capacidade
adsortiva e seletiva do material.

Nesse contexto, foram propostos 0s meios ou materiais de acesso restrito
(RAM, do inglés Restricted Access Media or Material) por Hagestam e Pinkerton [51],
fazendo referéncia a adsorventes poliméricos contendo na superficie externa grupos
funcionais e/ou proteinas capazes de excluir quantitativamente as macromoléculas,
enquanto que a superficie interna consegue reter as moléculas de baixo peso
(analitos) [38,52,53]. Assim, o emprego dos RAM em SPE, acoplado a sistemas de
analise de fluxo, permite a analise direta de amostras biolégicas sem tratamento
prévio.

Na Figura 13 é apresentado o esquema geral da exclusdo de macromoléculas

e adsorcao do analito empregando um material polimérico com acesso restrito.

Figura 13. Representagdo esquematica de um material polimérico com acesso restrito
(RAM).
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polimérico acesso restrito - (RAM) macromolécula

Fonte: adaptada das referéncias [38,53]

Os RAM podem ser classificados de acordo com 0 mecanismo de exclusdo das
macromoléculas, que pode ser por meio de uma barreira fisica, quimica ou uma
combinacgéo das duas. O mecanismo de exclusao por barreira fisica esta associado
com o tamanho de poro, sendo utilizados materiais com poros (geralmente de 60 A)
gue permitem apenas a entrada de moléculas pequenas, excluindo as
macromoléculas. Alguns materiais que utilizam o mecanismo de exclusao por barreira
fisica sdo os ISRP (do inglés, Internal Surface Reversed-Phase), ADS (do inglés,

Alquil-Diol-Silica) e SPS (do inglés, Semi-Permeable Surface).
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O material ISRP foi proposto em 1985 por Hagestam e Pinkerton [51] e
comercializado em 1986 como adsorvente polimérico para a determinacdo de
fenitoina (farmaco) em soro ou plasma por injecdo direta. Este material corresponde
a uma silica porosa com a superficie externa coberta por grupos hidrofilicos (diol-
glicil), para limitar a adsor¢éo de proteinas, e uma fase hidrofébica (tripeptideo Glicina-
L-Fenilalanina-L-Fenilalanina ou GFF) apenas na superficie interna. Desta forma,
qguando o soro ou plasma sao injetados diretamente pelo ISRP, as proteinas com
tamanho maior que 20000 Da, como a albumina (65600 Da), sdo excluidas da
superficie interna por mecanismo fisico, pois o didmetro de poro das particulas é
aproximadamente 8 nm. Assim, apenas € adsorvido o analito (fenitoina) na superficie
interna por meio de interacbes com elétrons 1. No entanto, foi necessario modificar
0s poros da superficie interna com GFF-IlI para melhorar a capacidade de retencao
dos ISRP.

Em relacdo as fases ADS, estas foram introduzidos por Boos e colaboradores
em 1995 [129], em que grupos hidrofilicos diols foram incorporados na superficie
externa de silica, enquanto que, cadeias alquilicas (C4, C8 ou C18) na superficie
interna, tornando-a hidrofébica. Sua estrutura € semelhante ao ISRP GFF-II, porém
com maior eficiéncia na retengédo do analito e com menor tamanho do poro (6 nm).
Comercialmente as fases ADS tem o nome de LiChrospher ADS® e sao produzidas
pela Merck.

Na Figura 14 é apresentada a representacao esquematica das fases utilizadas

como RAM para exclusdo de macromoléculas por mecanismo fisico.

Figura 14. Representacdo esquematica das fases ISRP e ADS
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Fonte: adaptada da referéncia [38]
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Além desses materiais, existem os RAM com barreira quimica, 0s quais sao
obtidos ao revestir a camada externa do material adsorvente com grupos funcionais
hidrofilicos, formando uma barreira de agua que restringe o acesso de proteinas e
macromoléculas hidrofébicas, permitindo a percolacdo dos analitos até os sitios de
ligacdo (hidrofébicos) do material adsorvente.

O primeiro RAM com barreira quimica foi sintetizado por Gish e colaboradores
em 1988 [130] e comercializado como Hisep® pela Sigma-Aldrich. Este adsorvente
corresponde a uma silica que contém uma camada externa composta por uma rede
de polioxietileno, enquanto, grupos contendo anéis aromaticos (fenilo) foram
incorporados nos poros do material. Portanto, a rede de polioxietilieno impede a
difusdo das macromoléculas ao interior dos poros e os analitos podem interagir com
o grupo fenilo por meio de interagdes hidrofébicas e ligagcao Tr-Tr.

Desilets e colaboradores [52] desenvolveram as fases SPS (do inglés, Semi-
permeable surface), que apresentam agrupamentos do polimero polioxietileno
(hidrofilico) na superficie externa das particulas e agrupamentos alquilicos
(hidrofébicos) na superficie interna dos poros, incorporados por meio de ligacées
covalentes. Este tipo de material € comercializado atualmente por Regis Tecnologies.

Nas fases SPS, a camada polimérica, além impedir a adsorcdo das
macromoléculas na superficie externa do material, € capaz de reter analitos
hidrofilicos por meio de ligacdes de hidrogénio, enquanto que os analitos hidrofébicos
conseguem atravessar a camada semipermeavel até chegar aos poros do suporte e
interagir com os sitios ativos [131].

Yoshida e colaboradores [132] prepararam colunas contendo RAM, em que a
proteina albumina de soro bovino (BSA, do inglés, bovine serum albumin) foi
incorporada na camada externa de silica para a determinacdo de farmacos em
amostras de sangue. Nessa mesma abordagem, Menezes e Felix [133] imobilizaram
BSA ou HSA (albumina de soro humano) sobre a silica, estabilizadas com ligacdes
cruzadas com glutaraldeido, para determinacdo de pesticidas (bendiocarbe, metil
paration, metomil e pentaclorofenol) em leite cru, obtendo porcentagens de
recuperacao maiores a 99,6% dos pesticidas citados.

Haginaka e Wakai [134,135] desenvolveram as fases MFP (do inglés, Mixed-
Function Phase), adicionando radicais hidrofobicos (fenila, butila ou octila) juntamente
com radicais hidrofilicos (diol) tanto na superficie externa dos poros das particulas do

suporte quanto na superficie interna. Devido a presenca de radicais hidrofilicos e
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hidrofébicos, esses materiais foram utilizados para reter farmacos e metabdlitos
polares, bem como apolares.

Na Figura 15 é apresentada a evolucdo do namero de trabalhos publicados
sobre materiais com acesso restrito (RAM) nas ultimas 3 décadas, em maior

proporcao quando comparado com os IIP.

Figura 15. Numero de trabalhos publicados por ano sobre RAM entre 1985 e 20109.
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Media"). Acesso em: dezembro de 2018.

Como exposto, os RAM foram inicialmente propostos para adsorcao de
moléculas presentes em amostras biolégicas e ambientais, sendo empregados em
pré-colunas como etapa de clean-up para posterior injecdo da amostra no sistema
cromatografico. No entanto, em relacdo a adsorcao de ions metalicos com RAM, na
literatura foram encontrados apenas dois trabalhos.

Barbosa e colaboradores [68] imobilizaram BSA sobre nanotubos de carbono
(CNT) oxidados para obter nanotubos de carbono com acesso restrito (RACNT). Os
autores confirmaram a imobilizacdo da BSA e a presenca de sitios de adsorcéo de
fons Pb?* empregando as técnicas de microscopia eletrénica de transmissdo de alta
resolucdo (HRTEM, do inglés High-Resolution Transmission Electron Microscopy),
microscopia eletronica de varredura (MEV ou SEM, do inglés Scanning Electron
Microscope) e espectroscopia de raios-X por dispersdao de energia. O RACNT

apresentou capacidade para extrair ions Pb?* e excluir 100,0% proteinas séricas
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diretamente do soro de sangue humano sem empregar etapas de pré-tratamento. A
capacidade maxima de adsorcdo do RACNT para os ions Pb?* foi 34,5 mg g* com
fator de pré-concentracdo de 5,5 em sistema de pré-concentragdo on-line com
determinacao por espectrometria de absorcdo atbmica com forno tubular na chama e
aerossol térmico (TS-FF-AAS), enquanto a exclusdo das proteinas foi monitorada por
UV-Vis em A = 240 nm.

Yan e colaboradores [69] sintetizaram nanoparticulas magnéticas
(FesO4@Si0O2) funcionalizadas com 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR) contendo acesso
restrito (Fez0s@SiO2@PAR-MNPs) para andlise direta de ions Cr3*, Cd?*, La%*, Nd3*
e Pb2* em amostras de urina humana e soro, com determinacéo por espectrometria
de emissao optica com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES). A partir
dos dados texturais, 0 FesOs@SiO2@PAR-MNPs apresentou area superficial, volume
total de poro e didmetro médio de poro de 99,4 m? g?, 0,47 cm? g? e 6,14 nm,
respectivamente. Por outro lado, a capacidade méaxima de adsorcao obtida para os
fons Cr3, Cd?*, La®, Nd** e Pb?" foi 62,9, 56,6, 33,7, 36,9 e 43,3 mg g?,
respectivamente, com fator de pré-contracdo de 30,0. Os autores concluem que o
Fes04@SiO2@PAR-MNPs apresentou elevada capacidade para exclusdo de
proteinas com satisfatéria adsorcéo de ions metalicos.

2.3 POLIMEROS IONICAMENTE IMPRESSOS COM ACESSO RESTRITO (IIP-RAM)

A associacao de adsorventes que apresentam elevada seletividade, como os
polimeros impressos, com materiais que possuem satisfatoria capacidade para excluir
macromoléculas (acesso restrito) sdo amplamente encontrados na literatura para a
determinacdo de moléculas, e conhecidos como MIP-RAM (polimeros
molecularmente impressos contendo acesso restrito) [54,56,63-67]. Segundo a base
de dados Web of Science, utilizando o termo “Molecularly Imprinted Polymer and
Restricted Access Material”, foram publicados 72 trabalhos sobre MIP-RAM entre 0s
anos 1999 e 2019. Porém, para a adsorcao de ions metélicos empregando polimeros
ionicamente impressos com acesso restrito (IIP-RAM), foram encontrados apenas trés
trabalhos.

Cui e colaboradores [70] sintetizaram um [IP-RAM para adsorcéo de ions Cu?*
em amostras de urina humana e soro sanguineo. O adsorvente apresentou
capacidade méaxima de adsorcédo de 15,9 mg g com fator de pré-concentracdo de

30,0 e satisfatoria exclusdo de macromoléculas. A partir dos parametros texturais, o
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[IP-RAM exibiu uma area superficial de 86,3 m? g, com volume total de poro de 0,17
cm? g e diametro médio de poro de e 6,29 nm. Os autores relatam que o I1IP-RAM
mostrou capacidade seletiva para os fons Cu?* na presenca de diferentes ions (Zn?*,
Co?*, Ni**, Pb?* e Cd?*) em diferentes concentragdes (0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 5,0 mg L™1).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou dois trabalhos sobre IIP-
RAM, um para ions Cu?* [136] e outro para ions Cd?* [137], com excluséo de proteinas
e acido humico, respectivamente. Nas duas publicacdes foram reportados apenas 0s
resultados obtidos na caracterizacdo dos materiais e o estudo e seletividade dos IIP-
RAM. Espera-se, ainda, publicar os resultados referentes ao método analitico
proposto para determinacdo de Cu e cadmio em amostras reais.

2.4 DETERMINAGAO DE METAIS EM LEITE

O leite € um fluido biolégico que desempenha um papel importante na nutricdo
infantil, uma vez que é a unica fonte inicial de alimento, constituido principalmente por
agua, gordura, proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais, necessarios para o
crescimento e desenvolvimento normal das criancas [138].

As proteinas do leite se dividem em dois grupos. O grupo maioritario € da
caseina (75,0 a 85,0%), incluindo os polipeptideos a, B e k, em que quase todas as
caseinas se encontram associados ao célcio e fosforo [139]. O segundo grupo sao as
proteinas solaveis do soro lacteo (15,0 a 22,0%), que correspondem a [3-
lactoglobulinas, a-lactoalbuminas, albuminas séricas e as imunoglobinas. N&ao
obstante, a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina s&o nutricionalmente melhores que a
caseina, devido ao maior contetdo de aminoacidos essenciais, como lisina, metionina
e triptofano [140].

O leite bovino contém normalmente de 0,1 a 0,5 g L* de albumina de soro
bovino (BSA) [140-142], a qual desempenha um papel importante na regulacédo da
pressdo osmatica no sangue. Esta proteina € uma molécula bastante grande (66.382
Da) constituida de 582 aminoéacidos (sequéncia conhecida) e trés dominios, incluindo
17 pontes de dissulfetos que estdo protegidos em pH 7,00 [142]. Esta proteina é
caracterizada pelo baixo namero de triptofano e metionina, alto nimero de cisteina e
aminoacidos carregados, asparina (acido aspartico) e acido glutamico, lisina e
arginina [143,144]

Outros constituintes importantes do leite sdo os macronutrientes calcio (Ca),

potassio (K), magnésio (Mg) e fosforo (P), entretanto, o zinco (Zn), ferro (Fe) e cobre
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(Cu), sdo microelementos essenciais e estdo presentes na estrutura de um grande
namero de moléculas, como as proteinas e enzimas, que desempenham diversas
funcdes vitais no organismo humano [138,145].

Como exposto, devida a complexidade da matriz do leite, a determinacao direta
dos minerais (ions metalicos) por técnicas espectrométricas é uma tarefa dificil.
Assim, é necessario realizar etapas de pré-tratamento do leite antes da quantificacéo
dos ions metalicos. Nesse contexto, diversos métodos tém sido desenvolvidos para o
preparo de amostras (matriz complexa) e acoplados a técnicas espectroanaliticas
como a espectrometria de emissdo Optica com fonte de plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), espectrometria de absorcdo atémica em forno de grafite (GF
AAS), espectrometria de absorcao atbmica com chama (F AAS) e espectrometria de
absor¢do atdmica com forno tubular na chama e aerossol térmico (TS-FF-AAS) para
a determinacdo dos metais.

Frequentemente, o preparo da amostra de leite € realizado por meio da
digestdo acida assistida por micro-ondas. Nessa digestédo é utilizado o acido nitrico
concentrado (HNOs - 65,0 %, m/v) como agente oxidante ou uma mistura de HNOs e
perdxido de hidrogénio (H202 - 30,0% m/v) para formar o ion peroxinitrito (O=N-O-O-,
Eqg. 1), que possui um poder oxidativo mais eficiente da matéria organica quando

comparado com o poder oxidativo individual do HNO3 e do H20:2[146].

00+ NO — O = ()

Anion superéxido Oxido nitrico Anion peroxinitrito

Belete e colaboradores [147] determinaram Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Cd e Pb em
amostras de leite bovino provenientes de Borena (Etiopia), empregando a digestao
acida assistida por micro-ondas com deteccgéo pela técnica F AAS. Nesse trabalho, os
autores digeriram 3,0 mL da amostra com 6,0 mL de HNOs (70,0%) e 1,0 mL de H20:2
(30,0%). Apos a digestado, as amostras foram transferidas para um baldo volumétrico
de 25,0 mL, completando o volume final com agua deionizada. O método foi avaliado
por meio do teste de adicdo/recuperacao, obtendo porcentagens entre 92,5 e 100,0%
apenas para Cr (0,845-0.895 pg mL*t), Mn (0,411-0,441 pg mL), Cu (0,087-
0,122 pg mL?) e Zn (5,003-6,218 pug mL1), que correspondem aos metais detectados

nas amostras de leite bovino.
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Bizzi e colaboradores [148] avaliaram a influéncia da concentragédo do HNOs e
do H20:2 na digestédo de leite bovino integral e figado bovino para determinacdo de
metais por ICP OES (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn) e por ICP-MS (Cd, Co e
Pb) com intuito de reduzir a quantidade de reagentes e tornar o método de digestéo
acida via micro-ondas mais viavel econdmica e ambientalmente. Para isto, os autores
avaliaram o contetdo de carbono residual (%CCR) e acidez residual (%AR) apos a
digestao das duas amostras utilizando diferentes concentra¢cdes de HNOs (0,50, 0,75,
1,00, 1,50 e 2,00 mol L) e H202 (0,00, 1,60, 3,30, 4,10, 4,90 e 6,50 mol L?). Os
autores observaram que maiores %CCR e %AR foram obtidos com menor
concentracdo de HNOs (0,50 e 0,75 mol L!) e maiores concentracdes de H202 (4,90
e 6,50 mol L'Y). No entanto, com o aumento da concentracdo do HNO3 (2,00 mol L)
e na presenca de 4,90 mol L de H202, foram obtidos menor %CCR e %AR, gue sdo
condicbes favoraveis para a determinacdo de metais pelas técnicas
espectroanaliticas. Assim, os autores adotaram a mistura de 1,00 mol L de HNOs e
4,90 mol L' de H202 para a digestéo de leite bovino integral, e 1,50 mol L' de HNOs
e 4,10 mol L de H20: para a digestdo de figado bovino, obtendo concentracées
confidveis, uma vez que o método foi exato quando aplicado nos materiais de
referéncia certificados NIST 1549 Non-Fat milk powder e NIST 1577 bobine liver.

Marques e colaboradores [149] empregaram a digestdo acida em fluxo
assistida por micro-ondas de alta pressédo para determinar metais em leite bovino e
suco por ICP OES. Para a digestdo das amostras, os autores utilizaram diferentes
concentragdes de acido nitrico e misturas com HCl e H202, como descrito a seguir: (1)
3,70 mol Lt HNOs, (2) 3,70 mol L't HNOs e 0,30 mol Lt HCI, (3) 3,70 mol L' HNOs e
0,30 mol Lt H202, (4) 9,30 mol L't HNOs3 e 0,80 mol L* H202. Porém, antes de
submeter as amostras a digestdo, as emulsdes obtidas em meio acido foram
estabilizadas com: (1) sem estabilizante, (2) 50,0 uL de 0,2 mol L** de EDTA, (3) 50,0
uL de 10,0% m/m Triton X-100, (4) 50,0 pL de 0,2 mol L** de EDTA e 50,0 pL de 10,0%
m/m Triton X-100; e em seguida sonicadas. Desta forma, os autores avaliaram o efeito
do estabilizante, o tempo de sonicacdo e a temperatura na homogeneidade da
emulsdo antes de ser submetida a digestdo. Assim, os autores concluiram que todas
as emulsdes mostraram ser estaveis na presenca dos estabilizadores EDTA, Triton X-
100 e EDTA/Triton X-100 até 20,0 min apds a sonicacdo por 1,0 min, e a melhor
condigéo para a digestao de suco de maca e manga foi obtida com a mistura de 3,70
mol L-*de HNOs e 0,30 mol L de HCI, obtendo contetdo de carbono residual (%CCR)
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de 16,0 e 29,0%, respectivamente. Para as amostras de leite desnatado e integral,
foram obtidos %CCR de 23,0 e 25,0% empregando 10,50 mol L? de HNOs,
respectivamente. Os resultados obtidos com o método proposto foram comparados
com a digestdo acida convencional assistida por micro-ondas em frasco de Teflon
fechado, em que nao foi observada diferenca significativa entre os resultados com
nivel de confianca de 95,0%.

Além da digestdo acida como método de preparo para a determinacdo de
metais em amostras de leite, Stirup e Buchert [150] desenvolveram um método em
meio basico para a quantificar Cu e iodo em amostras de leite bovino cru e em p6 por
injecao em fluxo acoplado a ICP-MS. Para isto, a amostra de leite (0,5 mL de leite cru
ou 0,2 g de leite em po) foi diluida com 9,5 mL ou 50,0 mL, respectivamente, de uma
solucdo contendo 0,05 mol L de KOH e 0,07 mol L' de TMHA (Hidréxido de
tetrametilamoénio), em que as concentracdes do KOH e TMHA foram optimizadas
usando um planejamento fatorial completo 23. Para realizar a andlise de iodo, foi
necessario diluir a amostra em uma solucao alcalina (NaOH, KOH e NH4OH), a fim de
manter o iodo como iodeto. No entanto, foi escolhido o KOH, uma vez que o NH4OH
e NaOH podem formar o complexo [Cu(NH3)n]** e a espécie “°Ar?Nat,
respectivamente, interferindo na determinacdo do Cu. Com base nos resultados, os
autores encontraram uma concentracdo média de 0,050 mg kg* de Cu e 0, 084 mg
kg de | nas amostras de leite. A exatiddo do método foi avaliada com os materiais de
referéncia certificados CRM 063R, CRM 063, CRM 150 e SRM 1549.

Nessa mesma abordagem, mantendo-se a determinacdo em meio basico,
Nobrega e colaboradores [151] empregaram uma mistura de aminas ternarias solluveis
em agua (CFA-C) contendo EDTA para analise direta de Ca, K, Mg, Na, P, Zn, Al, Ba,
Cu, I, Mn, Mo, Pb, Rb, Se e Sr em amostras de leite em p0, desnatado e integral.
Neste caso, as amostras foram diluidas 10 vezes com CFA-C 10,0% v/v (pH = 8,00),
obtendo suspensdes limpidas e incolores que foram injetadas no ICP OES ou ICP-
MS. A funcéo da mistura CFA-C foi dissociar parcial ou totalmente as micelas da
caseina, para liberar e estabilizar os céations na fase liquida. Os autores comparam o0s
resultados do método proposto (CFA-C) com os obtidos pelo método de digestao
acida (HPA, high-pressure, high-temperature), em que o0s resultados néo
apresentaram diferenca significativa com nivel de 95,0% de confiangca. O método foi
validado por meio dos materiais de referéncia certificados SRM 1549 (leite em pd sem

gordura) e SRM 8435 (leite em po integral).
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Nascente e colaboradores [28] determinaram Cu e Zn em suco de fruta e leite
bovino por espectrometria de absorgdo atdbmica com forno tubular na chama e
aerossol térmico (TS-FF-AAS). Na determinacdo de Cu em leite bovino foi utilizada a
mistura de CFA-C 10,0% (v/v), para promover o aumento da concentracdo do Cu na
fase aquosa, bem como para evitar o rapido acumulo de residuo de carbono na ponta
do capilar. Os autores encontraram 161,7+6,5 e 153,1+2,4 ug L' de Cu e 3,92+0,22
e 3,69+0,03 pg L* de zinco em duas amostras de leite bovino, respectivamente,
concluindo que as determinacdes de Cu e Zn nas amostras citadas foram viaveis
devido aos baixos limites de deteccédo obtidos no TS-FF-AA e a reduzida diluicao das
amostras.

Pereira e colaboradores [152] determinaram Ca, Mg, Mn, e Zn em amostras de
leite de bufala com deteccdo por F AAS empregando a mistura CFA-C. Os autores
estudaram o fator de diluicdo minimo das amostras, com CFA-C 10,0% v/v, para evitar
problemas na injecdo direta no nebulizador. O fator de 10 vezes foi adotado para a
determinacao de Zn, em quanto, para Ca, Mg e Mn foi necesséario aumentar o fator de
diluicdo, devido a maior concentracdo de esses ions no leite de bufala. A exatiddo dos
resultados analiticos obtidos com o procedimento CFA-C foi confirmada aplicando o
teste t-Student pareado com nivel de confianca de 95,0% comparado com o
procedimento convencional de digestao acida. Os autores concluem que o método
proposto diminuiu acentuadamente o tempo requerido no preparo de amostras e que
a introducao direta da amostra evitou perdas do analito.

Por outro lado, alguns métodos de pré-concentracdo também tém sido
empregados para a determinacdo de ions metalicos em amostras de leite bovino.
Dentre eles encontram-se a extragéo por ponto nuvem (CPE) [29] e extracdo em fase
sélida (SPE) [11,30-32]. No entanto, a SPE tem sido considerada como a mais popular
devido a simples operacédo, baixo consumo de solvente, facil combinacdo com
diferentes técnicas de deteccdo, bem como pela ampla gama de materiais que podem
ser usados como adsorventes. Além disso, pode ser facilmente acoplada a analise
por injegcdo em fluxo (FIA) para pré-concentragdo on-line do ion metalico, o que
permite a facil regeneracéo e reutilizacdo da fase solida, baixo volume de amostra,
facilidade de automacdo e maior frequéncia analitica [33]. A extracdo SPE constitui
na separacdo solido-liquido e consiste na remocdo de interferentes da matriz, a

concentracéo e o isolamento dos analitos.
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Abollino e colaboradores [22] utilizaram duas microcolunas, uma recheada com
a resina AG-1 X-8 e a outra com Chelex-100 para a especiacdo de Cu e Mn em
amostras de leite bovino com deteccéo por ICP OES. Inicialmente, as amostras foram
diluidas dez vezes com tampéao acido acético/acetato de sodio e o pH foi ajustado a
4,83, que corresponde ao ponto isoelétrico da caseina. Nessa condi¢do, 0s autores
obtiveram precipitacdo da caseina junto com a co-precipitacdo de outras
macromoléculas (lipidios). Depois, as amostras foram filtradas utilizando uma
membrana de celulose (3,0 um), obtendo solu¢Bes limpidas que foram percoladas
pelas microcolunas, sem risco de entupimento, para a quantificacdo do Cu e Mn livre
(Cu?* e Mn?*). Além disso, o Cu e Mn foi quantificado no precipitado para conhecer a
fracdo complexada com caseina. Finalmente, a concentracdo total do Cu e Mn nas
amostras foi determinada por GF AAS. Os autores concluem que a distribuicéo i6nica
e complexada dos dois metais é diferente. O Cu encontra-se no leite 40,8% (9,5+2,1
ug L1) em estado livre (Cu?*) e 53,7% (12,5+2,4 ug L?) ligado a caseina. A outra
porcentagem (5,5%) foi reportada como valor incerto (1,6%, 0,4 pg L™') e como nédo
retida nas microcolunas (3,9%, 0,9+5,7 ug L'1). No caso do Mn, este metal encontra-
se 47,7% (12,4+1,1 ug LY na forma livre (Mn?*), 10,8% (2,8+2,3 pg L*) forma
anionica, 10,4% (2,7+4, 3 ug L) ligado a caseina, 25,8% (6,7+1,5 ug L) ndo retido
e 5,3% (1,4 ug L't) como valor incerto. No entanto, as resinas AG-1 X-8 e Chelex-100
possuem baixa reusabilidade e sdo susceptiveis a efeito de interferéncia, por nao
serem seletivas.

Atualmente, existem diversos métodos baseados na extracdo de fase solida
para a pré-concentracdo de ions Cu?* presentes em amostras de leite bovino [11,30-
32]. No entanto, as amostras sdo submetidas a digestdo acida assistida por micro-

ondas antes da etapa de pré-concentragao.
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3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar polimeros
ionicamente impressos (IIP) na auséncia e presenca dos modificadores de superficie
2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e albumina de soro bovino (BSA), para avaliar o
desempenho analitico destes polimeros na pré-concentracéo e determinacdo on-line
de ions Cu?* com simultanea exclusdo de proteinas, utilizando andlise de injecdo em
fluxo acoplada a espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FIA-F AAS),

visando a aplicacdo do método em amostras de leite.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os IIP pela técnica de polimerizagao em “bulk” utilizando os solventes
porogénicos acetonitrila (ACN) ou etanol (EtOH);

e Modificar a superficie dos IIP com HEMA e BSA, como meios de acesso restrito;

e Preparar os respectivos polimeros controle (ndo impressos) para avaliar o efeito
de impresséo quimica;

e Avaliar o efeito dos modificadores HEMA e BSA, bem como o efeito do solvente
porogénico sobre as propriedades morfoldgicas, texturais, adsortivas e seletivas
dos IIP;

e Selecionar o polimero com melhor desempenho na exclusado de BSA e simultanea
pré-concentracdo de cobre para o desenvolvimento do método analitico;

e Otimizar o método de pré-concentracédo/determinacdo on-line de Cu?* em sistema
FIA-F AAS empregando planejamento fatorial;

e Determinar 0s parametros analiticos do método de pré-
concentracédo/determinacéo on-line de ions Cu?*, na auséncia e presenca de BSA.

e Determinar a capacidade maxima de adsorcdo de ions Cu?" em condicdes
dindmicas por meio de curvas de ruptura na auséncia e presenca de BSA.

e Avaliar o efeito de interferéncia de ions potencialmente competitivos na pré-
concentracdo/determinacéo on-line de ions Cu?*.

e Determinar a concentracao de cobre total em amostras de leite bovino e de soja
pelo método proposto e comparar os resultados com o método de digestao acida

assistida por forno micro-ondas com determinagao por GF AAS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUGOES

Os reagentes empregados na sintese dos polimeros foram: nitrato de Cu
[Cu(NO3)2 = 3H20, 98,0-103,0%], aliltioureia (ATU, 98,0%), dimetacrilato de
etilenoglicol (EGDMA, 98,0%), 2,2’-azobis-iso-butironitrila (AIBN, 98,0%); Aloumina de
soro bovino em po (BSA, 98,0%), glutaraldeido (25,0% em agua); borohidreto de sodio
(98,0%), acetonitrila (ACN, 99,0%), adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha); 2-hidroxietil metacrilato (HEMA, 98,0%) da Acros Organic (Morris Plains,
NJ, EUA); alcool etilico (EtOH, 99,0%) da marca Synth (Diadema, SP, BR).

A solucédo de trabalho de 100,0 ug L de ions Cu?* foi preparada a partir da
diluicdo de uma solucéo estoque de 1000 mg L de ions Cu?* preparada a partir do
sal de Cu(NOs)2 = 3H20 em HCI 5,0% (v/v). As solugdes tampéo acetato (CH3COO-
/CH3COOH), fosfato (H2PO4/HPQ4%), Tris-HCI (Tris/Tris-HCI) e amodnia (NH4*/NH3)
foram preparadas a partir dos sais de acetato de sédio (CHsCOONa, 99,0%) da Vetec,
(Rio de Janeiro, RJ, BR), dihidrogenofosfato de s6dio monohidratado (NaH2POa4.H:0,
98,0%) e cloreto de amoénio (NH4Cl, 100,3%) da marca J.T.Baker (Ecatepec, Estado
de México, México), e cloridrato de tris(hidroximetil) aminometano [NH2C(CH20H)s.
HCI] da Merck (Darmstadt, Alemanha).

As solucgGes padrdo de Cd?*, Co?*, Fe?*, Ni?*, Pb?*, Zn?*, Fe3*, Al¥*, Ca?*, Mg?*,
K*, Na*, CI e citrato de concentracdo de 1000 mg L utilizadas no estudo de
seletividade e interferentes foram preparadas a partir dos sais de nitrato de cadmio (I1)
tetrahidratado (Vetec, 99,0%), nitrato de cobalto (II) hexahidratado (Vetec, 98,0-
102,0%), cloreto de ferro (II) (Sigma-Aldrich, 98,0%), nitrato de niquel (Il
hexahidratado (Sigma-Aldrich, 99,0%), nitrato de chumbo (ll) (Vetec, 99,0%), nitrato
de zinco (Il) hexahidratado (Vetec, 98,0%), nitrato férrico (Vetec, 99,0%), nitrato de
aluminio (Nuclear, 99,0%), nitrato de calcio tetrahidratado (Nuclear, 97,0%), nitrato de
magneésio hexahidratado (Vetec, 99,0%), cloreto de potassio (Quimica moderna, 99,0-
100,0%), nitrato de sodio (Nuclear, 98,0%), cloreto de sédio (Quimica Moderna,
99,0%) e citrato de sodio (Chemco, 99,0%), respectivamente.

Todas as solucdes utilizadas neste estudo foram preparadas com agua purificada
proveniente do sistema ELGA PURELAB Méxima (High Wycombe, Bucks, UK.),
resistividade 18,2 MQ cm e todos os reagentes utilizados foram de grau analitico PA.

Para evitar contaminacao das solu¢des e amostras, as vidrarias de laboratério e os
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plasticos foram mantidos em banho de &acido nitrico 10,0% (v/v) por 24 h e depois
lavadas com agua deionizada antes de usar.

O pH das solu¢des e amostras foi ajustado com hidroxido de sodio (NaOH,
Vetec, 99,0%), hidroxido de aménio (NH4OH, Exodo Cientifica, Hortolandia, SP,
Brasil, 24,0-26,0%) e/ou acido cloridrico (HCI, Panreac, Darmstadt, Alemanha, 37,0
%). As solugées de 1,00, 1,50 e 2,00 mol L de HCI, utilizadas na etapa de eluicéo,

foram preparadas por diluicdo de acido cloridrico concentrado.

4.2 SINTESE DO IIP E [IP-RAM

Diversos |IP tem sido sintetizados em nosso grupo de pesquisa utilizando
mondmeros funcionais para retencéo de diferentes metais, tais como: acrilamida/Cu?*
[79,153], 4cido metacrilico na presenca do complexante auxiliar 1-(2-piridilazo)-2-
naftol/Pb?* [154], 1-vinilimidazol/Zn?* [155], cido metacrilico/Ni%* [156], cujos &tomos
doadores de elétrons sdo nitrogénio e oxigénio. De acordo com estudos reportados
na literatura, o &tomo de enxofre presente na estrutura dos tiolatos (base mole)
apresenta alta afinidade pelos fons Cu?* (acido intermediario), segundo a teoria de
classificacdo de Pearson em &cido-base duros e moles dos ions metélicos e ligantes
[4,5,100]. Desta forma, com o intuito de explorar outros mondmeros e baseados em
trabalhos publicados, a aliltioureia (ATU) foi utilizada como mondmero vinilado para
formar o complexo de Cu polimerizavel [95,99,157,158].

Os polimeros foram sintetizados pela técnica de reacdo de polimerizacao em
massa (“bulk”). Inicialmente, para a sintese do polimero (Cu?*)-1IP@cn), 0,5 mmol
(0,1208 g) de Cu(NOs3)2 = 3H20 (template) foram dissolvidos em 10,0 mL de ACN. Na
sequéncia, foram adicionados 5,0 mmol (0,5927 g) do mondémero ATU previamente
dissolvidos em 5,0 mL de ACN. A mistura foi agitada manualmente por 5,0 min. Em
seguida, foram adicionados ao meio reacional 20,0 mmol (3,8 mL) do agente
reticulante EGDMA [159] e 0,6 mmol (0,1020 g) do iniciador radicalar 2,2’-azo-
isobutironitrila (AIBN). Na solug&o obtida foi borbulhado géas nitrogénio por 5,0 min. O
frasco reacional foi lacrado e a solucdo polimerizada a 60 °C em banho de 6leo por
24 h. Finalmente, o polimero foi lavado com agua ultrapura, seco em estufa, triturado
com almofariz e pistilo, e peneirado para obter um tamanho de particulas entre 106-
150 pm.

Para a sintese do polimero com modificacdo de superficie usando o co-

monomero HEMA [(Cu?")-1IP-HEMAacn)] seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito
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anteriormente, adicionando 5,0 mmol (600,0 uL) do HEMA [66], apds a formacéo do
complexo Cu?*-ATU.

Uma porc¢éo do polimero (Cu?*)-1IP-HEMAacn) foi lavado, seco e com tamanho
de particula entre 106-150 um, foi utilizada para imobilizar BSA sobre sua superficie,
seguindo-se o procedimento descrito por Moraes e colaboradores [56]. Para tanto,
20,0 mL de uma solugdo BSA 1,0% (m/v) preparada em tampéo fosfato (H2POa4
/HPO4%), 0,05 mol L* pH 6,00 foram percolados através de uma minicoluna cilindrica
de plastico contendo 500,0 mg do (Cu?*)-IIP-HEMA@cn) ha vazdo de 1,0 mL min™.
Apés 20,0 min, foram percolados 5,0 mL de uma solugéo de glutaraldeido 25,0% (v/v)
e a minicoluna foi deixada em repouso por 5 h a 25 °C. Depois, 10,0 mL de borohidreto
de sdédio 1,0% (m/v) foram percolados pela minicoluna na vazédo de 1,0 mL min.
Finalmente, ap6s 2 h o (Cu?*)-IIP-HEMA-BSAacn) obtido foi lavado com Agua ultrapura
durante 30,0 min a 1,0 mL min-t. O polimero foi mantido sob refrigeracéo (4 °C), sendo
retirado apenas no momento de uso na pré-concentracao.

A representacdo esquematica da sintese e estrutura dos polimeros (Cu?*)-
[IP@acN), (Cu?*)-lIP-HEMA@)cn), (Cu?¥)-IIP-HEMA-BSAncn) esta  apresentada na
Figura 16.

Os polimeros descritos anteriormente também foram sintetizados em EtOH:
(Cu?)-lIPEtoH), (Cu?*)-IIP-HEMAEwoH) e (Cu?)-lIIP-HEMA-BSAEwoH), para avaliar o
efeito do solvente no tamanho e na forma das particulas poliméricas, e a influéncia
destas propriedades na pré-concentracao de Cu e exclusdo de proteina.

Finalmente, foram sintetizados os polimeros nao impressos (polimeros
controle), denominados NIP@cn), NIP-HEMA@acn) € NIP-HEMA-BSAacn), com intuito
de avaliar o efeito da impressdo quimica. Porém, os polimeros NIP@acn) e NIP-
HEMA@cn) foram usados apenas no estudo de seletividade e na analise elementar.

Alguns estudos deste trabalho foram realizados com e sem a remogéao
(lavagem) do fon Cu?* da matriz polimérica, em que, os polimeros lavados (sem ions
Cu?*) foram denominados IIP, IIP-HEMA e [IP-HEMA-BSA.
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Figura 16. Representacdo esquematica do processo da sintese e estrutura dos
polimeros (Cu?*)-1IP@cn), (Cu?*)-lIP-HEMA®cn) e (Cu?t)-1IP-HEMA-BSAcn).
s CuZ*-ATU
HZC:\_N/KNH H :iu HE z (Complexo)
LI /" =
alitioureia (ATU)  Acetonitrla "2 \s”/ \g/ e
(Monémero bifuncional) (Solvente) 4
CU(NO3)2 L 3Hzo S S
(Template: ion metalico) HZC:\_N *NH HN)kN_/=CH2
oAb A

No Quadro 6 se apresentam de forma geral os polimeros sintetizados neste
estudo.



Quadro 6. Descri¢do geral dos polimeros sintetizados neste estudo
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Polimero Solvente Meios de Acesso Descricao Geral
Porogénico Restrito (RAM)
Polimero impresso com Cu?*. Ao
(Cuz)-lIPcn) ACN N&o possui RAM remover o Cu da matriz polimérica
foi denominado IIPacn).
Polimero impresso com Cu?*. Ao
(Cu?)-lIPE&ton) EtOH N&o possui RAM remover o Cu da matriz polimérica
foi denominado IIPEton).
NIPac) ACN N30 possui RAM gzlzlinero ndo impresso, ndo contém
. Polimero impresso com Cu?*. Ao
2+).||1P-
|(—|CEUM,Z\”P ACN Mgﬁ/'&cado com remover o Cu da matriz polimérica
(ACN) foi denominado IIP-HEMA acn).
. Polimero impresso com Cu?*. Ao
2+)_ -
|(—|CEUM,2\”P EtOH Lﬂéﬂgcado com remover o Cu da matriz polimérica
(E1OH) foi denominado IIP-HEMA gton).
Modificado com Polimero ndo impresso, ndo contem
NIP-HEMA@xcn) ACN HEMA cu?*.
. Polimero impresso com Cu?*. Ao
2+)_ - -
(BCSUA )-IIP-HEMA ACN mgﬁ/‘gczdgs?m remover o Cu da matriz polimérica
(AN foi denominado 1IP-HEMA-BSAcn)
(Cuz)-lIP-HEMA- Modificado com Polimero impresso com Cu®*. Ao
BSA EtOH HEMA e BSA remover o Cu da matriz polimérica
(E10H) foi denominado 1IP-HEMA-BSA o)
NIP-HEMA- ACN Modificado com Polimero ndo impresso, ndo contém
BSAncn) HEMA e BSA Cu?*,

ACN: Acetonitrila; EtOH: Etanol; HEMA: 2-hidroxietil metacrilato; BSA: albumina de soro bovino.

4.3 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS E INSTRUMENTACAO

Os polimeros impressos saturados com Cu [(Cu?*)-lIP@cn, Eon), (Cu?)-IIP-
HEMA@cn, EtoH) € (Cu?*)-IIP-HEMA-BSAcn, Eton)] junto com os polimeros lavados
[1IP@cN, Eton), IP-HEMA@xcn, eton) € IIP-HEMA-BSA] e o polimero controle [NIP-HEMA.-
BSAncn) foram caracterizados empregando algumas técnicas instrumentais e
metodologias de analise, para compreender diferentes aspectos relacionados a

composicao, estrutura quimica, morfologia, textura, entre outras, destes materiais.

4.3.1 Espectroscopia FT-IR.

Os grupos funcionais presentes nos polimeros foram identificados mediante a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) utilizando um
espectrometro FT-IR modelo Shimadzu 8300 operando no modo de transmissao entre
4000 e 400 cm™. 30,0 mg de brometo de potassio (KBr), da marca SIGMA-ALDRICH
(99,0%) previamente seco e purificado em mufla a 600 °C por 22 h, foram misturadas
rapidamente, com 1,00 mg de polimero (empregando um almofariz com pistilo), para

evitar a absorcdo da agua presente no ambiente, devido as caracteristicas
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higroscopicas do KBr. A mistura foi compactada uniaxialmente na forma de pastilhas
(discos) com diametro de 13 mm utilizando um molde evacuéavel para pastilhamento
(Evacuable KBr & Briquetting Pellet Dies) e uma prensa manual (marca Schulz
Joinville, SC-BR), aplicando uma forca de 4 tons por 1,0 min. Nesta técnica foi utilizado
KBr devida a transparéncia deste sal quando é comprimido até aproximadamente 25

pm de espessura [160].

4.3.2 Analise Térmica

A andlise termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric analysis) foi
realizada pelo aquecimento de aproximadamente 15,0 mg dos polimeros, de 30 °C
até 900 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min' em atmosfera de nitrogénio,
utilizando o equipamento PerkinElmer® TGA 4000 (Massachusetts, USA). Essa
andlise foi realizada para determinar a perda de massa em funcdo da temperatura,
obtendo informacéo relacionada sobre a interagdo dos reagentes com a rede
polimérica, incluindo o template (Cu), e sua influéncia na estabilidade térmica dos

materiais obtidos.

4.3.3. Parametros Texturais por Fisissorcdo de Gas N2

Os parametros texturais dos polimeros, tal como a area superficial especifica
(SeeTt), 0 volume total de poros (Vtp) € 0 didmetro médio dos poros (Dwp) foram
calculados por meio de isotermas de adsorcao-dessor¢cao com gas nitrogénio a 77 K
(-196 °C) e com pressbes relativas entre ~10° a 0,995 mmHg, utilizando o
equipamento Quantachrome® Nova 1200e acoplado a um analisador automatico de
gases (todos —Quantachrome, Boynton Beach, FL, EUA) (Figura 17).

Para este estudo, inicialmente foram pesadas 250,0 mg do polimero e
introduzidas em um tubo de amostragem de vidro de 9,0 mm com bulbo. Depois, 0
tubo contendo o polimero foi colocado no desgaseificador do equipamento (Figura
17a) e foi deixado durante 4 h a 120 °C sob vacuo para eliminar a agua adsorvida.
Apds, um bastédo de vidro foi inserido dentro do tubo de amostragem para reduzir o
volume total e em seguida o tubo foi colocado no analisador (Figura 17b) e imerso em
banho de nitrogénio liquido (77 K) para realizar o estudo de adsorcdo com gas

nitrogénio.
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Figura 17. Representacdo geral dos componentes do equipamento Quantachrome®
Nova 1200e: a) desgaseificador e b) analisador.

a) Desgaseificador b) Analisador

=\

A

10
T

Fonte: o préprio autor

As isotermas de adsorcao-dessorcdo com gas nitrogénio foram construidas
com 39 pontos, sendo 20 pontos de adsorcdo e 19 pontos de dessorcdo. A partir
dessas isotermas foi calculada a area superficial especifica (Sger), 0 volume total de
poros (V1r) e 0 didmetro médio dos poros (Dwp). Cabe salientar que esses parametros
foram calculados a partir da massa seca dos polimeros obtida apos a remocéo da
agua no desgaseificador.

A Sser foi determinada de acordo com a equagao de Brunauer-Emmett-Teller
(BET), que contempla a superposicdo de infinitas camadas moleculares
(multicamada) e relaciona o volume total de gas adsorvido (v) em funcéo da pressao
relativa (p/po). A equacgdo de BET na sua forma linear para adsorcéo de gas pode ser

descrita como Eq. 2 [161]:

p

» » 1

memaa i (p%) t o Eq. (2)
-Gl

Onde v € o volume total de gas adsorvido, vm € a capacidade de adsorcao na

monocamada, ou seja, a quantidade de gas necessaria para formar a monocamada,
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p é a pressao parcial do gas no equilibrio, po € a pressao de saturacdo e C é a
constante BET.

A inclinacéo [(C-1)/vmC] e a intersecdo com o eixo y (1/vmC) da regido linear da
isoterma de adsorcdo podem fornecer a capacidade de adsor¢cdo na monocamada,
Vm, € a partir desta € possivel calcular area superficial especifica BET (Seer), ou seja,
a area especifica ocupada pela monocamada, por meio da Eq. 3:

U Nayo
SBET =2 Eq. (3)

vom

Onde Nav é a constate de Avogadro (numero de moléculas por mol), o é a area
ocupada por uma molécula do gas adsorvido (16,2 A2 para o nitrogénio), m é a massa
do polimero usada na andlise e vo é 22.400 cm® mol%, que representa o volume em
condicdes padréo de temperatura e pressao (CPTP) de um mol de gas. A Sget € dada
em unidades de area/massa (m? g1).

A distribuicdo de tamanhos ou de volumes de poro em fungcéo do diametro de
poro foram estimados pelo método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH), que é baseado
na equacdo de Kelvin e assume o esvaziamento progressivo dos poros cheios de
liquido com o decréscimo da pressao [162]. O método BJH é amplamente utilizado na
determinacao da distribuicdo do tamanho de poros em materiais mesoporos e uma
pequena faixa dos macroporos. O volume total de poros (Vtr) € determinado a partir
da quantidade de vapor adsorvido a uma presséo relativa p/po = 0,99 (assumindo que
0s poros séo preenchidos por condensacéao capilar) por meio da Eq. 4 [163]:

PaVmVN,

Vrp = R Eq. (4)

Onde V1p € 0 volume de N2 liquido nos poros, pa € a pressdo ambiente, vm €
o volume de géas adsorvido, vn2 € 0 volume molar de adsorvato liquido (N2 = 34,7 cm?®
mol?), R é a constante dos gases ideais (8,31 J molt K1) e T é a temperatura ambiente
(K). O diametro médio dos poros (Dwmp) foi calculado usando a Eg. 5:

Eq. (5)
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4.3.4 Caracteristicas Morfoldgicas e Composi¢do Elementar Semiquantitativa

As caracteristicas morfolégicas dos polimeros foram avaliadas por um
microscopio eletrénico de varredura (MEV) Quanta-200 (Philips-FEI) equipado com
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) nas ampliacdes de 70, 2000, 10000 e
30000 vezes, com escala de 1,0 mm, 50,0 um, 10,0 um e 2,0 pum, respectivamente.
Para andlise de MEV, os polimeros foram dispersos em uma fita dupla face e
revestidos com uma fina camada de ouro (30 nm) utilizando o equipamento Bal-Tec
SCD Sputter Coater (New York, EUA). A espectroscopia de energia dispersiva de
Raios X (EDS) foi utilizada para proporcionar informagdes semiquantitativas com
respeito a composicao elementar e dispersao dos atomos de cobre (Cu), enxofre (S),

carbono (C) e oxigénio (O) na superficie dos polimeros.

4.3.5 Analise Elementar CHNS

A determinacdo das porcentagens de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio
(N), oxigénio (O) e enxofre (S) nos polimeros foi realizada com o analisador elementar
PerkinElmer 2400 series-Il CHNS/O analyzer, utilizando L-cistina como padréo.
Aproximadamente 2,0 mg de polimero foram colocadas no amostrador automético
para realizar a combustdo em atmosfera de oxigénio puro. Os gases resultantes dessa
combustdo foram quantificados em um detector TCD (detector de condutividade

térmica).

4.3.6 Determinacdo da Molhabilidade dos Polimeros

O grau de molhabilidade da superficie dos polimeros foi determinado pelo
método de gota séssil [164,165]. Para tanto, 30,0 mg de cada polimero foram
compactadas uniaxialmente na forma de pastilhas (discos circulares) com diametro de
13 mm, utilizando um molde evacuavel para pastiihamento (Evacuable KBr &
Briquetting Pellet Dies) e uma prensa manual (marca Schulz Joinville, SC-BR),
aplicando uma forca de 2 Tons por 30 s para ndo modificar as propriedades mecanicas
dos materiais. ApGs a obtencédo das pastilhas, uma gota de 4gua (1,3 pL) foi colocada
na superficie dos polimeros com ajuda de uma microseringa, conforme apresentado
na Figura 18. As imagens foram capturadas no plano transversal com uma camera

comum de 13 megapixels, colocada em um suporte metalico tripé.
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Figura 18. Representacdo do esquema montado para determinar o carater
hidrofilico/hidrofébico dos polimeros compactados na forma de pastilhas (discos),
depositando 1,3 pL de agua na superficie desses materiais.

Microseringa
com agua

Gota de agua
(1,3 uL)

Polimero na
forma de pastilha

Gota proxima da
superficie do polimero

Fonte: o préprio autor.

De acordo com o comportamento da gota de agua sobre a superficie dos
polimeros os materiais sintetizados podem ser classificados em hidrofébicos ou

hidrofilicos, como pode ser observado no esquema apresentado na Figura 19.

Figura 19. Esquema de classificacdo de materiais solidos em hidrofébicos ou
hidrofilicos com base na magnitude do angulo de contato entre a gota de 4gua e a
superficie plana do solido.

—l

Fonte: o préprio autor
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4.3.7 Efeito Swelling

O efeito swelling (inchamento) foi realizado para avaliar a hidrofilicidade dos
polimeros sintetizados por meio da absorcao de agua, como um estudo complementar
da molhabilidade [64,166]. Para este experimento 100,0 mg de polimero foram
agitadas com 10,0 mL de agua ultrapura por 24 h. ApGs esse tempo, 0s polimeros
foram filtrados em membranas de Nylon® (marca Magna, 0,45 um) sob vacuo e
pesados em balanca analitica (marca Shimadzu modelo AUX220). A massas iniciais
(massa seca) e finais (massa umida) dos materiais foram utilizadas para calcular o

Teor de Agua de Equilibrio (TAE) por meio pela Eq. 6.

TAE (%) =

x 100 Eq. (6)

O valor reportado para este estudo corresponde a média de n=3 com seu

respectivo desvio padrao (DP).

4.3.8 Ponto de Carga Zero (PCZ2)

Neste estudo, 50,0 mg de polimero foram pesadas e adicionadas em tubos
falcon (50,0 mL). Aos tubos foram adicionados 25,0 mL de uma solucdo de KCI
0,10 mol L't em diferentes valores de pH, na faixa de 3,00 a 13,00, ajustado com HCI
e NaOH (0,10 mol LY). Os tubos foram agitados por 24 h e, apds este tempo, o pH foi
novamente registrado. A quantidade de ions H* ou HO™ adsorvidos pelos polimeros foi
calculada a partir da diferenca entre o pH inicial e final da solugéo de KCI 0,10 mol L
1[167,168]. As medidas de pH foram realizadas utilizando o pHmetro Metrohm® 827
pH lab. O valor reportado para este estudo corresponde a média de n=3 com seu

respectivo desvio padrao (DP).

4.4 SISTEMA DE PRE-CONCENTRACAO E DETERMINACAO DE [ONS Cu?*

A determinacéo de Cu foi realizada em um espectrémetro de absorgéo atbmica
com chama - F AAS (Shimadzu AA-7000, Toquio, Japao) equipado com lampada de
catodo oco e lampada de deutério para correcao de fundo. A ldmpada de céatodo oco
de Cu foi operada em corrente de 8,0 mA e comprimento de onda de 324,8 nm. A
chama foi composta pela mistura de acetileno/ar, operando em vazéo de 1,8 L min

e 15,0 L min, respectivamente.
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O sistema de analise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo por F AAS foi
configurado em duas etapas como é mostrado na Figura 20. O sistema FIA foi
constituido por um injetor comutador de acrilico, acoplado ao F AAS, e por uma bomba
peristaltica GILSON Minipuls Evolution (Middleton, Wi, EUA), equipada com tubos
Tygon® para propulsionar as amostras e 0s reagentes para o sistema de detecgao.
Foram utilizados tubos de polietileno de 0,8 mm de diametro interno para conectar o
injetor com os tubos Tygon® e o F AAS.

Para o sistema de pré-concentracdo, 50,0 mg de cada polimero foram inseridas
separadamente em minicolunas cilindricas, construidas a partir de seccbes de
ponteiras de micropipeta (1,5 cm de comprimento com diametro interno de 5,0 mm).
Nas extremidades da minicoluna foi colocado tecido de algoddo como material
filtrante, com o intuito de evitar a perda do material adsorvente durante o processo de
pré-concentracao e eluicdo [169]. As minicolunas foram conectadas alternadamente

ao injetor comutador para determinacéo on-line do Cu.

Figura 20. Sistema de pré-concentracéo e eluicdo em fluxo de Cu?*: a) etapa de pré-
concentracdo, posicdo da minicoluna na linha 1; b) etapa de eluicdo, posicdo da
minicoluna na linha 2.

Minicoluna
(50,0 mg dg polimero)

I
N

Injetor comutator

Efluente

Injetor comutator S—
Hel Cu?

Fonte: o préprio autor.
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4.5 EFEITO DO pH NA ADSORGAO DE [oNs Cu?*

Foi estudado o efeito do pH na adsorcdo de fons Cu?* pelos polimeros 1IPc,
eton), [IP-HEMA@acn, eton), IP-HEMA-BSA@cn, etoH) € NIP-HEMA-BSAacn) utilizando o
sistema de analise por injecdo em fluxo com pré-concentracdo on-line descrita
anteriormente.

Inicialmente, a etapa de pré-concentracéo do ion Cu?* (Figura 20a) foi realizada
percolando pelas minicolunas 20,0 mL de uma solucéo de 100,0 pug L de ions Cu?*
em diferentes valores de pH (entre 4,00 e 11,50) na auséncia e presenca de tampéao
0,01 mol L* (pH 4,00 e 5,75 = CH3COO/CH3COOH, pH 6,50 = H2PO4/HPO4?, pH =
7,45 - 9,40 = Tris/Tris-HCI, pH 10,50 e 11,50 = NH4*/NH3), na vazéo de 5,0 mL min™.
Depois, a elui¢do dos ions Cu?* adsorvidos nos polimeros foi realizada com HCI 1,00
mol L' comutando o injetor para a posicao 2 (Figura 20b).

E importante salientar que, apos a eluicdo dos ions Cu?*, provenientes da
solucdo na auséncia de tampdao, 20,0 mL de &gua ultrapura foram percolados pela
minicoluna na vazéo de 5,0 mL min! para reduzir o excesso de acidez da minicoluna
ocasionado pelo eluente (HCI), evitando a variacdo do pH da seguinte solucdo (na
auséncia de tampao) a ser pré-concentrada.

A pré-concentracao foi realizada no sentido contrario & eluigdo para evitar a
criacdo de caminhos preferenciais dentro da minicoluna. O valor médio das
absorbancias (altura de pico) (n=3) foi utilizado como sinal analitico nas analises,

reportado com seu respectivo desvio padrao (DP).

4.6 ESTUDO DE EXCLUSAO DE PROTEINA

A albumina de soro bovino (BSA) foi escolhida como macromolécula para o
estudo de exclusdo de proteina na concentracdo de 0,5 g L, que é a concentracéo
comumente encontrada no leite bovino [140-142]. Assim, este estudo foi realizado
seguindo o mesmo processo descrito na adsor¢do do Cu?*, 20,0 mL de 100 pg L de
fons Cu?* na auséncia e presenca de BSA 0,5 g L' em pH 4,75, 7,45 e 9,40 com
tampé&o e sem tampé&o 0,01 mol L (pH 4,75 = CH3COO/CH3COOH, pH 7,45 - 9,40 =
Tris/Tris-HCI) foram percolados, de forma alternada, pelas minicolunas (Figura 20a).
Depois, a eluicdo de fons Cu foi realizada com HCI 1,00 mol L? (Figura 20b).
Finalmente, uma solucdo de NaCl 1,00 mol L foi percolada pelas minicolunas para
remover a BSA remanescente. O valor reportado para este estudo corresponde a

meédia de n = 3 com seu respectivo desvio padrao (DP).
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O efluente da etapa de pré-concentracdo de Cu?*-BSA foi coletado e analisado
por UV-Vis a Amax 278 nm (absor¢do de Tirosina e Triptofano) para monitorar a
concentracdo inicial e final da proteina BSA apds a pré-concentracdo do Cu. A
porcentagem de exclusao foi calculada pela razdo entre a absorbancia do efluente e
a absorbancia da solucao inicial, e o resultado obtido foi multiplicado por 100.

A determinacdo da concentragdo de BSA foi realizada utlizando o
espectrofotometro UV-Vis PerkinEImer® Lambda 25 (Massachusetts, EUA) na regido

do ultravioleta de 250 a 350 nm.

4.7 ESTUDO DE SELETIVIDADE

A seletividade dos polimeros lIP@acn), NIP@acn), IP-HEMA@acn), NIP-HEMA@acn),
[IP-HEMA-BSAcn) € NIP-HEMA-BSAcn) pelo fon Cu?* (raio idnico: 71,0 pm) na
presenca de ions potencialmente competitivos, tais como Cd?* (raio i6nico: 109,0 pm),
Co?* (raio idnico: 88,5 pm), Fe?* (raio idnico: 92,0 pm), Ni* (raio i6bnico: 83,0 pm), Pb?*
(raio i6nico : 133,0 pm) e Zn?* (raio idnico: 88,0 pm) foi realizada em batelada a
temperatura ambiente, utilizando solucdes binarias. Estes ions (acidos intermediarios
e moles) foram escolhidos por apresentar carga (2+), tamanho similar e habilidade
para interagir com atomos de enxofre (bases moles) presente na estrutura da ATU. A
mistura de 50,0 mg de polimero e 25,0 mL da solucdo binaria (Cu?*/Cd?*, Cu?*/Co?*,
Cu?*/Fe?*, Cu?*/Ni?*, Cu?*/Pb?*, Cu?*/Zn?*), ambos ions na concentracdo de 5,0 mg L
! na auséncia de tampédo em pH 4,50, foi agitada durante 40,0 min, centrifugada e o
sobrenadante foi removido para analise direta no F AAS. Os coeficientes de
distribuicdo (Kad), de seletividade (k) e de seletividade relativa (k') foram calculados

com as Eq. 7 - 10.

Ci=-Cp v

Kd - Cf m

Eq. (7)

Em que Ci corresponde a concentracédo inicial do fon Cu?* e dos ions
competitivos na solucdo (mg L), e Ct é a concentracéo final do fon Cu?* e dos ions
competitivos no sobrenadante, V é o volume (25,0 mL) e m é a massa do polimero.

Kg (Cu2+ )

kpoi = Eq. (8
Polimero Impresso K4 (ion competitivo ) d. (8)
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Ka (Cu2+)

kpoii 5 = Eq. (9
Polimero Nio Impresso K (fon competitivo ) q. (9)

' = Kpolimero Impresso Eqg. (10)

kpolimero Nao Impresso

O valor reportado para este estudo corresponde a média de n= 3.

4.8 OTIMIZAGAO DA PRE-CONCENTRAGAO DE [ONS Cu?* EM SISTEMA FIA-F AAS POR MEIO
DA ANALISE MULTIVARIADA.

A eficiéncia da pré-concentracdo em sistema FIA para ions metélicos depende
da adequada otimizacéo de alguns fatores tais como: vazdo de pré-concentracédo e
eluicédo, tipo e concentracao de eluente, volume, pH e massa da mostra, assim como
de seus respectivos niveis. Desta forma, as otimizacfes destes fatores junto com o
efeito de suas interacdes podem ser adequadamente feitas por meio da analise
multivariada empregando planejamento fatorial completo ou fracionado.

Neste estudo, as condi¢cbes 6timas do método proposto foram definidas
empregando a analise multivariada para observar o efeito principal dos fatores
(variaveis independentes) e o efeito de suas interacdes sobre o sinal de absorbancia
(altura do pico) e a eficiéncia de sensibilidade (ES), como respostas obtidas durante
a etapa de pré-concentracdo do ion Cu?* em sistema FIA-F AAS. Desta forma, foi
realizado um planejamento fatorial completo com dois niveis e trés fatores (23)
obtendo 8 ensaios mais o0 ponto central em triplicata, todos realizados de forma
aleatoria para evitar possiveis erros sistematicos. Os fatores estudados foram: massa
do polimero (MP), vazéo de pré-concentracdo (VP) e concentracdo do eluente HCI
(CE). Estes fatores, assim como seus niveis, foram previamente determinados com
base na literatura e estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa
[154-156,170,171].

A eficiéncia de sensibilidade (ES) foi obtida pela razao entre a absorbéancia e o
tempo requerido, em segundos, na etapa de pré-concentracao.

Todos os experimentos foram realizados conforme descrito na sessao 3.3,
percolando 20,0 mL de solugéo contendo 100,0 pug L de fons Cu?* em pH 4,50 na
auséncia de tampado. Os dados experimentais foram analisados no software
STATISTICA 7.0 StatSoft (1984-2004).
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4.9 CURVA DE RUPTURA

O desempenho do polimero IIP-HEMA-BSAncn), referente a capacidade
maxima de adsorcdo de ions Cu?* (ponto de saturacdo) foi estudado por meio de
curvas chamadas “breakthrough” ou de ruptura, na auséncia e presenca de 0,5e 1,5
g LT BSA em condigbes dinamicas, com intuido de avaliar o efeito da concentragdo
dessa proteina na transferéncia de massa de Cu da solucdo para a superficie do
polimero.

Toda curva de ruptura é obtida passando a solucéo (fluido) que contém o analito
através de uma coluna empacotada com o adsorvente. Assim, por meio do
monitoramento da concentracdo do analito no efluente, € possivel observar a
transferéncia de massa da fase liquida para a fase solida em condi¢des dinamicas.

Uma curva de ruptura tipica (Figura 21) € representada graficamente pela razao
entre a concentracéo do efluente (C) e a concentracéo da solucéo inicial (Co) (C/Co)
em funcéo do volume (mL) percolado (em vazao constante) ou em tempo de operagéo
(min) [172]. O formato da curva é resultado varios fatores tais como: a transferéncia
de massa ao longo da coluna, tamanho da coluna, concentracdo do analito e a vazéo

de pré-concentracdo (tempo de contato) [173].

Figura 21. Curva de ruptura (breaktrough) tipica.

[l Distribuicao
do analito no
adsorvente

[] Zzonade
adsorcao
(Zad)

Cﬂ C, Cs C4

,“ Ponto de Saturagao

Curva de Ruptura

C/Co

L ]
L]
-
L
L]
L ]
Ll
L ]
L )

-
*
*
*

.!X" Ponto de Ruptura

Vout Vout,,

rup

Volume percolado (mL) ou tempo de operagéo (min)

Fonte: adaptada da referéncia [172]
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Como pode ser observado na Figura 21, inicialmente a maior parte da
transferéncia de massa ocorre proxima a entrada da coluna, onde a solugdo entra em
contato com o adsorvente e a concentracao do analito no efluente (pontos Ci1 e Cz) é
praticamente zero (0). Depois de um intervalo de tempo, 0 analito encontra-se em
equilibrio entre a fase solida (adsorvente) e a fase liquida (solucao percolada), e nesse
ponto (ponto de ruptura - Cs), o adsorvente deixa de sorver 100,0% o analito. Por
altimo, a coluna torna-se saturada e o adsorvente ndo adsorve mais o analito. Esse
ponto € denominado ponto de saturacdo (Cs) e corresponde a capacidade maxima de
adsorcao do material, em que o analito ndo tem mais interagdo com a coluna e
encontra-se 100,0% no efluente.

Para este estudo foram percolados pela minicoluna, empacotada com 50,0 mg
o IIP-HEMA-BSA(cn), 100,5 mL de uma solugéo de 1,0 mg L de ions Cu?* em pH
4,50 sem tampdo, na auséncia e presenca de BSA (0,5 ou 1,5 g L), sob as condi¢cGes
do sistema de pré-concentracao em fluxo, mas sem acoplamento ao F AAS. Assim, 0
efluente foi coletado a cada 4 s, obtendo aliquotas de 0,5 mL, que corresponde ao
volume minimo para injetar e determinar o Cu pela técnica F AAS.

A gquantidade de ions Cu?* sorvido no polimero foi calculada experimentalmente
para cada aliquota percolada, que representa cada ponto da curva, por meio da
Eq. 11:

Co—C)V
q= (o= OV Eq. (11)

m

Onde q é a quantidade de ions Cu?* sorvido no polimero (mg g1), V é o volume
de solucao percolado através da minicoluna (L), m é a massa de polimero (g), Co € a
concentracdo inicial de ions Cu?* (1,0 mg L) e C é a concentragdo de ions Cu?* no
efluente.

A capacidade maxima de adsorcéo de ions Cu?* no polimero (gsat) foi calculada
pela somatéria dos valores de q, calculado anteriormente para cada ponto. Assim, a
partir do grup do ponto de ruptura e do ponto de saturacéo (gsat), foi determinado o
volume de ruptura (Vrup, ML) e saturacéo (Vsat, mL).

O modelo cinético regressivo nao linear de Thomas (1944) [174] foi aplicado
aos dados, que foram utilizados para construir as curvas de ruptura, por meio do
software MatLab (R2014a, MathWorks, Inc. Protected by US and international patents,

Copyright 1984-2014) para avaliar o desempenho do polimero em leito fixo e calcular
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a capacidade maxima de adsorcdo (qrh, mg g?) em sistema continuo com vazéo
constante.
A Eq. 12 representa o0 modelo ndo linear do Thomas para uma coluna de

adsorcao em leite fixo:

Cc 1
(Co) B 1+exp[kTTh(thm— COV)] =4 (12
Em que, Co é a concentracao inicial do analito (mg mL?), C é a concentracédo
do analito no efluente no tempo t (mg mL1), Q é a vazao volumétrica (mL mint), m é
a massa de adsorvente na minicoluna (g), V € o volume do efluente (mL) e kth é a
constante de Thomas (mL min?! mg?). O parametro grh representa a capacidade
maxima de adsorcdo do adsorvente (mg g*) predito pelo modelo.
Ao substituir V= Q t na Eq. 12, temos a Eq. 13 - 15.

(3) = ! Eqg. (13)

K
1+exp|TE(qram= CoQt))

C) 1
(— = Eq. (14)
K K
Co 1+exp( gthhm ghCOQt)
() - 1 o s
- ]~ K Q.
Co 1+exp(%thhm—KThCOt)

A Figura 22 corresponde a representacao grafica do modelo Thomas aplicado

uma curva de ruptura tipica.
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Figura 22. Modelo de Thomas aplicado a uma curva de ruptura.
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4.10 PARAMETROS ANALITICOS DO METODO DA PRE-CONCENTRAGAO DE [ONS Cu?* EM
FIA-F AAS

O desempenho do método proposto para a pré-concentracéo de ions Cu?* na
auséncia e presenca de BSA foi avaliado a partir do calculo dos parametros analiticos,
tais como linearidade da curva analitica, fator de pré-concentracdo (FPC), limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), eficiéncia de pré-concentracdo (EP),
indice de consumo (IC), frequéncia analitica (FA), precisdo e exatiddo, utilizando o
polimero [IP-HEMA-BSA@xcn) em sistema FIA-F AAS sob as condi¢des otimizadas.

Para isso, trés curvas analiticas foram construidas pré-concentrando solucdes
contendo fons Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g L) e Cu?*-BSA(1,5 g L?), respectivamente, na
faixa de concentracdo de 7,0 — 100,0 ug L de ions Cu?* em pH 4,50 na auséncia de
tampéao e vazéo de 7,6 mL min-t. Além disso, trés curvas analiticas foram construidas
sem a etapa de pré-concentracao (leitura direta no F AAS) na faixa de concentracéo
de 100,0 a 6000 pg L™ de ions Cu?* em pH 4,50 sem tamp&o, na auséncia e presenca
de 0,5e 1,5 g L de BSA. Desta forma o FPC foi calculado para as trés condicdes
[Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g L'1) e Cu?*-BSA(1,5 g L1)] por meio da razdo do coeficiente
angular da curva analitica obtida com a etapa de pré-concentracdo e o coeficiente
angular da curva analitica sem a etapa de pré-concentracdo. O limite de deteccéo (LD,

do inglés Limit of Detection) e o limite de quantificacdo (LQ, do inglés, Limit of
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Quantification) foram calculados de acordo com a recomendacao da IUPAC, em que
LD= (3xDP/b) e LQ= (10xDP/b), sendo DP de n = 10 da medida do branco analitico e
b = coeficiente angular da curva analitica [175]. O LD corresponde a menor
concentracdo do analito detectada pelo método proposto, mas ndo necessariamente
quantificada, enquanto que, o LQ é a menor concentracdo do analito detectada que
pode ser medida com precisdo e exatiddo aceitaveis nas condicfes experimentais,
sendo expresso em unidade de concentracdo [176]. A EP foi determinada pela razéo
entre o FPC e tempo de pré-concentracao (min), enquanto que, o IC foi calculado pela
razdo entre o volume usado na etapa de pré-concentracéo (20,0 mL) e o FPC. A FA
foi determinada como o nimero de analises realizadas por hora (h).

Com intuito de confirmar que o LQ tedrico € de fato mensuravel com exatidao
e ndo altera a linearidade da curva analitica, solu¢des de ions Cu?* na concentracéo
dos LQ, calculados nas trés condi¢des [Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g L) e Cu?*-BSA(1,5¢g L
1], foram preparadas em laboratério e submetida ao sistema FIA-FAAS. Com a média
das absorbancias obtidas (n = 3), cada valor do LQ foi inserido na respectiva curva
analitica como o primeiro ponto da curva. Este mesmo procedimento também foi
realizado para os LQ calculados sem a etapa de pré-concentracao.

A precisédo do método foi avaliada em termos de repetibilidade intra-dia (n=10)
e inter-dia (n=2) pré-concentrando solucdes contendo 7,0 e 80,0 ug L de ions Cu?*
na auséncia e presenca de BSA (0,5 g L'1), enquanto que, a exatiddo foi determinada
empregando o teste de adicdo/recuperacdo de solugcdo padrdo de ions Cu?*
diretamente nas amostras de leite, bem como pela digestdo acida assistida por micro-
ondas, com determinacdo por GF AAS (Espectrofotometria de absorcdo atbmica em

forno de grafite), utilizando o equipamento PerkinElmer modelo AAnalyst 700.

4.11 ESTUDO DE [ONS INTERFERENTES

A pré-concentracdo on-line de ifons Cu?* em sistema FIA-F AAS, sob as
condicdes otimizadas, também foi avaliada na presenca de ions interferentes, tais
como Fe®*, Zn?*, AI**, Co?*, Ca?*, Mg?*, K*, Na*, CI- e citrato, por meio da comparacéo
do sinal analitico (absorbéancia) obtido na auséncia e presenca do ion interferente.
Estes ions interferentes foram escolhidos porque sdo encontramos comumente em

amostras de leite bovino [177,178].



94

O efeito de interferéncia foi avaliado para cada ion e também a partir da mistura
de todos eles. Deste modo, o estudo foi realizado percolando pela minicoluna,
empacotada com 50,0 mg de I[IP-HEMA-BSAcn), 20,0 mL de solugbes binarias
contendo Cu?* (50,0 pug L) e o ion potencialmente interferente [Fe** (83,0 ug L1), Al**
(76,5 pg L1), Zn?* (183,0 ug L), Co?* (150,0 pg L), Ca?* (200,0 mg L1), Mg?* (20,8
mg L?), K*(268,3 mg L), Na* (81,7 mg L?), CI-(163,3 mg L?) e citrato (0,3 mg L]
em pH 4,50 na auséncia de tampéo, na vazéo de 7,6 mL min-t. A concentragéo do ion
interferente foi estabelecida a partir da respectiva concentracdo média encontrada
normalmente no leite (Quadro 7), em que a razdo das concentracdes medias do ion
interferente/ion Cu foi multiplicada pela concentracdo de Cu adotada neste estudo
(50,0 pug LY. Igualmente, uma solucdo contendo o ion Cu?* e todos os ions
interferentes, nas mesmas concentracdes utilizadas nas solu¢des binarias, foi pré-
concentrada. Cabe salientar que o estudo de ions interferentes também foi realizado
na presenca de 0,5 g L de BSA, que é a concentragdo comumente encontrada dessa

proteina em amostras de leite bovino.

Quadro 7. Concentracfes dos ions encontrados comumente em amostras de leite
bovino.

Leite bovino c ]
ions Concentracio mg kg lon interferente/ ion
. . Cu?*
Min. Max. Média
Cu?* 0,30 0,30 0,30 -
Micro Fedt 0,30 0,70 0,50 1,66
nutrientes Zn?* 0,74 1,45 1,10 3,66
AR 0,46 0,46 0,46 1,53
Co?* 0,50 1,30 0,90 3,00
Ca? 1070,00 1330,00 1200,00 4000,00
Macro Mg?* 90,00 160,00 125,00 416,66
nutrientes K* 1440,00 1780,00 1610,00 5366,66
Na* 400,00 580,00 490,00 1633,33
Anions _CI' 900,00 1060,00 980,00 3266,66
Citrato 1,32 2,79 2,06 6,86

Min.: concentracdo minima; Max.: concentracdo maxima. Fonte: adaptado da referéncia [177,178]

Percentuais de recuperacdo do sinal analitico de fons Cu?* variando de 90,0%

a 115,0% foram considerados toleraveis para prever auséncia de interferéncia.



95

4.12 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto em amostras reais, foram
analisadas 18 amostras de leite de bovino (8 integrais, 8 desnatadas e 2 zero lactose)
e 4 amostras de leite de soja (3 integrais e 1 zero agucar), em caixa e de 12 marcas
diferentes, adquiridas em mercados da regiao de Londrina. O valor nutricional das
amostras reportado pelos fabricantes foi resumido no Quadro 8, com intuito de
comparar a composicao dos leites, uma vez que a concentracao dos nutrientes pode
influenciar na pré-concentracéo e determinagéo dos ions Cu?* no sistema FIA-F AAS.

Além disso, o valor do pH de cada amostra foi verificado e inserido no Quadro 8.



Quadro 8. Valor nutricional (1 copo = 200,0 mL) e valor de pH de diferentes tipos de leite bovino (integral e desnatado) e leite de soja.
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valor nutricional M1- M2- M3- M4- M5- M6- M7- M8- M9- Mlp- Ml;- Ml?-
porcio de 200 Bov Bov Bov Bov Bov Bov Bov Bov Bov Soja Soja Soja
mL (1 copo)

Int Des Int Des Int Des Int Des Int Des Int Des |Int Des Int Des Zlac Zlac Int Int Int Int*
Carboidratos (g) 100 100 90 93 90 87 93 94 96 93 91 96 91 96 90 90 90 90 48 110 31 17
Proteinas (g) 60 60 60 60 60 74 62 63 64 64 64 64 64 64 63 63 62 62 52 52 62 51
Gord. Totais (g) 60 00 60 00 60 00 60 00 64 26 60 00 60 00 60 00 20 24 31 30 34 34
g;rd. Saturadas ., o0 35 00 31 00 37 00 36 15 47 00 47 00 45 00 12 15 04 04 07 07
Gord. Trans (g) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Fibra alimentar (g) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 19 00 11 00
Sédio (mg) 100 100 130 130 140 140 143 143 126 126 171 136 171 136 124 161 130 128 166 53 17 109
Célcio (mg) 240 240 210 210 220 210 240 240 238 238 238 224 238 224 230 230 210 232 240 240 240 240
Ferro (mg) - - 42 - - - - - 42 42 - - - - - - - - - - - -
Zinco (mg) - - 21 - - - - - 21 21 - - - - - - - - 1,1 1,1 - 11
Cobre (ug) - - 135 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
pH 6,45 6,67 6,71 6,69 6,71 6,67 6,66 6,68 6,65 6,63 6,65 665 6,72 6,65 6,75 667 670 6,71 7,14 67 728 724

M: marca; Bov: bovino, Int: leite integral, Des: Leite desnatado, Zlac: zero lactose, *Zero adi¢cdo de agucar.
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Como pode ser observado no Quadro 8, apenas a amostra M2-Bov-Int
(enriquecida com Cu pelo fabricante) reporta 675,0 ug Lt de Cu no valor nutricional.
Essa concentracdo provavelmente pode ser determinada pela aspiracdo direta no F
AAS. Assim, testes preliminares foram realizados para determinar a concentracdo de
Cu na amostra M2-Bov-Int como descrito na se¢éo 4.12.1, sem tratamento prévio da
amostra.

Por outro lado, todas as amostras apresentadas no Quadro 8, inicialmente
foram digeridas usando o método de digestdo acida assistida por micro-ondas (se¢ao
4.12.2) e em seguida submetidas a pré-concentracdo on-line em sistema FIA-F AAS
para determinar a concentracdo do Cu. Depois, as Unicas amostras contendo Cu
foram preparadas seguindo o procedimento do método proposto descrito na sec¢ao
4.12.3. Finalmente, os resultados da concentracdo do Cu determinada pelo método
proposto e pela digestao acida assistida por micro-ondas foram comparados entre si
e também com o valor reportado pelo fabricante (M2-Bov-Int).

O teste de adicdo/recuperacdo de solucéo padrdo de ions Cu?* diretamente nas
amostras de leite foram realizados para o método de digestdo &cida assistida por
micro-ondas, bem como para 0 método proposto. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

Para validar a exatiddo do método, as concentracdes do ion Cu?* obtidas nas
amostras leite pelo método proposto (secdo 4.12.3) foram comparadas com as
concentragdes do ion Cu?* encontradas por digestdo acida assistida por micro-ondas
com determinacao pela técnica de referéncia GF AAS. Para isto, um espectrémetro
de absorcéao atdmica com forno de grafite (GF AAS) da PerkinElmer modelo AAnalyst
700 foi operado nas seguintes condi¢des: lampada de catodo oco de Cu com corrente
de 15,0 mA e comprimento de onda de 324,8 nm; largura de banda espectral de 0,7
nm; vazao de gas de purga (Argbnio com pureza de 99,9%, White Martins, S&o Paulo,
SP, Brasil): 1,7 L mint; volume de injecdo: 20,0 yLa ; e modificador permanente: 0,5
g L' de Mg(NOz)2. As andlises foram feitas em tubos de grafite piroliticos com
plataforma de L’vov (Perkin Elmer, cat. No B0109324). Os parametros do programa
de temperatura foram: secagem (110 ° C, 10 s), pir6lise (1100 ° C, 10 s), atomizacao
(2300 ° C, 3 s) e limpeza (2400 ° C, 5 s).
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4.12.1. Determinacéo de lons Cu?* por Aspiragéo Direta da Amostra no F AAS.

Este experimento foi realizado para checar a possibilidade de determinacéo
direta de Cu em leite bovino enriquecido, utilizando um procedimento simples de
diluicdo. Para isto, a amostra M2-Bov-Int foi aspirada diretamente no F AAS com e
sem diluicdo, nas seguintes condicdes: (a) leite bovino puro, (b) leite:dgua 75,0: 25,0
(%, vIv), (c) leite;dgua 50,0: 50,0 (%, v/v), (d) leite;agua 25,0: 75,0 (%, V/v), (e)
leite:dgua 10,0: 90,0 (%, v/v). Assim, a concentracdo de Cu no leite bovino M2-Bov-
Int, nas cinco condi¢des descritas anteriormente, foi calculada por meio de uma curva
analitica construida em agua ultrapura na faixa de concentragdo de 0,1 a 4,0 mg L*
de Cu?*. Os resultados deste experimento foram expressos como porcentagem de

recuperacdo de Cu em relacéo ao valor reportado pelo fabricante.

4.12.2. Preparo das Amostras por Digest&o Acida Assistida por Micro-ondas.

Foram transferidas para um tubo de Teflon 5,15 g de amostra e misturadas com
3,0 mL de &cido nitrico (65,0%) bidestilado com um sistema de sub-ebulicdo Berghof®
BSB-939-IR (Eningen, Alemanha), 3,0 mL de perdxido de hidrogénio (29,0%) e 9,0
mL de &gua ultrapura a temperatura ambiente (25 °C) [148,151]. A mistura foi deixada
por 24 h (overnight) para a pré-digestdo da amostra e, depois, submetida a digestao
utilizando o micro-ondas Ethos One Milestones Inc® (Sorisole, Italia) em um potencial
fixo de 1200 W e um gradiente de temperatura linear. O programa de aquecimento
utilizado na digestéo foi o seguinte: etapa 1 - aquecimento até 120 °C (0,0 - 12,0 min);
etapa 2 - temperatura constante em 120 °C (12,1 - 17,0 min); etapa 3 - aquecimento
até 190 °C (17,1 - 27,0 min); etapa 4 — temperatura constante em 190 °C (27,1 - 42,0
min). Para diminuir a presséo interna dos tubos e refrigerar as amostras digeridas, foi
aplicado um tempo de exaustédo de 30,0 min. Apds esse tempo, as amostras digeridas
foram transferidas para béqueres de 50,0 mL e aquecidas em uma chapa até quase
secura para evaporar o HNOs residual. O residuo foi resfriado a temperatura ambiente
e dissolvido em 30,0 mL de agua ultrapura. Em seguida, o pH e o volume final das
amostras foram ajustados para 4,50 com NH4OH (0,10 e 1,00 mol L) na auséncia de
tampéo e 50,0 mL, respectivamente, completando com agua ultrapura. A solugéo
obtida foi submetida a pré-concentragcéo on-line usando o sistema FIA-F AAS sob as
condi¢bes otimizadas. Para o ajuste do pH das amostras foi utilizado NH4OH, uma vez
que o NaOH interferiu na pré-concentracéo e determinacéo dos ions Cu?*. Os brancos
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das amostras foram preparados sob os mesmos procedimentos e todas as amostras

foram digeridas em triplicata.

4.12.3. Preparo das Amostras pelo Método Proposto

Foram pesadas 5,15 g de cada amostra em um béquer e misturadas com 30,0
mL de &gua ultrapura. O pH e o volume final das amostras foram ajustados para 4,50
com HCI (0,10 mol L) na auséncia de tampdo e 50,0 mL, respectivamente. Em
seguida, a separacao do sobrenadante e do precipitado foi realizada com o auxilio de
um tubo cobnico de falcon (50,0 mL) e uma centrifuga QUIMIS® modelo 0222T2
(Diadema, SP, Brazil) por 10,0 min a 1600 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
submetido a pré-concentracdo on-line usando o sistema FIA-F AAS sob as condi¢des
otimizadas. Os brancos da amostra foram preparados sob o0 mesmo procedimento e

as amostras foram preparadas em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor compreenséo da estrutura e discusséo dos resultados obtidos
nesta Tese, Inicialmente serdo apresentados o0s resultados da sintese e
caracterizacdo dos polimeros. Na sequéncia, serdo apresentados os resultados do
estudo de pH, exclusédo de proteinas e seletividade. Por fim, com base no polimero
com melhor desempenho na pré-concentracéo de ions Cu?* e excluséo de proteinas,
serdo apresentados os resultados do método analitico proposto, os quais incluem:
otimizacdo da pré-concentracdo de ions Cu?* em sistema FIA-F AAS por meio da
analise multivariada, curva de ruptura, parametros analiticos (linearidade da curva
analitica, limite de deteccédo e quantificacdo, fator de pré-concentracao, eficiéncia de
pré-concentracdo, indice de consumo, frequéncia analitica, precisdo e exatidao),

estudo de ions interferentes e aplicacdo em amostra reais (leite bovino e soja).

5.1 SINTESE DOS POLIMEROS

Foi avaliada em estudos preliminares, a influéncia do tempo de adi¢cdo do co-
mondmero HEMA (antes e depois da etapa de pré-polimerizacéo) na adsor¢cao de Cu
e exclusado de proteinas. Observou-se que o tempo de adicdo do co-monémero ndo
influenciou na exclusé@o de proteinas. Assim, o HEMA foi adicionado na sintese junto
com 0s outros reagentes em uma Unica etapa, interagindo com ions Cu?* e formando
uma camada hidrofilica sobre a superficie das particulas impressas, como meios de
acesso restrito [66, 179].

Em relacdo a imobilizacdo da proteina BSA sobre a superficie do polimero
(Cu?*)-IIP-HEMA@cnEoH) (descrita na secdo 4.2) ocorreu a reagdo de adicdo
nucleofilica da amina priméaria (BSA) sobre o grupo carbonila (eletréfilo) do aldeido
(glutaraldeido), formando um hemiacetal como produto intermediario que, por sua vez,
perde uma molécula de agua para formar a imina, como € ilustrado na Figura 23. A
imina é reduzida a amina utilizando borohidreto de sodio para dar estabilidade a

camada de BSA, evitando rea¢fes colaterais com outros ions ou moléculas [67,68].
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Figura 23. Reacdo de adicdo nucleofilica sobre o carbonilo eletrofilico do
glutaraldeido e reducdo da imina para amina na imobilizacdo de BSA sobre o polimero
(Cu?")-1IP-HEMA\(ACN,EtOH).
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5.2 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

5.2.1 Espectroscopia FT-IR

A espectroscopia de infravermelho FT-IR permitiu registrar os principais grupos
funcionais presentes na ATU pura e nos polimeros, sendo que o perfil espectral dos
polimeros sintetizados em ACN (Figura 24a) e EtOH (Figura 24b) foi similar. O
espectro da ATU pura foi utilizado para identificar o modo de interacao entre a ATU e

os ions Cu?*.
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Figura 24. Espectro FT-IR da ATU pura e dos polimeros (Cu?*)-1IP, (Cu?*)-IIP-HEMA,
(Cu?")-1IP-HEMA-BSA e NIP-HEMA-BSA sintetizados em: a) acetonitrila (ACN); e b)
etanol (EtOH).
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No espectro FT-IR da ATU (Figura 24) foram observadas as bandas 3440 e
1630 cm, atribuidas ao estiramento assimétrico e deformacéo vibracional da amina
secundaria v(H-N-H), respectivamente. A banda 1630 cm™ também pode ser atribuida
ao estiramento do grupo vinilico v(H2C=CH-). Em 1539 cm-! foi observado uma banda
gue corresponde ao estiramento do ion -HN-C*-S-, também chamada como “thioureide
band” por Randall e colaboradores [181]. A banda de absor¢do em 1435 cm™ pode
ser atribuida ao estiramento vibracional da ligacdo N-C-N e a vibracdo assimétrica do
C=S [182,183]. As bandas em 1320 e 1061 cm™ correspondem ao estiramento
vibracional do grupo tiocarbonilo C=S [99,158], enquanto as bandas em 778 e 660 cm"
! séo atribuidas ao carater da ligacédo dupla do C=S [184,185]. Em 567 e 449 cm
observa-se a deformacdo angular assimétrica da ligacdo N-C-N e a deformacéo
simétrica do grupo (N-C=S), respectivamente [182,183,186].

Ao comparar os espectros FT-IR da ATU pura e dos polimeros, pode-se
observar que as bandas presentes na ATU em 1320, 1061, 660 e 449 cm™ atribuidas
aos grupos C=S, N-C-N e N-C=S foram suprimidas nos espectros dos polimeros
impressos, enquanto as bandas 1539, 1435, 750 e 521 cm™ foram deslocadas. Desta
forma, o deslocamento e/ou auséncia das bandas mencionadas anteriormente, bem
como o leve aumento da intensidade das bandas 750 e 521 cm (carater da ligacéo
dupla C=S e deformacédo angular assimétrica da ligacdo N-C-N, respectivamente) no
NIP-HEMA-BSA@xcn) em relagdo com os outros polimeros, permitiu inferir que a
coordenacao entre o Cu e a ATU ocorre mediante o atomo de enxofre (Cu-S)
[157,158,187,188]. Dessa forma, apdés a coordenacdo Cu?*-ATU, a natureza da
vibracdo C=S é ligeiramente alterada devido a diminuicéo do carater da ligacao dupla
C=S e ao aumento do carater da ligagdo C-N no grupo (N-C=S) [186-188].

Além das bandas mencionadas, os principais grupos funcionais presentes no
co-monémero HEMA e no EGDMA foram identificados nos espectros FT-IR dos
polimeros. Assim, uma ampla banda de absor¢do em torno de 3725-3080 cm™ é
atribuida ao estiramento da ligacdo O-H e ao estiramento do grupo NH2. As bandas
em 2980 e 2954 cm! correspondem ao estiramento assimétrico das ligacées C-H, -
CH2- e -CHs presentes na cadeia dos polimeros e no EGDMA [189]. A banda de
absorcdo em 1728 cm é atribuida ao estiramento do grupo carbonila proveniente do
HEMA e EGDMA, enquanto que a banda em 1158 cm™ é atribuida ao estiramento
assimétrico dos grupos -C-OH e O=C-O- (Ester) [106,184]. A banda em 1641 cm™

confirma a presenca de grupos vinilicos residuais (CH2=CH-) na matriz polimérica. A
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banda em 750 cm™ confirmou a presenca do grupo tiocarbonilo (C=S) na matriz
polimérica. Portanto, os espectros FT-IR dos polimeros confirmaram que a reacao de
polimerizacao ocorreu satisfatoriamente.

Em relacdo a insercdo do HEMA e BSA na matriz polimérica, foi observado
que a presenca desses modificadores de superficie ndo alterou o perfil espectral dos
polimeros sintetizados em ACN (Figura 24a), bem como os polimeros sintetizados em
EtOH (Figura 24b).

E importante ressaltar que a remocdo do Cu da matriz polimérica ndo modificou
o perfil dos espectros FT-IR para os polimeros sintetizados em ACN e EtOH
(espectros nao apresentados).

Com o propésito de identificar melhor as diferencas entre as bandas dos
espectros FT-IR dos polimeros sintetizados em ACN e EtOH, os sinais foram
transformados e representados em absorbancia (Abs) (Anexo A e B), pela relagéao
Abs =2 - Logio %T, uma vez que a absorbancia pode ser considerada mais sensivel
guando comparado com a transmitancia porcentual, devido ao maior nimero de
caixas decimais obtidas na transformacdo das escalas. Porém, os espectros
apresentados em absorbancia mantem o mesmo perfil que os apresentados em
transmitancia porcentual, ainda separando em dois intervalos de nimero de onda, de
4000 a 2000 cm e de 2000 a 400 cm?,

5.2.2 Andlise térmica

O comportamento térmico dos polimeros foi avaliado pelas curvas TG e DTG,
gue apresentam a perda de massa em funcao da temperatura na faixa de 30 a 900 °C
(Figura 25 e 26), na auséncia e presenca do ion Cu?* na matriz polimérica.

Os polimeros (Cu?*)-1IPcn) e (Cu?)-1IP-HEMA@cn)y apresentaram trés eventos
de decomposicdo bem definidos, enquanto que (Cu?*)-IIP-HEMA-BSAcn) e NIP-
HEMA-BSAxcn) mostraram apenas um evento de decomposicédo (Figura 25a - DTG).

A remocdo da agua adsorvida fisicamente na superficie dos polimeros (Cu?*)-
[IP@acN), (Cu??)-IIP-HEMA@ncn), (Cu?*)-IIP-HEMA-BSAcn) € NIP-HEMA-BSAncn) foi
observada no intervalo de temperatura de 30-85 °C, com taxa de perda maxima em
40, 97, 62 e 56 °C e porcentagem de perda de massa de 1,5%, 4,4%, 5,2% e 5,0%,

respectivamente. Os polimeros que contém os modificadores HEMA e BSA como
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meios de acesso restrito, absorveram mais agua devido ao carater hidrofilico dessas
moléculas, interagindo com a dgua por meio de ligacdes de hidrogénio.

Figura 25. Curvas termogravimétricas TG (esquerda) e derivada DTG (direita) dos
polimeros sintetizados em acetonitrila (ACN): (a) na presenca de Cu?*; e (b) ion Cu?*
removido da matriz polimérica.
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No primeiro evento de decomposicéo (Figura 25a - DTG), observado na faixa
de 165-270 °C, ocorreu uma ligeira perda de massa de 8,3% para (Cu?*)-IIP@cn) e
5,1% para (Cu?*)-lIP-HEMAxcn), com taxa de perda maxima em 225 °C (1,1 %/°C) e
224 °C (0,5 %/°C), respectivamente, atribuida a fragmentacdo dos segmentos da ATU
[99], como observado também no perfil de degradagcéo da ATU pura (Anexo C), e
volatilizagdo do Cu na forma de sulfeto (CuS), cujos pontos de fusao e de ebulicdo
séao 103 e 220 °C, respectivamente [190,191].

O segundo evento, na faixa de temperatura de 270-412 °C, mostrou perda de
massa significativa de 44,1% para (Cu?*)-1IPacn) com taxa de perda maxima em 382
°C (5,9 %/°C) e 51,0% para (Cu?*)-1IP-HEMA,cn) com taxa de perda maxima em 368

°C (4,0 %/°C), que foi atribuido a decomposicdo das cadeias curtas da matriz
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polimérica. O terceiro evento, observado entre 412 °C e 510 °C, pode ser atribuido a
descarboxilagdo dos segmentos do HEMA e EGDMA [79], com taxa de perda méaxima
em 433 °C (7,7 %/°C) e 427 °C (3,2 %/°C) com perda de massa de 39,0% e 35,3%
para (Cu?*)-1IPcn) e (Cu?*)-IIP-HEMAxcn), respectivamente.

Um Gnico evento de degradacéo foi observado para (Cu?*)-11IP-HEMA-BSAacn)
e NIP-HEMA-BSAncn), na faixa de temperatura de 205-525 °C, com taxa de perda
maxima em 450 °C (11,43 %/°C) e 435 ° C (11,6 %/°C), e perda em massa de 86,6%
e 86,3%, respectivamente. Este fato pode ser atribuido as diversas interacfes
(interacao dipolo-dipolo, forca de dispersao de London, ligagao de hidrogénio e ligagéao
nao polar) entre a proteina BSA e 0s grupos funcionais presentes na matriz polimérica
[192], ocasionando a interconexdo das cadeias poliméricas. Desta forma, durante a
decomposigdo do (Cu?")-IIP-HEMA-BSAcn) € NIP-HEMA-BSAncn) ndo é possivel
identificar com clareza os diferentes segmentos da ATU (Anexo C), HEMA e EGDMA
que constituem a cadeia polimérica, assim como da BSA ancorada (Anexo D),
apresentando, dessa forma, um Unico evento de decomposicao.

Foram obtidas porcentagens residuais de 7,1%, 4,2%, 8,2% e 8,7% para
(CuzH-lIP@acn),  (CuzH)-IIP-HEMA@cn),  (Cu?t)-lIP-HEMA-BSAnxcny) € NIP-HEMA-
BSA(cn), respectivamente. Assim, os polimeros (Cu?*)-1IP-HEMA-BSAxcn) e NIP-
HEMA-BSAxcn) apresentaram maiores porcentagens residuais, devido a maior
interconexao das cadeias poliméricas, e maior estabilidade térmica, uma vez que se
decompdem acima de 205 °C.

Cabe salientar, que ao remover o ion Cu?* da matriz polimérica (Figura 25b-
DTG), foi observado um comportamento térmico similar ao obtido na presenca do ion
Cu?* (Figura 25a-DTG), com a excecéo do evento de decomposicéo entre 165-270 °C
para os polimeros (Cu?*)-1IP@cny e (Cu?*)-1IP-HEMA@cn), uma vez que a auséncia do
fon Cu?* na estrutura do polimero desloca a degradacédo dos segmentos da ATU para
temperaturas mais altas, ocorrendo uma sobreposicédo dos eventos que podem ser
observados na inflexado da curva TG da Figura 25b.

Foi observado um comportamento térmico semelhante para os polimeros
sintetizados em EtOH, como é apresentado na Figura 26. No entanto, o polimero
(Cu?*)-lIPEton) (Figura 26a — DTG), ndo apresentou remocgdo de agua na faixa de
temperatura de 30-85 °C, o que permite inferir que esse polimero apresenta
caracteristicas hidrofobicas, conforme foi corroborado no estudo de molhabilidade.
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Figura 26. Curvas termogravimétricas TG (esquerda) e derivada DTG (direita) dos
polimeros sintetizados em etanol (EtOH): (a) na presenca de Cu?*; e (b) ion Cu?
removido da matriz polimérica.
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Por outro lado, o (Cu?")-IIP-HEMA-BSAEwoH) apresentou dois eventos de
decomposicdo, com taxa de decomposicdo maxima em 375°C e 432°C, indicando
que, possivelmente as cadeias poliméricas do (Cu?*)-1IP-HEMA-BSA EtoH) apresentam
menor interconexao quando comparadas com as particulas do polimero sintetizado
em ACN.

5.2.3 Imagens MEYV e Fisissorcao de Gas N2

As imagens MEV dos polimeros sintetizados em ACN e EtOH séo
apresentadas nas Figuras 27 e 28. Porém, devido ao perfil similar que apresentam as
micrografias dos polimeros com e sem meios de acesso restrito, na Figura 27 sao
apresentadas unicamente as imagens MEV em diferentes ampliacées do polimero
(Cu?")-1IP-HEMA-BSA sintetizado nos dois solventes, para observar detalhadamente
a influéncia do porogénico na morfologia dos polimeros, enquanto na Figura 28 séo
apresentadas as imagens MEV de todos os polimeros em uma Unica escala.
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Figura 27. Imagens de microscopia eletronica de varredura nas ampliacdes 70, 2000,
10.000 e 30.000 vezes com barra de escala de 1,0 mm, 50 pm, 10 pm e 2,0 pm,

respectivamente, do polimero (Cu?*)-IIP-HEMA-BSA sintetizado em acetonitrila (ACN)
e etanol (EtOH).
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Figura 28. Imagens de microscopia eletronica de varredura dos polimeros (Cu?*)-1IP,
(Cu?)-IIP-HEMA, (Cu?")-lIP-HEMA-BSA sintetizados em ACN e EtOH, e NIP-HEMA-
BSAncn), com ampliacdo de 30.000 vezes e escala de escala de 2,0 um.
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Durante a sintese do polimero, primeiramente, o mondmero polimeriza na
presenca do reticulante EGDMA e do iniciador radicalar (AIBN), precipitando e

formando nucleos (nanoesferas). Esses ndcleos competem com o0 mondmero
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solvatado pelo solvente porogénico, para finalmente crescerem e formar uma matriz
polimérica porosa [193,194]. Portanto, devido & maior solubilidade (solvatacdo) do
mondmero ATU em EtOH, sua concentracdo é maior no solvente porogénico do que
nos nucleos de polimerizacdo, o que leva a formacdo de particulas agregadas e
coesas, com formato esférico e pequenos poros (Figura 27b). Por outro lado, na
situacdo do solvente ACN (nao solvatante) a ATU polimeriza preferencialmente nos
ndcleos ja formados, em comparacdo com a polimerizacdo no solvente, e como
resultado esses nucleos continuam crescendo até a formacdo de aglomerados
altamente reticulados (glébulos). Outro aspecto importante € que a baixa miscibilidade
da ATU em ACN, faz com que, o solvente interaja menos com a rede polimérica, e por
consequéncia, havera liberacdo do solvente, gerando maiores poros e maior area

superficial no polimero (Figura 27a e Tabela 1) [193-196].

Tabela 1. Area superficial especifica, volume total de poros e diametro médio de poros
dos polimeros sintetizados em acetonitrila (ACN) e em etanol (EtOH), com e sem
remocéo do ion Cu?* da matriz polimérica.

Area superficial “Volume total de poro Diametro médio
, especifica - Sger V1p de poros

Polimeros m2g) % 107 (cm® g) i

ACN EtOH ACN EtOH ACN EtOH
1P 351,10 1,69 9,35 0,06 11,73 14,21
(Cu?H)-lIP 224,70 1,16 10,37 0,04 19,14 16,17
IIP-HEMA 255,20 29,72 5,96 0,30 10,32 5,04
(Cu?")-lIP-HEMA 222,60 17,41 7,67 0,22 14,48 5,96
IIP-HEMA-BSA 63,78 45,76 2,56 0,44 16,68 4,36
(Cu?")-1IP-HEMA-BSA 52,03 27,99 2,13 0,35 16,98 5,82
NIP-HEMA-BSA 65,72 - 2,85 - 18,16 -

Experimentalmente foi observado que a reacdo de polimerizacdo em EtOH
ocorreu mais rapidamente, cerca de 15,0 min, em comparacdo com o0s polimeros
sintetizados em ACN (30,0 min). Este comportamento pode ser atribuido a afinidade
da ATU com o solvente porogénico, uma vez que devido a baixa solubilidade da ATU
em ACN, se requere de maior tempo para dar inicio a precipitacdo das particulas,
guando comparado com as particulas formadas em EtOH.

Na Tabela 1 pode ser observado que a adicdo do co-mon6mero HEMA na
sintese dos polimeros em ACN diminui a area superficial, o volume e o didmetro de
poro dos polimeros. Este comportamento deve-se ao carater hidrofilico do HEMA, em

gue o co-mondmero € pouco solvatado pela ACN e o crescimento das particulas
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poliméricas ocorrem nos ndcleos. Assim, as particulas continuam agregando-se
devido as interacdes entre o0 co-mondmero, monémero e 0 EGDMA mediante ligacfes
de hidrogénio [197]. Como resultado da agregacdo e maior tamanho, as particulas
apresentam menor area superficial e ha menor formacéao de intersticios na estrutura
polimérica. Apés a imobilizagdo da BSA na superficie dos polimeros sintetizados em
ACN, ocorre uma diminuicao significativa da area superficial uma vez que a BSA pode
obstruir os poros. De igual forma, a presenca da BSA na superficie produz maior
agregacédo das particulas poliméricas devido a diversas interacdes intermoleculares
entre a BSA e a matriz polimérica, resultando maior interconexdo das cadeias
poliméricas, como foi observado no perfil de decomposicdo térmica (Figura 25) e,
consequentemente, menor area superficial.

Em relacao ao polimero sintetizado em EtOH, foi observado um comportamento
diferente, porque a adigdo do HEMA e o revestimento com BSA produziu um aumento
na area superficial e no volume de poros [198]. Este fato é devido a maior interacéo
entre 0 HEMA e EtOH, tornando a interacdo ATU-EtOH menos acentuada. Assim,
sendo a interacdo ATU-EtOH fraca, faz com que ocorra maior evaporacao do EtOH e,
como consequéncia, havera maior formacdo de poros e maior area superficial. A
imobilizacdo da BSA sobre a superficie do (Cu?*)-IIP-HEMAEwoH) confere maior
tamanho as particulas poliméricas e maior area superficial guando comparado com os
polimeros (Cu?*)-1IPEton) e (Cu?*)-1IP-HEMA EtoH).

Na Tabela 1 pode-se ainda observar que area superficial dos polimeros isentos
de ions Cu?* na matriz polimérica foi, como era de se esperar, superior aos polimeros
contendo Cu?*.

De acordo com os perfis das isotermas de adsorgédo-dessorcdo de nitrogénio
obtidas para os polimeros (Figura 29a e 30a), todos os polimeros séo classificados
como materiais mesoporosos, uma vez que, a forma das isotermas é sigmoide do tipo
IV com histerese H2 para os polimeros sintetizados em EtOH, enquanto, tipo V com
histerese H3 para os polimeros sintetizados em ACN, que séo perfis caracteristicos
de adsorventes mesoporosos, onde a adsor¢cdo na superficie sélida ocorre via

adsorcao multicamada seguida de condensacéao capilar [163].
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Figura 29. (a) Isotermas de adsorcao-dessorcao de gas nitrogénio e (b) distribuicdo
de tamanho de poros estimada pelo método BJH para os polimeros sintetizados em

acetonitrila (ACN).
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Figura 30. (a) Isotermas de adsorcao-dessorcdo de gas nitrogénio e (b) distribuicao
de tamanho de poros estimada pelo método BJH para os polimeros sintetizados em
etanol (EtOH).
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E importante salientar que os polimeros sintetizados em EtOH (Figura 30), os
guais possuem uma histerese tipo H2, apresentam poros com estrutura complexa néo
definida, enquanto que os polimeros sintetizados em ACN (histerese tipo H3 — Figura
29) possuem poros em forma de fenda [161]. Da mesma forma, a partir da distribuicéo
do tamanho dos poros (Figura 29b e 30b), obtida pelas curvas de adsorc¢éo, observou-
se predominancia de poros com diametro entre 3,05 e 28,12 nm. Estes valores
permitem classificar os polimeros como mesoporosos de acordo com a classificacao
estabelecida pela IUPAC (2 a 50 nm) [199]

5.2.4 Mapeamento e Distribuicdo Elementar

A Figura 31 apresenta os espectros EDS obtidos para os polimeros (Cu?*)-
[IP(acN, EtoH), (Cu?*)-IIP-HEMAacN, EtoH) € (Cu?)-IIP-HEMA-BSAcn, EtoH). OS espectros
e 0 mapeamento elementar confirmaram a presenca dos atomos Cu e S na matriz
polimérica com valores porcentuais (% em massa) cerca de 0,07-0,17% e 0,46-1,32%,
respectivamente. Do mesmo modo, no mapeamento pode-se observar que a
distribuicdo do atomo S (representado com pontos vermelhos) mostrou-se bastante
homogénea e uniforme na superficie dos polimeros, sendo uma importante
caracteristica destes materiais para a aplicacdo em procedimentos de pré-
concentracéo de Cu, devido a ligacéo estavel entre o ion Cu?* e 0 S da ATU.

Cabe salientar que os teores de S apresentados na Figura 31 sdo proximos
agueles obtidos na andlise elementar CHNS, confirmando desta forma a distribuicdo

uniforme do S na rede polimérica.

5.2.5 Andlise Elementar CHNS

Considerando que os polimeros sintetizados em ACN proporcionaram maior
porosidade e maior adsorcéo em relacéo aos ions de Cu, como sera demonstrado nos
estudos relativos ao efeito de pH na pré-concentracdo (Secédo 5,3), a analise
elementar de CHNS foi realizada somente para os polimeros IIP@acn), NIP@acny, [IP-
HEMA@cn) e NIP-HEMA@acn). Estes polimeros também foram utilizados para avaliar o
efeito de impressdo quimica. Assim, foi determinada a porcentagem molar (mmol%)
de mondmero ATU, co-monémero HEMA e do reticulante EGDMA na cadeia
polimérica por meio da analise elementar CHNS e do calculo estequiométrico (Tabela
2), que foi muito util para prever se a seletividade dos polimeros € atribuida ao efeito

de impresséao ou devido a quantidade molar de ATU.
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Cabe salientar que a anélise elementar néo foi realizada para os polimeros IIP-
HEMA-BSAxcn) e NIP-HEMA-BSAacn) devido a diversidade de atomos que compdem
a proteina BSA.

Figura 31. Imagens de MEV, mapeamento dos atomos de enxofre (S) e cobre (Cu), e
espectro de energia dispersiva (EDS) dos polimeros sintetizados em acetonitrila
(ACN) e etanol (EtOH).
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Tabela 2. Determinacédo da % em mmol da ATU, EGDMA e HEMA nos polimeros
[IPacn), NIP@cn), IP-HEMA@cn) e NIP-HEMA@acn) a partir da analise elementar CHNS.

Composicao (mmol %)

Polimeros Inicial ApoOs a Polimerizagéo
ATU EGDMA HEMA ATU EGDMA HEMA
P acn) 20,00 80,00 - 15,38 84,62 -
NIP@acn) 20,00 80,00 - 15,49 84,51 -
IP-HEMAacn) 16,67 66,66 16,67 13,13 68,94 17,92
NIP-HEMA@cn) 16,67 66,66 16,67 13,02 69,01 17,97

ATU: Aliltioureia; EGDMA: Dimetacrilato de Etilenoglicol; HEMA: 2-Hidroxietil Metacrilato.

Como pode ser observado na Tabela 2, apés a polimerizacdo, a porcentagem
residual da ATU foi menor, obtendo-se uma taxa de conversédo de 76,9%, 77,5%,
78,8% e 78,1% nos polimeros IIP@acn), NIP@cn), [IP-HEMA@ cn) € NIP-HEMA (acn)
respectivamente, enquanto que, a taxa de conversédo do reagente de ligacdo cruzada
EGDMA nos polimeros IIP@acn), NIP@acn), [IP-HEMA@)cn) € NIP-HEMA (acn) foi maior,
com valores de 105,8%, 105,6%, 103,4% e 103,5% respectivamente. Estes resultados
permitem inferir que a presenc¢a do co-mondmero HEMA na sintese nao teve influéncia
significativa na taxa de conversao da ATU nem do EGDMA. Assim, a quantidade de
ATU nos polimeros impressos [lIP@acn) e IP-HEMA@cn)] € ndo impresso [NIP@acn) e
NIP-HEMA (acn)] foi muito semelhante, indicando que qualquer diferenca na
seletividade do polimero impresso deve ser atribuida aos sitios impressos.

A porcentagem de enxofre (S) encontrada nos polimeros [IP@cn), NIP@acny, 11P-
HEMA@cn) € NIP-HEMAcn) foi de 1,91%, 1,34%, 1,56% e 1,66%, respectivamente.

5.2.6 Hidrofilicidade/Hidrofobicidade

Com base no esquema apresentado na Figura 19 e os resultados do grau de
molhabilidade, obtidos por meio da magnitude do éngulo de contato (8) (Figura 32),
foi possivel constatar que os polimeros sintetizados apresentaram alta molhabilidade,
uma vez que a gota de agua se expandiu sobre a superficie dos polimeros (angulo de
contato igual a 0° ou inferior a 90°), permitindo classificar estes materiais como
hidrofilicos, com excec¢do do polimero P Eton).

No caso dos polimeros hidrofilicos, as forcas de adesdo polimero-agua sao
mais fortes do que as for¢as coesivas entre as moléculas de agua e entre as particulas
do polimero, provocando o espalhamento espontaneo (molhamento completo)

guando a gota interage com a superficie do polimero.
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Figura 32. Fotografias (plano transversal) da gota de agua estéatica sobre a superficie
dos polimeros compactados na forma de disco. Interfaces: polimero-agua (p-w),
polimero-vapor (p-v) e agua-vapor (w-v).
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A presenca do co-mon6mero hidrofilico HEMA nos polimeros IIP-HEMAacn) e
[IP-HEMAE&toH), como era esperado, aumentou o carater hidrofilico da superficie dos
polimeros, aumentando assim as for¢cas de adeséo entre a superficie do polimero e a
agua.

Por outro lado, foi observado que a gota de agua nao se espalhou
completamente na superficie dos polimeros IIP-HEMA-BSAacn), lIP-HEMA-BSA EtoH)
e NIP-HEMA-BSAncn), fato que pode ser atribuido a baixa area superficial e ao menor
volume de poro que apresentam estes polimeros, pela presenca da BSA como
camada externa. Além disso, observou-se que, quando a gota de agua entra em
contato com a superficie do IIPacny ocorre uma rapida desintegracdo da superficie
devido a forte interacéo polimero-agua, que é favorecida pela presenca de superficies
rugosas [164,200], e as particulas do polimero IIPacn) Se movem para o interior da

gota de agua.
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A afinidade destes matérias pela 4gua também foi observada no perfil de
estabilidade térmica (30 - 85 °C) e no espectro infravermelho (bandas 3725 -
3080 cm?).

Com relagéo ao polimero IIPEwoH), este ndo apresentou afinidade pela agua
(hidrofébico), uma vez que, o angulo formado pela intersec¢do entre a tangente da
interface polimero-agua e a tangente da interface agua-vapor foi maior que 90°. Este
comportamento pode ser atribuido aos dados texturais e as caracteristicas
morfologicas desse polimero [200,201], uma vez que as superficies ndo rugosas
(lisas) e ndo porosas, com baixa area superficial, sdo caracteristicas de materiais
hidrofobicos [164,165]. A reduzida hidrofilicidade deste material também foi
comprovada pela analise termogravimétrica (TGA).

A hidrofilicidade dos polimeros também foi avaliada mediante o estudo de efeito
swelling (inchamento). Na Tabela 3 sdo mostradas as porcentagens de teor de a4gua
de equilibrio (%TAE). Nessa tabela é possivel constatar que os resultados sdo
analogos aqueles obtidos no estudo de angulo de contato, uma vez que o carater
hidrofilico aumenta em materiais com superficies rugosas (porogénico: ACN) e com a
presenca do HEMA, enquanto diminuem com a presenca de BSA na superficie (menor
porosidade) e em materiais com superficie ndo rugosas (porogénico: EtOH).

Tabela 3. Caréter hidrofilico dos polimeros expressado como porcentagem de teor de
agua em equilibrio (%TAE) em pH 6,80. Os dados sdo apresentados como médias n
=3 = DP.

Polimeros IS

ACN EtOH
P 354,6 + 3,9 37,7+1,9
IHP-HEMA 265,6 £+ 2,3 73,0+2,0
[IP-HEMA-BSA 136,0+2,4 55,7+24
NIP-HEMA-BSA 138,9+3,6 -

ACN: Acetonitrila; EtOH: Etanol.

Portanto, pode-se concluir que o0s polimeros sintetizados em ACN séo
hidrofilicos e exibem capacidade de inchaco muito maior (%TAE > 100) em
comparacao com os polimeros sintetizados em EtOH. Este comportamento favorece
0 uso desses polimeros em processos de adsor¢cdo-dessorcao para ions metélicos,
uma vez que a eficiéncia de um polimero, como material adsorvente, depende da

maior acessibilidade dos ions metéalicos aos grupos funcionais ativos e ancorados, e
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por sua vez, essa acessibilidade esta influenciada pela extensdo do inchamento
[166,202,203]. No entanto, a molhabilidade e o inchamento (efeito swelling) dos
polimeros deve ter um limite para evitar pressfes elevadas nas minicolunas
empacotadas com esses materiais, quando empregados em SPE.

Cabe salientar que a minicoluna contendo o polimero [IP-HEMA-BSAacn) ndo
apresentou problemas de vazamento durante a execugdo dos experimentos,

mostrados ao longo da Tese.

5.2.7 Ponto de Carga Zero (PCZ)

A superficie dos polimeros pode ser polarizavel positivamente ou
negativamente dependendo do pH. O pH no qual as cargas positivas e negativas estao
em equilibrio, ou seja, em que a superficie tem carga neutra ou zero (0), € denominado
ponto de carga zero (PCZ).

Na Figura 33, o diagrama da direita de cada gréfico representa a carga (positiva
ou negativa) da superficie dos polimeros com base no aumento ou diminuicéo do valor
de pH. A intensidade da cor representa a quantidade de carga. O zero (0) € o equilibrio
das cargas positivas e negativas, resultando uma superficie com carga neutra.

De acordo com os resultados expostos na Figura 33, o pHpcz dos polimeros
[IPacn, eton) € IP-HEMA@,cn, eton) € de 6,50 a 6,57, enquanto que para |[IP-HEMA-
BSAEton), IP-HEMA-BSA@icn) € NIP-HEMA -BSAacn), 0 pHecz € 4,95, 5,63 e 5,97,
respectivamente. Dessa forma, abaixo do valor do pHrcz, a superficie dos polimeros
adquire carga positiva, enquanto, em maiores valores do pHecz, a superficie
encontrasse com carga negativa, devido a troca dos ions H* e "OH, respectivamente,
entre a superficie do polimero e o meio.

Os valores de pHpcz dos polimeros I[IP-HEMA-BSAcn, eon) € NIP-HEMA-
BSAnxcn) confirmam a presenca de BSA nos polimeros como camada externa, uma
vez que esses valores estdo proximos ao valor do ponto isoelétrico (PIE) da proteina
BSA (pHrie = 4,70-5,60) [143,144, 204-207]. Assim, a carga superficial do IIP-HEMA-
BSA (acn, eton) € NIP-HEMA-BSAacn) dependem principalmente da BSA e de suas

diferentes estruturas conformacionais, que também variam segundo o valor de pH.
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Figura 33. Determinacdo do pHrcz dos polimeros em 0,10 mol L* de KCI (pHi: valor
de pH inicial; pHr. valor de pH final). Cada ponto de pH corresponde a média n=3 +
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Figura 34. Mudancas conformacionais da estrutura da BSA em fungéo do pH.
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A carga positiva da BSA em valores de pH na faixa de 2,70-3,75 e 3,75-4,50 é
devido as transicbes F—E e N—F, respectivamente (Figura 34) [207,208]. Portanto,
em baixos valores de pH, a BSA sofre expansdo na sua estrutura, expondo seus
grupos funcionais na superficie com predominio das pontes de dissulfeto e grupos
amino, enquanto que na faixa de pH entre 5,60 e 7,00, a carga negativa esta
associada com a desprotonacao do grupo carboxilico (Transicdo F—N) [206-207].
Portanto, a compreensao das diversas formas da BSA em fun¢éo do pH é de grande
importancia ao estabelecer os locais de ligacdo da BSA com metais ou com outras
moléculas, uma vez que algumas ligacdes estdo expostas e outras protegidas pela

mesma conformacao estrutural da proteina.

5.3 EFEITODO PH
O potencial hidrogeniénico (pH) é considerado um parametro importante no
processo de adsor¢do, uma vez que mudancas de pH afetam a especiacdo de ions
metalicos e a dissociacdo de grupos funcionais nos locais ativos da superficie do
adsorvente e, consequentemente, a interagéo entre o ion metalico e o polimero [208].
Na Figura 35 é apresentado o efeito do pH sobre o sinal de absorbancia dos
fons Cu?* usando os polimeros como materiais adsorventes em sistema FIA-F AAS.
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Figura 35. Efeito do pH sobre o sinal analitico (absorbancia) dos fons Cu?* usando os
polimeros 1IP@cn, eton), IP-HEMA@,cn, eon), IP-HEMA-BSA@cn, etony) € NIP-HEMA-
BSAncn) em sistema de pré-concentragdo por analise por inje¢céo em fluxo.
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Condi¢des: massa do polimero: 50,0 mg; concentragdo de 100,0 ug L' de Cu?"; volume de pré-
concentracao: 20,0 mL; vazdo de pré-concentragao/eluicdo: 5,0 mL min'; concentracdo do tampé&o:
0,01 mol L (pH 4,00 e 5,75 = CHsCOO/CH3sCOOH; pH 6,50 = H2PO4/HPO4%; 7,45 - 9,40 = Tris/Tris-
HCI; 10,50 e 11,50 = NH4*/NHs); Eluente: HCI 1,00 mol L.

Os resultados deste estudo indicam que o pH e o tampéao tém forte influéncia
na adsorcdo do ion Cu?* nos polimeros, refletindo proporcionalmente no sinal de
absorbancia. A baixa adsorcdo de ions Cu?* com os polimeros sintetizados em EtOH
pode ser atribuida a sua baixa area superficial, menor volume de poro e menor
hidrofilicidade (efeito swelling), que sdo condi¢des desfavoraveis para a adsor¢do dos
fons Cu?* nos sitios de ligagGes ancorados nos polimeros. Além disso, observou-se
uma diminuicéo significativa no sinal do ion Cu?* na presenca da solucdo tampéo,
possivelmente devido a forte interacdo entre ions Cu?* e o anion do tampéao (HPO4%,
Tris-HCI, CI) e ndo com as particulas poliméricas do lIPEwoH) e [IP-HEMAEton),

conforme esperado, tornando mais dificil a difusédo do metal para os locais de ligacao,
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especificamente porque a porosidade dos polimeros sintetizados em EtOH € muito
menor que os sintetizados em ACN.

Por outro lado, o sinal de absorbancia obtido com os polimeros sintetizados em
ACN foi maior na presenca da solucao tampéao. Este comportamento provavelmente
pode ser atribuido a capacidade tamponante da solucdo tampéo que proporciona
melhor estabilidade do pH durante a pré-concentragédo, favorecendo a interacdo Cu?*-
ATU nos polimeros 1IP@acny e 1IP-HEMA@xcn), uma vez que na auséncia da solugéo
tampéao ha variacao do pH especificamente em 6,50 e 7,50.

Foi observado que ao pré-concentrar o ion Cu?* utilizando os polimeros IIPacn)
e IIP-HEMA@cn), o sinal de absorbancia do ion Cu?* aumentou quando o pH
incrementou de 4,00 para 6,50 e depois diminuiu com o aumento do pH de 7,00 para
11,50 na presenca da solucao tampéao, enquanto que, na auséncia de tampao, o sinal
de absorbancia foi constante na faixa de pH de 7,00 a 11,50. A diferenca entre 0s
sinais de absorbéancia nos diferentes valores de pH pode ser explicada pela
disponibilidade do Cu (Figura 36) nas respectivas solucdes e ao equilibrio tautomérico
da ATU (Figura 37a).

Figura 36. Especiacao tedrica do Cu na forma de hidroxocomplexos em agua pura.
(100,0 pg L do ion Cu?* é equivalente a 1,57x10 mol L** de Cu?*).
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Fonte: Adaptada da referéncia [209]
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Figura 37. a) Formas tautoméricas da ATU, e b) Diversas formas de coordenacao
entre a ATU e o metal de transicdo (M = Cu?*)
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A Figura 36 mostra que em baixas concentracdes de Cu, o ion Cu?" ou
[Cu(H20)6]?* é a espécie dominante em valores de pH abaixo de 7,50. Em meio basico
e em concentracdes baixas o Cu comeca a formar o primeiro hidroxocomplexo que
corresponde ao Cu(OH)*. Em valores de pH mais elevados, até 12,30, a espécie
dominante é o hidroxido de Cu [Cu(OH)z]. Ja em concentracdes mais elevadas de Cu,
acima do produto de solubilidade (Kps = 4,8x10%°), o Cu(OH)2 comeca a precipitar.
Acima de pH 12,30 o Cu forma os hidroxocomplexos Cu(OH)sz" e Cu(OH)4*.

Cabe salientar que a ATU pode coordenar com os metais de transicao de
diversas formas (Figura 37b) mediante o atomo de nitrogénio e/ou enxofre [188, 210].
A ligacéo entre a ATU e o0 metal pode ser representada por meio da estrutura na forma
de tiol (Figura 37b I e IlI) ou na forma de tiona (Figura 37b Il e 1V). No entanto,
dependendo das condicbes de reagcdo, a ATU pode estar na forma anionica
(desprotonada), apresentando maior interagcdo com o metal mediante as estruturas V,

VI ou VII, apresentadas da Figura 37b.
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Com base na literatura, existe maior probabilidade que a coordenacéo entre o
fon Cu?* e a ATU ocorra por meio do atomo de enxofre [158,187] devido a ligacédo
estavel entre o ion Cu?* (acido intermediario) e o atomo de enxofre (base mole)
conforme o principio de HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) [100,212]. Portanto,
em meio &cido, a interacdo Cu-ATU é menor, uma vez que, 0s sitios de ligacao da
ATU (forma de Tiol) estdo protonados. Em pH 6,50, préximo do pHpzc do 1IP@cn) e 11P-
HEMA®xcn), a coordenacao de Cu-enxofre é favorecida, pois os atomos de enxofre da
ATU (forma de tiona) possuem um par de elétrons disponivel que pode ser doado
(HOMO: highest-energy occupied molecular orbital) para o ion Cu?* (LUMO: lowest-
energy unoccupied molecular orbital), formando uma ligacdo estavel (Figura 38) [5], e
obtendo como resultado maior adsor¢cédo de Cu nos polimeros. Acima do pH 6,55, a
superficie dos polimeros adquire carga negativa, segundo o estudo pHezc, em que a
interacdo com os ions Cu?* é por meio de forcas eletrostaticas.

Em baixas concentragbes e pH> 7,50 o sinal de absorbéancia foi menor devido
a formacéo do complexo de hidroxido de Cu [Cu(OH)*], que néo favorece a interacéo
com o atomo de enxofre pelo tamanho dos sitios de ligacdo (cavidades) criados
durante a impressao quimica. Em valores de pH ainda mais alcalinos a adsorcéo
diminui devido a precipitacédo dos ions Cu?* na forma de Cu(OH)a.

E oportuno mencionar que, o maior sinal analitico do Cu foi obtido com os
polimeros IIP-HEMA-BSAncn) € NIP-HEMA-BSAxcn) em pH 5,50 (proximo do PIE da
BSA) na presenca de tamp&o, devido a mudancas conformacionais (transicdo do
isdbmero N—F) nas estruturas secundarias e terciarias da BSA, induzidas pela forga
ibnica, com exposicao das pontes dissulfeto (Figura 34) [207,213]. Este fato possibilita
maiores sitios de interagcdo com o Cu e, consequentemente, o sinal de absorbancia é

maior.
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Figura 38. Esquema de diagrama de niveis de energia do orbital molecular com
distorcéo tetragonal (alongamento axial) para o complexo Cu?*-ATU.
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Fonte: Adaptada das referéncias [214-216]

5.4 ESTUDO EXCLUSAO DE PROTEINA

A pré-concentragdo do Cu também foi realizada na presenca de BSA(0,5 g L-
1). Da mesma forma que no estudo de pH, uma solucdo de Cu?*-BSA(0,5 g L?) foi
percolada pela minicolunas em valores de pH de 4,75, 7,45 e 9,40, na presenca e
auséncia de tampéao.

A partir dos resultados deste estudo, foi observado que a solugao tamponante
interferiu na pré-concentracédo de Cu?*-BSA(0,5 g L1), uma vez que menores sinais
de absorbancia foram obtidos na presenca do tampéo (Figura 39), quando comparado

com os sinais obtidos na auséncia do mesmo (Figura 40).
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Figura 39. Efeito do pH sobre o sinal de absorbancia do ion Cu?* na auséncia e presenca de
0,59 L* de BSA em pH 4,75, 7,45 e 9,40, com tampdo, utilizando os polimeros 1P cn, eion),
||P-HE|\/|A(ACN, EtOH), ||P-HEMA-BSA(ACN, EtOH) € N|P-HEMA-BSA(ACN) em sistema de pré—
concentracao por analise de inje¢cédo em fluxo.
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(Cu?*-BSA= ions Cu?* em solucdo com BSA).
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Figura 40. Efeito do pH sobre o sinal de absorbancia do ion Cu?* na auséncia e presenca de
0,59 L* de BSA em pH 4,75, 7,45 e 9,40, sem tampdo, utilizando os polimeros 1P cn, eion),
||P-HE|\/|A(ACN, EtOH), ||P-HEMA-BSA(ACN, EtOH) € N|P-HEMA-BSA(ACN) em sistema de pré—
concentracao por analise de inje¢cédo em fluxo.
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Condi¢des: massa do polimero: 50,0 mg; concentragdo de 100,0 ug L* de Cu?*; volume de pré-
concentracao: 20,0 mL; vazdo de pré-concentracdo/eluicdo: 5,0 mL min-t; Eluente: HCI 1,00 mol L.
(Cu?*-BSA: ions Cu?* em solugdo com BSA).
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Como observa-se na Figura 40, o sinal de absorbancia de Cu?*-BSA(0,5 g L),
de forma geral, diminuiu e/ou permaneceu constante com o aumento de pH de 7,45 a
9,40, devido a repulséo entre a carga negativa da superficie do adsorvente e a carga
negativa da proteina BSA em solucédo (pH > PIE). Desta forma, o Cu ligado com a
BSA em solugéo € excluido, resultando em um baixo sinal de absorbancia.

Em pH 4,75, na auséncia de tampdao, obteve-se maior sinal de absorbéncia de
Cu com a pré-concentragdo de ions Cu?* na presenca de BSA [Cu?*-BSA(0,5 g L]
utilizando os polimeros 1IP@cn, etoH), [IP-HEMA@)cn) e [IP-HEMA-BSAEwoH). Esse
comportamento deve-se ao fato de que o Cu se coordena com a BSA por meio dos
peptideos N-terminais formando um complexo quadrado-planar e, ao mesmo tempo,
interage com os grupos funcionais ativos da superficie do polimero, atuando como
uma ponte entre o polimero e a BSA “polimero-Cu?*-BSA” (Figura 41). Contudo, a
mesma molécula de BSA, em pH 4,75, pode interagir com outros ions Cu?* mediante
suas 17 ligacdes fracas de dissulfeto, causando aumento no sinal de absorbancia de
Cu [217].

Figura 41. Representacdo esquematica do ion Cu?* formando uma ponte entre o
polimero e proteina BSA, e a mesma molécula de BSA ligada com outros ions Cu?*
mediante ligagOes fracas de dissulfeto.

OOH

Fonte: o préprio autor

Para verificar a capacidade de exclusdo da proteina BSA dos polimeros
sintetizados, os efluentes da etapa de pré-concentracdo de Cu?*-BSA em pH 4,75,
7,45 e 9,40 foram analisados por UV-Vis em Amax= 278 nm. Na Figura 42 sé&o
apresentados apenas os espectros dos efluentes Cu?*-BSA(0,5 g LY) em pH 4,75,

uma vez que, espectros similares foram obtidos em pH 7,45 e 9,40.
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Figura 42. Espectros de absorcéo na regido ultravioleta (240-330 nm) da solucéo de
0,5 g L' BSA na auséncia e presenca de Cu (100,0 ug L de ions Cu?* em pH 4,75
sem tampao) e dos efluentes obtidos na etapa de pré-concentracdo utilizando os
polimeros IP@cn, eton), IP-HEMA@cn, eon), [IP-HEMA-BSA@cn, etony) € NIP-HEMA-
BSA@xcN).
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Com base nos espectros apresentados na Figura 42, observa-se que todos 0s
polimeros, com excec¢do do lIIP-HEMAxcn), conseguem excluir a proteina BSA, uma
vez gue os sinais de absorbancia da solucdo de BSA(0,5g L?t) e Cu?*-BSA(0,5g L)
sao similares aos sinais de absorbancia dos respectivos efluentes. A partir do sinal
méaximo de absorbancia em Amax= 278 nm, das solucdes inicias e dos efluentes, foram

calculadas as porcentagens de exclusdo da BSA e apresentadas na Figura 43.

Figura 43. Exclusao da proteina BSA (%) utilizando os polimeros IIPcn, eton), 11P-
HEMA@cN, eonH), [IP-HEMA-BSA@cn, eon) € NIP-HEMA-BSA@lcn)y em pH 4,75 na
auséncia de tampéao.
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As porcentagens de exclusdo da proteina BSA obtidas com os polimeros
sintetizados em ACN e EtOH estdo na faixa de 91,8% e 100,3%. As menores
porcentagens foram obtidas com os polimeros que forneceram maior sinal de
absorbancia de Cu durante a etapa de pré-concentracdo de Cu?*-BSA(0,5 g L1). De
fato, uma porcdo da proteina ficou ligada ao polimero por meio da ponte de Cu
“polimero-Cu?*-BSA”, como foi mencionado anteriormente e ilustrado na Figura 31.
Dessa forma, pode-se concluir que o0 mecanismo de exclusdo da BSA em pH 4,75
ocorreu por barreira de difusdo quimica devido as propriedades
hidrofilicas/hidrofébicas da superficie dos polimeros e da BSA [53]. Assim, a agua
adsorvida na superficie dos polimeros 1IPacn), IIP-HEMA@acn, eton), IP-HEMA-BSAcn,
etoH) € NIP-HEMA-BSAacn) e a agua de hidratagdo da BSA (raio de Stokes = 3.39 nm)
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formam uma barreira hidrofilica [218], impedindo o acesso da proteina a matriz
polimérica e permitindo a adsorgdo dos fons Cu?* aos sitios de interagéo do polimero
[54].

Por outro lado, as porcentagens de exclusdo da BSA obtidas em pH 7,45 e 9,40
foram acima de 98,0% e o mecanismo de exclusdo ocorreu pela repulséo de cargas
negativas formada em meio béasico.

Embora a maioria dos polimeros tenham capacidade para excluir BSA, o IIP-
HEMA-BSAcn) foi 0 Unico polimero que apresentou potencial para pré-concentrar
fons Cu?* e excluir simultaneamente BSA, uma vez que 0s maiores sinais de
absorbancia foram obtidos com este polimero na auséncia e presenca de BSA(0,5 ¢
L-1) em pH 4,75. Desta forma, um intervalo de pH mais estreito (4,00-5,00) foi avaliado
para que o sinal de Cu na auséncia e presenca de BSA seja 0 mais proximo possivel.

Na Figura 44 pode-se observar que os sinais de absorbancia de fons Cu?* e
Cu?*-BSA(0,5 g L'1) em pH 4,50 estdo mais proximos do que em pH 4,75.

Figura 44. Sinal de absorbancia do ion Cu?* na auséncia e presenca de BSA(0,5¢g L-
1) em pH 4,00, 4,50, 4,75 e 5,00 sem tampdo utilizando IIP-HEMA-BSAxcn) em
sistema de pré-concentracao FIA.

31’0

~@ cu® Pré-conc. com IP-HEMA-BSA acN)

o
oo
1

~@  Cu®*-BSA Pré-conc. com IP-HEMA-BSA sy

o o
B (@)

o
N
1

o
o
1

Absorbéancia (Altura do pic

40 42 44 46 48 50
pH

(Auséncia de tampé&o)

Condigdes: massa de polimero: 50,0 mg; concentracdo de 100,0 ug L Cu?*; volume de pré-
concentracdo: 20,0 mL; vazao de pré-concentracado/eluicdo: 5,0 mL mint; eluente: 1,00 mol L't HCI.
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A diferenca entre os sinais de absorbancia, mostrados na Figura 44, é devido
a que a proteina BSA em pH menores ao pHpie sofre mudancas na sua conformacao
estrutural (N—F), adquirindo assim maior intensidade de carga positiva e menor
interacdo com ions Cu?* por efeitos de repulsdo e, consequentemente, o ion Cu?*
consegue ter maior interagdo com a matriz polimérica. Portanto, o pH 4,50 na auséncia
de tampéo foi selecionado como o valor ideal para pré-concentrar o ion Cu?* e excluir
BSA (0,5 g L'Y) nos outros estudos.

5.5 ESTUDO DE SELETIVIDADE

Neste estudo foi observado que o IIP-HEMA-BSAnxcn) ndo apresentou
seletividade para o ion Cu?* quando comparado com o NIP-HEMA-BSAcn) (dados
nao apresentados), uma vez que os valores de k' foram menores que 1,0 para
Cu?*/Cd?*, Cu?*/Pb?* e Cu?*/Zn?*. Esses resultados podem ser devido a interacédo ndo
seletiva da BSA (camada externa) com os céations competidores mediante 0s grupos
-COOH e N-terminal (a-NH2) [143,144,216]. Desta forma, o estudo de seletividade foi
realizado com os polimeros IIPcny e IP-HEMA@xcn) com seus respectivos polimeros
controle NIP@cn) e NIP-HEMA@xcn). Os coeficientes de distribuicéo (Kd), 0s coeficientes
de seletividade (k) e os coeficientes de seletividade relativo (k') obtidos a partir das
solucgdes binarias de Cu?*/Cd?*, Cu?*/Co?*, Cu?*/Fe?*, Cu?*/Ni**, Cu?*/Pb?* e Cu?*/Zn?*
com concentracdo de 5,0 mg L™ do analito e do cation competitivo sdo apresentados
na Tabela 4.

O valor do coeficiente k' acima de 1,0 de cada mistura binaria mostra que o
[IP@acn) apresenta maior seletividade para os ions Cu?* quando comparado com o lIP-
HEMA@,cNn) mesmo na presenca de outros cations competitivos. Este fato pode ser
atribuido a menor quantidade de sitios de ligacdo seletivos presentes no IIP-
HEMAcn), uma vez que o ion Cu?* pode interagir com o co-monémero HEMA durante
a sintese [66]. O coeficiente k’ para lIPacn) € maior em relacéo ao NIP@cn) ha presenca
de Co?*, Fe?*, Ni’* e Zn?*, e menor na presenca Cd?* e Pb?*. Este comportamento é
devido a formacé&o de complexos estaveis entre o grupo funcional C=S (Base mole) e
0s cations Cd?* e Pb?* (Acidos moles), quando comparado com a interacdo entre a
base mole e os acidos intermediarios ou duros (Cu?*, Co?*, Fe?*, Ni?* e Zn?*) segundo
a classificacédo de Pearson em acido-base duros e moles dos ions metalicos e ligantes
(Figura 2) [100].
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Tabela 4. Valores do coeficiente de distribuicdo (Kd), coeficiente de seletividade (k) e
coeficiente de seletividade relativo (k') dos polimeros impressos [lIP@acn), [IP-
HEMA@cn)] e os polimeros controle ndo-impressos [NIP@acn), NIP-HEMA@acn)] para o
fon Cu?* e os cations competitivos (M?*) em concentracdo de 5,0 mg L.

Mistur K
Birfg:iaa Polimeros cuz* d MZ* k K'

Cu?*/Cd?*  1IP@cn) 18,5 15 12,35 1,9
NIP@cn) 33,7 5,3 6,36
[IP-HEMA@cnN) 1471.,4 628,5 2,34 0,9
NIP-HEMA@cn) 1215,1 469,9 2,59

Cu?*/Co%*  1IP@cn) 20,7 7,1 2,91 3,7
NIP@cn) 37,3 47,8 0,78
[IP-HEMAacn) 258,7 429,0 0,60 1,2
NIP-HEMA@cn) 384,3 733,0 0,52

Cu?*/Fe?*  lIP@cn) 29,2 347,5 0,08 2,8
NIP@cn) 47,7 1613,0 0,03
[IP-HEMAacn) 1237,4 2071,2 0,60 2,1
NIP-HEMA@cn) 1964,8 6856,5 0,29

Cu?*/Ni%* [IPcn) 17,4 8,8 1,98 4,7
NIP@acn) 21,8 51,4 0,42
[IP-HEMAacn) 454,2 206,7 2,20 0,6
NIP-HEMAcn) 948,5 243,8 3,89

Cu?*/Pb?*  IIPcn) 21,7 13,4 1,62 1,0
NIP@acn) 37,1 22,1 1,68
[IP-HEMAcnN) 258,7 429,0 0,60 1,2
NIP-HEMAcn) 384,3 733,0 0,52

Cu?*/Zn?*  lIPcn) 12,9 7,6 1,70 7,1
NIP@cn) 21,4 90,0 0,24
[IP-HEMAcn) 719,1 65,6 10,97 2,8
NIP-HEMA®cn) 1283,9 331,6 3,87

Embora o ion Cu?* seja da mesma classificacdo que os ions Co?*, Fe?*, Ni** e
Zn?*, a seletividade do polimero IIPcn) pelos ions Cu?* é determinada pela geometria
de coordenacdo e tamanho da cavidade impressa formada durante a sintese, uma
vez que, os ions Co?*, Fe?*, Ni?* e Zn?* tém maior tamanho do que o ion Cu?* (71,0
pm), com valores de raio i6nico hidratado de 88,5, 92,0, 83,0 e 88,0 pm
respectivamente.

E importante salientar que o enxofre, como atomo doador de elétrons, encontra
se na mesma propor¢cdo nos polimeros 1IP@xcn), NIP@acn), [IP-HEMA@)cn) e NIP-
HEMA@cn) segundo os resultados da analise elementar CHNS. Este fato permite
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constatar que o IIP@acn) apresenta impressdo quimica e que a presenca do Cu na
sintese proporciona a organizacdo do mondémero ATU em torno de si mesmo,
formando o complexo e, apds a sua remocao, as cavidades seletivas.

Apesar do polimero 1IP-HEMA-BSAcn) ndo apresentar seletividade para Cu
na presenca de outros ions potencialmente competitivos, é o Unico polimero capaz de
adsorver maiores quantidades de ions Cu?", em comparagdo com 0s polimeros
[IP@acn), IP-HEMA@ cn) e NIP-HEMA-BSA@acn) (Figura 35), e excluir simultaneamente
proteina na auséncia de tampao (Figura 40). Por conseguinte, o polimero [IP-HEMA-
BSAncn) foi escolhido para desenvolver o método analitico baseado na pré-
concentracdo de ions Cu?* com exclusdo de proteina e posterior aplicacdo em
amostras de leite.

Cabe salientar que o IIP-HEMAxcn) também poderia ser utilizado para pré-
concentrar ions Cu?* e excluir simultaneamente proteina em pH ~ 6,75 sem tampé&o
(Figura 40), pois, além de apresentar maior seletividade que o IIP-HEMA-BSAacn),
nessas condicfes ndo seria necessario ajustar o valor de pH das amostras (Quadro
8). No entanto, se a pré-concentracdo dos ions Cu?* fosse realizada em pH ~ 6,75
sem tampdo, a proteina do leite causaria pressdo e entupimento da minicoluna,
inviabilizando a analise mesmo apos diluicdes da amostra, como sera apresentado no
estudo da aplicacdo do método em amostras de leite (se¢cdo 5.10). Dessa forma, o
polimero 1IP-HEMA@xcn) ndo foi escolhido como fase adsorvente para o

desenvolvimento do método analitico.

5.6 OTIMIZACAO DA PRE-CONCENTRACAO DE [ONS Cu?* EM SISTEMA FIA-F AAS POR MEIO
DA ANALISE MULTIVARIADA

Para a otimizacdo da pré-concentracdo de ions Cu?* empregando o polimero
[IP-HEMA-BSAxcn) em sistema FIA-F AAS foi utilizado um planejamento fatorial
completo 23 com ponto central em triplicata com objetivo de avaliar o efeito das
variaveis: massa de polimero (MP), vazao de pré-concentracdo (VP) e concentragcédo
do eluente (CE), fixando o valor de pH em 4,50 na auséncia de solugdo tampéo. A
Tabela 5 mostra os niveis descodificados (inferior, ponto central e superior) para as
variaveis independentes (fatores) utilizando como variavel dependente (resposta), a
absorbancia (Abs, altura de pico) e a eficiéncia de sensibilidade (ES). Os tempos de
pré-concentracdo foram de 343, 218 e 157 s para a vazéo dos niveis inferior, ponto

central e superior, respectivamente.
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Na Tabela 5, os sinais de absorbancia nos diferentes niveis (inferior, superior e
ponto central) sdo similares, entretanto, com a eficiéncia de sensibilidade observou-
se uma diferenca na resposta ao mudar do nivel inferior para o nivel superior, devido

ao tempo requerido na etapa de pré-concentracao.

Tabela 5. Fatores, niveis descodificados e respostas analiticas (absorbancia e
eficiéncia de sensibilidade) obtidas pela matriz do planejamento fatorial completo 23
com ponto central em triplicata.

Niveis
Fatores Inferior Ponto central Superior
(1) ) (1)

(1) Massa do Polimero - MP (mg) 50,0 75,0 100,0

(2) Vazéo de Pré-concentragédo - VP (mL min?) 3,4 5,5 7,6

(3) Concentracéo do Eluente HCI - CE (mol LY) 1,00 1,50 2,00

Ensaios MP VP CE Abs* ES** (x104)

1 -1 -1 -1 0,203 5,92
2 1 -1 -1 0,173 5,04
3 -1 1 -1 0,279 17,77
4 1 1 -1 0,187 11,91
5 -1 -1 1 0,170 4,96
6 1 -1 1 0,235 6,85
7 -1 1 1 0,244 15,54
8 1 1 1 0,239 15,22
9 0 0 0 0,208 9,54
10 0 0 0 0,183 8,39
11 0 0 0 0,196 8,99

* Absorbancia (altura do pico)
** Eficiéncia de sensibilidade [absorbancia/tempo (s) requerido na etapa de pré-concentracao]

Os efeitos principais e de interacao foram avaliados separadamente para cada
resposta por andlise de variancia (ANOVA) em um intervalo de confianca de 95,0%, e
as variaveis significativas representadas graficamente na forma diagrama de Pareto
(Figura 45). A significancia estatistica de cada fator foi observada quando a barra de
efeito ultrapassa a linha vertical dos 95,0% de confianca [171]. De acordo com os
resultados da ANOVA, 0 Fcaiculado (MQFaita de ajuste/MQErro puro) Utilizando como resposta
a absorbancia (2,98) e eficiéncia de sensibilidade (8,17) foram menores que 0 Frabelado
(19,00), indicando que o modelo estatistico ndo apresenta evidéncia de falta de ajuste,

com valor de R? de 0,973 e 0,992, respectivamente.



Figura 45. Diagrama de Pareto dos efeitos principais [(1) MP= Massa do Polimero,
(2) VP= Vazao de Pré-concentracao, (3) CE=concentracdo do HCI como eluente], e

suas interacdes (MPxVP, MPxCE, VPXCE) quando analisados (a) pela absorbéancia —

altura do pico e (b) pela eficiéncia de sensibilidade.
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Com base no diagrama de Pareto e analisado pelo sinal de absorbancia (Figura
45a), observa-se que a interagdo MPXCE e o fator vazao de pré-concentracéo (VP)
sao relevantes no sinal de absorbancia e estatisticamente significativos (p < 0,05),
com efeito positivo estimado de 5,15 vezes (MPXCE) e 4,75 vezes (VP). A massa do
polimero (MP) e a concentragdo do eluente (CE) na forma individual n&o foram
relevantes na pré-concentracdo do Cu dentro do dominio experimental.

Por outro lado, quando o Pareto € analisado pela ES (Figura 45b), a vazao de
pré-concentracao (VP) se torna mais significativa, apresentando efeito positivo de 4,53
vezes maior em relacdo a interacdo MPxCE. Este comportamento é atribuido a
diferenca de tempo requerido na etapa de pré-concentracdo nos diferentes niveis.
Assim, a VP em seu nivel superior (7,6 mL min-1) necessita de menor tempo na etapa
de pré-concentracéo e, consequentemente, obtém-se uma maior frequéncia analitica.
No planejamento experimental, maiores valores de VP nao foram testados para evitar
vazamentos na minicoluna devido a sobrepresséo resultante.

As EqQ. 16 e 17 representam a relacéo entre a absorbancia e a eficiéncia de

sensibilidade com os fatores estudados, respectivamente.

Abs =0,2110.015) - 0,008MPx0.006) + 0,021VPz0.004) + 0,006 CE(z0.012) - 0,017(MPxVP)
#0.032) + 0,023(MPXxCE)(x 0.005) - 0,002(VPXCE)20.0128) Eq. (16)

ES = 10,012¢:0.746) - 0,646MPz0.875) + 4,709VP:0.875) + 0,241CE:0.392) - 0,899(MPxVP)
0.875) + 1,039(MPxXCE)(:0.875) + 0,029(VPXCE) 0.875) Eq. (17)

Considerando que os fatores MP e CE né&o foram significativos (p > 0,05) nas
duas respostas analiticas, conforme visto nas Eq. 16 e 17, optou-se por trabalhar com
esses fatores em niveis inferiores (-1). Desta forma, 50,0 mg, 7,6 mL min-t e 1,00 mol
L1 foram escolhidos dentro do dominio experimental, como os melhores niveis para

os fatores MP, VP e CE, respectivamente, para realizar os prOximos experimentos.
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5.7 CURVA DE RUPTURA

A guantidade em massa (mg g?) de ions Cu?* adsorvida pelo polimero IIP-
HEMA-BSA@xcn), em fungédo do tempo, € descrita por meio de curvas de ruptura. Estas
curvas foram avaliadas de acordo com o efeito da concentracao da proteina BSA (0,5
e 1,5 g L) sobre a adsorcéo de ions Cu?* em condicdes dinamicas. Assim, o modelo
nao linear de Thomas foi aplicado a cada curva de ruptura para comparar a quantidade
de fons Cu?* adsorvida pelo polimero no ponto de saturacdo (gsa), calculada
experimentalmente, com a quantidade predita pelo modelo (grh) na auséncia e
presenca de BSA. O modelo ndo linear de Thomas e as curvas de ruptura sao

apresentadas na Figura 46.

Figura 46. Modelo néo linear de Thomas aplicado as curvas de rupturas obtidas pela
percolacéo de solugdes contendo: A) Cu?*, B) Cu?*-BSA(0,5 g L) e C) Cu?*-BSA(1,5
g L), através da minicoluna contendo 50,0 mg do polimero IIP-HEMA-BSAacn) com
vazdo constante de 7,6 mL min-t. Condi¢Ges: 1,0 mg Lt de Cu?*, pH 4,50 na auséncia
de tamp&o. Vrup: Volume de ruptura, Vsat: volume de saturacao.
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Como observado na Figura 46, o formato das curvas de ruptura obtidas na
auséncia e presenca de BSA (0,5 e 1,5 g L) é semelhante. A quantidade de ions Cu?*
adsorvido (grup, mg g*) no volume de ruptura (Vrup = 0,5 mL) foi 0,009, 0,008 e 0,007
mg g, quando percoladas as solucdes de Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g L) e Cu?*-BSA(1,5
g L), respectivamente. Desta forma, pode-se observar que a quantidade de Cu?*
adsorvida no polimero decresce com a presenca da proteina BSA devido a forte
interacéo entre os fons Cu?* e a proteina em solucéo, obtendo-se menor transferéncia
de massa na superficie do polimero no Vrup quando percolada a solucéo de ions Cu?*
na presenca de 1,5 g L* de BSA.

Ao decorrer do tempo de percolacdo, a superficie do polimero comeca a
saturar-se (gsat), 0 qual € refletido na inflexéo da curva de ruptura. Esta inflexdo € mais
acentuada na presenca da proteina BSA, especificamente, na concentracdo de
1,5 g L'} (Figura 46c). Consequentemente, quanto mais acentuada a inflexdo da curva,
menor sera o volume para alcancar o ponto de saturacao (Vsat, mL), bem como a
quantidade de fons Cu?* adsorvido no polimero (gsa:, mg g*). Desta forma, menores
valores de Vsat (9,2 mL) e de gsat (0,038 mg g*) foram obtidas com a solucdo Cu?*-
BSA(1,5 g L), enquanto que, com as solucdes de ions Cu?* e Cu?*-BSA(0.5 g LY)
foram obtidos valores de 30,5 e 13,9 mL para Vsat € de 0,086 e 0,053 mg g™ para Qsat,
respectivamente. A diferenca entre os valores de gsat nas trés condicdes é atribuida a
concentracdo da BSA, pois com o aumento da concentracdo (1,5 g L), ha maior
probabilidade de a proteina ficar retida na superficie do polimero, obstruindo e
saturando os poros do polimero e dificultando a interacdo com os ions Cu?*.

A partir da aplicagdo do modelo néo linear de Thomas, foi determinada a
quantidade de ions Cu?* adsorvida no polimero (gmh) e a constante de Thomas (kth).
Os valores de grh e krh, obtidos para as trés curvas de ruptura, sdo apresentados na

Tabela 6 junto com outros parametros que foram mencionados anteriormente.
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Tabela 6. Parametros obtidos a partir das curvas de ruptura e do modelo de Thomas na sorcédo de Cu?*, Cu>*-BSA(0,5 g L) e Cu?*-
BSA(1,5 g L) utilizando o polimero IIP-HEMA-BSAcn) em condicdes dinamicas.

Co Q KTh
Curvade ruptura  (mgmtL?  (mL VRIL_’p VS[’“ qRIL_‘p Qsat At  mLmint  R2 SQE REQM
x10°%) min-d), (mL) (mL) ML) (Mgg™) Mag™) = g
Cu?* 1,009 7,6 0,5 30,5 0,009 0,086 0,146 1012 0,984 0,052 0,039
Cu?*-BSA(0,5g L™ 1,032 7,6 0,5 13,9 0,008 0,053 0,069 1187 0,984 0,030 0,030
Cu?*-BSA(1,5g L) 1,016 7,6 0,5 9,2 0,007 0,038 0,019 1801 0,982 0,043 0,035

Co: concentracéo inicial do Cu?*; Q: vazdo de alimentacao; Vrup: Volume de ruptura, quando C = 5,0% de Co; Vsat: volume de saturagéo, quando C = 95,0% de
Co; grup: quantidade adsorvida no Vrup; gsat: quantidade adsorvida no Vsat; grh: quantidade adsorvida calculada a partir do modelo de Thomas; krn: constante do
modelo de Thomas; SQE: soma quadrada dos erros; REQM: raiz do erro quadratico médio.
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Na Tabela 6 pode-se observar que a medida que aumenta a concentracao da
proteina BSA maior € a constante de Thomas (kth), ou seja, menor é a transferéncia
de ions Cu?* da solucéo (fase liquida) para a superficie do polimero (fase sélida). Por
outro lado, observa-se que os valores de gsat determinados experimentalmente para
Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g LY) e Cu?*-BSA(1,5 g L) séo similares com os valores de qrh
(preditos pelo modelo ndo linear de Thomas), ou seja, os dados obtidos
experimentalmente e utilizados para a construcao das respectivas curvas de ruptura,
se ajustam satisfatoriamente ao modelo ndo linear de Thomas. O ajuste pode ser
verificado a partir dos coeficientes de determinacdo (R?), em que todos foram
proximos de 0,99 (Tabela 6).

5.8 PARAMETROS ANALITICOS DO METODO PROPOSTO.

Considerando que a concentracdo de 0,5 e 1,5 g L de BSA interferiram no
processo de adsorcédo dos ions Cu?*, como foi observado no estudo de capacidade
maxima de adsorcdo em condicfes dinamicas (curva de ruptura), optou-se por
determinar os parametros analiticos com e sem a etapa de pré-concentracdo de ions
Cu?* em trés condicdes diferentes: (o) ions Cu?* na auséncia de BSA, (o) Cu?*-
BSA(0,5 g L) e (o) Cu?*-BSA(1,5 g L1). Assim, sob condicdes otimizadas, a pré-
concentracdo de Cu?*, Cu?*-BSA(0,5 g L?1) e Cu?-BSA(1,5 g L) na faixa de
concentragdo de 7,0 — 100,0 pg L de ions Cu?* em pH 4,50 na auséncia de tampé&o
em sistema FIA-F AAS, forneceu trés curvas analiticas (Figura 47). As equacdes
lineares obtidas foram: ions Cu?* (e) Abs = 0,0024+0,0001 (Abs. L ug?) [Cu?*, (ug L
1] + 0,0036 (r = 0,999); Cu?*-BSA(0,5 g L) (o) Abs = 0,0021+0,0002 (Abs. L pg?)
[Cu?*, (ug L1)] + 0,0018 (r = 0,999); e Cu?*-BSA(1,5 g L) (e) Abs= 0,0013+0,00004
(Abs. L ugt) [Cu?*, (ug L*Y)] + 6,0x10°° (r = 0,999).
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Figura 47. Curvas analiticas obtidas com a pré-concentragéo de (e) ions Cu?* na
auséncia de BSA, (¢) Cu?*-BSA(0,5 g L?) e (e) Cu?*-BSA(0,5 g L), em sistema FIA-
F AAS sob condi¢des otimizadas (50,0 mg do polimero IIP-HEMA-BSAcn), vazao de
pré-concentracdo de 7,6 mL min, pH: 4,50 sem tamp&o e eluente HCI 1,00 mol L™?).
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Os coeficientes angulares (e) 0,0024+0,0001 e (e) 0,0021+0,0002 (Abs. L pug
1) das curvas analiticas (Figura 47) obtidas com a etapa de pré-concentracéo de ions
Cu?* e Cu?*-BSA(0,5 g LY, respectivamente, ndo diferem estatisticamente entre si
segundo o teste t-Student em um intervalo de 95,0% de confianca, 0 que permite
afirmar que com o método proposto € possivel obter similares sinais de absorbancia
de ions Cu?* na auséncia e presenca de 0,5 g L't de BSA.

Cabe salientar que a proteina BSA na concentracdo 0,5 g L mostrou
interferéncia no estudo de capacidade maxima de adsorcéo (curva de ruptura), porém,
ndo interferiu na inclinagdo da curva analitica (e), em relacdo a pré-concentracdo dos
fons Cu?* (e), devido as condicGes, tais como concentracéo de Cu, volume de solucéo
percolada e tempo de contato, sdo diferentes nos dois estudos.

No entanto, com o aumento da concentracdo da proteina BSA (1,5 g L), o
sinal de absorbancia de ions Cu?* diminui aproximadamente 50,0% na faixa de 50,0 -
100,0 pg L? de ions Cu?* (e). Isto se deve ao fato de a proteina estar retida na
superficie do polimero como consequéncia do aumento de sua concentracao,
saturando os poros do polimero e dificultando a transferéncia de massa dos fons Cu?*
para a superficie do material, como observado no estudo de curva de ruptura.

O LD e LQ do método proposto foram calculados para cada condicédo [Cu?*,
Cu?*-BSA(0,5 g L'Y) e Cu?*-BSA(1,5 g LY)], a partir do desvio padréo (DP) do sinal de
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absorbancia (n=10) do branco analitico e dos coeficientes angulares das curvas
analiticas construidas com a etapa de pré-concentracao.

Com intuito de verificar o efeito do LQ tedrico na linearidade da curva analitica,
solucdes de fons Cu?* na concentracdo de cada LQ, calculados para Cu?*, Cu?*-
BSA(0,5 g L) e Cu?*-BSA(1,5 g L), foram preparadas no laboratério e submetidas
ao sistema FIA-F AAS. Com o sinal de absorbancia obtido, o valor do LQ foi inserido
na respectiva curva analitica como o primeiro ponto da curva, obtendo novas curvas
analiticas, as quais sdo apresentadas na Figura 48. As equacdes lineares obtidas
foram: ions Cu?* (m) Abs = 0,0024+0,0001 (Abs. L pug?) [Cu?*, (ug L1)] + 0,0032 (r =
0,999); Cu?*-BSA(0,5 g L!) (m) Abs = 0,0021+0,0002 (Abs. L pug?t) [Cu?*, (ug L] +
0,0014 (r =0,999); e Cu?*-BSA(1,5g L) (m) Abs=0,0013+0,00004 (Abs. L pug?) [Cu?*,
(ug L 1] + 2,0x10° (r = 0,999).

Figura 48. Curvas analiticas obtidas com a insercédo do LQ tedrico e a etapa de pré-
concentracdo de: (m) ions Cu?* na auséncia de BSA, (m) Cu?*-BSA(0,5 g L) e (m)
Cu?*-BSA(0,5 g LY) em sistema FIA-F AAS sob condi¢cdes otimizadas (50,0 mg do
polimero IIP-HEMA-BSAcn), vazdo de pré-concentracdo de 7,6 mL mint, pH 4,50
sem tampdo e eluente HCI 1,00 mol L?). LQ: limite de quantificacdo. Faixa de
concentracéo de Cu?*: LQ-100 pg L.
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Como exposto, os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas com a
etapa de pré-concentracdo de fons Cu?* na auséncia de BSA [(e) 0,0024+0,0001 e (m)
0,0024+0,0001 (Abs. L pg?)] e apresentadas nas Figuras 47 e 48, respectivamente,
sao iguais, o qual permite afirmar que a insercao do LQ tedrico na curva analitica ndo

interferiu na linearidade, e que os valores obtidos sdo de fato mensuraveis com
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exatiddo. Esse mesmo comportamento foi observado para os coeficientes angulares
das curvas analiticas construidas com a pré-concentracédo de Cu?*-BSA(0,5gL?) e
Cu?*-BSA(1,5gL1).

Por outro lado, na Figura 49a sao apresentadas trés curvas analiticas que
foram construidas sem a etapa de pré-concentracdo de (A) Cu?*, (A) Cu?*-BSA(0,5
gL?1) e (A)Cu?-BSA(1,5 g L?), nafaixa de concentracéo de 100,0 - 6000,0 ug L de
Cu?*. As equacdes lineares das curvas analiticas construidas sem a etapa de pré-
concentracdo foram: (A) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L pg?) [Cu?*, (ug L1)] + 0,0010
com r = 0,999 para Cu?*; (A) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L pg?) [Cu?*, (ug LY)] +
0,0025 com r = 0,999 para Cu?*-BSA(0,5 g L1); e (A) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L
ugt) [Cu?, (ug L)) + 0,0045 com r = 0.999 para Cu?*-BSA(1,5 g L?). Ao inserir o LQ
tedrico, as novas curvas analiticas (Figura 48b) apresentaram similares equacdes
lineares: ions Cu?* (¢) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L pg?) [Cu?*, (ug L1)] + 0,0012
com r = 0,999; Cu?*-BSA(0,5 g L) (¢) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L pg?) [Cu?*, (ug
L-1)] + 0,0025 com r = 0,999; e Cu?*-BSA(1,5 g L) (¢) Abs = 0,0001+0,00001 (Abs L
ug?) [Cu?, (ug L)) + 0,0044 com r = 0.999.

Figura 49. Curvas analiticas obtidas sem a etapa de pré-concentracao (aspiracao
direta no F AAS) de: a) (A) ions Cu?* na auséncia de BSA, (A) Cu?*-BSA(0,5gL?1) e
(A) Cu?*-BSA(0,5 g L) na faixa de concentracéo de 100,0 - 6000,0 pug L de Cu?*; b)
Insercdo do LQ (Limite de Quantificacdo) nas curvas: (¢) ions Cu?* na auséncia de
BSA, (¢) Cu?*-BSA(0,5g L™) e (¢) Cu**-BSA(0,5g L1).
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Com base no perfil das curvas analiticas construidas sem a etapa de pré-
concentracéo (Figura 49) é possivel constatar que a presenca do BSA nao interfere
na atomizacao do Cu, uma vez que as trés curvas analiticas ttm o mesmo coeficiente
angular.

E importante salientar que os pontos de cada curva analitica correspondem a
média de n=3 com seus respectivos DP (Desvio Padrdo). Para avaliar a qualidade do
ajuste dos dados experimentais, utilizados na construcdo das curvas analiticas, ao
modelo de regresséo linear foi realizada a ANOVA (Analysis of Variance), em que,
nao houve evidéncia de falta de ajuste para os valores observados em relacdo aos
valores previstos pelo modelo nas condi¢des e faixas de concentragdo escolhidas,
uma vez que 0 Fcalculado (MQFaita de ajuste/ MQErro puro) foi menor que 0 Frabelado (Fcalculado<
Frabelado) para: curvas analiticas com pré-concentragéo (e) 0,28<2,96, (*) 0,63<2,96 e
(o) 1,70<2,74; curvas analiticas com pré-concentragdo e inser¢cdo do LQ (m)
0,67<2,74, (m) 0,27<2,74 e (m) 1,63<2,58; curvas analiticas sem etapa de pré-
concentracdo (A) 1,29<2,45, (A) 1,29<2,45 e (A) 0,87<2,45; e curvas analiticas sem
etapa de pré-concentracdo com insercdo do LQ (¢) 1,26<2,34, (¢) 1,26<2,34 e (¢)
0,85<2,34.

Por outro lado, os demais parametros analiticos como limite de detec¢éo (LD),
fator de pré-concentracdo (FPC), eficiéncia de pré-concentracdo (EP), indice de
consumo (IC) e frequéncia analitica (FA) foram calculados e apresentados na

Tabela 7.
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Tabela 7. Parametros analiticos para ions Cu?* com e sem etapa de pré-concentracédo, na presenca e ausénciade 0,5e 1,5g L de

BSA, com adicdo do LQ.

" Faixa linear ~ 1 LD LQ EP IC FA

Curva analitica (g L) Equacdo linear r (Mg LY (ug LY FPC MminY) (ML)  (hY

Cu?* 3,6 —100,0 Abs=0,0024x +0,0032 0,999 1,1 3,6 24 9,1 0,83 20

Cu?*-BSA(0,5g L?) 4,1-100,0 Abs=0,0021x+0,0014 0,999 1,2 4,1 21 8,0 095 20

Cu?*-BSA(1,5gL?) 6,6 —100,0 Abs=0,0013x +2,0x10° 0,999 2,0 6,6 13 5,0 1,54 20
Cu?* 0 44,0 - 6000 Abs =0,0001x +0,0012 0,999 13,2 44,0 - - - -
Cu?*-BSA(0,5g LY 44,8-6000 Abs=0,0001x+0,0025 0,999 13,4 44.8 - - - -
Cu?-BSA(1,5gLH® 450-6000 Abs=0,0001x+0,0044 0,999 13,5 45,0 - - - -

) Sem etapa de pré-concentragéo; x = [Cu?*,(ug LY)]; r = Coeficiente de Correlacéo; LD: Limite de Deteccdo; LQ: Limite de Quantificacdo; FPC: Fator de Pré-
concentragio; EP: Eficiéncia de Pré-concentragéo; IC: indice de Consumo; FA: Frequéncia Analitica. Condigdes da pré-concentracdo: Massa do polimero:
50,0 mg; Volume de pré-concentragéo: 20,0 mL; pH: 4,50 na auséncia de tampé&o; Vaz&o de pré-concentracao: 7,6 mL min-t; Eluente: HCI 1,00 mol L.



147

Os parametros analiticos LD, LQ, FPC, EP obtidos neste estudo, além do
volume de pré-concentracdo (VP), foram comparados com os parametros analiticos
obtidos em outros métodos analiticos reportados na literatura (Quadro 9), que também
usaram a extracdo em fase solida (SPE) para pré-concentracdo de ions Cu?* com
determinacao pela técnica F AAS

Como observado no Quadro 9, o método proposto forneceu um fator de pré-
concentracdo maior usando menor volume de amostra, quando comparado com 0s
outros métodos, com excecado do trabalho relatado por Elci e colaboradores [219]. O
LD e LQ obtidos neste estudo foram considerados satisfatérios, pois 0s outros
métodos utilizaram SPE em sistema off-line ou em batelada com maior tempo de pré-
concentracdo, maior massa de adsorvente ou maior volume de amostra, o que
favorece a interacdo entre o adsorvente e o ion metalico. Além disso, vale destacar
que a maior vantagem do método proposto é sua aplicacdo em amostras de leite
bovino e leite de soja, empregando minimas etapas de pré-tratamento das amostras.
Em contrapartida, a maioria dos métodos reportados foram aplicados em amostras de
agua ou em amostras previamente digeridas com acidos minerais concentrados, 0s
quais tém um custo de aquisi¢cdo relativamente alto, o qual pode ser considerado
invidvel desde uma perspectiva econdmica, bem como seu desencontro ao predito
para uma quimica verde.

A reutilizacdo do polimero IIP-HEMA-BSAxcn) ndo foi avaliada. No entanto,
deve-se ressaltar que apenas uma minicoluna foi utilizada para realizar todos os
experimentos desta Tese, incluindo estudo de pH, otimizacdo do método empregando
analise multivariada, curva de ruptura, construcao das curvas analiticas, estudo de
interferentes e aplicagdo do método em amostras reais. Foram realizados mais de 450
ciclos de pré-concentracao/eluicdo sem diminuigdo da capacidade de adsor¢do. Este
resultado é superior & maioria dos adsorventes publicados para pré-concentracao de
Cu, atestando assim a alta estabilidade do IIP-HEMA-BSA [220-222].
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Quadro 9. Comparacdo dos parametros analiticos obtidos no método proposto com outros métodos analiticos usando SPE para
pré-concentracdo de ions Cu?* com determinacéo pela técnica F AAS.

Parametros Analiticos
Modalidade de Modo de
Adsorvente . ~ ~ LD LQ PF PV Amostras Ref.
Pré-concentracdo Deteccéo
E €40 gL (ugL? (mL)
MdJSPE Alimentos orgéanicos para
Fe;:O,@PDA Sistema batelada F AAS 0,22 0,75 150,0 450,0 bebés, cerezilse,igacarréo, mel 11
SPE Agua potavel, agua mineral
Polianilina on-line MIS-F AAS 1,98 6,28 50,0 10,0 engarrafada, agua residual e 219
agua do mar.
Resina de Amberlite SPE Agua natural, arroz, cha preto e
XAD-8 Off-line F AAS 0,20 NI 10,0 50,0 tabaco. 223
Oxido de grafeno SPE Agua, queijo, mel, tomate,
(GO) Off-line FAAS 0.28 NI 3125 1250 folhas de espinafre e leite. 224
D2EHPA — MWCNT SPE F AAS 50,00 NI 250 1000 Hguasnatrais, aguas residuais g
Off-line de industriais de galvanizagao.
Surfactante , , .

o LL-ISS-SPE Amostras de agua (agua de rio,
cationico e . Off-line F AAS 0,10 NI 38,7 40,0 aguas residuais e agua mineral) 226
pareamento ibnico

.- Agua de torneira, agua de
Nanocompaositos SPE , A
MnO2/3MgO Sistema batelada F AAS 4,00 12,10 20,0 50,0 entrada/saida de refinaria, 227
cogumelo e arroz.
Agua de torneira, agua residual,
Carvao ativado de PPT-SPE agua de mar, agua de
tecido Sistema batelada FAAS 2,00 i 120,0 ~ 600,0 barragem e amostras de 228
fertilizantes.

SPE . . . Este

IP-HEMA-BSA On-line FI-F AAS 1,10 3,60 24,0 20,0 Leite bovino e soja. trabalho

LD: Limite de Detecc¢édo; LQ: Limite de Quantificacdo; FPC: Fator de Pré-concentracéo; EP: Eficiéncia de Pré-concentracao; VP: Volume de Pré-concentracao
(mL); NI: N&o informado; D2EHPA: &cido 2-etil-hexil fosfénico; MWCNT: Nanotubos de carbono de parede mdltipla; LL-ISS-SPE: extracdo de fase sélida
baseada em surfactante sem ligantes e in situ; Surfactante cationico: Brometo de n-dodeciltrimetilamonio; SPE: extracdo em fase solida; PPT: ponta de pipeta
para fase sdlida; MASPE: extracdo em fase sdlida magnética dispersiva; F AAS: espectrometria de absorgdo atdbmica com chama.
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A precisdo do método proposto foi avaliada em termos de precisdo intra-dia
(n=10) pela repetibilidade do sinal de absorbancia dos ions Cu?* na concentracéo de
7,0 e 80,0 de ions Cu?*ug L na auséncia e presenca de 0,5 g L ! de BSA, obtendo
desvios padréo relativos (DPR) de 6,58% e 4,02% para ions Cu?* e 8,57 e 4,34% para
Cu?*-BSA(0,5 g L), respectivamente. Além disso, a precisdo inter-dia (n=2) foi
avaliada nos mesmos niveis de concentragdo para ions Cu?* usados na andlise intra-
dia. O DPR obtido foi de 6,99 e 4,12% para ions Cu?* e 7,57 e 6,08% para Cu?*-
BSA(0,5 g L), respectivamente.

5.9 ESTUDO DE IONS INTERFERENTES

Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 50. De forma geral,
pode-se observar que os ions Fe®*, Zn%*, Al¥*, Co?* e citrato néo interferem na pré-
concentragdo dos fons Cu?* na presenca e/ou auséncia de 0,5 g L1 de BSA, obtendo-
se porcentagens toleraveis de recuperacdo do sinal analitico do ion Cu?* na faixa de
91,7 - 110,8%. No entanto, os ions Ca?* Mg?*, K*, Na* e CI foram considerados ions
que interferem na pré-concentracdo do ion Cu?*, tanto na presenca como na auséncia
da proteina BSA, obtendo porcentagens de recuperacédo na faixa de 70,2 - 84,3% e
117,6 - 194,9%.

Figura 50. Efeito dos ions interferentes na porcentagem de recuperacdo do sinal
analitico de fons Cu?* na auséncia e presenca e de BSA0,5¢g L.
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Condig6es: Cu?* (50,0 ug L), Fe®* (83,0 ug L), A+ (77,0 ug L1), Zn?*(183,0 ug L), Co?* (150,0 ug L-
1), Ca?*(200,0 mg L'Y), Mg?* (20,8 mg L™1), K*(268,3 mg L1), Na* (81,7 mg L), CI-(163,3 mg L) e citrato
(0,3 mg L%). Condi¢cdes otimizadas: 50,0 mg do polimero [IP-HEMA-BSAncn); Vazdo de Pré-
concentracdo: 7,6 mL min-1; pH: 4,50 sem tampao; Eluente: HCI 1,00 mol L.
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Na auséncia da BSA (Figura 50), os ions Ca?* e Mg?* interferiram positivamente
na pré-concentracéo dos ions Cu?*, observando-se um aumento significativo do sinal
analitico em 30,0% e 17,0%, respectivamente. Este comportamento foi atribuido a
forca ibnica da solucdo e a energia de ioniza¢do do Ca e Mg. Assim, a variacao da
forca idnica da solucédo pela presenca dos ions Ca?* ou Mg?*, produz mudancas
conformacionais na estrutura secundaria e terciaria da proteina BSA imobilizada na
superficie do IIP-HEMA-BSAcn) durante a etapa de pré-concentracdo. Estas
mudancas conformacionais, em pH préximo ao ponto isoelétrico da proteina,
promovem maior exposicdo das pontes dissulfeto e desprotonacdo dos grupos
carboxilicos [207,213]. Consequentemente, ha mais sitios de ligacdo que interagem e
retém os fons Cu?*, incrementando o sinal analitico apds a etapa de pré-concentragdo.

Por outro lado, os ions Ca?* e Mg?* durante a etapa de pré-concentracéo podem
interagir com a proteina BSA imobilizada na superficie do polimero, e uma vez eluidos
junto com o ion Cu, aumentam o sinal analitico durante a atomiza¢do. Este fato se
deve as energias de ionizagdo do Ca (1145,0 kJ mol?) e Mg (1450,7 kJ mol?) [229],
gue sdo valores menores em comparacao a energia de ionizacdo do Cu (1958,0 kJ
mol!). Assim, Ca e Mg atuam como supressores de ionizacdo do ion Cu?*,
disponibilizando maior niumero de elétrons e deslocando o equilibrio de ionizacao do
fon Cu?* para sua forma atémica (Figura 51), o que intensifica o sinal analitico

(absorbancia).

Figura 51. Esquema resumido do processo de formagcdo de atomos metélicos no
nebulizador e na chama.
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Fonte: o préprio autor
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Referente a presenca da BSA em solucéo, obteve-se um incremento de 95,0%
do sinal analitico do ion Cu?* na presenca do ion Ca?*, entretanto, foi observada uma
diminuicdo de 30,0%, 16,0%, e 23,0% na presenca dos ions K*, Na* e CI,
respectivamente. No primeiro caso, o Ca por ser bivalente (2+) pode interagir com a
BSA em solugédo (Ca-BSA) [230] e ao mesmo tempo com a superficie do polimero,
formando uma ponte entre o polimero e a proteina “polimero-Ca-BSA”. A ponte
formada favorece a retencéo dos ions Cu?* e, portanto, o aumento do sinal analitico,
uma vez que o ion Cu?* pode se ligar com a BSA imobilizada na superficie do
polimero, bem como, com a proteina da ponte “polimero-Ca-BSA”. Além disso, o
calcio retido no polimero (polimero-Ca-BSA) atua como supressor de ioniza¢ao, apés
a etapa de eluicao, favorecendo a atomizacao e o aumento do sinal analitico do Cu.

Por outro lado, a recuperacéo do sinal analitico dos ions Cu?* na presenca de
BSA(0,5 g L?) e dos ions K*, Na* e CI, foi entre 70,0 a 84,0%. Neste caso, esses ions
por serem monovalentes, ndo podem formar a ponte como acontece com o ion Ca?*,
mas sua presenca na solucéo altera a forca ibnica do meio. Assim, a solubilidade da
proteina ligada ao Cu (Cu?*-BSA) diminui e, consequentemente, a transferéncia de
massa de ions Cu?* para a superficie do polimero é menor, obtendo-se diminuicdo do
sinal analitico.

Da mesma forma, a diminuicdo do sinal analitico do ion Cu na presenca dos
ions K* e Na* também pode ser atribuida a competicdo entre esses ions com os ions
Cu?* pelos sitios de ligacéo.

Ademais, na Figura 50 pode-se observar que a pré-concentracédo da solucao
contendo os ions Cu?" e todos os ions interferentes (mistura), foi ligeiramente
influenciada negativamente pela presenca da proteina BSA, obtendo-se uma
porcentagem de recuperacdo de 79,0% do sinal analitico. Contudo, mesmo que
alguns ions apresentem interferéncia na pré-concentracdo do ion Cu?*, se espera que
o efeito de interferéncia seja menor nas amostras de leite devido a disposi¢cdo e/ou

forma como estéo ligados os ions na matriz alimenticia.

5.10 APLICAGCAO EM AMOSTRAS DE LEITE

O método proposto foi aplicado para determinar a concentracdo de ions Cu?*
em diferentes marcas de leite bovino e leite de soja. Como apresentado no Quadro 8,
todas as amostras de leite, independentemente do tipo (integral, desnatado, zero

lactose ou zero agucar) ou da origem (bovino e soja), apresentaram composi¢cao
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nutricional similar (informada pelos fabricantes), com valor de pH entre 6,45 e 7,28
(verificado experimentalmente, n = 3).

Dentre as amostras adquiridas em supermercado local, apenas uma delas (M2-
Bov-Int) reporta a concentracdo de Cu na tabela de valor nutricional. Embora essa
concentracdo (675,0 ug L de Cu) seja quantificavel pela aspiracéo direta no F AAS,
experimentalmente foi observado que os carboidratos, proteinas, gorduras e outros
presentes no leite bovino interferiram na atomizacéo e quantificacdo do Cu. Por tanto,
foram empregadas diferentes estratégias, tais como diluicAo da amostra e
precipitacdo de proteina, com intuito de reduzir os efeitos de interferéncia.

Para isto, inicialmente a amostra M2-Bov-Int foi aspirada diretamente no F AAS
nas seguintes condicdes: (a) leite puro, (b) leite:agua 75,0: 25,0 (%, v/v), (c) leite:dgua
50,0:50,0 (%, v/v) (d) leite:agua 25,0:75,0 (%, Vv/v) e (e) leite:agua 10,0:90,0 (%, v/ V).
A concentragdo do Cu foi determinada por meio de uma curva analitica construida em
Agua ultrapura na faixa de concentracdo de 0,10 a 4,00 mg L de Cu?*, com equacéo
linear de Abs = 0,0885+0,0004 (Abs L pg?) [Cu?*, (ug L1)] + 0,0070 e r = 0,999. As
porcentagens de recuperacdo de Cu, em relacdo a concentracdo reportada pelo
fabricante, foram 78,7% (a), 67,0% (b), 89,3% (c), 82,9% (d) e 0,0% (e).

As porcentagens 89,3% e 82,9% podem ser consideradas satisfatérias por se
tratar de uma amostra complexa. Entretanto, quando foram empregadas as diluicdes
(c) 50,0:50,0 (leite:agua,% v/v) e (d) 25,0:75,0 (leite:agua,% v/v) ocorreu entupimento
da mangueira de drenagem do equipamento e a descontinuidade da chama pelo
acumulo de leite na cabeca do queimador (Figura 52), obtendo-se diminui¢édo do sinal
analitico dos fons Cu?* (absorbancia) e, consequentemente, mau funcionamento do
F AAS.
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Figura 52. Efeito da aspiracdo direta do leite nas seguintes diluicdes: 50,0:50,0
(leite:dgua, % v/v) e 25,0:75,0 (leite:agua, % v/v) na descontinuidade da chama pelo
acumulo de leite na cabeca do queimador.
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Fonte: o préprio autor

As diluicBes ¢ e d também foram realizadas com precipitacdo de proteina em
pH 4,50 com HCI 0,1 mol L%, em que a concentragdo de Cu foi calculada por meio da
curva analitica Abs = 0,0885 + 0,0004 (Abs L pg™) [Cu?*, (ug L1)] + 0,0070 com r
= 0,999, construida em agua ultrapura, obtendo-se porcentagens de recuperacao de
Cu de 123,9% e 118,3%, respectivamente, em comparacdo com o valor reportado
pelo fabricante. Nesse caso, 0 aumento do sinal analitico obtido com a precipitacdo
de proteina nas diluicdes ¢ e d pode ser atribuido a maior disponibilidade do calcio no
sobrenadante, apresentando efeito de interferéncia positiva como foi observado no
estudo de interferentes. Cabe salientar que esse efeito de matriz poderia ser corrigido
empregando o método de adicdo de padrdo. No entanto, esse procedimento torna-se
inviavel como analise de rotina devido ao tempo da andlise e por requer maior
guantidade de amostra para a construgcao da curva analitica.

Como exposto, os resultados obtidos na determinacgéo direta do Cu na amostra
de M2-Bov-Int revelam que € necessario empregar etapas de preparo da amostra ou
adocéao de estratégias de clean-up para viabilizar a analise e a determinacao de Cu
em amostras de leite bovino, o que justifica o objetivo desta Tese.

Desta forma, um fator de diluicdo de 10 vezes das amostras de leite com
precipitacdo da proteina (Figura 53) [22,150-152], como consequéncia do ajuste do
pH em 4,50 na auséncia de tampé&o, foram os processos adotados para o preparo e

clean-up da amostra, a fim de evitar entupimento e pressdo na minicoluna durante a
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pré-concentracdo on-line em sistema FIA-F AAS. E importante mencionar que,
embora a amostra tenha sido diluida 10 vezes e que a maior parte da proteina foi
eliminada pelo efeito da precipitacdo, ainda o sobrenadante contém proteina, uma vez
que o espectro UV-Vis (Amax = 278 nm) desse sobrenadante mostrou um sinal de

absorbancia similar ao obtido com a solucdo de BSA na concentracéo de 0,5 g L.

Figura 53. Amostras de leite bovino e soja apés ajuste de pH em 4,50 e centrifugadas.

Amostras de leite com
ajuste de pH em 4,50: precipitagdo de proteina

Sobrenadante:
Proteina resmanescente
+ jons Cu?*

Precipitado:
Proteina

Centrifugacéao

Fonte: o préprio autor

Cabe salientar que, ap6s o processo de precipitacdo os ions Cu?* permanecem
no sobrenadante, interagindo com a proteina remanescente. Este fato foi constatado
com a pré-concentracdo on-line do sobrenadante no sistema FIA-F AAS utilizando um
polimero impresso para o ion Cu?* sem modificacédo de superficie [lIP@acn)]. Por meio
deste experimento foi possivel observar que o sinal analitico do ion Cu?* obtido com
o polimero IIP@acn) foi 66,3% menor quando comparado ao sinal obtido com o polimero
[IP-HEMA-BSA@cn) (Figura 54). Assim, este resultado confirma que proteina
remanescente, apés a precipitacdo, interfere na pré-concentracdo dos ions Cu?*
quando utilizado um polimero sem meios de acesso restrito (RAM), e que o polimero
Cu?*-1IP-HEMA-BSAcn) tem potencial para exclusédo de proteinas.
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Figura 54. Determinacéo de fons Cu?* em amostra de leite bovino M2-Bov-Int, apds
a precipitacdo de proteina em pH 4,50 com HCI e utilizando os polimeros IIP@acn) e
[IP-HEMA-BSAcn).

0,30

B Cu®*-BSA(0,5 g L™), pH 4,50

0,254 [ Sobrenadante apos precipitacdo proteina
em pH 4,50, mistura leite:agua (1:10 v/v)
0,20
0,15
0,10 4

0,05 -

Absorbéancia (Altura do Pico)

0,00 -
[P [IP-HEMA-BSA

CondigGes: massa dos polimeros: 50,0 mg; concentracdo da solugéo padrdo de Cu-BSA: 67,5 ug L
de ifons Cu?* e 0,5 g L' de BSA; volume de pré-concentracdo: 20,0 mL; vazido de pré-
concentracao/eluicdo: 7,6 mL min-t; Eluente: HCI 1,00 mol L1,

As concentragdes dos ions Cu?* encontradas nas amostras de leite (bovino e
soja), empregando o método de digestdo acida assistida por micro-ondas com pré-
concentracéo/determinacdo on-line usando o IIP-HEMA-BSA@cn) no sistema FIA-
F AAS, e as porcentagens de recuperacao obtidas com o teste de adicdo/recuperacéo,

estdo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Concentracdo de Cu (mg kg?) encontrada em diferentes marcas de leite
bovino (integral, desnatado, zero lactose €) e leite de soja (integral e zero agucar)
empregando o método de digestado acida assistida por micro-ondas e o [IP-HEMA-
BSA(ncn) no sistema FIA-F AAS. Os dados correspondem a média de n = 3.

Amost Quantidad S A Quantidad %
mostras uantidade uantidade ~
adicionada encontradatDP Recuperacdo
M1-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,195+0,006 102,4
M1-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,185+0,011 97,3
M2-Bov-Int 0 0,652+0,027 -
0,650 1,348+0,027 103,1
M2-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,206+0,010 108,5
M3-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,189+0,008 99,3
M3-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,198+0,006 104,2
M4-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,208+0,007 109,4
M4-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,187+0,004 98,6
M5-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,206+0,007 108,6
M5-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,198+0,006 104,2
M6-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,189+0,008 99,5
M6-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,198+0,007 104,0
M7-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,203+0,002 107,0
M7-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,183+0,006 96,4
M8-Bov-Int 0 <LQ -
0,190 0,190+0,008 100,0
M8-Bov-Des 0 <LQ -
0,190 0,192+0,010 101,0
M8-Bov-Zlac 0 <LQ -
0,190 0,191+0,010 100,4
M9-Bov-Zlac 0 <LQ -
0,190 0,192+0,009 101,0
M10-Soja-Int 0 0,080+0,008 -
0,190 0,300+0,014 111,3
M11-Soja-Int 0 0,056+0,004 -
0,190 0,274+0,008 111,4
M12-Soja-Int 0 0,084+0,008 -
0,190 0,311+0,006 113,4
M12-Soja-Int* 0 0,080+0,008 -
0,190 0,304+0,010 112,6

DP: desvio padrdo, M: marca, Bov: bovino, Int: leite integral, Des: leite desnatado, Zlac: leite zero
lactose, *Zero agucar.
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Conforme observado na Tabela 8, foi encontrado Cu (mg kg?') apenas na
amostra M2-Bov-Int de leite bovino, como era esperado, e também para as 4 amostras
de leite de soja. Por esse motivo, as amostras M2-Bov-Int, M10-Soja-Int, M11-Soja-
Int, M12-Soja-Int e M12-Soja-Int* (sem acucar) foram preparadas empregando o
procedimento do método proposto (se¢do 4.12.3), com posterior pré-
concentracdo/determinacédo on-line com o polimero IIP-HEMA-BSAxcn) no sistema

FIA-F AAS, nas condic¢des otimizadas (Tabela 9).

Tabela 9. Concentracdo de Cu (mg kg?) encontrada em amostras de leite bovino e
leite de soja empregando o método proposto sem digestdo acida e o IIP-HEMA-
BSAcn) no sistema FIA-F AAS. Os dados correspondem a média de n = 3.

Cu (mg kg™) %
Amostras uantidade uantidade =
CAgdicionada en(gontradaiDP Recuperagao

M2-Bov-Int 0 0,635+0,042 -
0,190 0,845+0,031 102,4

M10-Soja-Int 0 0,077+0,003 -
0,190 0,275+0,010 102,9

M11-Soja-Int 0 0,052+0,004 -
0,190 0,247+0,013 102,1

M12-Soja-Int 0 0,091+0,003 -
0,190 0,302+0,009 107,5

M12-Soja-Int* 0 0,083+0,010 -
0,190 0,295+0,006 108,1

DP: desvio padrdo, M: marca, Bov: bovino, Int: leite integral, Des: leite desnatado, Zlac: leite zero
lactose; *Zero acgUcar.

A concentragéo de Cu encontrada nas amostras M2-Bov-Int, M10-Soja-Int, M11-
Soja-Int, M12-Soja-Int e M12-Soja-Int* (sem acucar) empregando o método de
digestao acida assistida por micro-ondas com pré-concentracao/determinacao on-line
no sistema FIA-F AAS, n&o apresentaram diferencga significativa com a concentragao
encontrada com o método proposto em nivel de 95,0% de confianga segundo o teste
t pareado, uma vez que os valores do t calculado foram menores que os tabulados

(t2,95,0% = 4,30), como apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10. Teste t pareado aplicado as concentracdes de Cu (mg kgt) encontradas
nas amostras de leite bovino e soja pelo método de digestdo assistida por micro-
ondas, bem como pelo método proposto, com pré-concentragdo on-line empregando
o IIP-HEMA-BSA em sistema FIA-F AAS. Concentracdo média (mg kg™) de n = 3.

Método
Amostras Micro-ondas Proposto t calculado
mg kg*+DP mg kg*+DP
M2-Bov-Int 0,652+0,027 0,635+0,042 0,69
M10-Soja-Int 0,080+0,008 0,077+0,003 0,85
M11-Soja-Int 0,056+0,004 0,052+0,004 0,82
M12-Soja-Int 0,084+0,008 0,091+0,003 1,25
M12-Soja-Int* 0,080+0,008 0,083+0,010 1,15

DP: desvio padrdo, M: marca, Bov: bovino, Int: leite integral, *Zero a¢ucar.

Da mesma forma, a concentracdo de Cu encontrada na amostra M2-Bov-Int pelo
meétodo proposto foi estatisticamente similar & concentracdo reportada na tabela de
valor nutricional pelo fabricante, com nivel de confianca de 95,0% (teste t). Por outro
lado, as concentracdes de Cu encontradas nas amostras de leite analisadas (Tabela
9) estdo dentro do valor maximo estabelecido pela legislacdo internacional da
Organizacdo do Comércio Externo do Japéo - JETRO (0,6 mg kg?) [16] e acima do
valor maximo estabelecido pela Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de
Doencas - ATSDR (0,3 mg kg) [12].

Foram obtidas porcentagens de recuperacéo entre 96,4-113,4% de ions Cu?* a
partir do teste de adicdo/recuperacdo empregando os dois tipos de andlise para o
preparo das amostras de leite (digestdo acida assistida por micro-ondas e método
proposto), que foram consideradas satisfatorias. Além disso, a exatiddo do método
proposto também foi avaliada comparando os resultados das concentracdes de Cu
encontradas pelo método proposto com as concentracbes empregando a digestao
acida assistida por micro-ondas e determinagdo por GF AAS, como técnica de
referéncia. Assim, ndo foi observada diferenca significativa entre os valores de acordo
com o teste t pareado ao nivel de 95,0 % de confianga, como apresentado na Tabela
11.
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Tabela 11. Teste t pareado aplicado as concentracées de Cu (mg kgt) encontradas
nas amostras de leite bovino e soja pelo sistema FIA-F AAS e GF AAS. Os dados
correspondem a média de n = 3.

Técnica
Amostras FIA-F AAS GF AAS t calculado
mg kg1+DP mg kg1+DP
M2-Bov-Int 0,635+0,042 0,643+0,006 0,31
M10-Soja-Int 0,077+0,003 0,074+0,004 0,72
M11-Soja-Int 0,052+0,004 0,055+0,002 1,29
M12-Soja-Int 0,091+0,003 0,086+0,004 2,52
M12-Soja-Int* 0,083+0,010 0,081+0,004 0,24

DP: desvio padrao, M: marca, Bov: bovino, Int: leite integral, *Zero aglcar, GF AAS: espectrofotometria
de absorcao atdmica em forno de grafite.

Embora Abollino e colaboradores [22] tenham observado que 53,7% do Cu
presente no leite bovino co-precipita com a proteina em pH 4,83 (PIE da caseina),
neste trabalho foi possivel a determinacao de Cu total em amostras de leite apds a
precipitacdo da proteina em pH 4,50 conforme os resultados da exatiddo do método,
avaliada por meio dos testes de adicao/recuperacao e pela técnica de referéncia GF
AAS. Vale salientar que abaixo do pHre (4,70-5,60), as proteinas adquirem carga
positiva (HaN*) e geram repulsdo com os ions Cu?*, deixando-os disponiveis na sua
forma livre no sobrenadante. No entanto, nem todo o Cu esta na forma livre, pois uma
fracdo permanece complexada com a proteina resmanecescente no sobrenadante,
como foi observado no respectivo espectro UV-Vis (Amax = 278 nm). Desta forma, foi
possivel evidenciar a importancia dos polimeros ionicamente impressos contendo
acesso restrito (IIP-RAM), pois além de reter o Cu na forma livre (ions Cu?*), também
apresentam capacidade para reter o Cu complexado (Cu?*-BSA) excluindo as
proteinas, conforme foi observado na Figura 54, o qual permitiu a determinacéo de Cu

total nas amostras de leite.



160

6. CONCLUSOES

Os resultados desta Tese revelaram que a adsorcdo de fons Cu?* nos
polimeros impressos depende fortemente da polaridade do solvente porogénico usado
durante a polimerizagdo. Assim, os polimeros sintetizados na presenca de ACN
apresentaram maior porosidade e caracteristicas hidrofilicas em comparagcdo com os
sintetizados em EtOH, e como consequéncia, maior capacidade de retencao de ions
Cu?+,

O polimero 1IP@acn) apresentou capacidade para reter seletivamente os ions
Cu?* de forma mais eficaz do que seu respectivo polimero nédo impresso (NIP). No
entanto, a impressao quimica nos polimeros I[IP-HEMA@cn) e [IP-HEMA-BSAxcn)
diminui com a presenca do co-mondmero hidrofilico 2-hidroxietil metacrilato (HEMA)
e, especialmente, da proteina albumina de soro bovino (BSA), que foram utilizados
como meios de acesso restrito para exclusao de proteinas.

Todos os polimeros, com e sem modificador de superficie, ttm a capacidade
de excluir a proteina BSA em meio aquoso, porém, nem todos podem reter a mesma
quantidade de Cu?* quando este ion esti em solucdo com a BSA.

Em pH 4,50 e na auséncia de tampao, o lIP-HEMA-BSAacn) foi o polimero mais
eficiente para a pré-concentracdo e determinacdo de ions Cu?* com simultanea
exclusdo de proteina BSA em amostras de leite bovino e leite de soja. Além disso,
este polimero pode ser reutilizado durante 450 ciclos de pré-concentracao e eluicao,
sem qualquer diminuicédo do sinal analitico (absorbancia) do Cu?*.

Os parametros analiticos como limite de deteccao, limite de quantificacdo e
fator de pré-concentragdo, obtidos nas condi¢des otimizadas no sistema FIA-F AAS
por meio de um planejamento fatorial completo 22 com um ponto central em triplicata,
foram considerados satisfatorios em relacdo com os dados reportados na literatura
para pré-concentracdo de Cu usando SPE com determinacéo por FIA-F AAS.

A exatiddo, avaliada a partir das recuperacdes de ions Cu?* obtidas por meio
do teste de adicdo/recuperacao nas amostras, assim como pela comparacao entre as
concentragbes de Cu?* determinadas pelo método proposto e pela técnica de
referéncia GF AAS, revelou que o método proposto é confiavel.

A combinacdo das propriedades dos IIP e dos RAM, em um Unico material
adsorvente, permitiu reter os fons Cu?* e excluir simultaneamente macromoléculas

para a quantificacdo de Cu total (livre e complexado) nas amostras de leite bovino e
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leite de soja, empregando um minimo de pré-tratamento das amostras. Desta forma,
o0 IIP-HEMA-BSAxcn) acoplado ao sistema FIA-F AAS pode ser considerado um
meétodo simples, rapido e de baixo custo quando comparado com o0s tratamentos

comuns baseados na digestdo acida assistida por micro-ondas para a determinacéo
de Cu total em amostras de leite.
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7. PERSPECTIVAS

Em futuros estudos relacionados a sintese de IIP-RAM, pode ser avaliada a
concentracdo do co-monémero HEMA e da proteina BSA imobilizada no 1IP, com
intuito de evitar a reducdo da seletividade do polimero impresso. Do mesmo modo,
poderiam ser avaliados outros mondémeros funcionais e sua estequiometria, além de
outros co-monémeros hidrofilicos como meios de acesso restrito para o preparo de
IIP-RAM empregando diferentes estratégias de sintese.

Na sintese de IIP-RAM, poderiam ser utilizados monémeros funcionais que ao
complexar os ions metalicos formem um complexo metalico cromdéforo, em que a
determinacao do metal possa ser realizada por meio de um espectrofotdbmetro.

Além disso, a especiacdo quimica do Cu também poderia ser estudada
empregando o IIP e IIP-RAM com variacdo de pH do meio, a fim de determinar a
qguantidade de Cu livre (Cu®*) e complexada, para fornecer informacdo sobre a
biodisponibilidade deste micronutriente nas amostras do leite bovino e leite de soja.
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Espectros de absorbancia no FT-IR da ATU pura e dos polimeros (Cu?*)-1IP, (Cu?*)-
[IP-HEMA, (Cu?')-IIP-HEMA-BSA e NIP-HEMA-BSA sintetizados em acetonitrila

(ACN). Numero de onda (cm): (a) de 4000 a 2000 cm™* e (b) 2000 a 400 cm™2,

a)

Absorbancia (u. a.)

b)

Absorbancia (u. a.)

NIP-HEMA-BSA,,

(Cu”)-IIP-HEMA-BSA,

ACN)

(Cu™)-lIP-HEMA

ACN)

2+

ATU

— 7T - T - 1 -~ 1~ 1 - 1T 1T ~ T ~ 1T 7
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000

Ndmero de onda (cm™)

NIP-HEMA—BSA(

ACN)
(Cu2+)-IIP-HEMA-BSA(

ACN)

(Cu™}-IP-HEMA,

ACN)

2+
(Cu )-IIP(ACN)

ATU

T T T T T T T T T

T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

NGmero de onda (cm™)



185
ANEXO B
Espectros de absorbancia no FT-IR da ATU pura e dos polimeros (Cu?*)-1IP, (Cu?*)-

[IP-HEMA e (Cu?")-IIP-HEMA-BSA sintetizados em etanol (EtOH). Nimero de onda
(cm™): (a) de 4000 a 2000 cm™ e (b) 2000 a 400 cm™.
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ANEXO C
Curva TG e derivada DTG da ATU pura.
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ANEXO D
Curva TG e derivada DTG da proteina BSA em po.
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ABSTRACT

In this study, imprinted polymers based on copper imprinted poly(allylthiourea) synthesized in acetonitrile
(ACN) (Cu? " )-IIP(sc; or ethanol (EtOH) (Cu®* )-[IP g o) and the effect of 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
and bovine serum albumin (BSA) on the surface of polymers towards simultaneous preconcentration of Cu** and
macromolecule exclusion was assessed. Characterization of polymers was carried out by means of Fourier
transform infrared (FT-IR) spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray spec-
troscopy (EDS), thermogravimetric analysis (TGA), textural data [surface area (Sppy), total pore volume (V) and
average pore diameter (Dy)], swelling analysis, wettability measurement and determination of point zero charge
(PZC). It was noticed that (Cu®* )-IIPscy, showed higher porosity than the one (Cu®*)-IIPgom). From the
competitive sorption, relative selectivity coefficient (k") higher than one unit was obtained by comparing
(Cu*™)-IIP(acny With non-imprinted polymer [NIP(acn,] over a range of foreign metal ions with same charge and
similar ionic radius, thus confirming the imprinting effect created during polymer synthesis. It was also found
that the hydrophilic co-monomer (HEMA) as well as the larger molecule BSA coating on (Cuz')-IlP(ACN, de-
creases accentually the selectivity of sorbent. On the other hand, the sorbent (Cu®*)-IIP-HEMA-BSAsc) de-
monstrated greal capabilily in promoting simultaneously the sorplion of Cu”™ and exclusion of BSA in solution
at pH 4.50, thus showing potential application perspectives for the development of matrix interference-free
enrichment method towards Cu?* determination in complicated matrices, such as biological fluids and food
samples without implementing common sample treatments based on acid digestion.
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1. Introduction

Since molecularly imprinted polymers (MIP) and ion imprinted
polymers (ITP) were developed by Wulff and Sarhan [1] and Nishide
and coworkers [2], they have been widely employed in the separation
techniques (chromatography, capillary electrochromatography, solid
phase extraction), binding assays and sensors [3.4].

The high selectivity of such materials based on molecular im-
printing technology is result of creation of tailor-made binding sites
with memory of size and shape, which in turn are formed by means of
interaction of functional monomers and template (molecule or ion) in
the presence of cross-linker reagent [5-7].

Although molecular imprinting technology has been well-known in
the understanding the complementary concept for biological recogni-
tion based on lock-and-key mechanism, which has been attested by a
number of publications [8,9], there exist some drawbacks in using
imprinted polymers in complicated matrices such as biological fluids
and food samples without interference [10]. Such drawbacks leads to
significant decrease on selective performance of imprinted polymers
due to sorption of macromolecules (proteins, carbohydrates, nucleic
acids, etc.) on their surfaces, thus obstructing the tailor-made binding
sites and, as consequence, making undesired loss on adsorption capa-
city and selectivity. For this reason, if one considers the application of
IIP for trace metal ions enrichment, up to now, the majority studies
report the need for previous acid digestion procedures to make a reli-
able interference-free analysis [11,12].

In the case of MIP, in order to obtain this material able to work in
complex matrices, recent researches have been successfully devoted to
overcome these problems by exploiting new synthesis approaches based
on combination of molecular imprinting technology and restricted ac-
cess material (RAM) to obtain in a single sorbent the so-called MIP-RAM
[13].

Restricted access-based materials are sorbents containing on their
external surface hydrophilic functional groups and/or proteins capable
of excluding macromolecules through a physical diffusion barrier,
based on the size of the pore, or by a chemical diffusion barrier, where
the low weight molecules (analytes) can permeate into the inner surface
of RAMs and be retained, or a combination of physical-chemical bar-
riers [ 14-16]. Additionally, the insertion of hydrophilic monomers such
as 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) or protein such as bovine
serum albumin (BSA) on the surface of imprinted polymers also pro-
vides better performance towards application in aqueous medium, since
these compounds are known to allow water compatibility [17,18].

As can be observed, due to characteristics of both materials (MIP
and RAM), the restricted access imprinted polymer-based materials are
considered outstanding sorbents capable to selectively retain the target
analyte (template) and simultaneously avoid attachment of macro-
molecules on their surface, as well as prevent the water interference,
since water molecules can significantly decrease the selectivity of MIP
as result of non-specific interactions with recognition binding sites [19].

A briefly survey of literature demonstrates that the most common
approaches to obtain MIP-RAM are based on polymer surface mod-
ification by using the hydrophilic co-monomers together or not with
BSA or hydrophilic co-monomers obtained after chemical treatment
together or not with BSA [19].

In the pioneer study carried out by Haginaka and co-authors in 1999
[13], the authors synthesized a MIP-RAM with a layer of hydrophilic
co-monomers (GMMA - glycerol monomethacrylate and GDMA - gly-
cerol dimethacrylate), which presented a satisfactory exclusion of
macromolecules and high selectivity, that could be applicable to direct
serum injection assays of (S)-naproxen. Similarly, others researchers
[20-24] obtained MIP-RAMs with high relative selectively coefficient
and satisfactory macromolecules exclusion aiming at sorption para-
cetamol, chlorpromazine, caffeine, propranolol and 2-methoxyestradiol
in aqueous medium and biological fluids. Recently our research group
proposed the synthesis of an organic/inorganic hybrid MIP-RAM [poly
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(methacrylic acid- trimethylolpropane trimethacrylate)/Si0,] ex-
ploiting random free-radical polymerization and sol-gel process to be
used as sorbent for folic acid extraction from milk samples [25]. In this
study, vinyltrimethoxysilane (VTMS) was used as coupling agent be-
tween organic and inorganic phases, tetraethoxysilane (TEOS) was used
as inorganic monomer and (3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilane was
used as modifier agent with posterior opening of epoxy ring to impart
hydrophilic properties of material in the extraction of folic acid.

In another study, Santos and co-workers [26] synthesized MIP-
RAMs to be used in the determination of B-blockers in urine samples
using methacrylic acid as functional monomer; GDMA and HEMA as
hydrophilic co-monomers and BSA attached on the surface of polymer.
The authors concluded that the synthesis procedure influences the size
and shape of particles and that hydrophilic co-monomer addition as
well as coating with BSA do not alter the chemical recognition ability of
the material.

As it can be seen based on previous publications, although few
studies have been still developed, the state-of-the-art in understanding
the influence of hydrophilic co-monomer and BSA on the selective
sorption of target molecule and macromolecule exclusion has been at-
tested. On the other hand, in what concerns IIP, studies devoted on
influence of surface modification with hydrophilic co-monomer and
BSA on the selective sorption of metal ion (analyte target) and mac-
romolecule exclusion have not yet been reported in literature. The only
1IP-RAM synthesized was reported by Cui and co-workers [27], who
prepared a sorbent using methacrylic acid as monomer with selectivity
for Cu>* and anti-interference ability of macromolecules in human
urine and serum samples, which clearly indicates that studies on this
subject are still incipient. Furthermore, in such study, none hydrophilic
co-monomer or BSA was used as modifiers element to support the idea
of restricted access imprinted polymer-based materials.

Thus, according to aforementioned, the main aim of the present
study was to synthesize, for the first time, IIPs for copper sorption using
2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and bovine serum albumin (BSA)
as restricted access materials. The influence of porogenic solvent ACN
and EtOH on the copper sorption and porosity was also evaluated. Due
to the high affinity between sulfur atoms from thiolates and Cu** ions
[28,29], allylthiourea (ATU) was herein used as functional monomer
for obtaining copper imprinted poly(allylthiurea). The influence of
HEMA and BSA on the selective copper sorption by IIP macromolecule
exclusion (BSA) was evaluated in details and the different sorbent
materials were characterized by FT-IR, SEM, EDS, TGA and N, physi-
sorption to obtain textural data [surface area (Sggr), total pore volume
(V1) and average pore diameter (Dp)]. In addition, methodologies of
swelling analysis, wettability and point of zero charge (PZC) were also
applied to characterize the polymers.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All reagents used in this study were of analytical-grade. For the
polymers synthesis, the following reagents were used: copper(Il) nitrate
trihydrate (98-103%), allylthiourea (ATU, 98%), ethylene glycol di-
methacrylate (EGDMA, 98%), 2,2-azobis-iso-butyronitrile (AIBN,
98%), bovine serum albumin (BSA, 98%), glutaraldehyde (25% in
water), sodium borohydride (98%), acetonitrile (ACN, 99%), which
were acquired from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany); 2-hydro-
xyethyl methacrylate (HEMA, 98%) from Acros Organics (Morris
Plains, NJ, USA); ethyl alcohol (EtOH, Synth, Diadema, SP, BR, 99%).
Cu?* working solution of 100.0 pg L ™" was prepared from 1000 mgL ™!
stock solution of Cu?* from the Cu(NO3),-3H,0 in 5% (v/v) HCl by
making appropriate dissolution. Stock solutions of Cd**, Co**, Pb**,
Zn**, Fe** and Ni** of 1000mgL~" concentration for selectivity
studies were prepared from salts of cadmium nitrate tetrahydrate
(99%), cobalt(Il) nitrate hexahydrate (98-102%), lead nitrate (99%),
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zinc nitrate hexahydrate (98%) from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, BR) and
iron (II) chloride (98%), nickel(Il) nitrate hexahydrate (99%) from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), respectively, by making appro-
priate dilutions immediately prior to the use. Acetate, phosphate, Tris-
HCI and ammonia buffer solutions were prepared from salts of sodium
acetate (Vetec, 99%), sodium dihydrogen phosphate monohydrate (J.T.
Baker, Ecatepec, State of Mexico, Mexico, 98%), tris(hydroxymethyl)
aminomethane hydrochloride (Merck, Damstadt, Germany) and am-
monium chloride (J.T. Baker, 100%), respectively, without further
purification. The desired pH of solutions was adjusted with sodium
hydroxide (Vetec, 99%) and/or hydrochloric acid (Panreac, Darmstadt,
Germany, 37%) solutions. The eluent solution was prepared by dilution
of concentrated hydrochloric acid. Ultrapure water from an ELGA
PURELAB Maxima purification system (High Wycombe, Bucks, UK.)
with 18.2 MQ ¢cm was used to prepare all the solutions. To prevent any
risk of metal contamination, all the plastic and glassware were keptin a
10% (v/v) HNO; solution for 24 h and then washed with deionized
water prior to use.

2.2. Syntheses of polymers

Polymers were prepared by bulk polymerization technique. Firstly,
for (Cu?*)-IIP synthesis 0.5 mmol (0.1208 g) of Cu(NO3)»-3H,0 (tem-
plate ion) were dissolved in 10.0 mL of ACN. Then, 5.0 mmol (0.5927 g)
of ATU (bifunctional monomer) previously dissolved in 5.0 mL of ACN
were added. The mixture was stirred for 5.0 min. In the next step,
20.0 mmol (3.8 mL) of EGDMA (cross-linker) and 0.6 mmol (0.1020 g)
of AIBN (free-radical initiator) were added to the mixture. The mixture
was bubbled with nitrogen gas for 5.0 min, then the flask was sealed
and the polymerization occurred at 60 °C in an oil bath for 24 h. Upon
this time, the polymer obtained was dried, crushed, grounded in a
mortar and sieved to obtain particles size of 106—=150 um.

The synthesis of (Cu®™)-IIP-HEMAcn, Was performed in similar
way to (Cu®*)-IIP(acny; however, 5.0 mmol (600.0 pL) of HEMA (hy-
drophilic co-monomer) were added together with the other reagents in
asingle step [20]. Then, a portion of (Cu®*)-IIP-HEMAacn, Was used to
the BSA immobilization on its surface, according to procedure de-
scribed by Moraes et al. [21]. For this step, a 20.0 mL 1% (m/v) BSA
solution prepared in 50.0 mmolL™" phosphate buffer (pH 6.00) was
percolated through a mini-column containing 500.0 mg of (Cu®*)-IIP-
HEMA acn at 1.0 mL min ™', Next, 5.0 mL of 25% (m/v) glutaraldehyde
aqueous solution were percolated at 1.0 mLmin~" and the system was
maintained in standby during 5h. Upon this time, 10.0 mL of 1% (m/v)
sodium borohydride aqueous solution was percolated through the mini-
column at 1.0 mLmin~". Finally, (Cu®")-IIP-HEMA-BSA 5cx, Was ex-
haustively washed with ultrapure water. In this study, some char-
acterization studies were performed with and without Cu®** removal
from the polymer matrix. Thus, the polymers submitted to Cu?* re-
moval were named IIP, IIP-HEMA and [IP-HEMA-BSA.

In order to evaluate the influence of porogenic solvent on the
morphological and textural features of the polymers, as well as the
influence of these properties on the Cu** preconcentration process and
BSA exclusion, the same aforementioned polymers were also synthe-
sized in EtOH, as porogenic solvent, and named as (Cu“)-IIT’(F_mm,
(Cu**)-IIP-HEMA (o), and (Cu?™)-ITP-HEMA-BSA g o).

Finally, non-imprinted polymers, NIP scn), NIP-HEMA acn) and NIP-
HEMA-BSA(acn) material were also synthesized. However, only the
NIP(acny and NIP-HEMA acny polymers were used for selectivity study
in this work. The schematic diagram depicted in Fig. 1 shows the
synthesis of (Cu?>*)-IPcxy, (Cu?*)-IIP-HEMA(scn, and (Cu®™)-TIP-
HEMA-BSA acn) polymers.

2.3. Instrumentation for characterization

The identification of functional groups in the polymers was carried
out by using a Shimadzu FT-IR-8300 Fourier transform spectrometer
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operating in transmission mode (4000-400cm™?), at standard KBr
pellet method, while the surface morphological features were evaluated
by scanning electron microscopy (SEM), using a microscope Philips FEI
Quanta 200 (Amsterdam, The Netherlands) equipped with energy dis-
persive X-ray spectroscopy system (EDS). For SEM analysis, the poly-
mers were coated with a thin layer of gold (30 nm) using Bal-Tec SCD
Sputter Coater equipment (New York, USA), in order to minimize
charging under the incident electron beam. The SEM images of the
polymers were obtained in 70, 2000, 10000 and 30000 times magnified
with a range of 1.0 mm, 50.0pm, 10.0pm and 2.0 pm, respectively.
Energy dispersive X-ray analysis (EDS) was used to provide semi-
quantitative elemental composition information of copper (Cu), sulfur
(8), carbon (C) and oxygen (O) atoms present in the polymers.
Flemental analysis was performed using PerkinElmer 2400 series-IT
CHNS/O analyzer using L-cystine as reference standard. The textural
characterization of polymers was carried out by N, gas adsorption-
desorption isotherms at 77K (—196 °C) in the range of relative pres-
sures from ~107° to 0.995 mmHg using a Quantachrome Nova 1200e
automatic instrument coupled to an automatic gas analyzer
(Quantachrome, Boynton Beach, FL, USA). For this analysis, 250.0 mg
of sample were introduced on a glass sampling tube of 9 mm with a
bulb. Prior to adsorption measurements, the samples were degassed by
heating for 4h at 120 °C under vacuum in the port of the adsorption
analyzer. Then, a glass rod was inserted inside the glass sampling tube
to reduce its total volume and the tube was placed in the BET analysis
instrument. The glass sampling tube containing the sample was im-
mersed in liquid nitrogen bath at 77 K during the nitrogen adsorption
tests. All specific measurements are calculated from final weights of
samples. About 39 points was usually obtained on the two branches of
the isotherm. From nitrogen adsorption-desorption isotherms, surface
area (Sggy), total pore volume (Vy) and average pore diameter (D)
were calculated. The Spgr was determined according to the
Brunauer-Emmett-Teller (BET) equation, which incorporates multi-
layer coverage. The generalized BET equation in the linear function for
gas adsorption can be described as follows [301:
Po =

p 1
= e e
v[1-)| ’ o)

where v is the adsorbed volume of gas, v,, is the adsorbed monolayer
volume, p is the equilibrium gas pressure, p, is the saturation pressure
and C is the BET constant.

The slope [(c—1]/vc] and y-intercept (1/vn,¢) of linear region
from adsorption isotherm give the monolayer capacity, vy, which is
used to calculate BET surface area (Sger) by the equation:

p

¢c=-1

VmNav 0o
vom

= @

The constant Ny is Avogadro’s number, o is the cross-sectional
surface area of a single adsorbed gas molecule (16.2 A2 for nitrogen), m
is the mass of polymer used in the measurement and v, is
22.40 cm® mol ~?, which represents standard temperature and pressure
(STP) volume of one mole of gas. Sggr is given in units of area/mass
(m*g~ 1), Total pore volume (V) and average pore diameter (D,) of the
polymers were estimated by the Barrett-Joyner-Halenda (BJH)
method, which is based on the Kelvin equation of pore filling and
corrected for multilayer adsorption, widely used for calculations of pore
size distribution (PSD) over the mesopore and small macropore size
range. Vr is derived from the amount of vapor adsorbed at relative
temperature of p/po = 0.99 (assuming pores are filled with liquid ad-
sorbate) as follows [31]:

_— pavmvNZ

V;
z RT

3

where Vr is the volume of liquid N, in pores, p, is the ambient pressure,
Vn, is the volume of gas adsorbed, vy, is the molar volume of liquid
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(8.31Jmol™'K™') and T is the ambient temperature (K). D, was cal- 10°Cmin~ 1, nitrogen flow rate 20 mL min~"). The pH of the samples
culated using the relation expressed as: and working solutions were measured with a Metrohm 826 mobile di-
gital pH meter (Herisau, Switzerland).
I 2N
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2.4. Wettability measurement
Thermogravimetric analysis (TGA) was performed on a TGA 4000

(PerkinElmer, Massachusetts, USA) to determine the thermal stability of Wettability properties of the polymers were investigated by the
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[29 22

sessile drop (SD) method [32.33]. 30.0mg of the polymers were uni-
axially compacted in circular discs of 13mm in diameter, using an
evacuable KBr & briquetting pellet dies and a manual press (Schulz
Joinville, SC-BR), applying a force of 2 tons for 30s. Then, with a mi-
crosyringe, a water droplet (1.3 pL) was deposited onto the surface of
the polymer. The images were captured on the transverse plane with a
common 13-megapixel camera placed on the portable metal tripod.

2.5. Swelling analysis

The swelling characteristics of polymers were determined in order
to check hydrophilic affinity by the water uptake, as a complementary
study of wettability [17.34]. 100.0 mg of each polymer (Mp: Dry Mass)
were mechanically stirred with 10.0 mL of ultrapure water (pH 6.80)
for 24h, and then the materials were filtered in a 0.45um Nylon
(Magna) membrane under vacuum and weighed (Mgs: Swollen Mass).
The initial (Mp) and final (Mg) masses of polymers were used to cal-
culate the swelling ratio (SR%) determined by the following equation
(5):

(M;—Mp) 5 160

SR(%4) = v
D

()

2.6. Point of zero charge (PZC)

The point of zero charge (PZC), i.e. the value of pH (pHp;c) at which
the net charge on the sorbent is zero, was determined by batch proce-
dure at room temperature. 50.0 mg of each polymer were weighted and
added separately in a falcon conical tube (50.0 mL) and shaken with
25.0mL of a 0.10 mol L™ KCl solution at different pH values adjusted
with HCl and NaOH (0.10 mol L™ 1), varying from 3.00 up to 13.00, for
24 h. Upon this time, the pH was measured again. The amount of H* or
HO™ ions adsorbed by the polymers was calculated from the difference
between the initial and the final concentration of H* or HO™ ions

12 241
139,56].

2.7. Rebinding measurements using flow injection analysis

AA-7000 Shimadzu (Kyoto, Japan) flame atomic absorption spec-
trometer equipped with a copper hollow cathode lamp as radiation
source (Hamamatsu Photonics, K.K) and deuterium background cor-
rector was used for determination of Cu®" ion during its removal from
polymer and also during the recognition of copper. The hollow cathode
lamp was operated at 8.0 mA and the wavelength was set at 324.8 nm
using spectral bandwidth of 0.5 nm. All measurements were carried out
in an acetylene/air flame at 1.8 and 15.0 L min ™, respectively.

Flow injection analysis (FIA) system coupled with flame atomic
absorption spectrometry (FAAS) (FIA-FAAS) detection was configured
in two steps as shown in Fig. 2. The flow injection system is consisted of
a GILSON Minipuls Evolution peristaltic pump (Middleton, Wi, USA)
and Tygon tubing for propelling samples and eluent to the detection
system. Preconcentration was carried out using 50.0mg of each
polymer in the absence of Cu?* packed separately into a homemade
cylindrical mini-columns, made of sections of polyethylene eppendorf
pipette tips (1.5 cm in length with an internal diameter of 5.0 mm) with
each of the extremities sealed by a small piece of cotton tissue as filter
material to avoid any removal of the polymer by the carrier stream
[37]. The mini-columns were coupled alternately in a homemade
commutator injector made in poly(acrylic acid) for preconcentration
and elution step. All connecting tubes consist of polyethylene (0.8 mm
internal diameter) and the elution step was carried out in counter-
current. I'ig. 2(A) and (B) depict the preconcentration step and elution
step, respectively.
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Mini-column
(50 mg of the polymer)
t
)

[_"“'_‘ T
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Fig. 2. Scheme of the flow injection preconcentration/elution system. A) pre-
concentration step — mini-column position in line 1. B) elution step — mini-
column position in line 2. Eluent: HC1 1.00 mol L™, mass of polymer: 50.0 mg,

sample loop 20.0 mL, flow rate preconcentration/elution: 5.0 mL min™".

2.8. Influence of pH on Cu** sorption

The influence of pH on Cu®* sorption by ITP&com, Acny, TP-HEMA gom,
ACN)s I[P‘HEMA'BSA(E“)H: ACN) and NIP-I{EMA'BSA( ACN) Was studied by the
sorption of Cu®** from aqueous solution using FIA-FAAS previously de-
scribed. In the first step [Fig. 2(A)], 20.0 mL of 100.0 pg L™ Cu** solution
at different pH values (with and without buffer) adjusted with HCl and
NaOH (0.10 mol L) varying from 4.00 up to 11.50 (buffer 0.01 mol L™,
pH 4.00 and 5.75= CH3COO™ /CH3COOH, pH 6.50 = H,PO, /
H,PO,%~, 7.45-9.40 = Tris/Tris-HCl, 10.50 and 11.50 = NH,*/NH,)
were percolated through the mini-columns at 5.0 mL min~". Then, in the
second step [Fig. 2(B)], the injector was commuted and 1.00 mol L.~! HCl
solution was used to elute the Cu?" (from the polymer) towards the FAAS
detector at 5.0 mLmin~" flow rate. The experiments were carried out in
triplicate and analytical blanks were also analyzed to evaluate some
sample contamination.

2.9. Evaluation of exclusion properties of macromolecule by polymers

In order to evaluate the exclusion property of macromolecules, by
polymers [MIP(acn, eion), TP-HEMAacn, Econ), ITP-HEMA-BSA (acn, Ecom)
and NIP-HEMA-BSAacn)]l, BSA was selected as the model protein.
20.0mL of 100.0 ug L.~ Cu®* solution in the presence and absence of
0.50 gL~ BSA solutions at pH 4.75, 7.45 and 9.40 with and without
buffer (buffer 0.01 mol L™?, pH 4.75 = CH3CO0~ /CH3COOH, pH 7.45
e 9.40 = Tris/Tris-HCl), at 5.0mLmin~' flow rate were percolated
through the mini-columns. The column effluent from preconcentration
step was collected and an UV-vis spectrophotometer PerkinElmer
Lambda 25 (Massachusetts, USA) was used to monitor BSA protein at
Amax 278 nm. The percentage of BSA exclusion was determined by the
ratio of the absorbance of BSA in the effluent and the absorbance of
original concentration of BSA, multiplying the result by 100. Upon
preconcentration step, the elution was accomplished by using
1.00mol L™ HCl solution. Upon preconcentration/elution step, a
1.00mol L™" NaCl solution was percolated through the mini-columns
to remove the remaining BSA.
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2.10. Selectivity studies

Sclectivity of HP(A(;N), NIP(A(;N), HP-HEMA(ACN)_. NIP-HEMA(AQ\;),
IIP-HEMA-BSA (acn; and NIP-HEMA-BSA ¢y, towards Cu?* (ionic ra-
dius: 71.0 pm) in the presence of potentially competitive ions such as
Cd** (fonic radius: 109.0 pm), Co>* (jonic radius: 88.5pm), Fe2*
(ionic radius: 92.0 pm), Ni** (ionic radius: 83.0 pm), Pb** (ionic ra-
dius: 133.0 pm) and Zn*" (jonic radius: 88.0 pm) was studied using
binary solutions by batch procedures at room temperature (25 °C).
These ions (intermediate and soft acids) were chosen due to their same
charge (2+), similar size and ability to interact with sulfur and ni-
trogen atoms (soft bases) present in the allylthiourea structure. This
study was carried out by placing 50.0 mg of each polymer separately in
a falcon conical tube (50.0 mL) and then adding 25.0 mL of 5.0 mgL ™"
binary solutions (Cu®>*/Cd**, Cu®*/Co?", cu®* /Fe?*, Cu?* /Ni*™,
Cu?* /Pb?*, Cu®* /Zn2") without buffer at pH 4.50. The mixture was
stirred for 40.0 min, centrifuged and the supernatant was removed for
FAAS direct analysis. The distribution ratio (Ky), selectivity (kyp, Knip)
and the relative selectively (k") coefficients were calculated according
to Egs. (6)—(9).

_E&v

K
i Cf m

(6)

where C; and C; are the initial and final (supernatant) concentration of
Cu®* and competitive metal ions (50.0mgL™'), V is the solution vo-
lume (25.0 mL), and m is the polymer mass (50.0 mg);

—_— Ki(Cu*t)
o K (competitive ion) @
k -~ K:f (Cu2+)
" Ky(competitive ion) 8)
k' = Kne.
Ry 9

3. Results and discussion
3.1. Polymers characterization

As the FT-IR spectra profiles of polymers synthesized in ACN and
EtOH were very similar to each other, only the one prepared in ACN
will be shown (Fig. 3). The one prepared in EtOH is shown in the
supplemental material (Fig. S1).

FT-IR spectrum of ATU was also recorded for helping the identifi-
cation of interaction modes with copper. In the spectrum of ATU, the
absorption bands at 3440 and 1630 cm™" are attributed to the asym-
metric vibration and deformation vibration of NH; group, respectively.
The band at 1630 cm ™ is also attributed to the vinyl group stretching
vibration (H,C==CH—) and the absorption band observed at 1539 cm ™’
is attributed to the —HN—C*—8~ ion stretching vibration, which was
called the “thioureide ion” band by Randall et al. [38]. The absorption
band at 1435 cm™" can be assigned to stretching vibration of N—C—N
group and to asymmetric vibration of C=S [39,40]. The bands at 1320
and 1061 cm™! corresponds to the stretching vibration of C=S$ thio-
carbonyl group [29.41 ], whereas the bands at 778 and 660 cm ™! were
attributed to double bond character of C=S [39]. Bands in the region of
567 and 449 cm™" are ascribed to asymmetric N—C—N bending vi-
bration and symmetric deformation of (N—C=S) group [39,40]. When
comparing the FT-IR spectra of ATU and the polymers, it can be seen
that the bands mentioned above for pure ATU and attributed mainly to
C=S8, N—C—N and N—C==S§ groups, as the bands at 1320, 1061, 660 and
449 cm ™, were suppressed in the polymers spectra, while the bands at
1539, 1435, 750 and 521 cm ™" were shifted. It deserves to point out
that the bands at 750 and 521 cm™" for the polymer [NIP-HEMA-
BSAacny] were more intense compared with others polymers
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Fig. 3. FT-IR spectra of pure ATU and polymers (Cu?*)-IIP, (Cu?*)-IIP-HEMA,
(Cu®*)-IIP-HEMA-BSA, NIP-HEMA-BSA synthesized in acetonitrile.

containing copper in the polymeric network. This finding allows us to
infer that coordination between the copper and ATU takes place
through the sulfur atom in the C=S bond, thus confirming the literature
data [29,42,43]. After coordination with copper, the C=S vibration is
slightly changed because the C=S bond decreases its double bond
character and the nature of C—N bond is increased [43,44].

The main functional groups present in the polymeric network as-
cribed to HEMA co-monomer and EGDMA cross-linker were also
identified. The FT-IR spectra of (Cu®*)-IIP-HEMA, (Cu®*)-I[P-HEMA-
BSA and NIP-HEMA-BSA presented a broad absorption band around
3725-3080 cm ™!, corresponding to the O—H stretching vibration in
combination with NH, stretching and vibration absorptions. The pre-
sence of two bands at 2980 and 2954 cm™"' can be attributed to the
C—H asymmetric stretching of —CH,— and —CHj3 in the polymer chain
and EGDMA [45]. The intense absorption centered at 1728 em™! was
assigned to carbonyl groups vibration from EGDMA and HEMA,
whereas at 1158 cm ™! the asymmetric stretching vibration of —C—OH
and —C—O—C— (ester) groups was observed [46]. The 1641 cm ™" band
confirms the presence of residual vinyl groups (CH,=CH—) in these
polymers. The band at 750 cm™' confirmed the presence of thio-
carbonyl group (C=S) in the polymers. It is important to mention that
when the Cu** was removed from the polymeric matrix, spectra (not
shown) were obtained with a similar profile to those presented in the
Fig. 3.

The thermal degradation behavior of polymers was evaluated by TG
and DTG curves with and without the Cu®>" removal from the polymer
matrix (Fig. 4).

As observed in Fig. 4(A), (Cu®")-IIPzcn) and (Cu®)-IIP-HEMA acxy
showed three well-defined decomposition stages, whereas (Cu®*)-IIp-
HEMA-BSA scny and NIP-HEMA-BSA scn) showed single decomposition
stage. For (Cu?")-IPpcyy, (Cu?*)IP-HEMA (), (Cu®*)-IIP-HEMA-
BSAacny and NIP-HEMA-BSA(acn, the removal of physically adsorbed
water takes place in the temperature range 30-85 °C, with weight loss of
1.5%, 4.4%, 5.2% and 5.0%, respectively. From the results, and as ex-
pected, it can be observed that the polymers containing the hydrophilic
compounds, HEMA co-monomer and BSA as external layer absorb more
water as result of hydrogen bonding interactions. At the first decomposi-
tion stage, in the range of 165-270 °C, there is a slight weight loss of about,
8.3% for (Cu®")-IIPcn; and 5.1% for (Cu?*)-IP-HEMA(scn) and max-
imum degradation rate at 225°C (1.1%/min) and 224 °C (0.5%/min),
respectively, which may be attributed to the volatilization of copper in the
form of sulfide (CuS), the melting and boiling points of which are 103°C
and 220°C, respectively [47,48]. The second event occurred in the
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Fig. 4. TG (left) and DTG (right) curves for the polymers synthesized in acetonitrile: (A) in the Cu®* presence and (B) in the Cu

temperature range of 270-412°C, showing significant weight loss of
44.1% for Cu-lP(scny with maximum degradation rate at 382 °C (5.9%/
min) and 51.0% for (Cu®*)-IIP-HEMA sy, with maximum degradation
rate at 368 °C (4.0%/min), corresponding to the decomposition of the ATU
segments [41] and short chains. The last event observed between 412°C
and 485 °C can be attributed to the HEMA and EGDMA decarboxylation
process [49], with maximum degradation rate at 433 °C (7.7%/min) and
427°C (3.2%/min) and weight loss of 39.0% and 35.3% for (Cu®*)-II-
Piacyy and (Cu® ™ )-IIP-HEMA 5y, respectively.

A single degradation step for (Cu®*)-IIP-HEMA-BSAacn) and NIP-
HEMA-BSA acn) Was observed in the temperature range of 205-525 °C,
with maximum decomposition rate at 450 °C (11.43%/min) and 435 °C
(11.6%/min), and mass loss of 86.6% and 86.3%, respectively. The
different thermal behavior for the polymers containing BSA can be ra-
tionalized bearing in mind the large number of interactions (electro-
static force, dipole-dipole interaction, the London dispersion force,
hydrogen bonding and nonpolar bond), between the BSA protein and
the functional groups present in the polymeric chain [50], thus yielding
polymer chains interconnection. Thus, during the decomposition it is
not possible to separately identify the ATU, HEMA and EGDMA seg-
ments, then manifesting a single event with a higher decomposition
rate. Residual percentage of 7.1%, 4.2%, 8.2% and 8.7% were observed
for (Cu?*)-IP(acny, (Cu?*)-IIP-HEMA acny (Cu? ™ )-ITP-HEMA-BSA acn)
and NIP-HEMA-BSA acn, respectively.

On the other hand, when the Cu?* is removed from the polymer
matrix [Fig. 4(B)], it was observed one thermal behavior similar to that
obtained in the Cu?* presence [Fiz. 4(A)], with exception of the event
that occurred in 165-270°C for the (Cu**)-IIP(acy) and (Cu®™)-IIP-
HEMA scn) polymers, once the Cu®* absence shift the degradation of
the ATU for higher temperatures, occurring an overlapping of the
events that can be observed in the inflection of the TG curve Fig. 4(B).

Similar thermal behavior was observed for the polymers synthesized
in EtOH (data not shown). However, (Cu®*)-IIP( oy, did not present
any event in the temperature range of 30-85°C, which allows us to
infer that this polymer presents hydrophobic characteristics, as will be
further demonstrated in the wettability study.
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2% absence.

SEM images of polymers are shown in Figs. 5 and 6. Clearly it can be
observed great morphological differences among the polymers, which is
attributed to the solvent nature, which in turn affects the textural data
(Table 1).

The polymers synthesized in ACN (Figs. 5 and 6) exhibit, in general,
particles with irregular shape. From a more careful observation with
higher magnification (30000 x), an aggregation of particles at na-
noscale is noticed. On the other hand, the polymers particles synthe-
sized in EtOH have spherical shape and higher cohesion, thus yielding
spheres in micrometer scale. From these results, it is expected higher
porosity to those polymers synthesized in ACN compared with the ones
in EtOH, as shown in Table 1. Such morphological differences might be
attributed to the higher solubility of ATU monomer in EtOH and to the
phase separation during the polymerization initial stage.

During the polymer synthesis, the monomer first polymerizes in the
presence of the crosslinker (EGDMA) and the radical initiator (AIBN),
precipitating and forming particle nuclei (nanospheres). During growth
of polymeric matrix, there exists competition between particle nuclei
and solvated monomer by the porogenic solvent. Therefore, bearing in
mind that the solubility of ATU monomer in EtOH is very pronounced,
it is expected higher concentration of ATU in the porogenic solvent than
in the polymerization nuclei, thus giving rise to larger, more cohesive
particles and containing small pores [Fig. 6(B)]. On the other hand, the
lower solubility of ATU monomers in ACN makes them more reactive
into the already formed nuclei than in solvent medium, and as a result,
these nuclei continue growing until the formation of highly cross-linked
agglomerates with irregular shape. It must be also point out that, due to
low interaction of ATU in ACN during growth of polymeric chain, the
release of porogenic solvent became easier [51-54], thereby generating
larger pores and higher surface area in the polymer (Table 1).

Table 1 shows clearly that the HEMA co-monomer decreases the
Sget, Vr and Dy, of the polymers synthesized in ACN. Such finding might
be explained due to high hydrophilicity of HEMA becoming less sol-
vated by ACN solvent and, therefore, the polymer particles grow from
the nuclei with higher aggregation and size due to the interaction
(hydrogen bonding) between the monomer, co-monomer and cross-
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Fig. 5. SEM images (30000 times magnified with scale of 2.0 um) showing the
morphologies of polymers (Cu®*)-IIP, (Cu®*)-IIP-HEMA, (Cu?*)-IIP-HEMA-
BSA and NIP-HEMA-BSA, synthesized in acetonitrile (ACN) and ethanol (EtOH)
as porogenic solvents.

linking [55]. As result of higher aggregation and size, particles with
lower surface area and lower interstices are obtained in the polymer
structure. Upon coating with BSA of the polymer synthesized in ACN, it
was noticed a significant decrease on the surface area as result of pores
filling by BSA.

In relation to polymers synthesized in EtOH, it was observed an
opposite behavior, because the HEMA addition and the coating with
BSA produce an increase in the surface area and pore volume. Herein, it
seems that due to the higher interaction between HEMA and EtOH
makes the ATU-EtOH interaction weaker. Thus, due to the lower in-
teraction of EtOH with growth of polymeric chain makes the solvent
evaporation easier and, as result, higher porosity and surface area are
obtained.

The BSA on the polymer surface confers a larger size to the particles
and higher surface area, when compared with (Cuz‘)-I[P(E(OH, and
(Cu?*)-TIP-HEMA grom. From Table 1, it was also observed that that
copper removal from the polymeric chain increases, as expected, the
surface area of polymer.

According to the nitrogen adsorption-desorption isotherms profiles
of the polymers and to the pore distribution obtained by the BJH
method (supplemental material Figs. S2 and 53), all polymers are
classified as mesoporous materials. The adsorption-desorption
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isotherms obtained have a sigmoid shape of type V with hysteresis loops
H2 and H3, which is typical of mesoporous adsorbents, where the ad-
sorption on solid surface proceeds via multilayer adsorption followed
by capillary condensation [30]. In the same way, from pore size dis-
tribution, the predominance of pores with a diameter between 3.05 and
28.12nm was observed. These values allow to classify these polymers
as mesoporous according to the IUPAC definition [56].

EDS spectra of (Cu®*)-IIP, (Cu®**)-IIP-HEMA, (Cu®™)-IIP-HEMA-
BSA and NIP-HEMA-BSA synthesized in ACN and EtOH are shown in
supplemental material (Fig. 54). The spectra and elemental mapping
confirmed the presence of Cu and S atoms presence in the polymeric
chain with percentage values (wt%) ranging from 0.07 to 0.17% and
0.46-1.32%, respectively. Furthermore, the elemental mapping showed
that the S atoms are distributed uniformly on the surface of the poly-
mers, which favors the application of these materials as copper sorbent
in preconcentration processes.

Considering that the polymers synthesized in ACN provided higher
porosity and higher adsorption towards copper ions as will be further
demonstrated, the CHNS elemental analysis was performed only for
1P(acnys, NIP(acny, TTIP-HEMA (scny, and NIP-HEMA acn) materials. As
these materials were also used to evaluate the imprinting effect, the
determination of molar percentage (mmol%) of ATU monomer, HEMA
co-monomer and EGDMA cross-linker in the polymeric chain from
CHNS elemental analysis and stoichiometric calculation (Table 2) was
very useful to predict whether the selectivity of polymers is attributed
to imprinting effect or due to molar content of ATU. It should be noted
that CHNS elemental analysis was not performed for the polymers ITP-
HEMA-BSA acx) and NIP-HEMA-BSA scx) due to the diversity of atoms
that makes up the BSA protein.

As observed in Table 2, the molar percentage (mmol%) of ATU after
polymerization was slight lower when compared with starting
monomer, resulting in a conversion rate of 76.9%, 77.5%, 78.8% and
78.1% for HP(ACN)) NIP(ACN), HP-HEMA(ACN) and NIP-HEMA(ACN), re-
spectively, whereas conversion rate of the EGDMA cross-linker reagent
in the HP(ACN): NIP(ACN), HP-HEMA(ACN) and NIP-HEMA(ACN) polymers
was found to be 105.8%, 105.6%, 103.4% and 103.5%, respectively.
These results allow us to infer that the HEMA co-monomer presence in
the synthesis had no significant influence on the ATU or EGDMA con-
version rate. The very similar ATU content in the imprinted and non-
imprinted polymer (ITP(zcn)/NIP(acny and IIP-HEMA scn)/NIP-HE-
MAacny) indicates that any differences on selectivity of imprinted
polymer is, in fact, attributed to the imprinted sites.

3.2. Wettability measurement

Fig. 7 shows the schematic diagram of assays to obtain the wett-
ability of polymers. As observed, the polymers show high wettability, as
the water droplet was spread on the surface of the polymers (contact
angle is 0° or less than 90°), which allows to classify these materials into
hydrophilic, with the exception of IIP(on). In the case of the hydro-
philic polymers, the polymer-water cohesion forces are stronger than
the cohesive forces between the water molecules and between the
polymer particles, where a spontaneous spreading of the water drop
occurs on the surface of the polymer. The presence of the HEMA co-
monomer in the polymers IIP-HEMA gon) and IIP-HEMAscn), as ex-
pected, increases the hydrophilicity of the polymers surface, thus the
cohesive forces between polymer and water becomes greater. On the
other hand, it was observed that the water droplet did not spread
completely on the surface of IIP-HEMA-BSAacn), NIP-HEMA-BSA acny
and IIP-HEMA-BSA .01, which may be attributed to a lower surface
area and pore volume due to the presence of the BSA as external layer.
As well, it was observed that when the water droplet comes into contact
with the IIP(acn) surface, a rapid surface disintegration occurs due to
the strong polymer-water interaction, which is favored by the presence
of rough surfaces [30,55]. Such result explains the salience of 1IPacn)
particles dispersed into water droplet.
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Fig. 6. SEM images at 70, 2000, 10000 and 30000 times magnified with scale of 1.0 mm, 50 um, 10 pm and 2.0 pm, respectively, of the Cu-IIP-HEMA-BSA polymer

synthesized in A) acetonitrile and B) ethanol.

The hydrophobic feature of IIP( oy, might be attributed to its lower
porosity which are characteristics of hydrophobic materials
[32.33,57.58]. In addition, the reduced hydrophilicity of this material
was also confirmed by thermogravimetric analysis (TGA).

3.3. Swelling analysis

The results from swelling analysis are shown in Table 3. It would be
expected higher swelling capacity of IIP-HEMAcn) compared with
IIPacny taking into account the wettability measurements. However,
such result was not observed, thus also indicating the porosity depen-
dence on the swelling analysis. Comparing IIP-HEMA cn)/TTP-HEMA-
BSA(acny and ITP-HEMA (gou)/TIP-HEMA-BSA (c0n), it was noticed that
the presence of BSA decrease the swelling effect as result of lower
porosity of material, thus corroborating the wettability measurements.

On the basis of the wettability and swelling analysis, the polymers
synthesized in ACN exhibit higher hydrophilicity compared with the
ones synthesized in EtOH, which is of paramount importance in solid
phase extraction process [34.59,60].

3.4. Point of zero charge (PZC)

The results of point of zero charge (PZC) are shown in supplemental
material (Fig. 55). It was observed that pHpz for IIP(acn;, giom and IIP-
HEMA Acn, riomy polymers is between 6.50 and 6.57, while for IIP-
HEMA-BSAgon), 1IP-HEMA-BSA(scny and NIP-HEMA-BSApcy, the
pHpzc is 4.95, 5.63 and 5.97, respectively. Therefore, the functional

Table 1
Textural parameters obtained for the polymers.

Table 2

Molar composition (mmol%) of ATU, EGDMA and HEMA in the polymers
[IPacny, NIPaeny, ITP-HEMA (zcn) and NIP-HEMA scn; from elemental analysis
CHNS.

Polymers Composition (mmol%)

Initial After polymerization

ATU EGDMA HEMA ATU EGDMA HEMA
Pacny 20.00 80.00 - 15.38 84.62 -
NIPacny 20.00 80.00 - 15.49 84.51 -
[IP-HEMA(acny 16.67 66.66 16.67 13.13 68.94 17.92
NIP-HEMA (s cny 16.67 66.66 16.67 13.02 69.01 17.97

ATU = allylthiourea, EGDMA = ethylene glycol dimethacrylate, HEMA = 2-
hydroxyethyl methacrylate.

groups (carbonyl and thiocarbonyl) that make up the IIP(5cy, surface
tends to be protonated in pH values lower than 6.50 and the net charge
of its surface will be more positive, whereas in values higher than 6.50
the surface tends to be deprotonated, acquiring net negative charge.
Similarly, the surface of the others polymers may acquire positive or
negative net charge depending of the decrease or increase of the pH
value. The pHpz values of ITIP-HEMA-BSA acn, gcony and NIP-HEMA-
BSA(acn) confirm the BSA presence in the polymers as external layer,
since these values are near to the BSA isoelectric point value
(pHp = 4.70-5.60) [61.62]. Thus, the surface net charge of [IP-HEMA-
BSA(acn, etor and NIP-HEMA-BSA acn) is BSA-dependent and from its

Polymer Surface area -Sggr Pore volume x 10~ (ecm*g™") Average pore diameter (nm)

m’g™")

ACN EtOH ACN EtOH ACN EtOH
1P 351.10 1.69 9.35 0.06 11:73 14.21
(Cu?*)-11P 224.70 116 10.37 0.04 19.14 16.17
P-HEMA 255.20 29.72 5.96 0.30 10.32 5.04
(Cu**)-1IP-HEMA 222.60 17.41 7.67 0.22 14.48 5.96
[IP-HEMA-BSA 63.78 45.76 2.56 0.44 16.68 4.36
(Cu**)-1IP-HEMA-BSA 52.03 27.99 213 0.35 16.98 5.82
NIP-HEMA-BSA 65.72 - 2.85 - 18.16 -
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Fig. 7. Photographs of the static water droplet on polymers surfaces compacted in disc form. Interfaces: polymer-water (p-w), polymer-vapor (p-v) and water-vapor

(w-v).

Table 3
Hydrophilic character of the polymers expressed as swelling ratio (SR%) at pH
6.80. Data are shown as means of 3 replicates = SD.

Polymer SR (%)

ACN EtOH
i1 354.6 = 3.9 372.7°% 19
[IP-HEMA 265.6 + 2.3 730 = 2.0
[TP-HEMA-BSA 136.0 + 2.4 55.7 = 2.4
NIP-HEMA-BSA 1389 * 3.6 -

conformation changes. In this way, the positive net charge of the BSA at
pH values between 2.70-3.75 and 3.75-4.50 is due to the F—E and
F — N transition, respectively, as shown in supplemental material [Fig.
56(D)] [62.63]. Therefore, at low pH values, BSA is expanded, showing
its functional groups with preponderance of disulfide loop and amine
groups on its surface, whereas in the pH range between 5.60 and 7.00,
the negative net charge is associated with the carboxylic groups de-
protonation (N — F transition) [64-66]. Therefore, the pH-dependence
are of great importance when establishing the BSA binding sites with
metals or with other molecules, since some bonds are exposed and
others protected by the same conformation of the protein.

3.5. Influence of pH on Cu®* sorption

Fig. 8 shows the effect of pH on Cu®" sorption onto polymers using
FIA-FAAS system.

Results indicate that the pH and buffer have a strong influence on
Cu®* sorption onto the polymers. The low Cu?* sorption on the poly-
mers synthesized in EtOH might be attributed to their lower porosity
and lower swelling capacity, which are unfavorable conditions for Cu®*
ions interpenetration towards the reactive functional groups anchored
on the polymers. In addition, compared with measures in the absence of
buffer solution, a significant decrease in the Cu®?"* signal was observed
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to the ones performed in buffer solution, thus suggesting the strong
interaction with buffer anion and Cu?* and making the diffusion of
metal towards binding sites more difficult.

On the other hand, Cu®** ions absorbance signal for those polymers
synthesized in ACN was higher in the presence of buffer solution. This
behavior might be most likely attributed to the higher porosity and hy-
drophilicity of polymers, which in turn provides a better buffer capacity of
buffer solution and pH stability during preconcentration, favoring the in-
teraction Cu”*-ATU in the IP(acny and IIP-HEMA sy polymers.

It was noticed for IIP(scn) and IIP-HEMA 5cn; that with increase of
PH (4.00-6.50), the sorption of Cu** gradually increased and in the pH
range (7.00-11.50), in the presence of buffer solution, the sorption was
decreased. In the absence of buffer solution, sorption of Cu®** onto
these polymers was too much low and pH-independent.

The influence of pH on sorption of Cu®** onto IIP(scxy and IIP-
HEMA ocny might be explained by the copper availability in the re-
spective solutions and the ATU tautomeric equilibrium [see supple-
mental material ig. S6(A) and S6(B)]. In acidic medium, surface
functional groups (thiol form) are protonated, repelling positively with
Cu?" ions, which is the dominant species at low pH values up to pH 7.5.
At pH 6.50, near to the pszc of IIP(ACN) and IIP'HEMA(ACN), the co-
ordination cooper-sulfur is favored, since the sulfur atoms of ATU
(thione form) have a pair of electrons available (o-donor ability)
(HOMO: highest-energy occupied molecular orbital) that can bind with
the Cu?™ ions (LUMO: lowest-energy unoccupied molecular orbital),
via the chelation [supplemental material Fig. S6(C)] [67]. Above pH
6.55 the surface of the polymers becomes negatively charged due to the
ATU deprotonation (anion thiolate). However, at low concentrations
and pH > 7.50, the majority species of copper is in the form of [Cu
(OH)*1, which decreases the interaction with sulfur atom. For more
alkaline medium the sorption decreases due to the precipitation of
Cu®” ions as Cu(OH), form (Kys = 4.8 x 1072°) [68].

It is worth emphasize that the higher sorption of Cu?* took place in
the IIP-HEMA-BSA(scny and NIP-HEMA-BSAacn) sorbents due to the
strong interaction between Cu”>* and the BSA external layer through
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Fig. 8. pH effect on the Cu®" ions absor-
bance signal using the 1P(acx, meom, ITP-
HEMAacn, econy, ITP-HEMA-BSA(acn, ecom)
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disulfide bridges [69]. The presence of buffer produces conformational
changes (isomer transition N—F) on BSA secondary and tertiary
structures induced by ionic strength, with exposure of the disulfide
bridges and carboxylic groups deprotonation [Fig. S6(D)] [70], fa-
voring the Cu-BSA interaction and the Cu®* ions interpenetration to-
wards the cavities of the polymer matrix, and, as consequence, higher
absorbance signal with pH-value shifted to 5.50.

However, lower signals of Cu-BSA in the presence of buffer solution
compared to the ones in absence of buffer solution were observed. Thus,
the feasibility of polymers for Cu®** sorption with simultaneous mac-
romolecule (BSA) exclusion was investigated by preconcentration of
cu?* and Cu-BSA in the absence of buffer solution (Fig. 9). As one can
see, for all polymers, the copper signal in the presence of BSA remained
leveled off or decreased with the increase of pH from 7.45 to 9.40, due
to the repulsion between the negative charges of the adsorbent surface
and BSA protein in solution. In this way, the BSA in solution is excluded
together with the copper, resulting at low absorbance signal. Never-
theless, at pH 4.75, higher copper signal was obtained when Cu”* ions
were preconcentrated in the presence of BSA using ITPscn) and IIP-
HEMAscn). It seems most likely that copper coordinates with BSA at
the N-terminal peptides (square-planar complex) and at the same time
interacts with the functional groups of the polymer surface, acting as a
bridge between the polymer and the BSA, and thus justifying the higher
sorption. In turn, the BSA protein at pH 4.75 can interact with others
cu?* ions through its 17 disulfide bonds (weak bond sites), which
causes an increase in the absorbance signal [69]. The copper signals in
the absence and presence of BSA were very similar each other when
using the IIP-HEMA-BSAacxy sorbent. In this case, it seems that such
sorbent is capable to retain copper ions and to exclude BSA from the
solution. In spite of similar results achieved for the IIP(qy), ITP-HE-
MA gon) and ITP-HEMA-BSA o1 the copper sorption was found to be
too much low, as result of their low porosity and more hydrophobic
characteristics.

3.6. Evaluation of exclusion properties of macromolecule by polymers

Fig. 10 shows the exclusion percentages of BSA (91.8% to 100.3%) by
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using the polymers synthesized in ACN and EtOH. As observed, the lowest
exclusion percentages of BSA were obtained for the polymers IIPscx, and
IIP-HEMA sy, that provided the highest signal for copper during the
preconcentration in the presence of BSA. Such outcome allows us to
confirm that a portion of the BSA is bonded to the IIP(zqy, and IIP-HE-
MA (acn) sorbents through copper as mentioned.

At pH 4.75 the BSA exclusion mechanism takes place by chemical
diffusion barrier due to the hydrophilic/hydrophobic properties of the
polymers surface and BSA protein [15]. The water external layer of the
polymers IPacn, IP-HEMAacn, ron), [IP-HEMA-BSAacn, o € NIP-
HEMA-BSAacn and the BSA hydration water (Stokes radius = 3.39nm)
form a hydrophilic barrier [71], which prevents the protein access to the
polymer matrix and favors the Cu?" interaction with the polymer. Re-
garding the IIP o), the reason for BSA exclusion is attributed to the
lower hydrophobicity of polymer, which prevents the retention of hy-
drated BSA but, as a collateral effect, the copper sorption becomes too
much low. Even though high exclusion percentage of BSA was obtained for
all polymers, the IP-HEMA-BSA 4, sorbent was the only one that pro-
vided at pH 4.75, similar signals for copper when preconcentrated in the
presence and the absence of BSA in solution, with simultaneous protein
exclusion. Therefore, a narrower pH range (4.00-5.00) was investigated so
that copper signal in the absence and presence of BSA is as close as pos-
sible. Fig. 11 shows that copper signal alone and Cu-BSA at pH 4.50 are
closer each other than that ones at pH 4.75, because the BSA protein at
pH < pHigp changes its structural conformation (N — F), thereby giving
rise to increase of the positive charge on BSA and lower interaction with
Cu?* ions. Therefore, pH 4.50 without buffer was selected as the optimal
pH value for further experiments.

3.7. Selectivity studies

From the selectivity studies, the IIP-HEMA-BSA acn; sorbent did not
exhibit selectivity for Cu®>* compared with NIP-HEMA-BSAxcn), once
values of k’ were lower than 1.0 (data not show) for binary mixture
Cu**/Cd**, Cu*” /Pb?* and Cu®*/Zn** due to the BSA external layer
non-selective interaction with competing cations via both —COOH and
N-terminal (a-NH,).
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Fig. 9. Effect of pH on Cu?* absorbance signal in the presence and absence of 0.50 gL~ BSA at pH 4.75, 7.45 and 9.40 without buffer using the IIP(ac, £cor), [TP-
HEMA(cwn, Ecomys IIP-HEMA-BSA acn, gcom @and NIP-HEMA-BSA(acn, polymers in flow injection preconcentration system. Conditions: mass of polymer: 50.0 mg;
concentration of Cu?* 100.0 pg L.™?; preconcentration volume: 20.0 mL; preconcentration/elution flow rate: 5.0 mL min~?; eluent: 1.00 mol L™ HCI.

Table 4 and Fig. S7 (supplemental material) shows the distribution
ratio (Kg), selectivity coefficient (k) and relative selectively coefficient
(k") for the ion-imprinted polymers [IIP(acn), IP-HEMA oyl and the
control non-imprinted polymers [NIP(qn), NIP-HEMA 4cx)], obtained
from the binary solutions of Cu®*/Cd**, Cu®*/Co®*, Cu?*/Fe",
Cu®* /Ni**, cu** /Pb** and Cu**/Zn* at 5.0 mgL~" concentration.

The relative selectively coefficient (k') value of each binary mixture
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shows that [IP(scn) have higher selectivity toward Cu®” ions than IIP-
HEMA (acny in the presence of the others divalent cations. It may be
attributed to the interaction between HEMA and Cu®* ion during the
synthesis, which interferes in the creation of imprinted cavities in IIP-
HEMA acny [20]. Additionally, k values for IIP scy) are larger than for
the NIP(scy; in the presence of Co®”, Fe*”, Ni** and Zn®", and lower
in the presence Cd>* and Pb**. It may be explained by the higher
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Fig. 11. Absorbance signal of the Cu® " preconcentration in the presence and
absence of 0.50 gL.”! BSA at pH 4.00, 4.50, 4.75 and 5.00 without buffer using
the IIP-HEMA-BSA sy polymer in flow injection preconcentration system.
Conditions: mass of polymer: 50.0 mg; concentration of Cu”** 100.0pgL™";
preconcentration volume: 20.0mL; preconcentration/elution flow rate:
5.0 mL min~’; eluent: 1.00 mol L' HCL

interaction between the C=S functional group (soft base) and soft acid
(cd?*, Pb*"), forming complex more readily than with borderline, or
hard acids, (Cu®*, Co?*, Fe®", Ni%>", Zn?"), according to hard-soft
acid-base classification of metal ions and ligands of Pearson [72]. Al-
though Cu®* belongs to the same classification as the ions Co**, Fe?*,
Ni** and Zn®*, the selectivity of IIP acx, towards Cu®* ions is ascribed
by the coordination-geometry and by the size of imprinted cavity,
whereas Go®*, Fe?", Ni>* and Zn?" ions have larger size than Cu®*
ion (71.0 pm) with ionic radius values of 88.5, 92.0, 83.0 and 88.0 pm,
respectively.

For final remarks, it is important to point out that sulfur ratio in the
polymers HP(ACN)/NIP(ACN) and IW'HEMA(ACN)/NIP-HEMA(ACN) ac-
cording to elemental analysis CHNS was the same, thereby allowing us
to attest once again that selectivity of 1TPycy, towards Cu®™ is attrib-
uted to imprinting effect without dependence of molar content of ATU.

4. Conclusion

This work revealed great dependence of Cu®* sorption with respect
to polarity of the porogenic solvent used during polymerization.
Polymers with higher porosity and hydrophilic characteristics were
obtained by using ACN compared with EtOH, and as consequence
provided higher Cu®* sorption. Cu-IIP(acn, can selectively retain Cu®*
ions more effectively than its respective non-imprinted polymer (NIP).
However, the imprinting effect decreases with the insertion of HEMA in
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Table 4

Distribution ratio (Kg), selectivity coefficient (k) and relative selectively coef-
ficient (k) values of Cu>* ion-imprinted polymer [1IP(scy), IP-HEMAcny] and
control non-imprinted polymer [NIP(scny, NIP-HEMA acn;] for different cations
(M%),

Binary mixtures Polymer Ka k k’
cu?* M2+

cu** /cd?” TP Ay 18.5 1.5 12.35 1.9
NIP(acn) 33.7 5.3 6.36
IIP-HEMA acn) 1471.4 628.5 2.34 0.9
NIP-HEMA acny 1215.1 469.9 2.59

Gii* 7€ P (acny 20.7 71 2.91 3.7
NIP(son) 37.3 47.8 0.78
IIP-HEMA acn) 258.7 429.0 0.60 1.2
NIP-HEMA e 384.3 733.0 0.52

Cu®* /Fe* TP acn) 29.2 347.5 0.08 2.8
NIP (A 47.7 1613.0 0.03
IIP-HEMA acn 1237.4 2071.2 0.60 21
NIP-HEMA xcny 1964.8 6856.5 0.29

Cu** /Ni** 1P acn) 17.4 8.8 1.98 4.7
NIPscny 21.8 51.4 0.42
IIP-HEMA acx) 454.2 206.7 2.20 0.6
NIP-HEMA s 948.5 243.8 3.89

cu®* /Pb** IPiacny 21.7 13.4 1.62 1.0
NIP(acny 37.1 221 1.68
1IP-HEMA acxy 258.7 429.0 0.60 12
NIP-HEMA xcn 384.3 733.0 0.52

Cu** /Zn** 11:70 12.9 7.6 1.70 71
NIP scny 21.4 90.0 0.24
IIP-HEMA (acx) 719.1 65.6 10.97 2.8
NIP-HEMA xcx 1283.9 331.6 3.87

the polymerization mixture, as well as with BSA coating. All polymers,
with and without RAM, are capable to exclude protein, but not all of
them can sorb Cu®” in the presence of BSA in solution. In this study,
1IP-HEMA-BSAacny was the most efficient polymer for simultaneous
Cu®" preconcentration and BSA protein exclusion in aqueous medium.
Therefore, as a final remark, we believe that this study greatly con-
tributed in the field of chemical imprinting technology with focus on
adequate combination of IIP and RAM properties to obtain a single
material capable of retaining metal ions with macromolecules exclu-
sion. Bearing in mind the promising results, our research group is en-
gaged in direct Cu®>* determination in biological fluids and food sam-
ples without matrix interference using an FIA-FAAS system.
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