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OLIVEIRA, Leandro Luan Gongalves. Sintese, Caracterizacdo e Aplicacdo de
Polimero lonicamente Impresso com Acesso Restrito para a Extracao/Pré-
concentracdo de Cd?* e Simultanea Exclusdo de Macromoleculas. 2020. 111 f.
Trabalho de obtencdo do titulo de doutor - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2020.

RESUMO

Um polimero ionicamente impresso com acesso restrito foi sintetizado e avaliado
como sorvente para a pré-concentracdo de Cd?* e simultdnea exclusdo de Acido
Humico (AH). O polimero impresso com acesso restrito foi avaliado usando os co-
mondmeros 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) assim como por meio do revestimento
da superficie com a albumina de soro bovino (BSA). Os sorventes sintetizados foram
caracterizados por Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Analise Elementar
CHNS, Andlise Termogravimétrica (TGA), analise textural, Swelling Effect (SE) e
molhabilidade. Ao comparar o IIP-HEMA com e sem recobrimento de BSA, o0s
resultados demonstraram que apesar de igualmente eficientes na exclusdo de acido
humico (AH), o IIP-HEMA-BSA ndo demonstrou seletividade para o Cd?* na
presenca de Pb?*, Cu?*, Ni**, Zn?** e Co?'. Apesar de seletivo, o polimero sem
cobertura hidrofilica 1IP néo foi capaz de excluir eficientemente o AH. Por outro lado,
a insercdo de HEMA foi suficiente para obter um polimero seletivo para o Cd?* e com
acesso restrito a substancia humica. Sob as condi¢cdes otimizadas de vazéo de pré-
concentracdo (7,5 mL mint), massa de adsorvente (100,0 mg), eluente (HNOs 2,0
mol L) e tampa&o tris-HCI (0,01 mol L) pH 8,70 o IIP-HEMA foi capaz de excluir 5,0
mg L de AH na presenca de Cd?*. Os limites de deteccéo e quantificacdo obtido
foram de 0,17 ug L* e 0,56 pg L, respectivamente, para uma faixa linear de 0,56-
50,0 pg L. Outros parametros analiticos do método incluem o fator de pré-
concentracdo (37 vezes), indice de consumo (0,54 mL), eficiéncia de pré-
concentracdo (13,1 min?t) e frequéncia analitica (21 ht). A precisdo do método foi
avaliada em termos de repetibilidade intra (n=10) e inter dia (n=2) e o desvio padréo
relativo obtido em dois niveis de concentracdo na presenca e auséncia de AH foram
menores que 4,68 %. A exatiddo do método foi realizada por meio de testes de
adicao e recuperacdo em amostras de agua naturais em dois niveis de concentracéo
obtendo porcentagens de recuperacéo na faixa de 92,0-108,7%. Para demonstrar a
aplicabilidade do método, o polimero foi aplicado satisfatoriamente para a
determinacdo de cadmio em amostras de alimento (linhaca, 301,8+15,3, 278,3+11,7
e 953,6+38,6 ug kg, fitoterapico (Ginkgo biloba, 221,2 + 5,8 ug kg?) e cigarro (77,9
+ 6,3 ug kg?). Em todos os casos, as recuperagdes confirmaram a confiabilidade do
método proposto. A exatiddo do método foi verificada também pela determinacéo de
cadmio no material certificado TORT-2 (hepatopancreas de lagosta).

Palavras-chave: polimero ionicamente impresso; material de acesso restrito;
cadmio; acido humico; espectrometria de absorcédo atbmica em chama.
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ABSTRACT

A restricted access cadmium ion-imprinted was synthesized and evaluated as a
sorbent for Cd?* preconcentration with simultaneous exclusion of humic acid (HA).
Restricted access medium-ion imprinted polymer was assessed by using the co-
monomer 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) as well as by surface coating with
bovine serum albumin (BSA). A set of techniques were used for sorbent
characterization including, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),
Scanning Electron Microscopy (SEM), CHNS elemental analysis, Thermogravimetric
Analysis (TGA) and textural analysis to obtain textural data, swelling effect analysis
(SE) and wettability. 1IP modified with HEMA and IIP modified with HEMA-BSA,
compared with 1IP showed better performance in binding Cd?* and simultaneous HA
exclusion. The obtained results demonstrate that IIP-HEMA with and without BSA
coating were equally efficient in the exclusion of humic acid (AH), although IIP-
HEMA-BSA showed no selectivity for Cd?* in the presence of Pb?*, Cu?*, Ni?*, Zn?*
and Co?*. In spite of selective, the polymer without hydrophilic cover was not able to
efficiently AH exclusion. On the other hand, the HEMA insertion was sufficient to
obtain a selective polymer with restricted access for Cd?* determination in the
presence of AH. Under optimized conditions, preconcentration flow rate (7.5 mL min
1), sorbent mass (100.0 mg), eluent (2.0 mol L** HNO3) and tris-HCI buffer (0.01 mol
L-1) pH 8.70 the IIP-HEMA was able to exclude 5.0 mg L™ of AH in the presence of
Cd?*. Other figures of merit include the preconcentration factor (37-folds),
consumption of index (0.54 mL), preconcentration efficiency (13.1 min?) and
analytical frequency (21 h't). The precision of the method was evaluated in terms of
intra-day (n=10) and inter-day (n=2) repeatability and the relative standard deviation
obtained by two-level concentration in the presence and absence of HA was less
than 4,68 %. The accuracy was performed by addition and recovery tests of Cd?* in
real water samples in two-level concentration, obtaining recovery percentages in the
range of 92,0-108,7%. To demonstrate the applicability of the method, the polymer
was applied satisfactorily for cadmium determination in food (linseed, 301.8+15.3,
278.3+11.7 and 953.6+38.6 ug kg*), herbal medicines (Ginkgo biloba, 221.2 + 5.8 ug
kg?) and cigarette samples (77.9 + 6.3 pg kg?). In all cases, the spike recoveries
confirmed the reliability of the proposed method. Moreover, the accuracy was
successful attested by analysis of certified reference material TORT-2 (lobster
hepatopancreas).

Key words: ion imprinted polymer; restricted access material; cadmium; humic acid,;
flame atomic absorption spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Cadmio é conhecido como um dos elementos mais toxicos e de efeitos
indesejaveis a saude humana, uma vez que ndo possui nenhuma funcao fisiologica
no organismo humano. As principais fontes de exposi¢cdo humana ao cadmio, séo a
agua e os alimentos, sobretudo pela atividade humana e industrial [1]. Diversos
estudos no ultimo século mostram a conexdo entre a intoxicacdo por cadmio e a
ocorréncia do chamado ltai-ltai ou doi-doi, que € a denominacdo da traducdo da
expressao “ouch-ouch” que significa dor nos ossos. Com uma combinacdo de
osteomalacia e a osteoporose, Itai-Itai € a doenga crénica mais severa causada pela
ingestdo prolongada do cadmio [2,3]. Caracterizada por mudltiplas fraturas
espontaneas causadas pela substituicdo do calcio pelo cadmio na estrutura 6ssea, €
responsavel pelo baixo grau de mineralizacdo 6ssea nos portadores desta doenca
[4-7].

Os Estados Unidos na tentativa de reduzir os niveis de exposi¢cao mensal ao
cadmio criou a unido entre a Food and Agriculture Organization e World Health
Organization (FAO/WHO) [8] que estabelece um nivel maximo permitido de
concentracdo de 4,6 ug kg™ para a ingestdo mensal de cadmio por uma pessoa
adulta. Para as aguas destinadas ao consumo humano, segundo as diretrizes da
U.S. Department of Health and Human Services [9] o valor maximo permitido para o
cadmio em &gua doce é de 1,0 pug L™, enquanto que na European Comission (EC)
[10] e US Environmental Protection Agency (EPA) este valor é de 5,0 pg L™ [11].
Segundo a WHO, a concentracdo de cadmio em agua potavel deve ser menor que
3,0 ug L™ [12]. Além disso, agéncias internacionais como a International Agency
Research for Cancer (IARC) [13] classifica o cadmio e seus compostos como

carcinogénicos, com evidéncias suficientes da relacdo entre o cancer de pulmao
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(inalacédo), rim, figado e proéstata (ingestao).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) a partir das
resolucdes n°® 357 de 17 de marco de 2005 e a n° 396 de 3 de abril de 2008 que
dispdem sobre as condicbes e padrdo de qualidade da agua superficial e
subterranea destinadas ao consumo, estabelecem valores maximos permitidos de
1,0 ug L e 5,0 ug L™, respectivamente [14,15].

Deste modo, o desenvolvimento de novos métodos analiticos para a
quantificacdo de cAdmio em amostras alimenticias e Agua € uma importante area de
pesquisa para que agéncias regulamentadoras e érgaos de saude possam monitorar
a concentracdo de cadmio em diferentes matrizes [16]. Nesse sentido, a
Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Chama (FAAS) tem sido amplamente
empregada no monitoramento e quantificacdo de metais pesados. No entanto, a
quantificacao direta de cAdmio em amostras complexas sem o tratamento prévio é
muitas vezes um desafio, devido a falta de detectabilidade de metais em niveis traco
(ug L) e ao efeito de matriz pela presenca de matéria organica natural (NOMs) em
amostras ambientais. A presenca de macromoléculas podem resultar em limitacdes
instrumentais, sobretudo pela formacdo de fuligem no queimador, prejudicando o
sistema e diminuindo a intensidade de sinal analitico [17,18].

Componentes comum da NOMs, os &cidos humicos (AH) sdo formados a
partir da degradacdo da matéria organica (vegetal e animal), e geralmente
encontrados em aguas naturais em uma faixa de concentracdo que pode variar de
0,1 a 100,0 mg L. Com um grande nimero de grupos organicos funcionais e
potencial para a complexagdo com uma variedade de metais, a substancia humica
tem sido um dos grandes obstaculos para a quantificacdo direta de metais em

amostra de aguas naturais [19]. Dessa forma, o preparo de amostra por meio de
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etapas de extragdo e pré-concentracdo é frequentemente necessario para tornar a
matriz compativel com a técnica analitica [20,21,22].

Assim, para minimizar o efeito de interferéncia da substancia huamica,
tratamento da amostra baseado em processos de precipitacdo ou por decomposi¢cao
prévia da matriz organica empregando procedimentos de mineralizacdo em blocos
digestores ou digestdo assistida empregando condi¢cdes drasticas de temperatura,
pressdo e elevado consumo de acidos em meios fortemente oxidantes, sdo os
métodos mais empregados para a analise de metais [23,24]. Além de complexa, a
decomposicdo da matriz € demorada, muitas das vezes ineficientes para extrair os
metais e eliminar os interferentes, além de suscetivel a perda do analito e
contaminagao [25,26].

Sendo assim, os métodos de pré-concentracdo do analito baseado em
Extracdo em Fase Sdlida (SPE) para o clean-up de amostras complexas e
simultanea extragdo do analito de interesse tém se tornado uma alternativa aos
procedimentos de mineralizagdo [27,28]. Mesmo assim, a maioria dos sorventes
comerciais de SPE convencionais, como o C18, resinas de troca catibnica e
aniénica, nanotubos de carbono (CNT) e carvao ativado ndo sdo seletivos e retém
grande quantidade da matriz e ainda apresentam baixa reusabilidade. Uma vez
retidas sobre a superficie do sorvente as substancia humicas impossibilitam a
regeneracao do material, obstruindo os sitios de ligacdo do sorvente levando a falta
de precisdo e exatiddo do método [29]. Deste modo, busca-se desenvolver novos
materiais sorventes com a capacidade de reter seletivamente o analito e excluir as
macromoléculas da amostra em uma Unica etapa. Os Polimeros lonicamente
Impressos (IIP) ou Molecularmente Impressos (MIP) tem ganhado grande atencédo

nos ultimos anos devido a seletividade que apresentam [30-32]. Estes sdo materiais
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poliméricos sintéticos com sitios de reconhecimento seletivo para o analito [33,34].
Os polimeros impressos sédo obtidos pela interacdo do ion ou molécula molde
(template) com o mondémero funcional. Posteriormente realiza-se a adi¢cdo do agente
de ligacdo cruzada, que possui a funcdo de atribuir rigidez a matriz polimérica
(reticulacdo das cadeias). Ao término da polimerizagdo o template é retirado,
obtendo cavidades seletivas em forma e tamanho para o template [35,36]. A
natureza da seletividade depende da carga e raio ibnico do metal, da sua afinidade
com os grupos funcionais do monémero, além do namero e tipo de geometria de
coordenacgao entre monoémero e metal [37,38].

Embora os polimeros impressos sejam seletivos, compostos organicos
podem ser adsorvidos sobre a superficie do polimero, interferindo nas propriedades
de reconhecimento e, como consequéncia, diminuindo sua seletividade [29]. Uma
estratégia interessante para utilizar os polimeros impressos baseia-se na
modificacdo quimica da superficie com comondmeros hidrofilicos, obtendo em um
Unico material seletividade e eficiencia na exclusdo de macromoleculas, originando
0s polimeros quimicamente impressos com acesso restrito [39], denominados de IIP-
RAM ou MIP-RAM. Para obtencdo destes materiais, geralmente empregam-se
comonémeros  hidrofilicos, assim como o (glicidilmetacrilato  (GMA),
hidroxietilmetacrilato (HEMA), glicerolmonometacrilato (GMAA) e
gliceroldimetacrilato (GDMA) ou ainda por meio do revestimento protetivo da
superficie do polimero com a albumina de soro bovino (BSA) [40,41]. A Figura 1

apresenta os comondmeros hidrofilicos comumente utilizados na modificacao

guimica.
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Figura 1. Estrutura quimica dos comondmeros hidrofilicos utilizados como

modificadores para a obtencédo de materiais com acesso restrito.

(v Y

Glicidil monometacrilato (GMA) Hidroxietilmetacrilato (HEMA)
9 OH
JKK )\’( O\)\/O
Ho/ﬁ/\o
OH 0 0
Glicerol monometacrilato (GMAA) Glicerol dimetacrilato (GMAA)

Os sorventes baseados em materiais de acesso restrito permitem a injecéo
direta e repetitiva de amostras bioldgicas e ambientais na coluna sem o tratamento
prévio [42]. A capacidade de excluir macromoléculas pode ser resultado de
processos ocasionados por barreira de difuséo fisica (baseada no tamanho do poro),
barreira de difusdo quimica e em outras situagcdes ambos os impedimentos podem
ocorrer [43,44]. A exclusdo por meio de barreira quimica tem sido a estratégia mais
utilizada. Neste caso, a insercdo do comonémero contendo grupos hidrofilicos e/ou
ancoramento da BSA reduz significativamente a retencdo das macromoléculas
presentes na matriz amostral. Assim, quando o pH do meio é maior que o ponto de
carga zero da superficie do material e da substancia organica, ambos se encontram

carregados negativamente causando a repulsdo eletrostatica, responsavel pela
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exclusdo das macromoléculas e a retengcdo preferencial do analito nos sitios de
seletividade [45-48].

Embora eficientes na remoc¢ao das macromoléculas da amostra, os materiais
com acesso restrito sado caracterizados por apresentarem seletividade limitada [49].
Portanto, a combinacdo das propriedades seletivas dos polimeros IIP e MIP e de
acesso restrito dos materiais RAM em um Unico polimero tém sido considerada uma
excelente abordagem para obter sorventes capazes de reter seletivamente o analito
e evitar, simultaneamente a adsor¢cdo das macromoléculas em um Unico material
[50-53].

Apesar das vantagens acerca dos polimeros impressos com acesso restrito,
sdo ainda pouco relatados na literatura, indicando que o estado de arte ainda é
incipiente. Apesar da vantagem que a estratégia oferece, dados da literatura
apontam majoritariamente, que materiais de acesso restrito tém sido amplamente
empregados aos polimeros molecularmente impressos (MIP-RAM) e acoplados a
sistemas cromatograficos [47,48] com énfase no clean-up de amostras de interesse
clinico e ambiental sem a necessidade do tratamento prévio da amostra [54,55]. A
Figura 2 mostra a diferenca significativa no emprego dos polimeros MIP-RAM e
principalmente [IP-RAM como adsorventes de SPE em estudos de

extracao/préconcentracdo do analito e exclusdo de macromoléculas.



17

Figura 2. Porcentagem de trabalhos publicados de polimeros RAMs (1987-2018),

MIP (1989-2018), IIP (1991-2018), MIP-RAM (1999-2018) e IIP-RAM (2013-2018).
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Palavras chave: “lon Imprinted Polymer”, “Molecularly Imprinted Polymer”, “Restricted Access
Material”’, “Restricted Access Material and Molecularly Imprinted Polymer” e “Restricted Access
Material and Molecularly Imprinted Polymer” (pesquisa refinada).

De acordo com a base de dados do Web of Science, 69 manuscritos sao
relacionados aos polimeros de impressdo com acesso restrito. Destes, apenas trés
estdo diretamente relacionados com IIP-RAM, sendo que, dois destes trabalhos,
foram recentemente publicados por nosso grupo de pesquisa [51,56,57]

O primeiro a propor um material MIP-RAM que associa as caracteristicas de
impressdo e acesso restrito em um Unico material foi Haginaka e colaboradores
(1999). A impresséao dos polimeros, criada para (S)-naproxeno foi obtida utilizando o
4-vinilpiridina como mondmero funcional. A adicdo de uma mistura de comondémeros
hidrofilicos, glicerolmonometacrilato (GMAA) e gliceroldimetacrilato (GDMA) foram
utilizados para a formacdo da camada hidrofilica em torno do MIP. O polimero

modificado foi capaz excluir a BSA sem alterar a seletividade do MIP [45].
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Consequentemente, o desenvolvimento de novos materiais MIP-RAM tem
ganhado destaque pela injecdo direta de amostras complexas sem qualquer
tratamento prévio para eliminar as macromoléculas da matriz. Para evitar o pré-
tratamneto off-line e a precipitacdo de proteinas na coluna cromatogréafica, Xu et al.
(2010) desenvolveu um polimero MIP-RAM como pré-coluna (Switching Column)
para a determinacdo de sulfonamidas em amostras de leite. Por um processo
conhecido como iniferter (initiator-transfer-agentterminator), acido metacrilico (MAA)
e glicidilmetacrilato (GMA) foram enxertados sucessivamente na superficie da silica
para formar a cavidade de impressao e 0 acesso restrito na superficie do polimero,
respectivamente. As propriedades restritivas foram obtidas com a abertura do anel
epdxi do GMA [54].

A capacidade de revestir a superficie de polimeros seletivos com material
hidrofilico e evitar a adsorcao de proteinas criando uma barreira quimica levou ao
desenvolvimento de revestimentos protetivos. O ancoramento de proteinas ao redor
do polimero tem sido aplicado com sucesso em materiais de acesso restrito com
grande capacidade de exclusdo de macromoléculas, principalmente pelo
revestimento da albumina do soro bovino (BSA) para a separacdo de material
proteico de amostras de plasma humano com o objetivo de diminuir o consumo e a
manipulacdo da amostra, além do tempo de analise por meio da injecédo direta da
amostra [53,58].

Moraes e colaboradores (2013) realizaram a sintese de um polimero MIP-
RAM-BSA para clorpromazina visando o clean up online de macromoléculas em
amostras de plasma humano. Segundo os autores, quando o glicerol dimetacrilato
(GDMA) e hidroxietiimetacrilato (HEMA) foram utilizados como comondmeros

hidrofilicos, apenas 84,0% das proteinas foram excluidas da amostra, enquanto que
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o revestimento da albumina do soro bovino (BSA) possibilitou a exclusdo de 99,7%
das proteinas [59]. Em outros estudos, MIP foram revestidos com BSA
demonstrando excelente desempenho na extracdo de ivermectina, antidepressivos
triciclicos e serotonina em amostras de carne e plasma humano, respectivamente,
com exclusdo simultanea das macromoléculas [49,60-61].

No que concerne os estudos dedicados a sintese de IIP-RAM, dados da
literatura sdo muito escassos. Dos poucos estudos publicados, tem-se o relatado por
Cui e colaboradores [51], do qual as cavidades de impressdo do polimero IP-RAM
sintetizado foi baseado em uma rede de poli(MAA) para extracdo seletiva de Cu?* e
exclusdo de macromoléculas em amostras de urina e soro humano. Neste estudo,
nado foram utilizados comondmeros hidrofilicos e/ou BSA, para confirmar a natureza
do material de acesso restrito. Mais recentemente, nanotubos de carbono (CNT)
revestidos com a BSA tém sido propostos como materiais eficientes para a excluséo
de macromoléculas e sorcdo de cadmio e chumbo em amostras bioldgicas,
resultando em um material com acesso restrito denominado RACNT-BSA. O
revestimento da BSA foi realizado por interconexdo dos grupos amino da proteina
usando glutaraldeido como agente de ligacdo cruzada. Segundo os autores, apesar
de carregada negativamente, a densidade de carga da BSA nao é suficientemente
densa para causar a retencéo dos ions Cd** e Pb?* que podem penetrar através das
cadeias peptidicas da cobertura ocorrendo um processo de adsorcdo pela
incorporacao preferencial dos ions no CNT e simultdnea exclusdo das proteinas.
Nenhum estudo acerca do efeito do revestimento biocompativel da BSA sobre a
sorcdo competitiva de Cd** e Pb* na presenca de fons interferentes foi avaliada

[62,63].
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou um estudo pioneiro
dedicado a preparacdo de IIP-RAM para extracdo seletiva de Cu®* e exclusdo
simultdnea da BSA. Neste estudo, Suquila e colaboradores (2018) sintetizaram um
sorvente de aliltioureia (ATU) impresso para cobre na presenca de HEMA e
revestido com BSA para a exclusdo de proteinas. O efeito dos solventes
porogénicos (etanol e acetonitrila), além da modificacdo quimica do IIP com HEMA
e/ou revestimento da BSA foram detalhadamente investigados sobre a capacidade
de retencédo do Cu?" e exclusdo de proteinas [56]. Portanto, de acordo com o
exposto e tendo em vista os poucos trabalhos da literatura sobre o desempenho de
materiais 1IP-RAM para a pré-concentracdo de ions e exclusdo de macromoléculas,
0 presente estudo trata, pela primeira vez, da investigagdo e modificacdo de
polimeros com acesso restrito de poli(ATU) para a sorcdo seletiva de Cd** na
presenca de &cido humico, como macromolécula. O papel do comonémero HEMA e
do ancoramento da BSA nas propriedades seletivas de sorcdo do material foi
avaliado em detalhes pela sintese dos polimeros IIP, IIP-HEMA e [IP-HEMA-BSA.
Os polimeros foram sintetizados e caracterizados por analise de Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Analise
Termogravimétrica (TGA), Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV), Analise
elementar CHNS e analise textural, além de estudos de Swelling Effect e
Molhabilidade. Os polimeros foram caracterizados e avaliados na presenca da
substancia humica para o desenvolvimento de um método online de pré-
concentracdo de Cd** e clean-up de AH em diferentes amostras de &agua
empregando um sistema (FIA-FAAS) constituido de um sistema de Injecdo em Fluxo

(FIA) acoplado & Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama (FAAS). ions Cd?*
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foram empregados como template para avaliar a capacidade de impresséo do IIP-

RAM devido a sua toxicidade e potencial de bioacumula¢do no organismo humano.

2. EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou HPLC. Nitrato de
cadmio tetrahidratado (Cd(NOs3),.4H,0, pureza 98-103%), etileno glicol dimetacrilato
(EGDMA, pureza 98%), 2,2’- azobisisobutironitrila (AIBN, pureza 98,0%), N-
aliltioureia (ATU, 98%), acido humico (HA), albumina do soro bovino (BSA, 98%),
glutaraldeido (25% (v/v) em agua); borohidreto de sodio (NaBH,4, 98%), biftalato de
potéssio (CgHsKO,4, 99%), carbonato de sodio (Na,COs3, 99,5%), brometo de potéssio
(KBr,99%) e acetonitrila grau HPLC (ACN, 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®
(Steinheim, Germany). O acetato de sédio (CH3COONa, 99%), dihidrogenofosfato de
s6dio monohidratado (NaH,PO4.H,O, 98%), cloridrato de tris-(hidroximetil)
aminometano (NH,C(CH,OH)3.HCI, 99%) e 2-hidroxietiimetacrilato (HEMA, purity
98%) foram adquiridos da Vetec® (Rio de Janeiro, Brazil), JTBaker® (Ecatepec,
Mexico), Merck® (Darmstadt, Germany) e Acros Organics® (Morris Plains, NJ, USA),
respectivamente. Solucées de Cd**, Pb**, Cu?*, Co?*, zn®* and Ni** foram
preparadas com apropriadas diluicées a partir de solucdes padrdo de 1000,0 mg L™
da Quimilab (Jacarei, SP, Brazil). Todas as solu¢des padrao foram preparadas com
apropriada diluicdo da solucdo estoque com agua ultrapura (18.2 MQ cm) obtida de
um sistema de purificacdo ELGA® PURELAB (Woodridge, IL, USA). Solucdes
tampdo CH3COONa/CH3COOH (pH 5,70), fosfato (pH 6,70) e tris-HCI (pH 8,70 e

9,70) em diferentes concentra¢des foram utilizadas durante todos os experimentos.
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2.2. Sintese dos polimeros
2.2.1. Sintese dos polimeros IIP e IIP-HEMA

Para a sintese do IIP, 0,5 mmol (154,2 mg) de Cd(NO3),4H,0 (template) e
2,5 mmol (296,4 mg) de ATU (monbémero) foram dissolvidos em 10,0 mL de
acetonitrila (solvente porogénico). Na sequéncia, 30,0 mmol (5,8 mL) do agente de
ligacdo de cruzada EGDMA e 0,6 mmol (102,0 mg) do iniciador radicalar AIBN foram
adicionados a solucdo. A solugéo foi purgada com nitrogénio por 5,0 min e o frasco
reacional foi selado e mantido em banho de 6leo a 60°C por 24 horas. A sintese do
lIP-HEMA foi realizada de maneira similar ao polimero IIP, porém com a adi¢do de
5,0 mmol (600,0 pL) do co-mondmero HEMA. Os polimeros sem impressao quimica
(controle), NIP e NIP-HEMA também foram sintetizados e obtidos de maneira similar
sob as mesmas condigcbes na auséncia do ion template. Ap6s a sintese, 0s
polimeros obtidos foram lavados com &gua ultrapura para a remoc¢éo do excesso de
solvente, seco, triturado e peneirado para obter um tamanho de particulas entre 106-
150 um. Para a remocdo dos ions Cd*" da rede polimérica, os materiais foram
sucessivamente lavados com HCl 2,0 mol L™ e o efluente monitorado por
espectrofotometria de absorcdo atbmica em chama. Apos a remocéao do template os
materiais foram lavados com agua ultrapura para a remocao do excesso de HCI da

superficie dos polimeros.

2.2.2. Ancoramento da BSA na superficie do polimero IIP-HEMA

Baseado em trabalhos anteriores [59], o ancoramento da BSA foi realizado
empacotando 500,0 mg do polimero hidrofilico 1IP-HEMA (particula entre 106-150
mm) em uma minicoluna e acoplada em modo in-line a um sistema de Analise por

Injecdo em Fluxo (FIA). Inicialmente, foram percolados pela minicoluna 20,0 mL de
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uma solucéo de BSA 1,0 % (m/v) preparado em tampé&o fosfato 0,05 mol L™ pH 6,00
e 5,0 mL de glutaraldeido 25% (v/v). Ap6s 5h de contato com a solugdo de
glutaraldeido, 10,0 mL de borohidreto de sédio a 1,0% (m/v) foram percolados pelo
polimero e a minicoluna foi mantida em contato com a solugdo por 2 horas. O
polimero obtido com revestimento proteico |IP-HEMA-BSA foi entdo lavado
sucessivamente com agua ultrapura por 30 min e o polimero mantido sob
refrigeracdo a 4°C. Todas as solucdes, BSA, glutaraldeido e NaBH, foram
percolados através da minicoluna acoplada ao sistema FIA a uma vazao 1,0 mL min”
!, A Figura 3 apresenta o esquema da sintese dos materiais IIP, IIP-HEMA e IIP-

HEMA-BSA.

Figura 3. Representacdo esquematica da sintese dos polimeros IIP, IIP-HEMA e IIP-

HEMA-BSA.
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2.3. Instrumentacdo e Caracterizacdo dos Polimeros
2.3.1. Espectroscopia na regido do Infravermelho (FT-IR)

Os espectros de infravermelho dos polimeros foram registrados utilizando a
Espectroscopia na regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
modelo Shimadzu® 8300 Fourier (Kyoto, Japao) operando em modo de transmissao
na faixa de 4000-400 cm™ (empregando pastilhas de KBr). Para a obtencdo das
pastilhas, brometo de potassio (KBr) foi previamente seco em mufla a
aproximadamente 600°C durante 24 horas, sendo posteriormente homogeneizado
com auxilio de almofariz e pistilo. Com o auxilio de um molde evacuéavel para
pastiihamento (Evacuable KBr & Briquetting Pellet Dies), a mistura obtida foi
prensada manualmente e compactada uniaxialmente na forma de pastilhas (discos)

com diametro de 13 mm e imediatamente analisadas.

2.3.2. Analise textural (Area superficial, Tamanho e Volume de poros)

A é&rea superficial especifica, os tamanhos médios e volumes de poros dos
polimeros foram realizados por meio da sor¢cdo de nitrogénio utilizando o
equipamento Quantachrome® Nova 1200e (Boynton Beach, Flérida, EUA). Para a
realizacdo desta analise os polimeros foram secos a 120 °C por 4 horas sob vacuo
para remocao de agua fisicamente adsorvida nos materiais. Aos dados obtidos
foram aplicados o modelo matemético de BET (Brunauer-Emmett-Teller) para
determinacdo da area superficial, enquanto que o tamanho médio dos poros e o
volume de poros dos polimeros foram estimados por meio do modelo de BJH

(Barrett-Joyner-Halenda).
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2.3.3. Morfologia e Composicao Elementar (MEV e EDS)

A morfologia dos polimeros e a presenca de Cd** e S nas cavidades
seletivas criadas na estrutura da rede polimérica foram verificadas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) combinada com a Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS), respectivamente, utilizando o equipamento da Quanta-200
(Philips-FEI, Amsterdam, Holanda). Para a obtencdo das imagens de MEV, o0s
polimeros foram revestidos com uma fina camada de ouro (30 nm) por pulverizagédo
utilizando um equipamento Bal-Tec SCD Sputter Coater (New York, EUA). As
micrografias dos polimeros foram obtidas com escala de ampliacdo de 70 e 30000
vezes. Para verificar qualitativamente o teor aproximado de oxigénio, enxofre e
cadmio por EDS os materiais foram previamente revestidos com carbono com o
apoio de um sistema de aspersdo Leica® SCD (Wetzlar, Alemanha). A distribuicdo
elementar e 0s mapeamentos dos atomos obtidos para o espectro de energia vs

contagem relativa de raio-X foram realizadas com escala de 2,0 um.

2.3.4. Anélise Elementar CHNS

A gquantificacdo dos teores de carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre nos
materiais, assim como a porcentagem de conversao de monémero, comondémero e
agente reticulante obtida apés a sintese dos polimeros foram determinados usando
um analisador elementar PerkinElImer® 2400 series-Il CHNS analyzer (Waltham,
MA, EUA) utilizando L-cistina como padrdo. A combustdo de 2,0 mg de cada
polimero realizada em atmosfera de oxigénio puro e 0s gases resultantes

guantificados utilizando um detector de condutividade térmica (TCD).
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2.3.5. Andlise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico dos polimeros foi investigado por Analise
Termogravimétrica (TGA) usando um equipamento Perkin Elmer® TGA 4000
(Waltham, MA, EUA). Para a andlise, aproximadamente 15,0 mg de polimero foram
aquecidos na faixa de temperatura de 30,0 a 900,0°C a uma taxa de agquecimento

de 10,0 °C min™ sob um fluxo de nitrogénio constante de 20,0 mL min™.

2.4. Avaliagcdo do Efeito da Hidrofilicidade dos Polimeros
2.4.1. Ensaios de Molhabilidade

O grau de molhabilidade dos polimeros foi realizado por meio do contato de
agua ultrapura na superficie dos polimeros utilizando o método da gota séssil. Para
isso, 30,0 mg de cada polimero foram uniaxialmente compactados em forma de
disco circular com um diametro de 13,0 mm. Em seguida, a gota de &gua
(aproximadamente 1,3 yL) foi colocada cuidadosamente sobre as superficies de
cada polimero com o auxilio de uma micro-seringa. As imagens foram capturadas no
plano transversal com uma camera comum de 13 megapixels, colocada sobre um
suporte de metal. As imagens capturadas foram tiradas imediatamente apds o

contato da gota com a superficie do polimero em diferentes intervalos de tempo.

2.4.2. Swelling Effect (SE)

A fim de comparar a hidrofilicidade dos materiais IIP, [IP-HEMA, IIP-HEMA-
BSA, 100,0 mg de cada polimero (massa seca) foram mecanicamente agitados com
10,0 mL de &gua ultrapura (pH 6,80) por 24 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, os materiais foram filtrados em membrana de 0,45 uym (Nylon®) sob

vacuo e pesados (massa umida). A razdo entre as massas iniciais e finais de cada
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polimero foram utilizados para calcular o efeito de inchaco, conforme apresentado na

Equacéo (1) [64]:

Massag,,iq, — Massa
SE = fmida 52 % 100% 1)
Massagecq

2.5. Ponto de carga zero (pcz)

O ponto de carga zero (p.;) dos polimeros IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA
foi determinado por titulacdo potenciométrica. A titulacédo foi realizada em um frasco
de erlenmeyer contendo 15,0 mg de cada polimero em 20,0 mL de NaOH 0,01 mol
L. O pH do meio foi ajustado para 11 com NaOH 0,1 mol L™ antes da titulag&o.
Utilizando uma bureta de 50,0 mL cada polimero foi titulado com solu¢do de HCI
0,01 mol L™ na presenca de fenolftaleina como indicador. As solucdes de HCI e
NaOH, foram padronizadas com carbonato de sodio (Na,COs3) e biftalato de potéssio

(CgHsKOy), como padréo primario, respectivamente.

2.6. Estudos de Seletividade

O efeito de impressao criado durante a sintese dos polimeros foi investigado
com estudos de sorcdo competitiva utilizando solucdes binarias contendo fons Cd**
e fons concomitantes. Os experimentos foram realizados em batelada agitando 50,0
mg de cada polimero (IIP, IP-HEMA, IIP-HEMA-BSA, NIP, NIP-HEMA e NIP-HEMA-
BSA) em 50,0 mL de uma solucdo binaria (1:1) contendo 1,0 mg L™ de Cd**/Ni*",
Cd*/zn**, cd*ICu?, Cd*/Co** e 5,0 mg L* de Cd*/Pb* sob as condicées
otimizadas do método (tampéao tris-HCI pH 8,70). Apdés 25 min de agitacdo, a
solucao binaria foi centrifugada e o sobrenadante analisado por FAAS. O coeficiente

de distribuicdo (K4) de cada fon obtido para os polimeros impressos e ndo impressos
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foram determinados de acordo com a Equacgéao (2), utilizando a concentragao inicial

e final (C; e Cy), o volume da solucao (V) e a massa de sorvente (M).

L G—C vV (ml)
TG M @

A partir dos valores de Ky para cada polimero na presenca do ion
concomitante (M?*), os coeficientes de seletividade (k) e de seletividade relativo (k')
foram calculados de acordo com as Equacdes (3) e (4). Os valores do k' foram
obtidos pela comparagéao entre IIP/NIP, IIP-HEMA/NIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA/NIP-

HEMA-BSA [65].

) _ Kq(Cd*h)
(Cd2+/M2+)IIP50uNIPs B W )
k(cd2+/M2+)IIPS (4)
~ kcazt/mry g

2.7. Sistema FIA-FAAS desenvolvido para a extracdo/pré-concentragcdo online
de Cd?* com simultanea exclusdo de AH

O sistema FIA-FAAS composto basicamente por uma bomba de propulséo
de liquido, um sistema de injecdo e um detector foi construido por um sistema de
Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) combinado por um injetor comutador construido
em acrilico, operando em duas etapas diretas (amostragem e injecdo), além de uma
bomba peristaltica GILSON® Minipuls Evolution (Middleton, Wi, EUA), equipada com

tubos de Tygon® conectados a tubos de polietileno de 0,8 mm de diametro interno
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para realizar a propulséo das solu¢des. Uma minicoluna (2,2 cm x 0,9 cm) recheada
com o material polimérico foi diretamente posicionada no lugar da alca de
amostragem do injetor comutador.

O sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA) foi acoplado a um
Espectrometro de Absorcdo Atdmica em Chama (FAAS) Shimadzu® AA-7000
(Téquio, Japdo) equipado com lampada de catodo oco de cadmio (Hamamatsu
Photonics, K.K) com fonte de radiacdo de 13,0 mA operando no comprimento de
onda de 228,8 nm e com largura de banda espectral de 0,5 nm para a determinacao
online do Cd*". Para a correcdo de fundo (background) o FAAS foi equipado com
uma lampada de deutério. A chama foi composta por uma mistura de acetileno e ar
comprimido com uma vaz&o constante de 2,0 e 15,0 L min™, respectivamente.

Nesse sistema, todas as amostras e padroes foram submetidos exatamente
ao mesmo tempo de pré-concentracdo e a um rigoroso controle da geometria de
fluxo e extensdo do percurso analitico (ponto de injecao até o detector), e, portanto,
a etapa de amostragem foi realizada sem a necessidade de alcancar o equilibrio de
sorcdo Cd**-superficie, diminuindo assim, o tempo de andlise. A etapa subsequente,
de eluigdo do analito, foi avaliada de modo a maximizar a eficiéncia de remocéo do
analito da superficie dos polimeros. Dessa forma, os parametros criticos de pré-
concentracéo e eluicdo foram investigados para obter as melhores condi¢des para a
determinacao online de Cd** e exclus&o de AH utilizando o sistema FIA-FAAS.

O sistema FIA-FAAS operando em linha Unica, do inglés Single-line mode,
foi configurado em duas etapas: uma denominada de etapa de amostragem (sor¢cao
do Cd*) e outra, realizada pela comutacdo do injetor, conhecida como etapa de

injecdo da amostra (eluicdo). A Figura 4 ilustra o sistema FIA-FAAS desenvolvido.



Figura 4. Representacao ilustrativa do sistema FIA-FAAS desenvolvido para a pré-
concentracdo de Cd** e simultanea exclusdo de AH.
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O procedimento inicia com a percolacéo de 20,0 mL de padrao ou amostra
tamponada em Tris-HCI 0,01 mol L™ (pH 8,7) através da minicoluna contendo 100,0
mg do polimero a uma vazdo de 7,5 mL min™t. Entdo, o injetor é comutado e
posicionado a etapa de injecdo da amostra, onde o analito retido sobre a superficie é
eluido por meio de solucdo HNO3 2,0 mol L™ a uma vazdo constante de 5,0 mL min®
!, O analito retido é transportado através do percurso analitico em direcdo ao
sistema de nebulizagdo onde é direcionada a chama e monitorado em 228,8 nm. A
etapa de eluicdo foi posicionada em sentido contrario & etapa de amostragem para
impedir a formagdo de caminhos preferéncias no interior da minicoluna. A
intensidade do sinal analitico medido (altura de pico) foi obtida considerando a
média de trés medidas (n=3). Para aumentar a frequéncia analitica e a eficiéncia de
concentracdo do meétodo, padrbes e amostras foram previamente tamponados
evitando o recondicionamento da minicoluna no fim de cada ciclo (etapa de
amostragem e eluigdo).

Para avaliar a quantidade de AH excluida pelos polimeros, o efluente das
minicolunas foram coletados e analisados por Espectrofotometria de Absorcao
Molecular UV-Vis (190-400 nm). Os espectros obtidos, antes e apés a etapa de pré-
concentracdo de Cd**, foram avaliados sob toda a faixa de pH. utilizando um
espectrofotdmetro Shimadzu® Mini 1240 (Kyoto, Jap&o). As medidas de pH de
amostras e padrdes analisados foram realizadas com o apoio de um pHmetro digital

da pH Metrohm® 826 (Herisau, Suica).
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3. DESENVOLVIMENTO E APLICAQAO DO METODO ANALITICO
3.1. Estratégias de Otimizagéo: Planejamento Fatorial

A etapa de otimizacéo foi realizada por meio de um Planejamento Fatorial
Fracionario 2> utilizando um delineamento experimental, de resolucdo do tipo V, na
gual os efeitos principais se confundem com as interagdes entre quatro fatores e as
interacOes de dois fatores com os efeitos de trés fatores [66]. Todos 0s experimentos
foram obtidos em duplicata, totalizando 32 ensaios realizados em ordem aleatéria
para dois niveis, superior (+) e inferior (-). As variaveis independentes avaliadas
foram: tipo de eluente (EL), concentracdo do eluente (CE), massa de adsorvente
(MA), vazao de pré-concentracdo (VP) e concentracdo do tampédo (CT). Durante
todo o processo de otimizacdo foram percolados pela coluna 20,0 mL de uma
solucdo de Cd** 10,0 pug L™ previamente tamponadas (0,1 ou 0,01 mol L) em
tampéao tris-HCI pH 8,70.

O planejamento fatorial fracionario foi avaliado por comparacdo de duas
respostas dependentes: absorbancia e eficiéncia de sensibilidade. Os experimentos
foram realizados em duplicata e a concentracdo de cddmio mantida em 10,0 pg L™
durante todo o planejamento. A influéncia dos efeitos no desempenho do método
proposto foi analisada pela ANOVA e os niveis de cada fator estabelecido pelo p-
valor, e analisado por meio do grafico de Pareto e de Probabilidade com intervalo de
confianca ao nivel de 95%. A escolha do deslocamento das variaveis também foi
estimada considerando a melhor condicdo para o sistema FIA-FAAS construido.

Os dados experimentais foram processados usando o programa StatSoft
Statistica® 7.0 software package (Tulsa, OK, USA) [67]. A significancia dos efeitos foi
checada pela Andlise de Variancia (ANOVA) e a escolha dos niveis de cada variavel

utilizando o valor-p.
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3.2. Eficiéncia de Sensibilidade (ES)

O parametro Eficiéncia de Sensibilidade (ES) tem sido proposto por alguns
pesquisadores para a otimizacdo das condi¢cdes em sistemas de pré-concentracao
online [68,69]. E definido pela raz&o entre o sinal analitico obtido para o sistema e o
tempo necessario para realizar as etapas pré-concentracdo e eluicdo do analito.
Pode ser usado para demonstrar que a eficiéncia do sistema aumenta com o
aumento da taxa de vazao de pré-concentragdo da amostra. Assim, o equilibrio entre
a intensidade de sinal e tempo de pré-concentracdo € levado em consideracao e a
frequéncia analitica do método passa a ser um parametro fundamental na escolha

Vamostra (mL)
VP (mLs~1)

da melhor condicdo do método. Considerando que t,,i, =

a Equacao 5 demonstra a relacédo entre a ES e a vazao de pré-concentragao.

Abs x VP
g LS XVE (5)

Vamostra

Nesta equacdo, Abs é a intensidade do sinal analitico, VP refere-se a vazéo
de pré-concentracdo (mL min™), V ao volume de amostra percolado (20,0 mL) e t ao

tempo de pré-concentracao (min).

3.3. Parametros Analiticos

Sob as condi¢des otimizadas, as figuras de mérito foram determinadas de
acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) [70]. O
coeficiente de correlacdo (r) das curvas analiticas, que € uma medida do grau de

associacdo entre a concentracdo de Cd** e o sinal analitico (absorbancia) foi obtida
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pela razdo entre a raiz quadrada das somas quadraticas explicadas pelo modelo

(SQg) e total (SQ7), de acordo com a Equacéo 6.

R= [=R (6)

Para testar a relacdo (linearidade) entre as variaveis absorbancia e
concentracdo de cadmio, a Andlise de Variancia (ANOVA) foi aplicada a equacao de
regressao linear do modelo (y =b;x + by) € o0 valor experimental de F_.,; foi
calculado pela razéo residual entre a falta de ajuste e erro puro e comparado com o
valor de F;,;, critico ao nivel de 95%. O coeficiente F.y calculado é dado pela

Equacao 7.

F. = <5Qfaj/m - 'P) _ MQgq; e

SQep/n—m ) MQe,

Assumindo, que o valor F., > F;,, rejeita-se a hipdtese nula H,, ha
evidéncia de falta de ajuste para o modelo linear no nivel « = 0,05 para F;,, (X,m —
p,n—m), sendo m, n e p 0 numero de experimentos independentes, total e de
coeficientes do modelo, respectivamente.

Para avaliar a sensibilidade do método analitico, o limite de deteccéo (LOD)
e gquantificacdo (LOQ) foram calculados para verificar o nivel de concentracdo de
Cd?* que o método consegue diferenciar do ruido do equipamento, de acordo com

as seguintes equacdes 8 e 9:
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3 X DP
LOD = (8)
a
10 X DP
LOQ = —— 9)

Nestas equacdes, DP representa o desvio padrdo do sinal de branco (n =
10) e a a inclinacdo da curva analitica. Os parametros analiticos como fator de preé-
concentracdo (FP), indice de consumo (IC) e eficiéncia de concentracédo (EC) foram
obtidos para o método proposto. O FP definido como a razéo entre as inclinacdes
das curvas analiticas com e sem pré-concentracdo foi obtido de acordo com a
seguinte Equacéao 10:

FP — Apré—concentrando (10)

Asem pré—concentragio

O IC foi obtido por meio da razdo entre 0 V,,0stra (ML) € 0 FP, enquanto
gue a EC do método é definida como a razdo entre o FP e o0 tempo de pré-
concentragdo (t) em minutos, Equacdes 11 e 12, respectivamente, ambas

determinadas de acordo com a literatura [71].

Vamostra
_ 11
IC o (112)
FP
EC = — (12)

Adicionalmente, a precisdo intra-dia (n=10) e inter-dia (n=2) do método foi

avaliada em termos de repetibilidade em dois niveis de concentracéo (2,5 pg L™ e
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40,0 pug L™), na auséncia e presenca do AH. Os desvios padrées relativos (DPR, %)

foram calculados entre as réplicas, considerando o limite de tolerancia de + 5,0%.

3.4. Efeito de lons Interferentes

Sob as condi¢cbes otimizadas, o efeito de ions comumente existentes em
amostras de aguas foi avaliado sobre a taxa de pré-concentracdo de Cd** na
auséncia e presenca de matéria organica dissolvida. Para isso, diferentes
concentra¢des dos cations Fe**, Pb?*, Ni**, Co?*, zn*, Sr¥*, V°*, Ca®" e Mg** e dos
anions CO3%, HCO3, SO4%, NOg, CI, Br e F foram adicionados na presenca de
20,0 ng L™ de Cd?". O limite de tolerancia foi definido como a concentracdo de ions

interferentes que causam um erro relativo menor que + 10,0% de recuperacao.

3.5. Preparo de amostra
3.5.1. Amostras de Agua

Amostras de agua do lago Igap6 foram coletadas em frascos de polietileno
proximas a Universidade Estadual de Londrina (UEL), além de amostras de agua de
rio em diferentes localidades da cidade de Arapongas, e do municipio de Queréncia
do Norte (extremo noroeste) e Palotina (extremo oeste). Amostras de pogo artesiano
também foram obtidas em Palotina. Amostras do Parque do Buracdo, na cidade de
Assis (Sao Paulo, Brasil) também foram coletadas e analisadas similarmente.

As amostras coletadas foram acidificadas com HNO3; 65,0% (m/m) até pH
2,0 (14 gotas por litro de amostra), filtradas a vacuo usando filtros de membrana de
Nylon® 0,45 pm (GVS Filter Technology, Morecambe, UK) para remocdo de
particulas suspensas e armazenadas em refrigerador a 5,0 °C. Para realizar a

determinacdo de Cd**, o pH das amostras foi ajustado para 8,70 com solucdo
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tampdo Tris-HCI 0,01 mol L™ e imediatamente analisados pelo método proposto
utiizando o sistema FIA-FAAS. Amostras de &gua mineral obtidas em
supermercados locais também foram analisadas de maneira similar, excec¢ao feita a
etapa de acidificacdo e filtracdo. A exatiddo do método foi confirmada na auséncia e
presenca de AH 5,0 mg L™ por meio de testes de adicdo e recuperacdo em dois
niveis de concentracéo de Cd** (2,0 ug L™ e 20,0 ug L™). Todas as determinacées

foram realizadas em triplicata (n = 3).

3.5.2. Amostra de Cigarro, Linhaca e Fitoterapico

O método proposto foi aplicado em amostras de fitoterapico (Ginkgo biloba),
e cigarro, além de diferentes amostras de linhaca. Todas as amostras foram
adquiridas em supermercados locais na cidade de Londrina (Parana, Brasil). As
amostras foram secas em estufa a 60,0 °C durante 24 h e em seguida, 500,0 mg de
cigarro, 600,0 mg de linhaca e 200,0 mg de Ginkgo biloba foram pesados
separadamente em frasco de Teflon® e mantido overnight com uma mistura de
10,0:4,0, 10,0:2,0 e 10,0:4,0 (v/v), respectivamente, de HNO3 65,0 % (m/m) e H,0O,
30,0% (v/v). A mistura foi submetida a digestdo acida assistida por microondas
utilizando um sistema de digestédo de alta performance Ethos one (Milestone, Italia).
Para a digestdo das amostras de Ginkgo biloba e cigarro foram utilizados 5 etapas
de gradiente de temperatura, enquanto que para a digestéo da linhaga foram usadas
4 etapas. A Tabela 1 descreve o procedimento utilizado na digestdo &cida das

amostras por micro-ondas.
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Tabela 1. Gradiente de temperatura utilizado para o procedimento de digestdo acida

por microondas das amostras de cigarro, Ginkgo biloba e linhacga.

Amostra Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) Poténcia (W)
Cigarro e Ginkgo Biloba 1 80,0 6,0 1200
Linhaca 1 120,0 50 750
Cigarro e Ginkgo Biloba 2 80,0 50 1200
Linhaca 2 120,0 2,0 750
Cigarro e Ginkgo Biloba 3 120,0 7,0 1200
Linhaca 3 200,0 10,0 750
Cigarro e Ginkgo Biloba 4 120,0 5,0 1200
Linhaca 4 190,0 15,0 750
Cigarro e Ginkgo Biloba 5 190,0 15,0 1200
Linhaca 5 - - -

Apds a digestdo, as amostras de Ginkgo biloba, cigarro e linhaca foram
evaporadas até quase a secura com uma chapa de aquecimento, para eliminar o
excesso de HNOj residual e imediatamente dissolvidas em agua ultrapura e entao,
transferidas para baldes volumétricos de 50,0, 25,0 e 50,0 mL, respectivamente. As
amostras digeridas foram tamponados com Tris-HCl 0,01 mol L™* pH 8,7 e

imediatamente analisadas.

3.5.3. Material Certificado de Referéncia (CRM TORT-2)

Material certificado de referéncia de hepatopancreas de lagosta (CRM
TORT-2, National Research Council of Canada) foi utilizado para verificar a exatidao
do método proposto (com valor certificado de Cd** de 26,70 + 0,60 mg kg™). Para a
determinacdo de cadmio, 140,0 mg do material certificado de referéncia foram
pesados em frascos de Teflon® (n = 3). Na sequéncia foram adicionados 10,0 mL de
HNO3; 65,0 % (m/m) e 2,0 mL de H,O, 30,0 % (v/v). ApGs a decomposicao da
amostra, a solucdo resultante foi aquecida em chapa de aquecimento a uma

temperatura de aproximadamente 100,0 °C até quase total secura da solucédo. O
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residuo foi dissolvido em agua ultrapura e o pH do meio ajustado em tampao Tris-
HCI 0,01 mol L™ (pH 8,70). O volume final foi aferido com agua ultrapura em baldes
de 250,0 mL. A digestdo assistida por micro-ondas do material de referéncia foi
realizada seguindo o mesmo gradiente de temperatura para o processo de digestao
das amostras de cigarro, conforme procedimento descrito na secdo 3.5.2. Amostras

de Cigarro, Linhaca e Fitoterapico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizagédo dos materiais IIP, [IP-HEMA e IIP-HEMA-BSA

A analise termogravimétrica (TG) e a Espectroscopia na regido do
infravermelho (FT-IR) dos polimeros foram obtidas antes e apds a remoc¢éo do ion
template, com excecdo feita a microscopia eletrbnica de varredura (MEV) que

apresentaram imagens similares.

4.1.1. Espectroscopia na Regi&o do Infravermelho (FT-IR)
A Figura 5 apresenta os perfis espectrais obtidos por infravermelho (FT-IR)
para o ligante bifuncional N-alil-tiourea e dos adsorventes IIP, [IP-HEMA e IIP-

HEMA-BSA antes e ap6s a remocéo do ion template (Cd*").
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Figure 5. Espectros de FT-IR do ligante bifuncional ATU e dos adsorventes IIP, IIP-

HEMA e [IP-HEMA-BSA na (a) auséncia e (b) presenca do ion template (Cd®.
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As bandas observadas em 955 cm™ sdo atribuidas & vibracdo de
deformacdo angular (bending) entre as ligacdes de (CH,) e (=CH) da cadeia
polimérica, enquanto que as vibracdes de deformacédo axial (stretching) obtidas em

1159 e 1261 cm™ correspondem ao estiramento vibracional devido ao alongamento
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dos grupos (C-O) e (O-C-(0O)-C), respectivamente, atribuidos a presenca do
comonébmero (HEMA) e do agente reticulante (EGDMA) na matriz polimérica. A
banda observada em 1637 cm™ corresponde & fracdo vinilica v(C=C) residual ndo
polimerizada durante a formacé&o da rede polimérica, enquanto a intensa banda de
adsorcdo em 1733 cm™ é atribuida ao grupo carbonila v(C=0) dos segmentos de
HEMA e EGDMA da rede polimérica. A Intensidade da vibracdo desta banda foi
suprimida para o polimero IIP-HEMA-BSA devido ao ancoramento da BSA na
superficie do polimero IIP-HEMA [72-74]. PrOximo a essa regiao a banda em 1389
cm™ pode ser atribuida & deformacéo angular fora do plano dos grupos metila
(umbrela) ao passo que a banda observada em 1459 cm™ corresponde ao
estiramento assimétrico da ligacdo (C=S) da ATU presente na rede polimérica dos
polimeros [73,75].

Os ombros observados em 2990 e 2958 cm™ s&o atribuidos ao estiramento
simétrico e assimétrico do CH, e CHj3 da rede polimérica [76,77]. Os estiramentos
simétricos, assimétricos e de deformacado angular observadas em 3558, 3481 e 3417
cm™ para o IIP-Cd** e IIP-HEMA-BSA-Cd** indicam a presenca de aminas primarias
e secundarias livres (NH, e NH) do mondémero ATU e da cobertura de BSA,
respectivamente. Nessa regido também pode ocorrer a sobreposicdo de vibracdes
ocasionado pelo estiramento da banda O-H da agua fisicamente adsorvida sobre a
superficie dos polimeros [78,79]. A presenca de vibracdes de deformacao angular
atribuida a amina livre sdo um forte indicativo de que o nitrogénio do monémero ATU
ndo participa na coordenacédo ATU-Cd**.

A substituicdo dos estiramentos das aminas por uma banda larga em 3455
cm™ atribuida as vibragcées de OH do IIP-HEMA e a sobreposicdo da banda de

deformac&o angular 5(NH) observada em 1619 cm™ estdo relacionados & formacao
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de ligagbes intra e intermolecular de hidrogénio causado pela presenca do HEMA
durante a sintese [78-81].

No espectro da ATU, a banda de absorcdo em 1459 cm™ pode ser atribuida
a vibracdo de estiramento v(N-C-N) [82]. A coordenacdo do cadmio através dos
atomos de enxofre da ATU pode ser observada pela supressdo do estiramento
encontrado em 1543 cm™ para o grupo (HN-C*-S") conhecido como “thioureide band”
e das bandas de deformacédo 3(NCN, NCS) na regido de 490-530 cm™ [83]. Além
disso, o deslocamento das bandas de estiramento vibracional (C=S) em 1054 cm™
para 1044 cm™ e das bandas observadas em 616-757 cm™ atribuidas ao carater da

dupla ligacdo (C=S) da ATU esta relacionado a coordenacéo do cadmio [75,82-84].

4.1.2. Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) e as curvas termogravimétricas
derivadas (DTG) do IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA obtida na faixa de 30-900 °C
sdo apresentados nas Figuras 6, os quais foram obtidos na presenca e na auséncia

do template.
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Figura 6. Curvas termogravimeétricas e a derivada das curvas termogravimétricas

obtidas para os polimeros na (a) presenca e (b) auséncia do cadmio.
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Nas curvas termogravimétricas dos materiais avaliados observou-se um
evento referente a perda de agua fisicamente adsorvida na faixa de temperatura de
40-70°C. A perda maxima de massa para os materiais referente a perda de agua
para o IIP-Cd*, IIP-HEMA-Cd*" e IIP-HEMA-BSA-Cd?** foram de 35,3%, 8,2% e
1,8%, respectivamente, e de 7,4%, 3,3% e 3,4% para 0s mesmos materiais apos a
remocao do template. A maior perda de agua fisicamente adsorvida observada para

o IIP na presenca e auséncia do template é um indicativo da sua maior

dm/dt (g/°C)

dm/dt (g/°C)
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hidrofilicidade, como serd demonstrado pelo efeito de inchaco e pela molhabilidade
dos materiais.

Para temperaturas mais altas, trés eventos de decomposicéo para o lIP-Cd?*
e o IIP-HEMA-Cd?* foram identificados pelas curvas termogravimétricas derivadas
(DTG) (Figura 6 a). A interacdo do Cd?* na matriz polimérica pode ser confirmada no
primeiro evento de decomposicéo, obtida para a faixa de temperatura de 170,0 a
270,0 °C. Uma perda de massa de 4,1% e 9,8%, para os polimero 1IP-Cd** e IIP-
HEMA-Cd**, respectivamente com taxa maxima de degradacéo em 257,0 °C (0,8 %
min™) e 264,0 °C (1,6 % min™), s&o atribuidos & volatilizagéo térmica do cadmio na
forma de sulfeto (CdS) dos segmentos da ATU [75,85,86]. Note que apés a
remocéao do ion template, a temperatura Tonset qUe corresponde ao inicio extrapolado
do evento térmico de degradacao dos polimeros IIP e IIP-HEMA séo deslocadas de
220 °C para aproximadamente 320 °C. A analise deste resultado e a auséncia do
evento de volatilizacdo térmica do CdS observado na DTG (Figura 6a) sugere,
assim como os dados de FT-IR obtidos na auséncia e presenca do template, a
formacao das cavidades de impressdo em torno da coordenacdo cadmio-enxofre.

O segundo evento, observado na faixa de temperatura de 290-420°C,
resulta em uma perda significativa de massa, 35,5% para o IP-Cd** com taxa
méxima de degradacdo em 376 °C (5,2% min™') e 44,2% para o polimero [IP-HEMA
a uma taxa de 389°C (6,3% min™%), atribuido a descarboxilacdo gradual de curtas
cadeias dos segmentos da ATU [85,87].

O ultimo evento obtido entre 420°C e 475°C corresponde ao processo de
decomposicdo, por descarboxilacdo gradual de segmentos organicos do HEMA e

EGDMA [75,86], obtido para os polimeros IIP e [IP-HEMA a uma taxa maxima de



45

degradacdo de 437°C (5,0% min™*) e 438 °C (7,1% min™') com uma perda de massa
de 24,0% e 34,1%, respectivamente.

Para o polimero IIP-HEMA-BSA nao foi observada a separacdo dos eventos
referente & decomposicdo dos segmentos da cadeia polimérica (ATU, HEMA,
EGDMA e BSA) na faixa de temperatura de 240 a 490 °C. Estes resultados sugerem
gue existe a formacéo de interagdes (dipolo-dipolo, disperséo de London e ligagbes
de hidrogénio) entre a rede polimérica e a BSA, deslocando a taxa maxima de
decomposicdo para 452°C (9,3% min™) [88]. Comportamento similar foi observado
para o polimero IIP-HEMA-BSA na auséncia do Cd**. Segundo Santos et al. (2015),
o revestimento proteico na superficie do material ocorre por meio de duas etapas.
Primeiro, ocorre a reacdo entre 0os grupos amina da molécula de BSA e os grupos
aldeido do glutaraldeido (agente de reticulacdo). O grupo aldeido livre do complexo
BSA-glutaraldeido e os grupos amino de outra molécula da BSA formam a rede
polimérica em torno do IIP-HEMA. A reacéo entre o glutaraldeido e a BSA resulta em
iminas instaveis e o uso da solucdo de borohidreto de sédio durante a sintese, reduz
as iminas para aminas (mais estaveis) [39].

Na auséncia do template, a decomposicdo dos segmentos da ATU dos
polimeros IIP e IIP-HEMA (sem Cd**) é deslocada para temperaturas mais altas e a
degradacdo do polimero, ocorre com sobreposicdo a descarboxilacdo do
comondmero e agente de ligacdo cruzada. Para os dois polimeros a taxa maxima de
degradacdo foi alcancada em 373 °C (9,4 % min™) e 371 (8,6 % min™) com uma
perda significativa de massa de 60,0% e 65,0%, respectivamente.

Esses resultados demonstram que os polimeros quimicamente modificados
(lP-HEMA e IIP-HEMA-BSA) apresentam menor perda de agua, o que nos permite

inferir que o efeito de inchaco/molhabilidade dos polimeros ndo tem dependéncia
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by

restrita apenas a camada hidrofilica, dependem também da porosidade dos

polimeros, assim como tem sugerido alguns trabalhos da literatura [56,64].

4.1.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Fisissorcao de N
As imagens de MEV (Figura 7) obtidas para os polimeros IIP, IIP-HEMA e
[IP-HEMA-BSA, sdo similares entre si mostrando tamanho e forma irregulares que

sdo caracteristicas dos processos de polimerizacdo em bulk (meio homogéneo) [89].

Figura 7. Microscopia Eletronica de Varredura obtida para os polimeros IIP, IIP-

HEMA e IIP-HEMA-BSA com ampliagéo de 70 e 30000 vezes.
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A explicacdo para essa diferenca morfolégica pode estar relacionada a
presenca do comondémero hidrofilico HEMA. A solubilidade do meio aumenta na
presenca do comondmero e a taxa de volatilizagdo do solvente ocorre em um
estagio posterior aquelas obtidas na auséncia do HEMA, dificultando a remocé&o do
solvente dos intersticios da rede. O resultado € a formacao de menores intersticios,
de ndcleos pequenos e interconectados por meio de ligacdes de hidrogénio,
resultando em uma rede polimérica mais reticulada, com menor area superficial,

volume e diametro de poro, como mostra a Tabela 2 [90,91].

Tabela 2. Parametros texturais obtidos para os polimeros antes e apds a remogao

do cadmio.
Polimero Area Superficial Volume de Poro Diametro médio de poro

(m*g™) (cm’ g™ (nm)
IIP-Cd** 316,7 0,752 10,74
[P 268,3 1,295 20,36
lIP-HEMA-Cd?* 189,5 0,587 13,30
[IP-HEMA 198,6 0,550 12,04
IIP-HEMA-BSA-Cd** 132,5 0,411 13,32
[IP-HEMA-BSA 136,5 0,436 13,67

Em contrapartida, a solubilidade do meio diminui na auséncia do HEMA e a
saida do solvente porogénico dos intersticios da rede polimérica é acelerada. Dessa
forma, a polimerizagdo continua em torno dos nucleos iniciais de polimerizacéo,
formando particulas maiores em tamanho de poro e, portanto um material menos
coeso ao qual é atribuido o maior volume e didmetro de poro do IIP [91,92].

Como esperado, a menor porosidade obtida para o polimero [IP-HEMA-BSA,
indicam que a BSA diminui a area superficial do IIP-HEMA, provavelmente devido ao
preenchimento dos poros causado pelas ligacdes de hidrogénio formadas pelo

revestimento da BSA na superficie do polimero [41]. De acordo com a IUPAC, os
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materiais IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA sao classificados como mesoporosos
(didametro médio de poro entre 2,0-50,0 nm) [93]. A diminui¢cdo do volume e didametro
de poro obtidas para os polimeros [IP-HEMA e IIP-HEMA-BSA, sugere que o efeito
sinérgico monémero-comondmero e BSA-comonémero, atribuido ao acesso restrito,
foram criadas sobre a superficie do IIP.

A fim de confirmar se a seletividade dos polimeros pode ser atribuida a
maior quantidade de ATU na matriz polimérica ou ocasionada pelo efeito de
impresséo criado durante a sintese dos polimeros impressos 1IP-Cd?*, lIP-HEMA-
Cd* e IIP-HEMA-BSA-Cd**, os polimeros ndo impressos (NIP, NIP-HEMA e NIP-
HEMA-BSA)foram sintetizados e submetidos a analise elementar por CHNS e
estudos de seletividade, como serdo demonstrados nas segdes 4.1.5 e 4.6,

respectivamente.

4.1.4. Mapeamento e Distribuicdo Elementar obtida por Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS)

Adicionalmente, a analise por EDS foi realizada para os polimeros 1IP-Cd?",
IIP-HEMA-Cd** e IIP-HEMA-BSA-Cd?* e o espectro de energia vs contagem relativa
de raios-X foram utilizados para a determinacédo qualitativa dos atomos de oxigénio e
confirmar a presenca de cadmio e enxofre dos sitios impresséo presentes na rede
polimérica. A Figura 8 apresenta os espectros de EDS obtidos para os polimeros e o

mapeamento elementar dos atomos de cadmio e enxofre.
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Figura 8. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e mapeamento dos atomos

de enxofre e cadmio obtido para os polimeros 1IP-Cd?*, IIP-HEMA-Cd** e IIP-HEMA-

BSA-Cd?*.
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A partir das andlises de EDS a presenca dos &tomos Cd** e S na matriz

polimérica foram detectadas nas regibes de 3,1 keV e 2,3 keV, respectivamente,

com valores percentuais (% em massa) na faixa de 0,18-0,30% e 0,54-0,57% para o

[IP e aproximadamente 0,68-0,94% e 0,88-1,02% para os o I[IP-HEMA e o IIP-

HEMA-BSA, respectivamente [94,95].
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Do mapeamento pode-se observar que a distribuicdo dos atomos de S e
Cd** (representado com pontos vermelhos) ocorreu de forma homogénea na
superficie dos polimeros, sendo uma importante caracteristica para a aplicacao
destes materiais em procedimentos de pré-concentracédo de Cd?*. Os teores de S
obtidos para o IIP e o IIP-HEMA e atribuido a presenca da ATU, foram
guantitativamente determinados por andlise elementar CHNS (sesséo 4.1.5).

Para 0 espectro obtido para o IIP-HEMA-BSA-Cd** foi possivel a
identificagdo dos atomos de S (residuos de cisteina do ancoramento da BSA e ATU
do monémero), Entretanto, devido a dificuldade de excitacdo dos a4tomos de cadmio
causado pelo revestimento proteico da BSA, os espectros de raios-X caracteristicos
do metal ndo foram identificados por EDS [96]. Porém, cabe salientar que o
ancoramento da BSA foi realizado diretamente sobre a superficie do polimero I1P-

HEMA-Cd?" submetido a analise.

4.1.5. Analise Elementar CHNS

Para avaliar a taxa de conversdo e a percentagem molar final de ATU,
HEMA e EGDMA, o IIP, NIP, IIP-HEMA e NIP-HEMA foram submetidos a analise
elementar por CHNS. Como mostra a Tabela 3, as porcentagens molares iniciais e
finais de ATU, HEMA e EGDMA foram muito semelhantes para os polimeros
impressos e nao impressos, mostrando assim que a taxa de conversao ndo depende
da presenca do template (Cd?").

As taxas de converséo obtidas para a ATU foram de 85,2%, 86,1%, 85,6% e
86,8% enquanto que a taxa de conversdao do EGDMA foi de 101,2%, 101,2%,

100,1% e 100,4%, ambas para o IIP, NIP, IIP-HEMA e NIP-HEMA, respectivamente.
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Os resultados também sugerem que a presenca do comonémero HEMA na sintese

nao tem influéncia significativa na taxa de conversao de ATU ou EGDMA.

Tabela 3. Determinacdo da percentagem molar (mmol %) da ATU, EGDMA e HEMA

na estrutura do polimero usando analise elementar por CHNS.

Mondmero, Agente de

ligacdo cruzada e Antes da polimerizagao Apés a polimerizacéo
Comonbmero
[P
ATU 7,69 6,55
EGDMA 92,3 93,4
HEMA - -
NIP
ATU 7,69 6,62
EGDMA 92,3 93,4
HEMA - -
[IP-HEMA
ATU 6,67 571
EGDMA 80,0 80,1
HEMA 13,3 14,2
NIP-HEMA
ATU 6,67 5,80
EGDMA 80,0 80,3
HEMA 13,3 13,9

Como, as porcentagens finais de enxofre obtidas pela conversdo da ATU
para os polimeros impressos (IIP e IIP-HEMA) e ndo impressos (NIP e NIP-HEMA)
também sdo similares, com valores de 1,90%, 1,34%, 1,62 % e 1,86%,
respectivamente, podemos concluir que a seletividade ndo depende da taxa de
conversdo da ATU, mas sim atribuida as cavidades de impresséo criadas durante a
formacao da matriz polimérica (como sera demonstrado mais a frente na sec¢éo 4.6),.

A andlise elementar CHNS nao foi realizada para o polimero IIP-HEMA-BSA

devido a alta complexidade atribuida aos varios grupos de aminoacidos inseridos na
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superficie do material como residuos de cisteina (sulfidrila), grupos doadores de

nitrogénio do anel imidazol da histidina, triptofano e residuos de tirosina [97].

4.2. Hidrofilicidade e Swelling Effect (SE)

As forcas capilares que atuam na absorcdo da gota de agua ou agem no
sentido de prevenir e impedir sua entrada nos poros depende das propriedades
guimica e fisica dos materiais. Dependendo das propriedades da superficie as for¢as

capilares podem ser positivas ou negativas (Figura 9).

Figura 9. Imagem da gota séssil sobre a superficie do polimero obtida sobre o fundo

totalmente escuro.
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Superficies hidrofilicas com angulos de contato 8 < 90° geram pressfes
capilares positivas, favorecendo a entrada de agua nos poros dos materiais,

enquanto que superficies hidrofdbicas com angulos de contato 6 > 90° geram
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pressdes capilares negativas, impedindo a entrada de 4gua nos poros. A magnitude
das forcas capilares (positiva ou negativa) é inversamente proporcional ao diametro
de poro dos polimeros e é estritamente influenciada pela ndo homogeneidade
topografica causada pela rugosidade da superficie [98].

A Figura 10 apresenta as imagens das microgotas de agua estatica na
superficie dos polimeros compactada em forma de disco obtido em diferentes
tempos. Dos resultados, € possivel observar que o total de dgua absorvido depende
tanto das forcas capilares causadas pela coesdo entre as moléculas do liquido sobre

a superficie do polimero quanto da porosidade obtida para os materiais.

Figure 10. Imagens de contato entre a microgota de agua e a superficie dos

polimeros em diferentes tempos.
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IIP-HEMA-BSA" IIP-HEMA Jl

A partir das imagens, como pode ser observado, devido a superficie rugosa
do polimero IIP, as particulas foram incorporadas na gota de agua mostrando uma
rapida desintegracdo da superficie causada pela forte interacdo polimero-agua. Por
outro lado, a superficie plana do polimero IIP-HEMA, a qual se apresenta mais

coesa que o polimero IIP, resulta no espalhamento rapido da gota de agua sobre a
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superficie, exibindo suas caracteristicas hidrofilicas. Em contrapartida, com o
revestimento da BSA, diminui-se significativamente o tamanho de poro do polimero
lIP-HEMA-BSA (Tabela 2) gerando forgas capilares negativas entre as moléculas da
gota de agua e a superficie, impedindo a entrada das moléculas de agua nos poros
do material, observado pelo aumento do tempo de contato superficie-gota [99].

De modo geral, os resultados indicam que os polimeros sao hidrofilicos.
Entretanto, a afinidade da agua pelo IIP é muito maior quando comparado aos
polimeros quimicamente modificados, IIP-HEMA e I|IP-HEMA-BSA. Podemos
afirmar, nesse caso, que a magnitude da forca capilar é proporcional a porosidade
dos materiais, enquanto a presenca de superficies menos porosas e menor volume
de poro geram fortes pressdes capilares negativas que impedem a entrada de agua
nos poros, como observado para o IIP-HEMA-BSA [99,100]. Em acordo com o
observado para a molhabilidade, os resultados obtidos para o efeito de inchaco
(Tabela 4), realmente demonstram a maior hidrofilicidade do polimero IIP com uma
porcentagem de aumento de 207,7% da massa inicial, aproximadamente 2,4 vezes
maior que o efeito de inchago obtido para o IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA, o que pode

ser atribuido, novamente a maior porosidade do material sem acesso restrito.

Tabela 4. Hidrofilicidade da superficie dos polimeros com base em medidas de

Swelling Effect (SE).

Polimero SE (% + DPR)*
P 207.7 £ 6.6
lIP-HEMA 88.5+8.8
[IP-HEMA-BSA 87.2+0.1

*Resultados sé@o expressos como valor médio (%) + Desvio Padréo Relativo (n=5)

Cabe ressaltar que o maior grau de reticulacdo da rede polimérica pode
aumentar a hidrofobicidade e influenciar na molhabilidade, efeito de inchaco do

material e na rigidez da cavidade seletiva, como tem sido descrito na literatura [101].
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Dessa forma, o tamanho das particulas formadas durante a sintese pode ser o fator
preponderante no grau de adesao entre a gota de 4gua e a superficie dos polimeros.
Como a porcentagem do agente de ligagdo cruzada na auséncia do comonémero é
maior que 90,0 % (Tabela 3), logo um maior grau de reticulacdo da rede para o
polimero IIP € esperado [102]. Entretanto, na auséncia do HEMA, a saida do
solvente porogénico dos intersticios da rede polimérica é acelerada e o radical do
mondmero, menos favoraveis ao solvente, preferem crescer nos nucleos de
precipitacdo inicial (oligbmeros). Como resultado, a posterior polimerizagdo e
reticulagcdo estdo principalmente nesses ndcleos de crescimento e as particulas
finais sdo maiores em tamanho e apresentam uma superficie de textura rugosa
(heterogénea) e estruturalmente porosa, na qual a hidrofilicidade do polimero IIP é

justificada [103].

4.3. Ponto de Carga Zero (pcz)
A Figura 11 ilustra o mecanismo para a determinacdo do pc; do IIP, 1IP-

HEMA e [IP-HEMA-BSA a partir da titulacao potenciométrica.
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Figura 11. Mecanismo de determinag&do do p., dos polimeros obtidos a partir da

titulacdo potenciométrica.
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No inicio (Figura 11a) o excesso de ions hidroxila (OH") predominam em
solucdo e a alta densidade de carga negativa prevalece na superficie dos polimeros.
Conforme o HCI é titulado, o pH do meio vai diminuindo até atingir o primeiro ponto
de inflexdo (Figura 11 b), indicando a neutralizagéo do excesso de OH" adicionado.
Note que, nessa regido a densidade de carga negativa permanece na superficie do
polimero titulado. Desse ponto em diante, o titulante reduz significativamente a
densidade de carga superficial até atingir uma regido tamponada (Figura 11c). Esse
intervalo de pH é caracterizado pelo equilibrio entre cargas negativas e positivas na
superficie dos polimeros.

O ponto de carga zero, p¢; = 0 (carga liquida superficial € zero) (Figura 11d),
€ obtido a partir do segundo ponto de inflexdo da titulagdo acido-base, indicando o

pH que correspondente a neutralizacdo dos grupos tiol, hidroxila, acido carboxilicos,
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grupos aminos e enxofre da superficie do 1IP, IIP-HEMA e [IP-HEMA-BSA [104,105].
Esse ponto estabelece uma linha ténue entre a regido de protonagcdo e
desprotanacao dos grupos funcionais dos polimeros [106,107].

Finalmente, o excesso de ions hidrénio (HsO") predominam em solugéo e o
pH do meio passa a ser menor que 0 pHp., da superficie dos polimeros, o que
resulta na inversao de cargas e uma superficie carregada positivamente (Figura 11e)
[107,108]. A curva de titulacdo potenciométrica e os pontos de inflexdo da superficie

do 1P, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA sé&o apresentados na Figura 12.

Figura 12. Curva de titulacdo obtida para 15,0 mg de cada polimero em NaOH (0,01
mol L™ titulado com HCI (0,01 mol L™). O circulo representa o primeiro e segundo

ponto de inflexdo (pHpc;) de cada material.

12
—Q—1IP
o —&— |IP-HEMA
10 R —A— |IP-HEMA-BSA
\_ 1° ponto de inflexdo
8
I
o 6 -
4
2 T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Volume de HCI (mL)

A partir da segunda derivada (apH/aVHCl) do segundo ponto de inflexdo das

curvas de titulacdo, o pH no qual ocorreu a inversao de polarizagcdo de cargas para

os polimeros IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA foram respectivamente, 4,29, 4,67 e
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4,70. O valor de p¢, obtido para o polimero com cobertura proteica tem sido
corroborado com os dados da literatura [109]. O efeito do pHp., dos polimeros na
capacidade de extracdo/pré-concentracdo de cadmio e simultdnea exclusdo de

macromoléculas serdo demonstrados nos estudos da influéncia do pH.

4.4. Efeito do pH na sorgcdo de cadmio
O efeito da influéncia do pH na sorcdo de Cd?* pelos materiais IIP, IIP-HEMA

e IIP-HEMA-BSA é mostrada na Figura 13.

Figure 13. Influéncia do pH na sorcéo de cadmio para os polimeros IIP, IIP-HEMA e
IIP-HEMA-BSA. Condicées: 50,0 ug L™ de Cd** tamponadas em acetato (pH 5,70),
fosférico (pH 6,70), tris-HCI (pH 7,70 e 8,70) e amdnio (pH 9,70) com concentracao

de 0,1 mol L?.
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Baseado no principio denominado “Hard Soft Acid Base Principle” (HSAB),
definido por Pearson, cadmio é um acido mole de Lewis que tem preferéncia por

bases moles (ligantes doadores de elétrons) como os atomos de enxofre [110].
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Como observado, préximo a regido de pg; dos polimeros (pHs mais baixos), o
excesso de jons H3O" realoca os elétrons 7 dos atomos de enxofre do grupo tiouréia
(NH-C=S) deslocando o equilibrio tautomeérico para a forma protonada, tiol (C-SH)
presentes na ATU [111]. A densidade de carga negativa na superficie dos polimeros
diminui, blindando os atomos doadores de elétrons. Em decorréncia disso, o
aumento de cargas superficiais positivas repele as cargas positivas de fons Cd** do
meio, diminuindo a intensidade do sinal [112].

Considerando o pKa do grupo tiol (S-H, 5,93), a medida que o pH é deslocado
para regides acima de 5,70 o equilibrio tautomeérico tiol/tiona dos segmentos da ATU
€ deslocada para a forma desprotonada (ion tiolato) [113], de acordo com a Figura
14. A desprotonacdo do grupo tioureia promove o aumento da densidade de carga
superficial (negativa), facilitando as interacfes eletrostaticas entre a superficie e a
fracdo de Cd?*, [Cd(H.0)s]*", CA(OH)* e Cd*(OH)** presentes em solucéo. Para os
trés polimeros, a capacidade maxima de sorcdo de Cd*" foi observada em pH 8,70
[114-117].

Para regides mais alcalinas (pH 9,70), a fracdo de Cd(OH), (nado ibnica) e das
espécies anidnicas Cd(OH)*, Cd(OH)* e Cd(OH),> aumentam, diminuindo a
intensidade de sinal, muito provavelmente pela repulsdo eletrostatica causada entre
a superficie do polimero carregada negativamente e os anions do meio [112,118-

120].
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Figura 14. Equilibrio tautomérico tiol/tiona/tiolato do grupo tioureia (NH-C=S)

presentes na rede polimérica.
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A partir do equilibrio apresentado na Figura 14 verifica-se que o Cd** pode se

coordenar com o grupo tiouréia de forma monodentada, via atomos doadores de

enxofre, e ainda, dependendo do deslocamento da ligagdo x e do tipo de metal,

funcionar como ligante bidentado, permitindo o carater parcialmente duplo da ligacéo

devido a deslocalizagdo desses elétrons entre o atomo de enxofre e nitrogénio [113].

Tendo em vista a dualidade de carater da ATU, as duas possibilidades sao

plausiveis (interacdo mono ou bidentada) de afinidade com o Cd?*, uma vez que o

nitrogénio € uma base mole. Para Suquila et al. (2018), Feng et al. (2015) e Ding et

al. (2018) a coordenacao de acidos intermediarios e moles de Pearson, cu*, cd* e

Hg®*, respectivamente, ocorrem via &tomo de enxofre [56,121,122] embora alguns

autores divergem quanto ao comportamento da coordenacdo [82]. Nesse caso,
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especificamente, a supressao do estiramento da banda conhecida como “thioureide
band” do grupo (HN-C*-S") observado para os dados de FT-IR da ATU, indicam que
0 atomo de enxofre permite a deslocalizacdo mais acentuada dos elétrons r para os
fons Cd**, ao qual é atribuida a coordenac&o para os polimeros [114,115].

Vale ressaltar que, apesar da menor porosidade obtida para os polimeros
guimicamente modificados [IP-HEMA e IlIP-HEMA-BSA comparadas o IIP, a
intensidade de sinal analitico obtidas para o Cd** foram superiores para todos os
pHs avaliados no IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA em relacdo ao IIP. No caso destes, a
insercdo de grupos hidroxila do HEMA e residuos de cisteina (Cys) e histidina (His)
contendo grupos carboxilicos, aminas e fragmentos de enxofre, presentes no
revestimento da BSA, contribuiram para o aumento de grupos funcionais
desprotonados [123]. Conforme o pH do meio se afasta do pHpc; dos polimeros,
mais carga superficial negativa é induzida, proporcionalmente a quantidade de
grupos desprotonados na superficie, resultando em maiores intensidades de sinal
guando comparado ao polimero sem modificacdo IIP [124]. Portanto, a maior
guantidade de grupos funcionais inseridos na superficie dos polimeros modificados
lIP e IIP-HEMA-BSA desempenha um papel mais importante na sorcdo de cadmio
do que as caracteristicas morfolégicas de porosidade e hidrofilicidade obtidas para o

lP.

4.5. Efeito do pH na pré-concentragdo de cadmio e simultanea excluséo de
Acido Hamico (AH)
A influéncia dos AHs na pré-concentracdo de Cd?* pelos materiais 1P, IIP-

HEMA e IIP-HEMA-BSA em diferentes pH sao apresentadas na Figura 15.
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Figura 15. Efeito do pH na taxa de sorcdo de cadmio na presenca de AH.
Condigdes: 50,0 ug L™ de Cd** na presenca de AH 1,0 mg L™ tamponadas em
acetato (pH 5,70), fosférico (pH 6,70), tris-HCI (pH 7,70 e 8,70) e amdnio (pH 9,70)

com concentracéo de 0,1 mol L™,
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Como o pHpc; do HA é de aproximadamente 1,9, é importante ter em mente
gue a substancia humica se mantém carregada negativamente durante toda faixa de
pH (5,7-9,7) [125] e, portanto o0 aumento de pH expde mais grupos funcionais para a
sorcdo de Cd**. Partindo desta perspectiva, dois fatores predominantes devem ser
considerados no processo de exclusdo da substancia htimica. Primeiro, o Cd** pode
interagir faciimente com o HA desprotonado, e o complexo Cd**-AH deve coexistir
em solucdo durante toda a extensdo avaliada [125,126]. Além disso, € esperada
maior quantidade de Cd?*-HA sorvido na superficie dos polimeros quando o pH do
meio € inferior ao pHp.; dos polimeros [127,128].

No entanto, como mostra a Figura 15, € possivel observar que o perfil de
pré-concentracao obtido para os polimeros IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA na presenca

de AH 1,0 mg L™ é semelhante aqueles obtidos na auséncia da substancia. Esse
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efeito, causado pela presenca dos modificadores quimicos pode ser atribuido ao
afastamento da regido de pHp., dos polimeros. Novamente, a presenca do HEMA e
da BSA expde mais carga superficial negativa e promove a repulsdo eletrostatica
entre a superficie do polimero e a substancia humica. Essa capacidade dos
polimeros modificados permite simultaneamente, a exclusdo do AH e a pré-
concentracdo de Cd*".

Por outro lado, o comportamento observado para o polimero IIP, na
auséncia e presenca de HA, demonstra que a densidade de carga negativa em torno
da superficie do polimero sem modificacdo néo é suficiente para evitar as interacdes
do AH. Como consequéncia, o aumento da intensidade de sinal é atribuido a
coordenacéo do complexo AH-Cd?* & superficie do IIP. De fato, a aproximacéo de
centros doadores de elétrons da substéncia humica, como &cidos de grupos
carboxilicos, aminas e fragmentos de enxofre, como residuos funcionais de
organossulfiricos (R),S, (R).SO e (R),SH, pode coordenar ions Cd** do meio,
aumentando assim, a intensidade do sinal para o IIP [129,130].

E de suma importancia destacar que a avaliacdo e a definicdo do material
para o desenvolvimento analitico do método é baseada na capacidade de sorcéo de
Cd** e simultanea exclusdo das substancias humicas. Portanto, como a
concentracdo de AH presente em amostras de aguas naturais pode variar de 0,1 a
100,0 mg L™ [131,132], um estudo mais detalhado do efeito da concentracdo de AH
sobre a capacidade dos polimeros, principalmente dos modificadores quimicos, na

exclusao de AH foi realizado (Figura 16).
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Figure 16. Efeito da concentracdo de HA na taxa de sorcdo de Cd?* obtida para os
polimeros 1P, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA. Condicées: pH 8,70, 50,0 ug L™ de cd?*

na presenc¢a de HA 1,0, 5,0, 10,0, 25,0, 50,0 e 100,0 mg L.
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Assim como Zeng et al. (2015) e Chen et al. (2019), os resultados
demostram que o aumento da concentracdo de AH (maior disponibilidade de grupos
funcionais) resultou na diminuicdo da quantidade de metal livre atribuida a
coordenacao do ion a macromolécula [131,132]. Nao foram observadas diferencas
significativas nos sinais analiticos de Cd** na presenca de AH até a concentracado de
5,0 mg L™, Entretanto, acima dessa concentracdo, é possivel observar a diminuicdo
exponencial na intensidade de sinal do Cd** causada pela presenca da substancia
humica.

Na presenca de AH 10,0 mg L™, a capacidade de sorcdo dos polimeros IIP-
HEMA e IIP-HEMA-BSA, diminui em cerca de 56,0% e 67,0%, respectivamente.
Quando a concentracéo do AH atinge 50,0 mg L™, em média 70,0% dos fons Cd**
do meio séo excluidos com a substancia humica, chegando a uma porcentagem de

80,0% quando a concentracdo de AH passa a ser de 100,0 mg L™.
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Como o AH é basicamente composto de 45-60% de carbono, 30-35% de
oxigénico, 3-7% de nitrogénio e 1-3% de enxofre, é provavel que a diminuicdo na
intensidade do sinal analitico do Cd** seja reflexo, principalmente da presenca do
oxigénio, o que permite supor, assim como Dinu (2015), que a capacidade de
coordenacao de ions Cd** ao AH seja favorecida pela sua interagcdo com grupos
carboxilicos (O*:M**) e em menor grau, por nitrogénio e enxofre [133,134]. Estudos
anteriores revelam que o grupo funcional carboxilato € o que mais contribui para a

interacdo Cd**-AH (Figura 17) [131,135].

Figura 17. Mecanismo de interacéo entre o AH e o cadmio.

E conveniente destacar que a intensidade do sinal obtido para o IIP é
ligeiramente maior do que para o IIP-HEMA e o IIP- HEMA-BSA, o0 que pode ser

bY

mais uma vez atribuido a eficiéncia dos modificadores quimicos. Além disso, 0s
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perfis de sorcéo de Cd?* mostram que o comportamento dos polimeros IIP-HEMA e
lIP-HEMA-BSA é similar na auséncia ou presenca de diferentes concentragfes de
AH. De acordo com os resultados os polimeros quimicamente modificados
apresentam potencial para a extracdo/pré-concentragcdo de caddmio e simultanea
exclusdo de macromoléculas, mesmo na presenca de AH 50 mg L™ Esses
resultados séo satisfatorios, uma vez que a concentracdo das substancias huamicas
em amostras de Agua naturais tem sido encontradas na faixa de 1,0-6,0 mg L™
[135,136].

A fim de confirmar a capacidade de excluséo, solu¢cdes de Cd** na presenca
de AH 5,0 mg L™ foram preparadas em diferentes pHs (5,70-8,70), percoladas pelos
polimeros e o efluente recolhido, foi monitorado em toda regido do ultravioleta (UV).
Como mostra a Figura 18, o deslocamento do comprimento de maxima absor¢cédo
para regies acima de 270 nm obtidas para os espectros (Amax 300 nm) sugerem a
existéncia de grupos aromaticos mais condensados, elevando o grau de humificacdo
da substancia utilizada [137,138]. Essa caracteristica € um importante fator na
disponibilidade de grupos funcionais para o transporte e complexacdo de ions
metélicos e isso, reflete sobre a capacidade de sorcéo e interacdo da substancia
hamica sobre a superficie dos polimeros [139].

Note que o aumento do pH tem papel fundamental na capacidade de
exclusdo da substancia humica e que os polimeros quimicamente modificados foram

mais eficientes na exclusdo de AH em toda a faixa de pH avaliado.
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Figura 18. Espectros de absorcéo molecular na regido do UV obtidos para o efluente

IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA. Condicdes: solugdo de Cd** 50,0 yg L™* na

presenca de AH 5,0 mg L™ obtidas em pH 5,70, 6,70, 7,70, 8,80.
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Sob condicdo acida (pH préximo ao p¢;), a eficiéncia de exclusao dos trés

polimeros € baixa e a superficie, menos carregada negativamente, é insuficiente

para excluir as macromoleculas do meio. Nesse caso, a capacidade de excluséao é

de 85,5, 92,2 e 93,7% para o IIP, IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA, respectivamente, e

sobe para 91,7, 96,0 e 98,9% em pH 6,70. Conforme o0 meio se torna mais alcalino

(pH 7,70) a porcentagem de exclusdo do AH sobe, e alcanca 96,3% para o IIP e

98,0% para os polimeros com acesso restrito. A repulsdo eletrostatica atinge seu
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patamar maximo quando o pH chega a 8,70, onde a capacidade de excluséo atinge
97,0%, 99,5% e 99,0% para os polimeros IIP, [IP-HEMA e I[IP-HEMA-BSA,
respectivamente.

Sendo assim, a maior capacidade de exclusdo dos polimeros com acesso
restrito previne as interagcdes ndo especificas e impede, durante as etapas de
extracao/pré-concentracdo, a degradacdo do sorvente causada pela adsor¢cdo da
macromolécula na superficie. Portanto, o pH 8,7 foi fixado como a melhor condigéo,
na qual o mecanismo de atracdo de cadmio e simultanea repulsdo eletrostatica de

AH ocorre predominantemente.

4.6. Efeito dos modificadores HEMA e BSA na seletividade do polimero IIP

Considerando a maior eficiéncia dos polimeros quimicamente modificados
na exclusdo de AH em comparacédo ao IIP, estudos de seletividade foram realizados
em relacdo aos seus respectivos polimeros ndo impressos (NIP, NIP-HEMA e NIP-
HEMA-BSA) para avaliar se os modificadores HEMA e BSA influenciam na
capacidade de retencdo seletiva de Cd®** na presenca de fons concomitantes. A
seletividade dos sitios de impressao criados durante a formacéo da rede polimérica
foi comparada por meio dos coeficientes de distribuicdo (Kg), seletividade (k) e
seletividade relativo (k) apés a sorcdo competitiva dos fons Cd** na presenca de
Pb?*, Ni?*, Zn?*, Cu?** e Co®". Os fons Pb* (132,0 pm), Zn** (88,0 pm), Cu** (87,0
pm), Ni** (83,0 pm) e Co*" (83,8 pm) foram escolhidos por possuirem a mesma
carga e raio ionico relativamente proximo ao do analito (109,0 pm) [140].

Como mostra a Tabela 5, excecdo feita aos ions Pb®" (forte competidor) os
valores de k' superiores a uma unidade (k’ = 1,0), indicam que o IIP e o IIP-HEMA

apresentam seletividade para fons Cd* quando comparados aos seus respectivos
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polimeros ndo impressos, NIP e NIP-HEMA, mesmo na presenca dos ions

competidores.

Table 5. Parametros de seletividade para a sorcdo competitiva de Cd**/Pb?*,
Cd?*/zn?*, Cd?*/Cu®*, Cd**INi** e Cd**/Co?* sobre a superficie dos polimeros com e

sem impressao quimica.

Polimero Ky K Kk’
Cd2+ Pb2+
P 128,46 322,79 0,40 0,14
NIP 106,52 36,12 2,95
lIP-HEMA 23,86 528,90 0,05 0,41
NIP-HEMA 50,66 460,42 0,11
cd* zn*
P 116,28 149,43 0.78 13,30
NIP 3,96 67,89 0,06
lIP-HEMA 86,76 1,28 67,76 11,40
NIP-HEMA 118,20 19,93 5,93
Cd** cu®*
P 68,52 87,90 0,78 5,22
NIP 13,41 89,70 0,15
lIP-HEMA 57,32 713,66 0,08 2,74
NIP-HEMA 8,07 275,04 0,03
cd* Ni**
P 84,84 395,03 0,22 2,51
NIP 26,55 310,57 0,09
lIP-HEMA 89,30 40,44 2,21 5,03
NIP-HEMA 17,71 40,37 0,43
cd* Co**
P 43,19 151,15 0,29 3,02
NIP 37,86 399,86 0,10
lIP-HEMA 183,17 27,30 6,71 3,14
NIP-HEMA 57,84 27,09 2,14

Kg: Coeficiente de distribuicéo; k: Coeficiente de seletividade; k : Coeficiente de seletividade relativo

O aumento significativo do fator de impressdo observado para Cd?* em
relacdo aos ions de menor raio i6nico (83,0-88,0 pm) é atribuida a geometria de

coordenacdo e tamanho da cavidade de impressao criada durante a sintese do
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polimero. Este resultado demonstra de forma convincente que o uso do HEMA como
comondmero na sintese nao influenciou na seletividade do polimero IIP.

Por outro lado, a maior adsorgéo de ions Pb?* pode ser explicada pelo maior
raio idnico dos fons (préximo & dos fons Cd?"). Provavelmente, a geometria de
hidratacéo de espécies polinucleares, assim como, Pb,OHs", Pbs(OH)42*, Pb,(OH),*
e Pbg(OH)s** formadas em pH 8,70 se encaixem perfeitamente & conformacao
espacial deixada pelo efeito de meméria da cavidade seletiva do Cd** [86,141]. Além
disso, o grau de seletividade depende também da maior ou menor afinidade do
metal pelos grupos funcionais da rede polimérica. Em acordo com a teoria dos
acidos e bases duros e moles (HSAB), o &omo de enxofre, como base mole, é a
chave para a seletividade do Cd** observada na presenca dos fons Ni**, Zn**, Cu** e

Co**. A Tabela 6 mostra a classificacdo de acidos e bases duros e moles.

Tabela 6. Classificacdo de acidos e bases moles e duros

Classificacdo EN P Oxidavel Par de elétrons

\L /I\ Facilmente

Base mole oxidavel N&o ligado

Basedura \L N&o oxidavel muito ligado

Acido mole i/ T DC+ ¢ orbitais p ou d (&tomo central grande)
, rl pC+ 4 ndo tem par de elétron (atomo central
Acido dura pequeno)

EN: Eletronegatividade; P: Polarizabilidade; DC+: densidade de carga positiva

Dessa maneira, a tendéncia do metal em aceitar elétrons durante a
coordenacao (moleza do metal) define a estabilidade do complexo e a seletividade
do polimero na presenca de ions semelhantes. Sendo assim, € possivel prever a

estabilidade da ligacdo entre o ion Cd** e os segmentos de poli(aliltiouréia) da
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estrutura polimérica. Portanto, baseada na moleza do metal e em conformidade com
o raio ibnico, baixa carga e eletronegatividade, a ordem de estabilidade dos ions
Pb®*>Cd*" é superior & dos fons Ni**, zZn**, Cu** e Co* e, portanto fortemente
polarizaveis para serem usados como template para a ATU [110,142].

No que diz respeito a seletividade do polimero IIP-HEMA-BSA, foram
observados valores de k' inferiores a uma unidade (Tabela 5). O enxerto da camada
da BSA espacialmente distribuida sobre a superficie [IP-HEMA diminuiu
substancialmente a seletividade do polimero. Provavelmente, as multicamadas de
proteina expdem mais grupos doadores de elétrons, principalmente na forma de
aminoacidos com base em Histidina, Triptofano e Tirosina com residuos de grupos
tiol, amino e carboxilicos, além de cadeias laterais ciclicas contendo grupos
hidroxila, aumentando a afinidade de sor¢cédo para os diversos ions do meio [124].

Em resumo, o polimero IIP-HEMA apresentou seletividade suficiente e
relativamente alta em relacédo ao Cd** do que o polimero ndo impresso. Além disso,
foi provado que o comondémero hidrofilico HEMA pode ser usado efetivamente como
acesso restrito na modificacdo quimica do polimero IIP para a separa¢do de &cido
himico e pré-concentracdo do fon Cd** na presenca de fons competitivos sem
perder a seletividade. Ademais, a partir dos resultados de sorcdo de Cd** e de
acordo com o desempenho dos polimeros IIP-HEMA e IIP-HEMA-BSA na exclusdo
de AH e do efeito do ancoramento da BSA sobre a seletividade, o polimero com
acesso restrito IIP-HEMA foi escolhido como material para o desenvolvimento de um
método analitico para a aplicacdo e determinacéo de Cd** em diferentes amostras
de agua, assim como em amostras de alimento (linhacga), fitoterapicos (Ginkgo

biloba) e cigarro.
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4.7. Otimizacao do procedimento de pré-concentracéo utilizando o
Planejamento Fatorial Fracionario 2°*

Os niveis codificados e descodificados do planejamento fatorial fracionério
2°! realizado para as varidveis independentes, tipo de eluente, concentracdo do
eluente (mol L), massa de adsorvente (mg), vazdo de pré-concentracédo (mL min™)
e concentracdo do tamp&o (mol L™) e as réplicas de cada resposta das variaveis
resposta (n=2), intensidade de sinal (Abs) e eficiéncia de sensibilidade (ES) sao
mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Fatores, niveis e matriz experimental do Planejamento Fatorial Fracionério

2> utilizado na otimizacdo para a pré-concentracdo de Cd** utilizando o Sistema

FIA-FAAS.
Eator _ Niveis _
Inferior (-) Superior (+)

EL HCI HNO3

EC (mol L™) 1,0 2,0

AM (mg) 50,0 100,0

FR (mL min™) 3,5 7.5

BC (mol L2 0,01 0,10

Ensaio  EL CE MA VP CT Abs ES (x10%
13 - - + + + 0,099 0,116 6,169 7,269
9 - - - + - 0,112 0,096 7,025 5,994
7 ) + + - + 0,124 0,131 3,603 3,813
11 - + - + + 0,093 0,094 5,788 5,863
5 . ) + ; - 0,143 0,155 4,160 4,528
1 } - - - + 0,117 0,120 3,396 3,493
12 + + - + - 0,124 0,114 7,769 7,119
8 + + + ; - 0,137 0,140 4,003 4,070
3 . + - - - 0,110 0,095 3,201 2,778
4 + + - - + 0,086 0,135 2,498 3,947
6 + - + - + 0,126 0,133 3,662 3,875
2 + - - - - 0,130 0,140 3,787 4,082
16 N + + + + 0115 0,116 7,206 7,819
15 ] + + + - 0,118 0,125 7,400 6,850
10 + ; ; + + 0,115 0,107 7,163 6,675
14 + - + - - 0,109 0,110 6,813 7,188

 tampao Tris-HCI pH 8,7 ; EL: Eluente, CE: Concentrgéo do Eluente, MA: Massa de adsorvente, VP: Vazéo de Pré-
concentragdo, CT: Concentragdo de Tampao.
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O diagrama de Pareto mostra a distribuicdo dos efeitos calculados para o

modelo linear. A analise dos efeitos principais, de interacdo e o grau de significancia

estimado para a (a) intensidade do sinal analitico e (b) eficiéncia de sensibilidade

séo apresentados abaixo (Figura 19).

Figura 19. Diagrama de Pareto para os efeitos das variaveis na pré-concentracéo de

cadmio usando como resposta (a) Abs e (b) ES.
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Como observado no diagrama de Pareto, para ambos 0s casos 0 parametro
mais significativo € a VP seguido pela MA. Note que, excec¢do feita aos fatores de
interacéo dois a dois CE x VP e EL x MA (Abs) e o efeito principal EL (ES) para tcy <
tan, todos 0s outros efeitos calculados, sejam eles principais ou de interagcdo n&do sao
estatisticamente significativos ao nivel de 95,0% de confianca (p < 0,05). Parece que
o principal fator no processo de extracdo/pré-concentracdo de cadmio, € a vazéo de
pré-concentracdo. A massa de adsorvente, apesar de menos significativa, parece
atuar no sentido de maximizar a resposta. Outros dois parametros de interagédo tém
efeito significativo para a Abs, e estdo associados a VP e MA. A combinacao das
variaveis CE x VP em niveis iguais (- -) e de EL x MA em niveis diferentes (- +),
parecem atuar no sentido de aumentar a resposta.

Para visualizar a representatividade dos efeitos calculados a Figura 20
apresenta o grafico de probabilidade (efeitos versus o valor de z) para a variavel

dependente (a) Abs e (b) ES [143].
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Figura 20. Gréfico dos efeitos versus valor de z obtido para (a) Abs e (b) ES. Os
efeitos negligenciaveis estdo préximos do zero no eixo x e os efeitos importantes

(MA e VP) estéo afastados do zero.
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Apesar de estatisticamente significativos, sem duvida, os efeitos de
interacdo CE x VP e EL x MA e o efeito principal EL ndo s&o representativos e,
portanto, € possivel concluir que as variaveis fundamentais para as escolhas a
serem adotadas para a estratégia do planejamento € a quantidade de MA e

principalmente a VP da etapa de amostragem.



76

O deslocamento conjunto dos efeitos de primeira ordem do nivel inferior (-)
para o nivel superior (+) da variavel MA e de mudanca do nivel superior (+) para o
nivel inferior da VP representam 53,2% da intensidade do sinal (Abs) (Figura 16 a).
Em caso de mudanca da varidvel resposta, em média, o deslocamento do nivel
inferior (3,5 mL min™') para o superior (7,5 mL min™) da VP representa um aumento
de 3,2 unidades na ES. Nesse caso, o parametro MA fica menos evidente, sua
representatividade cai de 21,1 % para 2,2% e a VP passa a ser a etapa dominante
na estratégia de escolha do planejamento, com um aumento médio de 92,2% na ES.
O conjunto de efeitos restantes, seja ele principal ou de interacdo, passa a contribuir
com apenas 7,8% somados (Figura 16 b).

Observe que a simples mudanca da variavel dependente (resposta) Abs
para a ES ocorre com predominio da VP e inversdo do seu sentido de
deslocamento. Assim, o caminho de maxima ascensao sugere o deslocamento da
variavel Abs para o nivel superior. A Figura 21 mostra a inversdo do sentido de
deslocamento na superficie de resposta com a mudanca da variavel dependente

Abs para ES.
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Figura 21. Superficie de Resposta do efeito de interacdo VP x MA para a mudanca

da variavel resposta (a) Abs para (b) ES.

De acordo com a superficie obtida para a absorbancia, ha um forte indicativo

de que a cinética de sorcdo de fons Cd** na superficie do polimero IIP-HEMA é
lenta. Isso implica em deslocamento da variavel para vazées menores dentro do
dominio avaliado (3,5 - 7,5 mL min™), o que resulta em maiores intensidades de sinal
atribuido ao maior tempo de contato entre a superficie do polimero e amostra. Por
outro lado, a inversdo de sentido de deslocamento na superficie obtida para a ES
indica a influéncia do novo fator implicito no planejamento, o tempo de amostragem.
Nesse caso, de acordo com a tendéncia do planejamento, maiores
absorbancias pendem ao nivel inferior da variavel VP e, portanto maior tempo de
pré-concentracdo (5,71 min), enquanto que a razao entre as menores intensidades
de sinal e tempo de pré-concentracdo (2,67 min) sdo contrabalanceadas. Assim, a
frequéncia analitica do método passa a ser explicita no planejamento e o efeito da
variavel VP, agora mais pronunciada, é deslocado para o sentido positivo da

superficie.
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Para decidir qual o parametro melhor se adequa aos dados experimentais, a

gualidade do ajuste dos modelos para as variaveis Abs e ES foram realizadas por

meio da analise de variancia (ANOVA). O desvio das respostas e das estimativas

feitas pelo modelo em torno da média pode ser decomposta na Equacao 12:

SQ7 = SQr + SQres

12

Em que SQ; é a soma quadrética total, SQz € a soma quadratica explicada

pelo modelo e SQ ,.; € a soma dos quadrados devido ao residuo. A Tabela 8 fornece

um resumo da ANOVA obtida para a intensidade de sinal analitico, absorbéancia e do

parametro eficiéncia de sensibilidade, ambas obtidas por meio da modelagem linear.

Tabela 8. Comparacéo entre as analises de variancia dos modelos lineares para a

Abs e ES.
Variavel Dependente Parametro SQ? GLP MQ° Fea  Ftanis.16) (95%)
6,5x10° 15  4,3x10™
1,9x10° 16  1,2x10™
Absorbancia
8,4x10° 31  2,7x10* 3,58 2,35
(Abs)
Variacdo explicada (R 0,774 R 0,877
R? ajustado (Ry°) 0,555 Ry 0,745
88,9 15 5,9
3,2 16 0,2
Eficiéncia de
92,0 31 2,9 29,5 2,35
Sensibilidade (ES)
Variacdo explicada (R%) 0,966 R 0,983
R? ajustado (Ry°) 0,931 Ry 0,965

? Soma quadratica; ® Graus de liberdade; °MQ = SQ/GL; “SQz = Y™ 1(9; — ¥)%; °SQyes

Y= 9 1SQT =X =)
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O coeficiente de determinacéo (R?), obtido a partir da equac&o 13, indica o

guanto da variacao da resposta em torno da média € explicado pelo modelo.

SQr 889
SQr 92,0

6,5%x 1073

2 _ —
Res™ = " 8,4x 103

= 0,966 e Ryps° = 0,774 Equacéo 13

Isso significa que para a Abs, 77,4% da variagdo em torno do planejamento
sdo explicadas pelo modelo de regresséao linear, para os residuos restam 22,6%.
Quando o tempo de amostragem € considerado, o grau de correlacdo entre os
valores observados e os valores preditos pelo modelo sobe para 96,6%, enquanto a

variacéo explicada pelo residuo cai de 22,6% para 3,4%. O valor de Rajz, dado pela

Equacdo 14, explica ndo apenas o quanto da variacdo é explicado pelo modelo,

como também considera o niumero de fatores do planejamento.

SQres/n—p
2 _ 4 res
Ra}Abs =1 <SQT/11 -1

)

2:1

) = 0,555 e Ry, ~59= 0,931 Equacao 14

Em que n é o nUmero de experimentos e p, 0 nimero de coeficientes do
modelo. Podemos testar a hipétese nula, Hy: f = 0, isto €, quando ndo ha relagcédo

linear entre as variaveis, de acordo com a Equacao 15.

(SQxr/p—1) 5,9 .
= =3,58¢F, =—=295 Equacédo 15
Aabs ™ (§Qpes/n — D) ¢ e

FC alES 0 2

De acordo com a tomada de decisdo, para os dois casos F, >

alapsEs

Ftab 1516 8O nivel de 95% de confianca e portanto, devemos descartar a
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possibilidade de g = 0; existe relacdo linear entre as variaveis. Nem sempre, uma
regressao dada como significativa é Gtil para realizar previsfes. Observe que apesar

de F, (3,58) > F;4p(2,35), a proximidade dos valores de F indicam que a faixa de

alaps

variacao coberta pelos fatores estudados é estreita, fazendo com que o efeito sobre
as respostas figue mascarado pela extensdo do erro experimental.
Por outro lado, a inser¢cdo do tempo de amostragem, evidencia a extensao

dos efeitos das variaveis e o valor de F,,;..(29,5) passa a ser dez vezes maior que

alEs

o valor da distribuicdo F,,;, indicando que o modelo de regressdo obtido para a
eficiéncia de sensibilidade é muito mais consistente. Dessa forma, a quantidade de
informac&o modelada pelo coeficiente de regressao que a ES explica em relacdo ao
modelo previsto é muito maior do que aquelas observadas para a variavel
dependente Abs.

Portanto, com o objetivo de obter sensibilidade, maior frequéncia de
amostragem e levando em consideracdo o melhor ajuste com menor erro e melhor
correlacdo, o parametro ES foi escolhido para a avaliacdo do método. Assim, de
acordo com os valores preditos para o planejamento fatorial 2°*, as variaveis
independentes menos representativas, relacionadas a etapa de eluicdo EL, CE e MA
foram fixadas no nivel superior, HNO3 a 2,0 mol L™ com 100,0 mg de adsorvente,
enquanto que a CT em 0,01 mol L™ (nivel inferior). Para a variavel VP, apesar do
efeito representativo, a regido experimental ndo pode ser deslocada para niveis
superiores da superficie de resposta devido as limitagdes instrumentais. O aumento
da vazao ocasionou 0 aumento na pressao interna da coluna no sistema FIA-FAAS
e vazamentos foram observados. Portanto, a melhor condi¢éo foi estabelecida para

o nivel superior do dominio avaliado (7,5 mL min™).
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Para avaliar o efeito de ions interferentes e determinar a influéncia de alguns

cétions e anions pré-concentracdo de Cd*, solucdes binarias contendo 20,0 pg L™

de Cd** e cations com carga e raio idnico similar foram preparadas em diferentes

proporcdes na auséncia e presenca de AH 5,0 mg L™, analisadas pelo método

proposto e investigadas para a aplicacado em diferentes matrizes (Tabela 9).

Tabela 9. Efeito de cétions interferentes na taxa de pré-concentracédo de Cd** na

presenca e auséncia de AH 5,0 mg L™,

Proporcgao (m/m)

Interferentes  AH (mg L™) 1:10 1:20 1:30 1:50 1:100
% Recuperacao

cu?t - 95,1 95,3 929 87,3 -
50 - - 97,3 943 90,6

Fed* - 97,7 95,9 94,7 85,7 -
50 - - 954 102,8 113,2

pp2* - 107,6 93,7 82,6 - -
50 - - 104,8 1035 844

Ni2* - 103,9 92,8 88,7 - -
50 - - 97,9 1048 89,2

7n2* - 95,2 97,1 88,3 - -
50 - - 93,8 96,9 85,6

Co?* - 99,3 100,2 1015 89,6 -
50 - - 96,7 103,2 91,2

Sr2t - 92,2 96,4 105,7 110,9 -
50 - - 92,9 948 87,7

5 - 98,9 99,7 103,3 1114 -
50 - - 97,0 107,5 114,2

ca?t - 104,2 102,4 105,0 90,0 -
50 - - 94,0 105,21 113,6

Mg?* - 94,3 99,5 103,6 87,8 -
50 - - 101,2 104,4 1123

De acordo com os resultados, na auséncia do AH ndo ha interferéncia para

concentracdes 30 vezes maiores que o Cd** (0,6 mg L™?) de Cu?*, Fe**, Co*, Sr¥,

V®*, Ca?* e Mg? resultando em porcentagens de recuperacdo de 92,9-105,7%,
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enguanto que uma concentragcdo 20 vezes maior de Pb*, Ni** e Zn*" resulta em
porcentagens de 92,8-97,1%, indicando que a sor¢ao de Cd?* nado é afetada mesmo
na presenca de 0,4 mg L™ dos fons interferentes. Acima dessa concentracdo, na
propor¢do 1:30 (m/m), a interferéncia no sinal de Cd** é negativa, obtendo
recuperacdes na faixa de 82,6-88,7%. Nesse caso, Pb?*, Ni** e zZn?" diminuem a
intensidade do sinal analitico devido a maior competicdo pelos sitios de ligagdo do
[IP-HEMA.

A influéncia da matéria organica dissolvida também foi avaliada. Na
presenca do AH 5,0 mg L™ o efeito de interferéncia é reduzido e os fons Cu?**, Fe*,
Pb?*, Ni** zn?, Co®, Sr**, V', Ca®* e Mg®" podem ser submetidos a pré-
concentracdo usando proporcdes 1:50 (m/m). Assim, a presenca de centros mais
duros contendo oxigénio (grupos carboxilicos e fendlicos) da matéria organica com
afinidade por Ca**, Mg*", Sr** e Fe* e centros moles (nitrogénio e enxofre) que
competem pelos metais moles como o Pb* e de fronteira como Zn**, Ni**, Co*™ e
Cu?* facilitam a retencéo do Cd** pelos sitios de impressdo obtendo recuperacées
na faixa de 94,3-107,5%.

Além desses resultados, solucbes binarias contendo Cd** e anions
coexistentes também foram submetidos a pré-concentracdo usando propor¢cdes de
analito:interferente 1:500 (m/m) para F’, CI" e Br e 1:5000 (m/m) para CO5*, HCO3,

S0,* e NOs (Tabelal0).
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Tabela 10. Efeito de anions interferentes na pré-concentracéo de Cd** na auséncia e

presenca de AH 5,0 mg L™.

Proporcao (m/m)

Interferentes AH (mg LY 13500% RecuperagéoLSOOO
COs” 5:0 : 1908%0
HCO3 5:0 : 19090’,26
S0,” 5:0 : 1907%8
NO3 5:0 : 19032,?3

= 5.0 8471:411 :
o 5,0 080 I
F - 94,4 -

5,0 93,6 ]

Valores de recuperacéo na faixa de 93,6% a 98,0% para os haletos e 93,9
% a 106,8% para a presenca de carbonatos, sulfatos e nitratos indicam que a sor¢éo
de Cd?" na superficie do polimero néo é afetada pela presenca de &nions mesmo na

presenca de AH.

4.9. Parametros Analiticos

Sob as condi¢bes otimizadas, a qualidade do ajuste do modelo da curva
analitica foi avaliada para verificar a linearidade do método na faixa de concentracéo
de 2,5-150,0 pg L™ de Cd?**. Os limites de deteccéo e quantificacéo foram calculados
de acordo com as equacdes 8 e 9 e o valor de LOQ (0,56 pg L™), averiguado
experimentalmente, foi inserido na equacdo de regressao linear e por meio da
aplicacdo da ANOVA o novo ajuste do modelo foi verificado. A Figura 22 mostra as

regides de linearidade obtidas para a determinacéo de Cd?*.
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Figura 22. Avaliacdo da linearidade do método de extracao/pré-concentracdo de

Cd?*.

084 75,0 - 150,0 ug L

Absorbancia

0,56 - 50,0 ug L™
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O modelo foi estatisticamente avaliado por meio da andlise de variancia
aplicando a one-way ANOVA. O resumo da analise de varidncia do modelo de
regressao é apresentado na Tabela 11. Ao nivel de 95% de confianca, a razao entre
as variancias das somas quadraticas explicadas pelo modelo (SQz) e residual
(SQres), para um F.,; »>> F;yp, revelam que o modelo linear parece mesmo o mais
indicado para descrever a variagcdo da absorbancia em relacdo a concentracédo de

Cd?* para uma faixa de concentracao linear de 0,56 pug L™*a 50,0 pg L™.
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Tabela 11. Andlise de variancia para o ajuste do modelo de regresséo linear obtido

pelo método dos minimos quadrados para a relagdo absorbancia e concentracéo de

Cd**
Fonte de Variacdo SQ? GL® MQ° Feat  Fran(95%)
Regress&o (SQg)" 0,5079 1 0,5079
31875 4,30F

Resfduo (SQres)® 3,47x10* 22 1,60x10° (1.22)
Falta de ajuste (SQf,) 1,62x10™ 6 2,70x107°

' ’ 2,25 2,74 F
Erro puro (SQep)° 1,85x10* 16  1,20x10° (616)
Total (SQq)" | 0,5083 23 2,21x107
Variagéo explicada (R?)' _ 0,9993 R 0,9997
Méaxima variacéo explicavel (Rys,2) 0,9996 Rnax 0,9998
R? ajustado (R,;%) 0,9993 R, 0,9996
®Soma quadratica; "Graus de liberdade; °Valor médio quadratico; “SQg = Y™ ,(Pi — 7% SQyes = Y0 = 9%
TSQfaj = Z_{leyil()’}i -7 95Qep = Z?QZ;L(VU - y)% "SQr = I (i — 'R? = SQr/SQr;

Ronsx® = (SQr — SQep)/SQr; “Raj? = [1 — (MQyes/MQr)]

De acordo com a equacdo 6, o valor do coeficiente de correlacdo R =
0,9997 para Abs = 0,00851[Cd?*] + 0,00387 mostra que os desvios dos valores
previstos pelo modelo sdo semelhantes aos desvios dos valores observados (ambos
em relacdo a média global). Isso significa que 99,93% da variacdo total das
observagcbes em torno da média global sdo explicados pela regresséo. A parte da
variacdo das respostas em torno da média que o modelo ndo consegue reproduzir, a
SQyes, ficam com apenas 0,07%.

Podemos obter o erro médio (quadratico) aproximado que cometemos se
usarmos a equacdao de regressao linear para prever a estimativa de cada resposta
correspondente & concentracdo de Cd**. Admitindo a homoscedasticidade das
respostas observadas, na qual a variancia dos erros (s?) em torno da regressio €
constante ao longo da faixa avaliada, podemos tomar s? como uma boa estimativa
da variancia residual (¢2). Assim, a estimativa da variancia dos pontos em torno da

equacao de regresséao para o modelo pode ser dada pela equacéo 16:
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2o 20— 90° 347 x107

=1,60 x 107° Equacéo 16
n—p 22

No qual o termo y; e J;, € a diferenca entre os valores observados e suas
estimativas, respectivamente, obtidas de acordo com o ajuste dos minimos
guadrados do modelo. Assim a estimativa do erro padrédo da inclinacdo da curva

analitica (b;) pode ser obtida conforme a equacéo 17:

S
erro padrio de by, = onde S,, = E xX; — X)? x
p 1 \/S_xx xx ( i ) Equa(;aO 17

Admitindo que os erros se distribuam normalmente, podemos usar a
distribuicdo de Student (ty,) para testar a significancia do valor estimado para a
inclinacdo b; e ter uma relacdo confidvel entre as variaveis, absorbancia e

concentracéo (Equacao 18):

IC = by * t(025n-p) X (erropadréo de by) Equacéo 18

Como a estimativa do erro s = 4,0 X 103 podemos concluir que o limite para
a significancia do coeficiente angular da equacéo de regresséo é IC = 8,10 x 1073 +
(t (0,02522) X 815%x107%) = 1,69 x 10™* ao nivel de 95% de confianca. Assim, o
IC =8,10 x 1073+ 1,69 x 10~* ndo contempla o zero, confirmando a existéncia de
uma relacdo linear entre as absorbancias e as concentracées de Cd?*. Da mesma
forma podemos testar o intercepto (b,) da equacdo de regressdo da curva, de

acordo com as equacdes 19 e 20:
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~ 2 xi? ~
erro padrao de by = s Equacéo 19
NS,y
IC = by * t(o,025n-p) X (erTo padrao de b,) Equacéo 20
Como IC =387 %1073+ t0,02522) X 1,24 X 1073 = (1,30 x 1073, 6,44 X

1073), logo b, e b, s@o estatisticamente significativos, e portanto existe evidéncia
suficiente de que o modelo Abs = b;[Cd?**] + b, € consistente.

Agora podemos avaliar a qualidade do ajuste do modelo por meio da
decomposicdo do residuo SQ,.s em termos das somas quadraticas devido ao erro
puro (SQ.,) e a falta de ajuste (5Qr,;) para demonstrar a capacidade real do modelo
em se ajustar aos dados experimentais. Se compararmos a razao entre MQy,; €
MQ., (Equagéo 7), temos que Fq;(2,25) < Fyqp(2,75) para Fg 1) graus de liberdade
e p-valor (0,083) > 0,05 ao nivel de 95% de confianca. Estes valores revelam a
impossibilidade dos resultados ocorrerem ao acaso, indicando uma forte relagao
entre as variaveis. Portanto, ndo ha falta de ajuste para a regressao linear e
podemos afirmar com certeza que o modelo é consistente para predizer a
concentracéo de Cd** na faixa de concentracéo que vai de 0,56 pg L™ a 50,0 ug L™.

Acima de 50,0 pg L™ (adicionando o ponto de 75,0 pg L™), o valor da razéo
entre 0 MQr € 0 MQ, cai para 5909. Comparado com F 5y = 4,24, temos ainda
que F., >» F:qp, indicando uma regressao significativa, se néo fosse pela evidéncia
da falta de ajuste, confirmada pelo alto valor da razdo MQs,;/MQ., = 11,7 >
F718) = 2,57. Logo, o modelo de regressao linear deixa de satisfazer a relagao entre

as variaveis, o que é atribuida a nova regiao linear de faixa de concentracao que vai

de 75,0 ug L™* a 150,0 pg L™
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Para avaliar o efeito do acido humico sobre o coeficiente angular (Slope), b,
do modelo, & curva analitica para o Cd*" foi construida na presenca da substancia
himica em dois niveis de concentracéo, 5,0 mg L™ e 50,0 mg L™. As solucdes foram
submetidas a etapa de extracao/pré-concentracao e simultanea exclusao de AH e as
novas curvas obtidas foram comparadas por meio da ANOVA para verificar o grau
de significancia das inclinacbes obtidas na auséncia e presenca da substancia
humica. Para demonstrar a sensibilidade do método, curvas analiticas também
foram construidas sem a etapa de pré-concentracdo nas mesmas condi¢cdes acima
(auséncia e presenca do AH), excecdo feita & faixa de concentracdo de Cd** (50,0-
1000,0 ug L™). As Figuras 23 apresentam as curvas (a) com e (b) sem a etapa de

pré-concentracao, respectivamente, obtidas na auséncia e presenca de AH.
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Figura 23. Curvas analiticas obtidas para o IIP-HEMA (a) com (0,56-50,0 ug L™) e
(b) sem a etapa de pré-concentracdo (50,0-1000,0 ug L™) na auséncia e presenca

de AH 5,0 e 50,0 mg L™.
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As regressoes lineares obtidas foram estatisticamente avaliadas pela one-
way ANOVA. Para todas as curvas, ao nivel de 95% de confianca, a razdo entre as
somas quadraticas explicadas pelo modelo e residual (F.,;) foram maiores que seus

valores tabelados (F(q,), indicando um bom ajuste do modelo aos dados

experimentais. Além disso, os coeficientes de correlacdo obtidos com a etapa de
pré-concentracao foram iguais a 0,999 para
Abs (Cd**) = 0,00851 4 0,00005[Cd?*] + 0,00387 + 0,00022 na auséncia do AH,
enquanto na presenca da matéria organica o modelo de regressdo é pouco
modificado e passa a ser Abs (Cd?*, AH 50mg L™') = 0,00847 + 0,00011[Cd?*] +
0,00360 + 0,00061 para um ajuste de 0,999. Entretanto, 0 aumento da concentracao
de AH para 50,0 mg L™ diminui a sensibilidade do método (razdo entre os slopes)
em aproximadamente 2,9 vezes. O modelo de regressao linear, agora passa a ser
Abs (Cd?*, AH 50,0 mg L™1) = 0,00295 + 0,00006[Cd?**] + 0,00118 + 0,00032

R =0,998 e fica evidente o efeito de matriz atribuido a exclusédo da substancia
himica complexada ao Cd?".

As curvas analiticas obtidas sem a etapa de pré-concentracdo s&o
representadas pelas equacdes Abs (Cd?*) = 0,00023 + 0,00003[Cd?*] — 0,00387 +
0,00102 (R = 0,997), Abs (Cd**,AH 5,0 mg L™1) = 0,00026 + 0,00001[Cd?*] —
0,00097 £ 0,00108 (R = 0,999) e Abs (Cd?*,AH 50,0 mg L™1) = 0,00027 +
0,00004[Cd?*] + 0,00293 + 0,00145 (R = 0,999) (Figura 18b). Na auséncia da
minicoluna, limitagBes instrumentais foram observadas e devido a formacédo de
fuligem causada pela presenca de alto teor de matéria organica, o que fez com que
a intensidade do sinal analitico fosse prejudicada tornando necessaria a manutencéo

do equipamento (queimador) entre as curvas analiticas.



91

Para a etapa de etapa de extragdo/pré-concentracdo, podemos testar a
hipotese; se realmente existe diferenca significativa entre as médias das inclinacfes
obtidas para os modelos de regressédo na auséncia e presenca da matéria organica.
A Tabela 12 apresenta as variaveis de entrada (matriz e slope) e a analise de

variancia obtida para as réplicas (n = 3) de cada curva analitica.

Tabela 12. Variaveis de entrada e andlise de variancia para os slopes das curvas

analiticas obtidas na auséncia e presenca da substancia humica.

Variaveis Matriz
cd®* Ccd*+AH50mgL? Cd**+AH50,0mglL™
0.00848 0.00847 0.00313
Slope 0.00853 0.00852 0.00309
0.00852 0.00841 0.00312
Fonte da ANOVA
Variag&o SQ? GL® MQ° F., Valor-p F,
Entre os grupos 3,87x107 2 1,94x10° 8871,7 2,20x10° 9,5
Dentrodos ¢ 55 909 3 2.18x10°
grupos
Total 3,87x10” 5 7,74x10°

®Somas Quadraticas; "Graus de Liberdade; “Valor Médio Quadratico

A partir da diferenca entre as variancias, testamos a significancia baseada

nos seguintes parametros:

1) Hy: of = 6% = o2 vs H,: 0% # 0? + 0%,
2)a = 0,05;
3 F (n = 3)

4) Regido critica: Fy»;

MQgntre grupos
5) Feq1 =

MQDentro dos grupos

6) Decisdo: rejeita-se a hipotese nula (Hy) se F.q; > Fiqp-
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Deve-se rejeitar a Hy, F.q (8871,7) >> F.4, (9,5), € podemos concluir que o
efeito dos slopes na auséncia e presenca do AH diferem entre si ao nivel de
significancia de 95% e, portanto ndo existe correlacdo entre as inclinagbes, fato
confirmado pelo baixo valor-p (< 0,05). Podemos aplicar o teste de Tukey HSD
(Honestly Significant Differences) para realizar as comparagdes mdltiplas e confirmar
quais das médias dos grupos de slopes diferem significativamente entre si (Tabela

13) [144].

Tabela 13. Teste de Tukey para a comparacdo entre as médias dos slopes das

curvas analiticas.

Cd** Cd“+AH50mgL" Cd* + AH 50,0 mgL™

ia
Matriz 0,00851 0,00847 0,00295
Cd2+ 0.39 2,27x10™
Cd2++AH50mgL*  0.39 2,27x10™
Cd2++ AH 50,0 mg L™* 2,27x10™ 2,27x10™

#Valor-p para todos os pares de médias dos slopes

Ndo existe diferenca significativa entre a média dos slopes das curvas
analiticas na auséncia e presenca de AH 5,0 mg L™ (valor-p > 0,05). Para as
demais médias das inclinacfes, o tratamento revela a falta de correlacdo entre as
curvas obtidas na auséncia e presenca de AH 50,0 mg L™ ou mesmo para ambas as
curvas analiticas obtidas com a presenca da substancia himica, ao nivel de 95% de
significancia (valo-p < 0,05). Isso confirma, mais uma vez que para o0 método
proposto é possivel obter sensibilidade adequada mesmo na presenca de AH 5,0 mg
L™

Um resumo dos parametros analiticos do método é apresentado na Tabela
14. Os valores de limite de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), fator de preé-

concentracdo (FP), indice de consumo (IC), eficiéncia de concentracdo (EC) e
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frequéncia analitica (FA) foram obtidos de acordo com as equacdes 8, 9, 10, 11 e

12, respectivamente.

Tabela 14. Parametros analiticos para a determinacdo de Cd** utilizando o método

proposto.
Parametros Analiticos Valores obtidos
Faixa linear (ug L) 0,56-50,0
Modelo de regresséo linear Abs = 0,00851[Cd?*] + 0,00387
R 0,999
LOQ (ug L™) 0,56
LOD (ug L™ 0,17
FP 37
FA (h™)? 21
IC (mL) 0,54
EC (min™) 13,1
Concentracdo Cd* (ug L) AH (mgL™?) DPR (%, n=10)
2,5 - 4,68
A . 40,0 - 2,32
Precisao intra-dia 25 5.0 241
40,0 5,0 3,69
2,5 - 0,96
A . 40,0 - 2,41
Precisao inter-dia 25 5.0 403
40,0 5,0 1,64

#0s resultados foram obtidos considerando um volume de amostra de 20,0 mL e um ciclo de 2,83 min (etapas de
pré-concentracao e eluicao).

O alto FP (34 vezes) mostra o elevado ganho de sensibilidade para o método
e o potencial do polimero IIP-HEMA na extracdo/pré-concentracdo de Cd**. Como
consequéncia os baixos valores de LOD e LOQ para uma faixa linear de 0,56-50,0
ug L™ indicando que o método é adequado para a quantificacdo de Cd** em baixas
concentracdes (Hg L™) mesmo na presenca de matéria organica. A precisdo avaliada
em termos de repetibilidade intra e inter-dia (n = 10) foram adequadas para o

método, com um Desvio Padrdo Relativo (DPR) menor que 5,0%, obtido em dois
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niveis de concentracéo (2,5 e 40,0 ug L™) na auséncia e presenca de AH 5,0 mg L™,
demonstrando a baixa variagdo entre as medidas para o método proposto.

Devido & inexisténcia de polimeros ionicamente impressos-Cd** com acesso
restrito (IIP-RAM), a performance analitica do método proposto foi comparada com
métodos desenvolvidos para polimeros [IP-Cd®** previamente reportados na

literatura, como mostra a Tabela 15.

Tabela 15. Comparacao entre o método proposto e diferentes polimeros impressos

para a determinacéo de Cd**.

Mondmero Técnica  Modo Aplicacdo VP° LD(uglL") FP°  Faixalinear FA(h?)° Referéncia
1-v1° FAAS  On-line  Aguaeurina 150 0,11 384  1,0-50,0 22 [74]
4-Vp® FAAS  On-line Agua 20,0 011 1170 1,0-10,0 20 [145]
MA' FAAS Batelada Agua 300,0 0,29 55,5 0,3-50,0 - [146]
DEM® FG AAS Off-line Peixe 25,0 0,15 12,5 0-0,24 6 [147]
2.vP"  ICP-OES Batelada  /BY3CENAS 04 014 200 1,0-50,0 - [148]

Medicinais
4-vp FAAS  Batelada Aguaealimetos 1500 0,20 - 0,5-150,0 ; [149]
' Agua, alimento, Este
ATU' FAAS On-line fitoterapico e 20,0 0,17 37 0,56-50,0 21
P trabalho

#Volume de pré-concentragéo;_"Fator de Pré-concentracéo; °Frequéncia Analitica; “1-vinilimidazol; *4-vinilpiridina; "Acido Metacrilico; 92-(dietilamino)
etilmetacrilato; h2—vini|piridina; 'Aliltioureia.

O baixo volume de amostra, ampla faixa linear, satisfatorio fator de pré-
concentracdo e frequéncia analitica, além de um baixo limite de deteccdo sdo as
principais vantagens do método. Além disso, a capacidade de reutilizacdo do
polimero IIP-HEMA foi estimada em aproximadamente 726 ciclos (empregado em
todos os estudos de sorcdo, exclusao, otimizacédo, aplicacdo e validagcdo) que
incluem etapas de extracao/pré-concentragdo e exclusdo em meio béasico (pH 8,70)
e eluicdo acida (HNO3z 2,0 mol L) demonstrando alta estabilidade quimica sem a

perda das propriedade sortivas de fons Cd** (impresséo) provando que a presenca
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do modificador previne a degradac¢éo da superficie do sorvente mesmo na presencga

de altas concentragdes de matéria organica.

5. APLICACAO E VALIDACAO DO METODO

O método desenvolvido foi aplicado em diferentes amostras de agua
superficiais (rio e lago) e subterréanea (poco e mineral), como mostra a Tabela 16. A
exatidao foi avaliada diretamente nas amostras por meio de testes de adicdo e
recuperacdo em dois niveis de concentracdo (2,0 e 20,0 pug L") na auséncia e

presenca de AH.
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Tabela 16. Teste de adicao e recuperagdo em amostras de agua.

Cd*" (ug L™
Adicionado Encontrado?®

Amostra de dgua AH (mg L™) Recuperacéo (%)

- 2,0 1,88 + 0,13 93,8

Rio 5,0 2,0 1,95 + 0,23 97,5
; 20,0 20,80+ 0,85 103,9

5,0 20,0 18,90 + 0,64 94,5

; 2.0 1,97 +0,12 98,5

Rio 5,0 2.0 1,84+ 0,78 92,0
; 20,0 18,80 +0,52 94,2

5,0 20,0 21,30 + 0,40 106,5

; 2.0 217+0,11 108,7

Rio 5,0 2.0 2,02 + 0,53 101,0
; 20,0 19,80 + 0,65 99,1

5,0 20,0 20,90 + 0,28 104.5

] 2.0 1,98 +0,14 98,9

Rio 5.0 2.0 213+0,71 106,5
; 20,0 19,40 + 0,80 97,2

5,0 20,0 19,80 + 0,65 99,0

; 2.0 1,97 + 0,34 08,7

Lago 5,0 2.0 1,91 +0,24 95,5
; 20,0 19,28 + 0,35 96,0

5,0 20,0 20,20 +0,52 101,0

; 2.0 1,94 +0,22 97,0

Poco 5,0 2.0 1,96 + 0,33 98,0
; 20,0 20,10 + 0,41 100,5

5,0 20,0 20,08 +0,17 100,4

. ; 2.0 2,07+0,14 103,5
Mineral 5,0 2.0 1,94+ 0,26 97.0
; 20,0 19,30 + 0,49 96,5

5,0 20,0 19,74 +0,46 08,7

“Resultados s&o expressos como valor médio + desvio padr&o (n = 3).

A porcentagem de recuperagdo obtida na faixa de 92,0-108,7% para dois

niveis de concentracdo na auséncia e presenca de matéria organica mostra que o
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método pode ser aplicado para a determinacdo de Cd** em diferentes tipos de
amostras de agua com precisdo e exatidao satisfatorias sem o efeito matriz causado
pela presenca de matéria organica. Para demonstrar a aplicabilidade do material, o
método proposto também foi aplicado em matrizes alimenticias (linhaga), fitoterapico

(Gingko biloba) e cigarro (Tabela 17).

Tabela 17. Determinacdo de caddmio em amostras de cigarro, linhaca e Ginkgo

biloba.

Cd* (ug kg™

Amostras Adicionado Encontrado® Recuperagdo (%)
Cigarro - 77,9+6,3 -
150 221,2+5,7 95,8
500 583,1+8,9 106,7
Linhaca 1 301,8 £15,3 -
250 531,9 £ 15,5 92,0
833 1127,3+12,4 97,5
Linhaga 2 - 278,3+11,7 -
250 537,1 + 14,3 103,5
833 1116,1 +£ 16,3 101,7
Linhaca 3 - 953,6 + 38,6 -
250 1210,4 + 28,9 102,7
833 1761,9+ 32,9 97,4
Ginkgo biloba - 221,2+5,8 -
750 1011,3 + 28,3 105,3
2500 2719,2 + 28,3 99,1

O método foi aplicado com sucesso para a determinacdo de Cd** em
diferentes amostras de linhaca (301,8 + 15,3 pg kg™, 278,3 + 11,7 pg kg™ e 953,6 +
38,6 pg kg™), Ginkgo biloba (221,2 + 5.8 pg kg™) e cigarro (77.9 + 6.3 pg kg™). Em
todos os casos a exatiddo avaliada pelo teste de adicdo confirmou que o método
pode ser utilizado com sucesso na determinacdo de Cd** em diferentes matrizes
mesmo em baixos niveis de concentracdo. A faixa de recuperacdo obtida para as

amostras fortificadas com Cd?* em dois niveis de concentragéo foi de 92,0-106,7%.
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Além disso, a exatiddo do método foi confirmada por meio da analise de
material certificado de referéncia TORT-2 (hepatopancreas de lagosta). De acordo
com os resultados, nao existe diferenca significativa entre a concentracéo
encontrada 26,44 + 0,57 mg kg™ obtida pelo método (triplicatas auténticas) e o
material certificado de referéncia (26,70 + 0,60 mg kg') ao nivel de 95% de
confianca (teste t-Student), atestando assim a eficiéncia do método desenvolvido.

Finalmente, € oportuno enfatizar que os métodos utilizados para a
guantificacdo de metais em matéria organica sdo comumente realizados por
processos de mineralizacdo acida para evitar o efeito da matriz. Pela primeira vez foi
proposta a sintese de um polimero IP-RAM-Cd** para o clean-up online de acido
himico e simultanea determinacdo de Cd?* evitando etapas de extracao,
complexacdo e mineralizacdo. Além disso, o acoplamento da minicoluna [IP-RAM
permitiu a injecdo direta de amostras no FAAS sem um pré-tratamento prévio,
mesmo na presenca de altos teores de matéria organica. Para nosso conhecimento,
nao existem polimeros ou métodos publicados que possam ser utilizados

eficientemente na determinacéo direta de Cd** e simultanea excluséo de AH.

6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou pela primeira vez a influéncia dos comondémeros
HEMA e da BSA na sorcdo e seletividade da poli(aliltioureia) em relacdo a
capacidade de extracdo/pré-concentracdo de fons Cd?*. Considerando andlise
elementar do CHNS, os dados demonstraram muita similaridade entre a taxa de
conversdo da ATU para os polimeros impressos e ndo impressos e tendo em vista
0s experimentos de seletividade, pode-se afirmar que a capacidade de
reconhecimento do IIP e do IIP-HEMA ¢é atribuida as cavidades de impressao

criadas durante a formacéao da rede polimérica.
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O lIP-HEMA apresentou o melhor desempenho para a exclusao de AH sem
a perda de seletividade para o fon Cd®', sendo, portanto, mais indicado para
preparar polimeros ionicamente impressos e com acesso restrito. Por outro lado, o
polimero [IP-HEMA-BSA embora igualmente eficiente na capacidade de excluséo de
AH, ndo apresentou seletividade, diminuindo o efeito de impressao com a camada
revestida da BSA sobre a superficie do polimero IIP-HEMA. O polimero IIP sem
qualguer modificacdo mostrou seletividade adequada para o ion Cd?*, mas sofre
com a capacidade de exclusdo do AH.

A performance analitica do IIP-HEMA como sorvente para a determinacéo
de Cd?** na presenca de AH foi avaliada com preciséo e exatiddo em amostras reais
de &gua. Além disso, o polimero IIP-HEMA foi utilizado com sucesso em amostras
de alimento, fitoterapico e cigarro demonstrando a aplicabilidade do material, mesmo
em diferentes matrizes. Podemos ainda destacar o baixo volume de amostra (20,0
mL), satisfatorio fator de pré-concentracdo (37 vezes) e baixo limite de detecc¢do
(0,56 pg L™ permitindo a quantificacdo de Cd** em baixos niveis de concentracéo,
além de facil regeneracédo sem a degradacédo da superficie e perda das propriedades
sortivas.

Como observacgdes finais, os resultados obtidos abrem um campo de
investigacdo interessante na ciéncia da separagcdo explorando a combinagdo de
impressdo quimica e material de acesso restrito visando o desenvolvimento de
materiais seletivos, sem a necessidade de etapas prévias de pré-tratamento em

amostras ambientais.
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