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RESUMO

A sacarina (SAC) é amplamente usada como adocante em diversos
alimentos. Pesquisas atuais apontam riscos a saude humana relacionados ao
consumo prolongado da SAC. Devido ao fato de ser formulada em combinagao
com outros edulcorantes, a sua determinacdo depende de métodos laboriosos.
Assim, este trabalho objetivou estudar os parametros de extragdo em fase
sélida molecularmente impressa (MISPE) seletiva a SAC para o preparo de
amostras de chas. Para otimizar as etapas da MISPE empregou-se um
planejamento fatorial 2° e a determinagdo da SAC foi realizada com o auxilio de
espectrémetro UV-Vis. Os fatores avaliados em dois niveis foram: (1) solvente
de condicionamento, (2) massa do polimero molecularmente impresso (MIP) e
(3) solvente de eluicdo. Observou-se que os fatores com os efeitos
significativos para 95% de confianga foram o (2) e a interagédo (23). A
combinagao desses fatores resultou em recuperacdo média de 95 % da SAC
confirmada por HPLC-UV com fator de preconcentracédo de 3 vezes. Foi feita a
comparacao entre MIP e NIP e o MIP demonstrou-se 4 vezes mais seletivo. O
volume de breakthrough do cartucho foi de 60 mL e sua capacidade adsortiva,
0,45 mg g'. O método foi aplicado em amostras de cha diet comerciais e os
fatores de recuperacao obtidos ficaram acima de 75%. Os dados demonstram
que o planejamento fatorial foi eficaz na otimizagdo das etapas da SPE com
menor consumo de reagentes. O método em desenvolvimento aponta aspectos
inovadores ao utilizar o MIP na extragdo da SAC e maior simplicidade de

deteccéo.

Palavras chave: chas, preparo de amostra, MIP, sacarina, SPE, alimentos,
MISPE



ABSTRACT

Saccharin (SAC) is widely used as a sweetener in various foods. Current
research points out risks to human health related to prolonged consumption of
SAC. Due to the fact that it is formulated in combination with other sweeteners,
its determination depends on laborious methods. Thus, this work’s aim was to
study the parameters of a molecularly imprinted solid phase extraction (MISPE)
selective to SAC for preparation of tea samples. In order to optimize the MISPE
steps, a 2 factorial design was used, and the SAC determination was
performed using a UV-Vis spectrometer. The factors evaluated were: (1)
conditioning solvent, (2) quantity of molecularly imprinted polymer (MIP) per
cartridge and (3) elution solvent. It was observed that the factors with the
significant effects at a confidence level of 95% were (2) and the interaction (23).
The combination of these factors resulted in an average recovery of 95% of the
SAC confirmed by HPLC-UV with 3-fold preconcentration factor. A comparison
between MIP and NIP was made and MIP was shown to be 4 times more
selective to SAC. The cartridge breakthrough volume was of 60 mL and its
adsorptive capacity, 0.45 mg g'. This method was applied in commercially
available diet tea samples and SAC recoveries were above 75%. These results
show that the factorial design applied was effective in optimizing MISPE steps
with lower reagent consumption. The developing method points to innovative

aspects when using MIP to extract SAC and greater simplicity of detection.

Key-words: tea, sample preparation, MIP, saccharin, SPE, foodstuffs, MISPE
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1. INTRODUGAO

A sacarina (SAC) € um dos adogantes sintéticos mais utilizados na
industria alimenticia em substituicdo ao acgucar. No geral, os adogantes
auxiliam no controle dos niveis de agucar no sangue em diabéticos e podem,
ainda, aumentar o tempo de vida util dos alimentos. Diante disso, esse
edulcorante esta presente na maioria dos alimentos, principalmente em
bebidas como refrigerantes e chas, classificados como dietéticos ou “diet”
sendo vastamente consumido por individuos que buscam dietas com restricoes
caldricas (SPOELSTRA; SCHIFF; BROWN, 2013).

Apesar de ndo ser metabolizada pelo corpo humano, diversos estudos
apontam a relagéo entre o consumo regular da SAC e efeitos adversos a saude,
como o desenvolvimento de problemas dermatoldgicos, respiratérios e cancer.
(BRNARDO et al., 2016; NOVATO et al., 2018; PUROHIT; MISHRA, 2018).
Nesse contexto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) limita a
presenca desse edulcorante em alimentos a uma concentragdo de 150 mg L
(ANVISA, 2007).

NH

/

&
/ §o
o)

Figura 1. Estrutura molecular da SAC na sua forma organica.

Diante da complexidade das matrizes alimenticias, a determinagao de
SAC depende de métodos laboriosos, sendo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (do inglés, HPLC High Performance Liquid Cromatography) o método
ditado pela ANVISA (ANVISA, 2007). Uma alternativa que viabiliza a utilizagdo
de métodos mais simples de deteccao € a aplicacdo de uma etapa de preparo
de amostra, (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015).

Atualmente, o procedimento mais utilizado para a realizacdo dessa

etapa na analise de bebidas é a Extragcdo em Fase Sdélida (do inglés, SPE,
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Solid Phase Extraction) (JARDIM, 2015; ORDONEZ et al., 2012). O principio
dessa técnica € baseado na utilizagdo de um sorvente (fase solida) que possua
afinidade quimica ao analito de interesse de modo a deixa-lo retido na fase
sélida para posterior recuperagao e determinagao analitica (JARDIM, 2015).

Visando o desenvolvimento de métodos seletivos baseados em SPE, é
frequente a utilizagdo de polimeros molecularmente impressos (do inglés, MIP,
Molecularly Imprinted Polimer) como fase solida (MISPE - Molecularly
Imprinted Solid Phase Extraction) para o preparo de amostras complexas. Isso
porque esses polimeros apresentam sitios seletivos de interacdo com o analito
de interesse resultantes do processo de impressdo que ocorre durante a sua
sintese (SZATKOWSKA et al., 2013; TAMAYO; TURIEL; MARTIN-ESTEBAN,
2007).

Todavia, para qualquer fase sélida utilizada, € necessaria a avaliagao
das etapas basicas envolvidas na extracdo. No procedimento de SPE estas
etapas podem ser otimizadas de modo a encontrar as condigdes que
proporcionem indices de retengdo e recuperagdo mais eficazes (ANDRADE-
EIROA et al., 2016). Atualmente, as ferramentas de otimizagdo multivariadas
estdo sendo bastante empregadas para este fim, visto que podem produzir
resultados mais realistas ao considerar a interdependéncia de variaveis aliadas
a economia de tempo de bancada (FILHO, 2015; NETO; BRUNS; SCARMINIO,
2010; OLIVEIRA et al., 2015).

Nesse contexto, este presente trabalho tem como principal objetivo a
otimizagdo multivariada dos parametros da SPE por meio de planejamento
fatorial utilizando MIP como fase solida para a extracdo de SAC em amostras

de chas.



2. OBJETIVOS
Esse trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um
método de preparo de amostra baseado em MISPE para a determinacdo de

sacarina em amostra de cha.

2.1. Objetivos especificos
e Otimizar o sistema de extracdo de forma multivariada por meio da
realizagdo de um planejamento fatorial,
e Determinar o volume de breakthrough e capacidade adsortiva do MIP
como fase solida;

e Aplicar o MISPE para extracdo de sacarina em amostras de chas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Sacarina

A SAC é o adogante n&o calorico sintético mais antigo no mercado,
sendo descoberto em 1879, e é, atualmente, o edulcorante mais utilizado
devido ao seu baixo custo de produgéo e alto poder adocante. Em alimentos, é
geralmente utilizada em conjunto com o ciclamato de sodio, pois este mascara
0 gosto amargo da SAC (CARVALHO, 2007).

Desde sua aprovagao como aditivo alimentar, diversos estudos foram
realizados para verificar seus potenciais efeitos na saude. Em 1977, um estudo
apontou o potencial carcinogénico da SAC quando ingerida em altas
quantidades apds testes realizado em ratos (NOVATO et al., 2018; PUROHIT;
MISHRA, 2018). Estudos mais recentes mostram uma relagdo entre o consumo
continuo de SAC e a alteragao da microbiota intestinal, a resisténcia a insulina,
problemas respiratérios, convulsées. Além disso, a sua adicdo em alimentos
aumenta consideravelmente o teor de sodio, visto que a SAC ¢ utilizada na sua
forma sodica como aditivo. (BERNARDO et al.,, 2016; LOHNER; TOEWS;
MEERPOHL, 2017; SWITHERS, 2013). Apesar dos efeitos adversos da sua
ingestdo, a utilizacdo de SAC é permitida em mais de 90 paises, sendo
consumida, principalmente, por meio de bebidas dietéticas como chas
(CHANG; YEH, 2014; LORENZO et al., 2015; ZYGLER; WASIK; NAMIESNIK,
2009).

Tendo em vista seu alto consumo e os possiveis efeitos a saude, é
essencial a estipulacdo de limites maximos e o monitoramento de SAC em
bebidas dietéticas comercializadas. No Brasil, esse controle é feito pela
ANVISA, que preconiza um limite de 0,015 g de SAC para cada 100 g ou
100 mL de produto e o método empregado para seu monitoramento é por
cromatografia liquida com detecgdo no ultravioleta (ANVISA, 2007; MAPA,
2013).

3.2. Extragcao em Fase Soélida
Apesar do avango das técnicas analiticas nos ultimos anos, estas
apresentam seletividade limitada em determinagdes diretas. Isso se apresenta

como um desafio analitico ao se trabalhar com amostras complexas. Nesse
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sentido, o preparo de amostras €& uma etapa fundamental para o
desenvolvimento do método analitico. Essa etapa pode ser destinada para a
limpeza da amostra, ou clean up, através da remocio dos interferentes da
matriz, e/ou separagdo e concentragdo do analito, promovendo a sua
disponibilidade para detecg¢do. (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015). Entre as
diversas técnicas de preparo de amostra existentes, a SPE & a mais utilizada
para o preparo de amostras de bebidas, visto que promove uma limpeza da
amostra com um baixo consumo de reagentes (BORGES; PEREIRA; MANO,
2015; ORDONEZ et al., 2012; ZYGLER; WASIK; NAMIESNIK, 2009).

A SPE é uma técnica de preparo de amostra baseada na extracdo do
analito ou dos interferentes da amostra, sendo uma das mais utilizadas devido
as suas vantagens sobre a extragao liquido-liquido, tais como: menor consumo
de solvente organico, facilidade de automacédo, altas porcentagens de
recuperacao, volumes reduzidos de residuos toxicos e melhoria em
seletividade (JARDIM, 2015).

Nessa técnica, a separacdo do analito ocorre por meio das interacdes
entre as espécies presentes em uma solugcdo de amostra e uma fase sélida de
elevada area superficial. Essas interagcdes podem ocorrer por meio de forgas
quimicas como: interagdo ibnica, forgas de London, ligagcdo de hidrogénio,
particao, entre outras. Elas permitem que essas espécies, sendo elas o analito
ou interferente, fiquem retidas na fase sdlida e sejam separadas da matriz.
Para a realizagdo da SPE é empregado um cartucho de extragédo, este
apresenta o formato de uma seringa, em sua maioria feita de polipropileno,
preenchido com uma massa determinada de material extrator fixado entre dois
filtros (Figura 2) (DOURADO, 2016; JARDIM, 2015).

Filtro —
Fase solida —
Filtro —

Figura 2. Cartucho utilizado na extragdo em fase sélida.



As etapas envolvidas no procedimento de SPE séo: (1)
condicionamento/ativagao; (2) carregamento/loading da amostra; (3) lavagem,;
e (4) eluicdo, representadas esquematicamente na Figura 3. No
condicionamento, percola-se um solvente pela fase sélida, de modo que a area
superficial disponivel desta aumente e ative os sitios de interacdo, melhorando
a sua performance como material adsorvente. Apds o condicionamento, a
amostra é percolada pela fase sélida de modo que as espécies presentes em
solugcdo que apresentarem maior afinidade com a fase solida figuem retidas
nesta, sendo extraidas da matriz. Em fases sdlidas comerciais, ndo apenas o
analito pode ficar retido na superficie do material, mas também alguns
interferentes podem encontrar-se adsorvidos. Diante disso, necessita-se da
etapa posterior, denominada de lavagem, a qual utiliza-se um solvente que
interaja bem com as espécies interferentes, de modo que elas sejam removidas
e mais espécies do analito fiqguem na fase sodlida. Por fim, promove-se a
extragdo do analito por meio de um eluente, que deve realizar interagdes o
suficiente para romper a ligagcdo do analito com a fase sdlida e deixa-lo
disponivel no eluato para posterior deteccao (BORGES; PEREIRA; MANO,
2015; JARDIM, 2015).

. 3 /‘P
oL/
& Solucdo
[ ] [ ] [ ] [ ] condicionante

- Analito

A ‘ Interferentes
Solugéo

= g de lavagem
A - Solugéo
de eluigdo

Figura 3. Esquema das etapas envolvidas em SPE (DOURADO, 2016).




No entanto, devido a baixa seletividade das fases comerciais disponiveis,
o desenvolvimento do método baseado em SPE €, muitas vezes, oneroso e ,
no caso de amostras de bebidas, ainda € necessario a utilizagdo de técnicas de
detecgéao sofisticadas como HPLC e espectrometria de massas (CHANG; YEH,
2014; LORENZO et al., 2015). De modo a solucionar isso, SPE baseadas em
fases solidas mais especificas, como os MIP, ttm chamado a atencdo dos
pesquisadores na area diante das suas vantagens, como: maior seletividade e
especificidade na separagao do analito de interesse (SANTOS; FIGUEIREDO,
2015; SPIVAK, 2005) por meio de cavidades construidas no material
direcionadas a este. Assim, os MIP substituem as fases solidas comuns
proporcionando maiores indices de recuperacao do analito e menor coextragcao
de interferentes (SZATKOWSKA et al., 2013; ZHAO et al., 2015).

3.4. MISPE

O conceito de impressdo molecular foi baseado no processo de
formagao de anticorpos in vitro proposto por Pauling (PAULING, 1940). Em
seus estudos, Pauling percebeu que o anticorpo era modelado ao redor do
antigeno mediante ligacdes seletivas. Nesse contexto, surgiu a ideia da sintese
de um material sintético similar a esse processo antigeno-anticorpo, com o
objetivo de formar cavidades especificas para uma molécula molde (MM)
(SZATKOWSKA et al., 2013).

Os MIP apresentam sitios de interagdo seletivos a MM, que sao
formados durante a sua sintese por meio de um processo de impresséao (Figura
4). Esse processo ocorre por meio da interagdo entre grupos funcionais
presentes na MM com os grupos funcionais do mondémero funcional (MF),
seguida da polimerizacdo feita por meio de um agente de ligagdo cruzada
(ALC) (KUBO; OTSUKA, 2016). Ao fim, a MM é retirada da matriz polimérica,
resultando em um material resistente e poroso com cavidades tridimensionais
especificas para a MM. Visto que materiais poliméricos, no geral, sdo porosos
e possuem capacidade adsortiva, para determinar se a impressdo do MIP foi
efetiva € necessaria a sintese de um polimero de controle NIP (do inglés Non

Imprinted Polimer). Essa sintese € idéntica a do MIP, utilizando-se os mesmos



MF e ALC, mas sem adicdo de MM, dessa maneira ndo ocorre o processo de

impressao.

Mondmero
funcional
A |

)

Molécula
modelo

Complexacao ’F‘nhmenza-; do /

Nova ligagao

Figura 4. Esquema genérico da sintese do Polimero Molecularmente Impresso. Adaptado de
Figueiredo et al., 2008.

Logo, a MISPE vem se destacando como uma técnica altamente seletiva
(JARDIM, 2015) com grande aplicagdo em preparo de amostras de bebidas
(DING et al., 2006; YANG et al., 2014). Além da seletividade do MIP, outras
caracteristicas do material influenciam no fator de recuperagdo da MISPE,

como, por exemplo, o volume de breakthrough.

3.5. Breakthrough

Volume de breakthrough (VB) pode ser definido como o volume de
amostra que pode ser passada pela fase solida sem que ocorra a perda de
analitos. Podendo ser determinado tanto de maneira teérica como experimental.
A ultima é feita relacionando o volume de amostra percolada pela fase soélida
com a concentragcdo de analito presente no percolado (BIELICKA-
DASZKIEWICZ; VOELKEL, 2009).

Com esses dados é construida uma curva de breakthrough (Figura 5),
onde VB corresponde ao volume de percolado em que ndo ha a presenca do
analito e Ve, ao volume em que a concentracdo do percolado € igual a

concentracdo total da amostra utilizada (Co). O comportamento da curva



depende da superficie de contato, a capacidade adsortiva da fase sodlida e a
cinética da interagdo do material com o analito. (BIELICKA-DASZKIEWICZ;
VOELKEL, 2009; MOLDOVEANU; DAVID, 2002)

O
o

C (mg/mL)

Vg V (mL) Ve

Figura 5. Curva de breakthrough para SPE relacionando a concentragdo do percolado (C) e o
volume de amostra percolada (V). VB=volume de breakthrough, VE=volume de equilibrio,
CO=concentragdo da amostra. Adaptado de (BIELICKA-DASZKIEWICZ; VOELKEL, 2009).

Em suma, é possivel observar que a eficacia de uma SPE é dependente
de diversos fatores (regentes utilizados no processo de extragdo, interagao
entre o analito e a fase solida utilizada e volume de breakthrough da fase
sélida) que devem ser levados em consideracdo quando se deseja utiliza-la
para o preparo de amostras. No entanto, para aumentar a eficiéncia do método
de MISPE, é necessaria uma avaliacdo das etapas envolvidas no processo de
extragdo do analito para que a recuperacdo deste seja a melhor possivel, ou

seja, € necessaria a realizagado de uma otimizagao.

3.3. Planejamento Fatorial

O processo de otimizagdo de um sistema pode ser realizado ajustando
cada parametro individualmente, porém essa abordagem pode acarretar em
um resultado 6timo relativo ou local, visto que as variaveis podem ser
interdependentes. Logo, para que um ponto 6timo global seja determinado para
o sistema, pode-se empregar uma otimizagdo multivariada dos parametros por
meio de um planejamento fatorial (NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010;
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OLIVEIRA et al., 2015) que pode proporcionar ao método melhores indices de
recuperacgao.

Para a construcdo de um planejamento fatorial é necessario,
primeiramente, que sejam determinados os fatores a serem avaliados e as
respostas que se deseja avaliar. No caso de uma SPE, os fatores séao,
normalmente, os parametros envolvidos na técnica e uma otimizagdo desses
parametros tem como objetivo uma combinagcdo que resultem em um bom
indice de recuperagao (quanto de analito adicionado é recuperado ao fim do
processo). Esses fatores sédo aplicados a SPE em diferentes niveis de modo a
determinar se tém influéncia sobre a resposta obtida e como influenciam esse
resultado (NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Na avaliacao inicial de uma SPE, pode ser aplicado um planejamento
fatorial de apenas dois niveis para determinar se os fatores que serao
estudados influenciam os resultados obtidos. Nesse caso sdo escolhidos n
fatores a serem avaliados em cada um dos dois niveis e sdo realizados, no
minimo, 2" experimentos, de modo a avaliar todas as possiveis combinacdes
entre os fatores estudados. Apds a realizagdo desses experimentos, por meio
dos resultados, € possivel avaliar se ha, de fato, uma interagao entre os fatores
estudados. Ao fim do planejamento, é possivel determinar os fatores e niveis
mais adequados para serem aplicados na SPE de modo que esta apresente
boas taxas de recuperacao do analito (NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Tendo em vista o contexto atual, este trabalho de concluséo de curso
objetiva o desenvolvimento de um método de preparo de amostra baseado em
MISPE por meio de um planejamento fatorial para a extracdo de SAC em cha

diet, bem como avaliar o volume de breakthrough do MIP como fase sélida.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Sacarina, pureza > 99%, Sigma Aldrich;
Metanol, grau HPLC, pureza > 99%, Tedia;
Acetonitrila, grau HPLC, pureza > 99%, Tedia;
Acido cloridrico, 37%, Bio-Grade;

Acido acético glacial, > 99%, Sigma Aldrich;
Hidroxido de sédio, 98%), Sigma Aldrich;
Bicarbonato de sd6dio, 99%, J Baker;

Fosfato de sd6dio monopotassico, 98%, Vetec.

4.2. Equipamentos e materiais

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

Centrifuga de bancada, modelo: KC5, velocidade maxima 4000 rpm,
Kindly;

Bomba peristaltica, modelo: CP 78001-12, ISMATEC,;

Concentrador, modelo: TE-019, TECNAL;

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia, modelo LC-20 AD, composto
por uma bomba de alta pressdo, detector: PDA Flexar, alca de
amostragem: 20 yL, software: Chromera 3.4.0 5712, Perkin Elmer;
Coluna C 18, 5 ym, dimensdes: 250 mm x 4,6 mm, Browniee Analytical
Perkin Elmer;

MIP e NIP sintetizado pelo grupo LIAMA;

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

Banho ultrassom, modelo: 1400, Unique;

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

Estufa, Nova Etica.

4.3. Vidrarias e utensilios

Micro pipetas automaticas;
Bureta de 25 mL;

Suporte universal;
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o Cubeta de quarzto com tampa, volume: 3,5 mL, loncell;
e Tubos de Vitton, Cole-Parmer Instrument Co;

e Tubos de ensaio com tampa, capacidade 10 mL
e Tubos Falcon de 15 mL e 45 mL;

e Seringas de 5 mL;

e Fritz de polipropileno, 0.22 ym;

e Membrana de filtragao 0,22 ym, Millipore;

e Bast&o de vidro;

o Beéqueres;

e Baldes volumétricos;

e Pipetas Pasteur;

¢ Vials ambar, capacidade maxima 2 mL.

4.4. Polimero molecularmente impresso (MIP)

O MIP utilizado foi sintetizado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Instrumentacédo, Automacédo e Miniaturizagdo Analitica (LIAMA) por meio do
processo de suspensao utilizando o mondmero hibrido acido metacrilico — (3-
amipropiltrietoxisilano) (AMA-APTES). O material possui fator de impressao
igual a 4,69; capacidade adsortiva de 4,88 mg g' e coeficiente de seletividade
relativo igual a 4,9; sendo 9 vezes mais seletivo a SAC que a cafeina e 3 vezes
que ao ciclamato (DOURADO et al., 2018).

4.5. Estudos de pH

Para determinar o melhor pH para adsorcdo do analito foram colocados
40 mg de MIP em tubos falcon e 10 mL de solugdo de sacarina 20 mg L' em
diferentes pH: 3, 5, 7 e 10. Esses tubos foram agitados por 2 horas,
centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos e os sobrenadantes foram analisados
no espectréometro UV-Vis. Por fim, foi calculado a capacidade adsortiva (Q) do

material para cada pH utilizando a Equacéo 1.
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(Ci _Cf) X v
m

Equacao 1. Calculo da capacidade adsortiva, em que Ci=concentragao inicial da solugao,
Cf=concentragdo apés adsorgao, v=volume de solugéo utilizada e m=massa de MIP.

A curva de calibracdo utilizada nesses estudos foi construida utilizando
solugdes de padrao de SAC em agua destilada nas concentragdes 0,125; 0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 10,0; 12,0; 15,0; 20,0; 25,0; 35,0 e 40,0 mg L. As
medidas foram feitas em replicata (n=3) e foi feita a relagdo entre a média das

absorbancias e a concentracido de SAC.

4.6. Preparagao dos cartuchos de extragao

Os cartuchos de extracdo utilizados na SPE (Figura 6) foram montados
utilizando seringas de 5 mL e fritz removidos de cartuchos comerciais ja
utilizados e que seriam descartados. Para a sua utilizagdo, essas seringas e
fritz foram sonicados por 1 h em solugdo 10% de Extran neutro e, apds seu
enxague com agua, foram sonicados por 1 h em agua destilada.

A montagem dos cartuchos foi feita colocando um fritz na ponta da
seringa, seguido de uma membrana de filtracdo 0,22 um e 200 mg de MIP e,
por fim, outro fritz. O MIP foi pesado diretamente no cartucho, utilizando-se
uma balanga analitica, e a colocacao do fritz foi realizada com o auxilio de um

bastao de vidro.

Figura 6. Cartuchos de extragdo montados com a ordem da montagem indicada: 1) Fritz;
2) Membrana de filiragéo; 3) MIP; e 4) Fritz.

13



4.7. Montagem do sistema de extragao

O sistema de extragcdo foi montado acoplando-se o cartucho a uma
bomba peristaltica por meio de um tubo de Vitton. Para apoiar o cartucho, de
modo que ficasse na posigao vertical, este foi preso a uma garra fixada em um

suporte universal (Figura 7).

Figura 7. Sistema montado para a SPE. A) Cartucho de extragédo. B) Tubo de Vitton.

4.8 Construgao do planejamento fatorial

De modo a se obter a melhor recuperagao possivel, ou seja, préxima de
100%, foi realizado uma otimizagdo multivariada da SPE. Devido a possivel
interacao entre as etapas que constituem a técnica, optou-se por realizar um
planejamento fatorial completo 23.

Os fatores selecionados foram as etapas de condicionamento, eluigédo e
massa de MIP. A etapa de condicionamento da fase solida foi composta de
uma etapa de equilibrio seguida de uma de ativagdo, portanto, avaliou-se a
influéncia dos solventes utilizados nessas etapas. Entdo, o primeiro fator
escolhido foi o condicionamento e seus niveis foram: solugdo 3,11 mmol L' de
HCI (pH 3) no equilibrio e metanol na ativagdo e; metanol no equilibrio e
solugao de HCI na ativagao.

Devido a heterogeneidade do material polimérico sintetizado
(DOURADO et al., 2018), decidiu-se, também, avaliar a influéncia da massa de
MIP utilizada no sistema. Portanto, o segundo fator foi a massa de MIP e seus
niveis foram: 200 mg e 100 mg. Foi escolhido para o terceiro fator, o solvente
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utilizado na etapa de eluigdo, sendo eles: tampao de hidrogenocarbonato pH 9
ou metanol pH 9, alcalinizada com uma solugdo 0,1 mmol L' de hidréxido de
sddio, os fatores e niveis escolhidos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Fatores estudados no planejamento fatorial e seus niveis.

Fatores 1 Niveis 1
Condicionamento Metanol / HCI pH 3 | HCI pH 3 / Metanol
(equilibrio / ativac&o)
2 Massa MIP 100 mg 200 mg
3 Eluicao Tampé&o pH 9 Metanol pH 9

4.8.1. Experimentos do planejamento

Para os experimentos realizados no planejamento fatorial foram
construidas duas curvas analiticas no espectrofotdmetro UV-Vis, uma em
tampao hidrogenocarbonato pH 9 e outra em metanol pH 9. Para ambas, foram
preparadas solucbées de SAC nas concentracbes: 2,5; 5,0; 10,0; 12,5; 15,0;
17,5; 20,0 e 22,5 mg L-'. Cada medida foi feita em triplicata e as curvas foram
construidas a partir da relacdo entre a média das absorbancias em 232 nm e a
concentracido de SAC.

Apo6s escolhidos os fatores e os niveis, foi montada a tabela codificada
de experimentos (Tabela 2) a partir dos valores atribuidos na Tabela 1. Visto
que se trata de um planejamento fatorial 23, foram necessarios 8 experimentos

para avaliar as influéncias de cada fator no sistema.

Tabela 2. Tabela codificada de experimentos.

Experimento Condicionamento Massa MIP Eluicéo
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

Esses experimentos foram realizados em ftriplicata e de maneira
aleatéria, de modo a diminuir a ocorréncia de erros sistematicos, seguindo
procedimento: primeiro foi adicionado 1 mL de solvente para equilibrio da fase
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seguido de 1 mL de solvente para a ativagao da fase, constituindo a etapa de
condicionamento. Seguidamente, para o carregamento do cartucho, foram
percolados 9 mL de solugdo 5 mg L' de SAC em HCI pH 3. Foi, entao,
realizada uma etapa de lavagem com 2 mL de agua destilada e, por fim, a SAC
contida no cartucho foi eluida com 3 mL do solvente avaliado, que foram
coletados em um tubo de ensaio. As etapas de condicionamento e lavagem
foram realizadas a uma vazao de 1 mL min™' e as de carregamento e eluigéo a
0,7 mL min™".

Apos cada replicata, para a reutilizagdo do cartucho, este era lavado
com 5 mL de metanol a uma vazdo de 0,3 mL min’', em seguida era
centrifugado a uma velocidade de 4000 rpm por 10 minutos e, por fim, levado a
estufa por 20 minutos a 80 °C para garantir a secagem total da fase.

Os eluatos obtidos foram analisados no espectrofotdmetro UV-Vis, com
o auxilio de uma cubeta de quartzo, e a determinagao da quantidade de SAC
foi feita com o valor de absorbancia apresentada em 232 nm utilizando as
relagdes absorbancia/concentracao ditadas pelas curvas analiticas descritas no
inicio desta secéo.

Como o carregamento do cartucho foi feito com 9 mL de amostra e a
eluicdo com 3 mL, o eluato apresentaria o triplo da concentracido da amostra
(15 mg L), caso fosse recuperado 100% da SAC. Logo, foi utilizada a
Equacao 2, que relaciona a concentracido do eluato com a da amostra, para
determinar a recuperagao obtida em cada replicata, sendo que a resposta do
sistema estudado foi a média das recuperacgoes.

Cg (mg-L™")
Recuperagio = W %X 100%

Equacao 2. Calculo para determinagao da recuperagao de cada experimento em que
Ce= concentragao do eluato.

A partir das respostas obtidas, foram calculados os seguintes
parametros estatisticos: as variancias de cada resposta (Equacdo 3); a
variancia das observagbdes (Equacdo 4), referente a variancia total do
planejamento realizado; a varidncia dos efeitos (Equacéo 5), que diz respeito a

varidncia de cada efeito estudado, o desvio padrdo das observacoes
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(Equacéao 6) e o intervalo de confianga a um nivel de 95% para 16 graus de

liberdade (Equacao 7) (NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

2 7iﬂL=1(xi B f)z
S —————————————————

n—1
Equacao 3. Calculo de variancia.

n 2
2 _ Li=1Si
observagdes —
¢o n

S

Equacao 4. Calculo da variancia das observagoes.

S 2
__ “observagdes

2
Sefeitos - 6

Equacao 5. Calculo da variancia dos efeitos.

— 2
Sobservagdes = ’ Sefeitos

Equacao 6. Calculo do desvio padrao dos efeitos.

[Co59, = Sefeitos X Ltabelado

Equacao 7. Calculo de intervalo de confianga para 95%.

O calculo dos efeitos foi realizado seguindo o seguinte algoritimo:

a

principio as respostas (yi) foram separadas entre as referentes ao nivel inferior

(yi) e as referentes ao nivel inferior (yi*), em seguida foram feitas médias

dessas respostas (Equacdo 8 e 9) e por fim foi calculada diferenga dessas

médias (Equacéo 10) (FILHO, 2015; NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

4 +
_ &i=1Yi

4
Equacao 8. Média das respostas referentes ao nivel superior do planejamento fatorial.

Y+

4 —
i=1Yi
4
Equacao 9. Média das respostas referentes ao nivel inferior do planejamento fatorial.

7_2

Efeito =Yt -V~

Equacéao 10. Calculo do efeito, referente a diferenga das médias inferior e superior.
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4.9. Método HPLC-UV para determinagao de sacarina

As condi¢des cromatograficas foram baseadas no método descrito pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (MAPA, 2013) para
determinacado de edulcorantes. Foram feitas corridas de 27 minutos em um
fluxo de 1 mL min-', sendo que, nos primeiros 15 minutos, este foi realizado de
forma isocratica utilizando uma mistura de tampao fosfato pH 4 e acetonitrila
(95:5). A partir dos 15 minutos foi aplicado um gradiente de 40% dessa solugao
e 60% acetonitrila. A detecgao da SAC foi feita em 190 nm. Uma curva analitica
foi construida utilizando padrdes nas concentragdes 0,05; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0 e 15,0 mg L.

O meétodo foi aplicado em uma solugdo preparada com padrées de
ciclamato de sodio, acessulfame de potassio, sacarina e cafeina, todas na

concentragéo de 50 mg L™’

4.10. Estudos do efeito de vazdo do carreamento

Para avaliar o efeito causado pela vazdo durante o carregamento do
cartucho, foi realizado o mesmo procedimento descrito no item 4.8.1, a partir
dos fatores que apresentaram melhor resposta no planejamento fatorial,
mudando a vazéo para 0,5; 0,7; e 1 mL min™', os eluatos foram analisados por

meio do método HPLC-UV descrito no item 4.9.

4.11. Avaliagao da impressao molecular com polimero controle

De modo a verificar a seletividade do MIP, o procedimento da SPE
determinado pelo planejamento fatorial foi realizado utilizando um cartucho
contendo 200 mg do NIP como fase solida. O eluato foi analisado por HPLC-

UV e foi determinada a recuperacgao foi obtida por meio da Equacao 2.

4.12. Breakthrough e capacidade adsortiva da fase sélida

Para a determinacdo do volume de breakthrough, foram percolados
250 mL de uma solugdo 1,5 mg L' de SAC pH 3 no cartucho de extragao ja
condicionado. Com o auxilio de uma bureta de 25 mL, as adigdes foram feitas
de 5 em 5 mL e o percolado foi coletado em tubos de ensaio. Uma aliquota de

2 mL de cada tubo de ensaio foi analisada no HPLC-UV e as concentracdes
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foram determinadas de acordo com a curva analitica obtida no item 4.9. Para a
construcdo da curva, foi feita a relacdo entre a concentragcao de SAC presente
no percolado e o volume total de solugao passado pelo cartucho.

4.13. Estudos preliminares de regeneragao

De modo a determinar se seria possivel recuperar a fase solida apds a
sua saturacgao, foi realizado um procedimento de lavagem no cartucho utilizado
no estudo de breakthrough. Esse procedimento foi feito da seguinte forma:
primeiramente foram adicionados 9 mL de metanol pH 9 seguido de 5 mL de
metanol. Em seguida foi realizado o primeiro ciclo de regeneragao, que
consistiu na adicdo de 5 mL de uma solugéo se metanol e acido acético (90:10)
seguida de 5 mL de metanol. Este ciclo foi realizado duas vezes e, ao fim de
cada um, foi coletado uma aliquota de 2 mL em vials ambar para ser analisado
no HPLC-UV.

4.14. Aplicagcao de amostra de cha

Foram analisados trés tipos de cha adquiridos em comércio local: dois
chas diet de latinha da marca A (cha verde e cha branco) e um cha vermelho
soluvel da marca B. De acordo com os rétulos, as concentragbes de SAC eram
de 40 mg L' no cha verde, 35 mg L' no cha branco e 31 mg L' no cha

vermelho.

4.14.1. Preparo das amostras

O preparo das solugdes utilizadas foi realizado da seguinte maneira: um
pequeno volume de cha verde e cha branco foram sonicados no banho de
ultrassom por 15 minutos. Em seguida foram adicionadas aliquotas de 3 mL de
cha em baldes volumétricos de 25 mL que foram avolumados com uma solugao
de HCI pH 3, as solucdes foram feitas em triplicata.

Para o cha soluvel, foram pesados 129 mg em um baldo de 100 mL, que
foi avolumado com uma solugdo de HCI pH 3, esta solucéo foi colocada no
ultrassom por 5 min para garantir a dissolugao total da amostra. Em seguida, a
solugao foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min e seu sobrenadante foi filtrado
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com uma membrana de 0,22 uym. Esse procedimento também foi feito em
triplicata.

O método de SPE otimizado empregou 1 mL de metanol seguido de 1
mL de solugdo HCI pH 3 na etapa de condicionamento, 9 mL de solucdo de
amostra na etapa de carregamento, 2 mL de agua destilada para lavagem do
cartucho e, por fim, 3 mL de metanol pH 9 na eluicdo. Os eluatos foram
coletados em tubos de ensaio que foram colocados em um concentrador até a
evaporagao total do solvente de eluicdo. Em seguida foi realizada a
redissolugao das amostras com 6 mL de tampao fosfato pH 4. Estas amostras

foram analisadas por meio do método cromatografico descrito no item 4.9.

20



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Estudos de pH

Estes estudos foram realizados de modo a determinar em qual pH o MIP

apresentaria maior Q, dessa forma, foram realizados os experimentos descritos

no item 4.5.

As concentragdes no sobrenadante foram determinadas a partir da curva

contida na Figura 8 e, com esses valores, foi calculado o valor de Q
(Equacéao 1) do MIP em cada pH (Tabela 3).

Média das absorbancias (u.a.)

1.6 —
g
12—-
10
081
06
04
02-

0.0 4

y =0,03732x 4+ 0,0045
R? =0,99959

-0.2

T
20

[SAC] (mg L")

30

40

Figura 8. Curva de calibragao no UV de SAC em 4gua destilada.

Tabela 3. Valores de concentragdo de SAC no sobrenadante e Q em cada pH.

[SAC]

-1 -1
pH (mg L) Cr(mg L) Q (mg g7)
3 11,90 2,03
5 13,87 1,53
20
7 13,89 1,53
10 19,88 0,03

21



A partir desses resultados é possivel perceber que o MIP adsorve mais
em pH 3, isso pode ser explicado pelo fato de que as interagcdes entre a fase e
o analito sdo ligacbes de hidrogénio. Como a SAC possui trés sitios de
interacéo receptores de H (carbonilas dos grupos sulfénico e amida) e um sitio
doador de H (nitrogénio da amida), ela interage melhor com a fase quando
todos os sitios doadores de H, tanto da fase solida (grupos amida advindos do
mondmero hibrido AMA-APTES) quanto da SAC, estao protonados (DU et al.,
2016).

5.2. Planejamento fatorial

Os experimentos realizados para a otimizacdo do sistema de SPE
proposto e a construgao das curvas de calibragao para determinacdao de SAC
no UV-Vis foram realizados como descrito no item 4.8. Estas curvas estédo
representadas na Figura 9 e suas equacgdes foram utilizadas para determinar a
concentracdo de SAC presente nos eluatos de cada experimento do
planejamento fatorial. O fator de recuperagéo para cada replicada foi calculado
com a Equacdo 2, assim como descrito no item 4.8.1. Uma representagao
esquematica do planejamento fatorial realizado esta contida na Figura 10 e a
média dos fatores de recuperagdo para cada experimento encontram-se na

Tabela 4, assim como a descricdo dos experimentos em fatores codificados.

104 A 104 B i
y = 0,03768x + 0,02435 : e L i
—osd R? — 0,99852 P s R? = 0,99876 .
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Figura 9. Curvas de calibracdo no UV de SAC em: A) tampao hidrogenocarbonato pH 9 e
B) metanol pH 9.
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Tabela 4. Resultados do planejamento fatorial.

Experimento| Condicionamento | Massa MIP Eluicédo Rec’u pere:)gao
média (%)
1 -1 -1 -1 85,5
2 1 -1 -1 81,5
3 -1 1 -1 76,4
4 1 1 -1 76,7
5 -1 -1 1 64,1
6 1 -1 1 54,8
7 -1 1 1 107,5
8 1 1 1 102,1
107 102
200 mg 76 77

EENEEEY

Massa MIP

86

Metanol/HCI

Condicionamento

HCl/Metanol

Figura 10. Representagdo esquemaética do planejamento fatorial realizado. Cada vértice
representa um experimento realizado e contém o valor de resposta obtido. Os niveis inferiores
resultantes da interagcédo estéo evidenciados em azul e os superiores, em vermelho.

Primeiramente, foram calculados os parametros estatisticos como

descrito no item 4.8.1, a variancia das observagdes apresentou valor de 58,0, a
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variancia dos efeitos, de 9,7, o desvio padrao dos efeitos, de 3,1 e o intervalo
de confianga, 6,6.

Em seguida foram feitos os calculos para cada efeito, primeiramente,
determinou-se todos os efeitos presentes no sistema. Visto que o planejamento
foi construido com trés fatores, estes constituem os efeitos primarios 1, 2 e 3.
As interagdes binarias entres esses fatores constituem os efeitos de segunda
ordem 12, 13 e 23, e, por fim, a interacdo ternaria de todos os fatores da
origem ao unico efeito de terceira ordem: 123. Estes calculos foram realizados
como descrito no item 4.8.1 e os valores obtidos se encontram na Tabela 5

sendo, entao, interpretados de acordo com o intervalo de confianga calculado.

Tabela 5. Valores calculados para cada efeito.

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

Os efeitos que se mostraram significativos para o sistema para um nivel
de confianga de 95% foram o efeito primario 2, referente a massa de MIP, e a
interacdo binaria 23, referente a combinagcdo do fator de massa do MIP e
solvente de eluicdo. Ambos os efeitos apresentaram valores positivos,
demostrando que as melhores repostas para o sistema foram obtidas utilizando
200 mg de MIP no cartucho e eluindo com Metanol pH 9.

Também foi possivel perceber que o fator 1, condicionamento, se
mostrou inerte no sistema, visto que tanto ele quanto suas interagdes binarias e
ternaria ndo foram significativos. Mostrando que a ordem dos solventes
utilizados nas etapas de equilibrio e ativacdo da fase ndo afetam a recuperacao
final do sistema (NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Em vista desses resultados, o procedimento de SPE utilizado para a
continuagao dos estudos foi o seguinte: 1 mL de metanol seguido de 1 mL de

HCI pH 3 para o condicionamento, 9 mL de amostra para carregamento do
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cartucho, 2 mL de agua destilada para lavagem e 3 mL de metanol pH 9.
Optou-se por essa ordem na etapa de condicionamento devido ao fato de que
a fase adsorve melhor quando esta protonada, visto que a maior parte das
interacdes realizadas sao por meio de ligacées de hidrogénio com a SAC (DU
et al., 2016).

5.3. Estudos de vazao

O tempo em que a fase movel e a fase estacionaria ficam em contato é
um fator que afeta fortemente o processo de extracdo. Isso € devido a cinética
e o equilibrio das interagdes formadas entre o analito e a fase sdlida, ou seja, o
tempo que ele leva para migrar da fase liquida para a fase solida (DOURADO,
2018).

Porém, como mostra a Tabela 6, foi observado que a quantidade de
SAC recuperada utilizando a vazio de 0,5 mL min' ndo foi significativamente
maior que aquela obtida para uma vaz&o de 0,7 mL min-', vazéo utilizada nos
experimentos do planejamento fatorial. Em vista desses resultados, optou-se
por manter a vazdo de carregamento da SPE em 0,7 mL min' ja que a
diminuicdo da vazdo aumentaria o tempo necessario para a realizacdo do

método proposto.

Tabela 6. Concentragdo de SAC obtida para cada vazao estudada.

Vazao (mL min™) [SAC] (mg L")
0,5 14,6
0,7 14,2
1,0 13,0

5.4. Estudos de impressao com polimero controle

Estes estudos foram realizados de modo a verificar a seletividade do
MIP a SAC em comparagéao com o seu polimero controle (NIP). Dessa forma, o
procedimento de SPE otimizado foi realizado utilizando cartuchos de MIP e de
NIP. A quantificagdo de SAC nos eluatos foi realizada por meio do método
cromatografico e os valores de recuperagao foram calculados com base na
Equacao 2.

Estes valores estdo contidos na Tabela 7, assim como o desvio padrao
das medidas. O NIP apresentou uma recuperagcao média, referente a
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concentragdo da solugdo de carregamento (5 mg L"), de 23% enquanto o MIP
apresentou uma recuperacdo média de 93%, aproximadamente quatro vezes
maior. Isso mostra que o material apresenta sitios de interagao seletivos aos
grupos funcionais da SAC, dando énfase a eficacia do processo de impressao
do MIP.

Tabela 7. Recuperagéo (Rec) de SAC apds aplicagdo do método de SPE utilizando cartuchos
de MIP e de NIP.

MIP NIP
[SAC] Média | Desvio| Rec [SAC] Média |Desvio| Rec

Replicata (mg L") | (mg L") |padrdo| (%) | (mgL')| (mgL') |padrao| (%)
4,32 1,01

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

5.5. Volume de breakthrough

A curva de breakthrough (Figura 11) apresentou o perfil esperado e o
volume em que a solugao percolada apresenta uma quantidade detectavel de
SAC foi em 60 mL, caracterizando-o como o volume de breakthrough da fase.
Como a concentragido da solugio utilizada foi de 1,5 mg L™, a quantidade de
SAC que ficou retida no cartucho foi 0,09 mg, ou seja, a capacidade adsortiva
do cartucho foi de 0,45 mg g'. Este valor foi menor do que o esperado, visto
que o Q méaximo do material era 4,88 mg g' (DOURADO et al., 2018), isso é
devido ao pouco tempo de interagdo analito — fase movel durante o processo
de extragdo, cerca de alguns segundos, em comparagéo aos testes cinéticos
em que o polimero fica em contato com a solugdo de SAC por horas. Dessa
forma, a partir desse volume, o MIP ndo conseguira mais extrair todo o analito
presente na amostra (BIELICKA-DASZKIEWICZ; VOELKEL, 2009).
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Curva de Breakthrough
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Figura 11. Curva de breakthrough. VB (volume de breakthrough) indica o volume em que é
atingida a capacidade adsortiva maxima do cartucho.

5.6. Estudos preliminares de regeneragao

Fases solidas, apés um determinado tempo de utilizagdo, podem perder
a sua capacidade adsorvente. Isto se deve as interagdes entre a fase sélida e
0s compostos a serem adsorvidos, que ndo sdo mais passiveis de serem
desfeitas apenas com a eluicdo. Consequentemente, essas fases nao podem
ser mais utilizadas para realizar extragbes a ndo ser que sejam regeneradas,
ou seja, tenham as suas caracteristicas adsorventes restauradas, por meio de
processos quimicos (AMPARO, 2013). Para verificar se o MIP poderia ser
recuperado apés a sua saturagéo, foram realizados os ciclos de regeneracao
explicados no item 4.13.

Os estudos aqui feitos foram apenas preliminares, sendo observado,
apenas, a possibilidade de retirar toda a SAC adsorvida no MIP com os ciclos
de lavagem. A principio foram realizados apenas dois ciclos, sendo que as
solugdes obtidas apds as lavagens foram analisadas por meio do método
cromatografico.

Os resultados presentes na Tabela 8 mostram que apods esses dois
ciclos de regeneragao nao foi observado mais a presenga de SAC na solugao

de lavagem. Isso mostra que, mesmo apos a saturagao total do cartucho foi
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possivel limpa-lo completamente, tornando possivel a sua reutilizagao.
Também €& possivel concluir que os solventes utilizados para esse estudo
foram eficientes, o que era esperado visto que foram os mesmos utilizados

para a limpeza do material apds a sua sintese (DOURADO, 2018).

Tabela 8. Concentracado de SAC presente nas solugdes coletadas apds cada ciclo de

regeneracgao.
Ciclo de regeneragao [SAC] (mg L)
1° 0,197
2° 0,0

5.7. Aplicagao de amostras de cha

As anadlises das amostras de cha pelo método cromatografico foram
realizadas antes e apds a aplicagdo do método de preparo de amostra de
modo a determinar se este promoveria uma limpeza da amostra e se seria
possivel realizar uma preconcentragdo. As quantificacbes foram realizadas
utilizando a curva de calibragao construida pelo método HPLC-UV descrito no
item 4.9 (Figura 12).
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Figura 12. Curva de calibragdo do método HPLC-UV.

28



A Tabela 9 mostra os resultados das analises das amostras pelo método

cromatografico sem a aplicagdo prévia do procedimento de MISPE proposto. O

cromatograma na Figura 13 é referente a uma solugdo contendo padrbes de

cafeina, SAC, ciclamato e acessulfame.

Tabela 9. Aplicagdes das amostras no método sem preparo de amostra.

[SAC] Replicata | Replicata | Replicata| Média DeS\QO Errp
Amostras | amostra p o 3 (mg L) padréo | relativo
(mg L) 9= (mgL| (%)
Cha 4743 | 4713 | 4585 | 4,680 | 0,084 | 6,4
verde
Cha
5,0 4,552 4,765 4,870 4,729 | 0,162 5,4
branco
Cha
4,694 4,827 4,933 4,818 | 0,120 3,6
vermelho

E possivel observar que o método utilizado apresentou boa exatidéo

com relacdo ao roétulo com baixos erros relativos. A precisdo do método

também foi boa, tendo em vista os valores baixos de desvio padrdo entre as

replicatas. A Figura 13 mostra uma boa separagao dos picos, sendo cada um

referente a um composto diferente contido na solugéo quaternaria.

Area

Figura 13. Cromatograma separagdo dos compostos: ciclamato de sédio
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Na aplicagdo do método de SPE desenvolvido por meio do planejamento
fatorial, foram percolados 9 mL de amostra durante a etapa de carregamento
do cartucho. Apds a etapa de eluicdo, a evaporacéao e redissolucédo dos eluatos
resultou em um fator de preconcentracao de 1,5.

Na Tabela 10 estdo contidos os resultados obtidos para as amostras que
passaram pelo MISPE, a concentragdo esperada, baseada nos valores dos
rotulos, era de 7,5 mg L' em vez de 5,0 devido ao procedimento de
preconcentracdo. As recuperagoes obtidas foram satisfatorias, apresentando
valores superiores a 75% para todas as amostras. E por meio da Figura 14 é
possivel visualizar que o método promoveu uma limpeza da amostra, sendo

capaz de isolar a SAC dos interferentes presentes na amostra.

Tabela 10. Resultados de recuperagao apos preparo de amostra.

Amostras Replicata (r[r?: E]1) Recugz;’ agao R‘::zoﬂzrg’/i?o

Cha verde ; ggg; ;222 81,105

Cha branco ; gjgg ;22: 75,91
Cha vermelho ; 2;;; ;ggg 77,98

Os valores de recuperacao obtidos foram menores que aqueles
esperados de acordo com o os obtidos anteriormente utilizando solugdes feitas
com padrdo de SAC nos estudos anteriores. Isso € devido a presencga de
compostos que oferecem competicdo pelos sitios de interacdo do polimero,
principalmente o ciclamato de sb6dio que apresenta os mesmos grupos
recebedores de hidrogénio (sulfénico e carbonilico) e doador de hidrogénio
(amina terminal). Mas ainda assim o método se mostrou extremamente seletivo
a SAC, sendo possivel obter 6timas recuperagdes quando comparado ao
método proposto por Zhao et al. 2015, mesmo em uma matriz com altas
concentracdes de interferentes.
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Figura 14. Cromatograma da amostra antes (amostra) e apds preparo de amostra com
MISPE (eluato)

Esses resultados mostram que o método de preparo de amostra
desenvolvido é seletivo, sendo capaz de fazer a limpeza (clean up) e promover
uma preconcentracdo da amostra. A possibilidade do método de preconcentrar
uma amostra indica a possibilidade de aplicacdo deste para o preparo de

amostras de baixa concentracdo, como, por exemplo, amostras ambientais.
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6. CONCLUSOES

A otimizagdo multivariada se mostrou uma ferramenta eficaz para a
estabelecer as etapas do procedimento da SPE, visto que havia uma
correlacao entre dois dos fatores estudados, dessa forma, foi possivel definir as
melhores condi¢des para a extracdo da SAC nas amostras.

O MIP enquanto fase sdlida apresentou uma alta seletividade para SAC,
sendo passivel de reutilizagcdo sem perda de capacidade adsortiva e de
possivel recuperacdao apods sua saturacao completa dos sitios habeis. Com
relagdo a capacidade adsortiva do MIP utilizado, a capacidade do cartucho foi
menor, porém isso ocorreu devido ao menor tempo que o material fica em
contato com a solugao durante o procedimento da extragao.

O método desenvolvido se mostrou eficiente para determinacdo de
sacarina em matriz complexa, tendo em vista os valores altos de recuperagcao
obtidos, quando comparados a procedimentos convencionais de SPE, sendo
possivel realizar o clean up e preconcentrar a amostra. Isso indica a
possibilidade de determinacdo direta da SAC por meio de métodos mais

simples como o UV-Vis sem a necessidade de separag¢ao por cromatografia.
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