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RESUMO

Neste trabalho, foi proposto um novo adsorvente capaz de extrair ions metalicos diretamente
de fluidos bioldgicos, excluindo simultaneamente, as proteinas das amostras. O adsorvente foi
obtido pela modificagdo de nanotubos de carbono (CNTs) com uma camada externa de
albumina de soro bovino (BSA), resultando nos nanotubos de carbono de acesso restrito
(RACNTS). A camada de BSA foi fixada pelo intercruzamento entre os grupos amina da BSA
usando glutaraldeido como reagente de ligagdo cruzada. Quando as proteinas das amostras
passam por uma coluna contendo os RACNTs, e o pH da amostra ¢ maior que o ponto
isoelétrico (pl) das proteinas, as proteinas das amostras ¢ da camada de BSA sdo ionizadas
negativamente, provocando um efeito de repulsdo eletrostatica evitando a adsor¢do. Ao mesmo
tempo, os ions metdlicos sdo adsorvidos nos CNTs apds a passagem através das cadeias de
proteinas. Os fons Cd?" foram selecionados para atestar a capacidade dos RACNTs devido a
sua importancia toxicologica. Os RACNTSs foram capazes de extrair Cd** e excluir 100% das
proteinas das amostras de soro humano. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,24
e 0,80 pg L™ !, respectivamente. A frequéncia de amostragem foi de 8,6 determinagdes por hora,
e a precisdo intra e inter-dias para as concentra¢cdes de Cd** de 0,80, 15,0 e 30,0 pug L
apresentaram desvio padrdo relativo (RSD) inferior a 10,1%. A recuperacdo dos analitos
adicionados nas amostras de soro humano estudadas foram de 92,7 a 110,9%. O método
apresentou-se adequado para sua aplicagfio na analise de Cd*" diretamente de amostras de soro

humano sem a necessidade de nenhuma etapa prévia de tratamento das amostras.

Palavras-chave: Nanotubos de Carbono, material de acesso restrito, nanotubos de carbono de

acesso restrito, cadmio, soro humano, espectrometria de absor¢do atomica.



ABSTRACT

In this paper, we proposed a new sorbent able to extract metal ions directly from untreated
biological fluids, excluding simultaneously all the proteins from these samples. The sorbent
was obtained through the modification of carbon nanotubes (CNTs) with an external bovine
serum albumin (BSA) layer, resulting in a restricted access carbon nanotube (RACNT). The
BSA layer was fixed though the interconnection between the amines groups of the BSA by
using glutaraldehyde as cross-linked reagent. When a protein sample pass through a cartridge
containing RACNTs, if the sample pH is larger than the isoelectrical point of the proteins, both
proteins from the sample and from the BSA layer are negatively ionized and its causes
electrostatics repulsion between them. At the same time, the metal ions are adsorbed in the
CNTs after their passage through the chains of proteins. The Cd*" ion was selected for a proof-
of-principle case to test the suitability of the RACNTSs due to its toxicological relevance.
RACNT was able to extract Cd*" and to exclude about 100% of the proteins from the human
serum samples. The limits of detection and quantification were 0.24 and 0.80 pg L™ !,
respectively. The sampling frequency was 8.6 determinations/h, and the intra and inter-day
precisions at the 0.80, 15.0 and 30.0 pg L' Cd?" levels were lower than 10.1% (RSD). The
recoveries of spiked analytes in the human blood serum samples studied ranged from 93.4 to
110.9%. The method was successfully applied to analyze Cd*" directly from human blood

serum samples without any pretreatment.

Keywords: carbon nanotube, restricted access material, restricted access carbon nanotube,

cadmium, human serum, atomic absorption spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A determinacdo de ions metalicos em niveis tragos e ultra-tragos em amostras ambientais,
bioldgicas, de alimentos e em materiais de alta pureza é muito importante na prote¢do
ambiental, na preven¢do de doengas e protecdo da satde da populacio, e controle de qualidade
de materiais. No entanto a baixa concentragdo dos analitos assim como interferéncias de matriz,
torna a determinagdo destes ions limitada exigindo que os métodos analiticos apresentem cada
vez menor detectabilidade e sejam mais seletivos'-2,

Apesar dos grandes avangos tecnologicos na area de instrumentagdo analitica, a
determinagdo de elementos tragos e ultra-tragos ainda apresenta grandes desafios relacionados
a detectabilidade, sensibilidade e seletividade dos métodos e altos custos operacionais de alguns
equipamentos. Para contornar tais problemas, tem se desenvolvido procedimentos analiticos
combinados com instrumentagdo eficiente mediante ao uso de métodos caracterizados por
adequada detectabilidade, precisdo, exatiddo, frequéncia analitica e simplicidade operacional.

Nesse sentido, visando obter menores limites de quantificagdo e maximizar a
sensibilidade e/ou seletividade de sistemas analiticos, a literatura de quimica analitica tem
reportado varios procedimentos para extragdo e/ou pré-concentragdo de elementos tragos e
ultra-tragos de acordo com a natureza das amostras, a concentra¢do do analito, interferentes de
matriz e os métodos de deteccao.

Dentre estes procedimentos, podemos citar a co-precipitagdo, pré-concentragdo
eletroquimica, extracdo liquido-liquido (envolvendo a extragdo por ponto nuvem e membranas
liquidas) e extragdo em fase s6lida (SPE). A SPE destaca-se por apresentar caracteristicas como,
elevados fatores de pré-concentragdo, facil regeneragdo da fase sélida, maior frequéncia
analitica, e a capacidade de combina¢do de diferentes técnicas de detecg¢do “on-line” ou “off-
line™.

Nos ultimos anos os nanotubos de carbono t€ém se destacado como reagente s6lido na
extragdo e pré-concentragdo de analitos organicos e inorganicos no desenvolvimento de novos
métodos analiticos. O grande destaque e versatilidade dos CNTs devem-se as varias
caracteristicas principalmente a elevada area superficial, favoravel em processos adsortivos, e
elevada estabilidade quimica e fisica.

Mesmo que varios métodos utilizando os CNTs tenham sido desenvolvidos para pré-
concentragdo de analitos inorganicos, geralmente, para amostras complexas, foram observados

o tratamento de amostra “off-line” (digestdo acida em micro-ondas®*, queima em mufla seguido
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por dissolugdo 4cida’, entre outras). A etapa de digestdo 4cida mostrou-se indispensavel para a
maioria das amostras biologicas (por exemplo: sangue total, o plasma, soro e leite) que
normalmente sdo viscosas e ricas em proteinas que podem causar efeitos de matriz e danificar
0s equipamentos.

Uma alternativa encontrada para extracdo de analitos organicos em fluidos biologicos, de
forma rapida e com menor intervencdo dos analistas, foi a aplicagdo da separagdo total de
proteina por meio de materiais de acesso restrito (RAM)®. Os RAMs sdo adsorventes capazes
de reter compostos organicos (com baixo peso molecular) de fluidos bioldgicos, separando-os
de macromoléculas, tais como as proteinas. Estes sorventes limitam a acessibilidade nos sitios
ativos dentro dos poros somente as moléculas pequenas (barreira fisica), ao passo que as
macromoléculas sdo excluidas devido a presenca de grupos hidrofilos que cobrem a superficie
adsorvente (barreira quimica)®. Recentemente, alguns estudos tém sido dedicados a
modificagdo quimica da superficie dos adsorventes comuns, como a silica ou polimeros
organicos, convertendo-os em sorventes que sdo capazes de excluir macromoléculas. Uma
estratégia bem sucedida baseia-se na formag¢ao de uma capa de albumina de soro bovino (BSA)

78910 oy polimeros impressos molecularmente (MIP)!! .

em torno de camada de silica

Embora haja grandes potencialidades para a utilizacio dos RAMSs para analitos
inorganicos de fluidos bioldgicos, o seu uso tem sido exclusivamente dedicado as extracdes de
compostos organicos. Consideramos que, se um sorvente capaz de adsorver analitos
inorgénicos seja coberto com uma camada de BSA, os analitos podem ser retidos e as proteinas
excluidas. Esta possibilidade ¢ extremamente promissora para analises de analitos inorganicos
em fluidos biologicos uma vez que os processos lentos de prepara¢do da amostra, com base na
decomposi¢do da matriz, poderiam ser substituidos por uma simples extracdo de fase sélida
com o emprego de RAM em sistema FIA.

Considerando as caracteristicas comprovadas dos CNTs na pré-concentracdo de
diferentes analitos inorganicos, propde-se a modificagdo da superficie dos CNTs com objetivos
de obter novas metodologias para determinagdo de analitos inorganicos. Em especial, propomos
pela primeira vez a modificacdo deste sorvente com uma camada externa de BSA resultando
em nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTS), que sdo capazes de extrair analitos
inorganicos diretamente de fluidos proteicos, sem nenhum tratamento prévio com capacidade
de excluir todas as macromoléculas. Os RACNTs foram sintetizados, caracterizados e
utilizados em um sistema de extragdo em fase solida “on-line” de fons Cd?>" em amostras de

soro humano, sem qualquer pré-tratamento. As analises foram realizadas utilizando o sistema
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de andlise por inje¢do em fluxo (FIA) com detecgdo por espectrometria de absor¢do atdmica

com nebulizago térmica em tubo metélico aquecido na chama (TS-FF-AAS).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo apresenta uma sintese sobre o preparo de amostras para determinacio de
cadimo em amostras bioldgicas com determinagdo por espectrometria de absor¢do atdmica,
aplicagdo dos CNTs na pré-concentracdo de analitos inorganicos e a aplicagdo dos materiais de

acesso restrito para extragdo direta compostos organicos de amostras biologicas.

2.1 ANALITOS INORGANICOS ENCONTRADOS EM NiVEIS TRACOS

Alguns elementos presentes na natureza possuem papel metabolico na vida de
organismos. De acordo com suas concentragdes, os elementos quimicos podem ser classificados
em macroelementos, microelementos, ou elementos trago, e representam respectivamente 93%,
5% e 1% da massa corporal.

Os elementos que estio presentes em amostras bioldgicas, de alimentos ou ambiental, nas
concentracdes de ng L™ ou pg g! sdo considerados elementos trago e quando encontrados em
sub-fragdes destas concentra¢des sdo considerados ultra-tragos'2.

Considerando a fun¢do biologica, os elementos trago e ultra-tragos podem ser
subdivididos em elementos com fungdo biologica ndo conhecida (B, Al, Ga, In, T1, Ge, Be, Rb,
Cs, Te, Po, Br, entre outros), elementos téxicos (Cr, Cd, Hg, Pb, As), elementos essenciais (V,
Mo, Mn, Fe, Co, Ni,cu, Zn, Sn, Se, F, I) e elementos ministrados como medicamento no
tratamento de algumas doengas (Li, Y, Pt, Ag, Au, Sb, Bi)'>.

O cadmio ¢ um metal conhecido como extremamente toxico e se acumula principalmente
no rim'*. Ele possui ocorréncia na crosta terrestre de 0,16mg kg™!. As fontes de contaminacio
por cadmio sdo muitas. Este elemento é encontrado em alimentos, dgua, ar, entre outras e, a
maior exposi¢do humana ocorre no tabaco, na ingestdo de alimentos contaminados por
fertilizantes, esgoto, lama, adubos e deposi¢do atmosférica'. Altas doses de cadmio podem
produzir efeitos danosos a saude causando problemas no sistema respiratério e pode estar
associado a doencas dsseas. Mais recentemente, alguns autores relatam um possivel efeito
carcinogénico do caddmio em humanos e sua a¢do no corpo ocorre devido a combina¢do com

grupos tidlicos (SH) de enzimas e proteinas, o que provoca desarranjos no metabolismo'®. A
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avaliacdo da exposi¢cdo ambiental e ocupacional ao cddmio ¢ realizada principalmente em
amostras de sangue total, plasma, soro e urina!”!'®, No sangue o cadmio se liga as células
vermelhas e por isso os niveis no plasma e no soro sdo mais baixos. Os niveis de cadmio
encontrados em soro de individuos nfio expostos varia entre 0,6-0,9 pg L' 19202122.23 pary
HUDNIK e colaboradores®* a concentragio de Cd>" em soro humano pode variar de 0,4 a 4,0
ng L1

A determinagdo de cadmio exige que os métodos apresentem detectabilidade adequada e
que sejam sensiveis e seletivas ja que este analito é encontrado em niveis de traco e ultra-tragos
em amostras ambientais, bioldgicas, de alimentos, entre outras!’. Segundo Ferreira e
colaboradores'®, as técnicas mais utilizadas para quantificacio de cadmio sdo as
espectroscopicas como: Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Chama (FAAS);
Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Aquecimento Eletrotérmico (ETAAS);
Espectrometria de Emissdo Atomica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES);
Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS). Eventualmente sdo
utilizadas as técnicas de TS-FF-AAS e Espectrometria de Absor¢do Atdomica com Geragdo de
Hidretos (HG-AAS) e Espectrometria de Fluorescéncia Atdomica com Geracdo de Hidretos
(HG-AFS). Destes métodos, a AAS, HG-AAS e TS-FF-AAS sao consideradas simples de facil
operagdo e baixo custo operacional'®. No entanto estas técnicas ndo apresentam limites de
detec¢do adequados. Ademais, em algumas amostras a matriz apresenta efeitos de interferéncia
para as técnicas mais sensiveis como FGAAS, ICP-OES, etc. Assim, uma alternativa que tem
sido explorada nos ultimos anos ¢ a introdu¢@o de etapas de separagdo/pré-concentragdo dos
analitos. Apesar desta alternativa, muitas amostras ainda demandam etapas prévias de
tratamento de amostra que sdo morosas, consomem grandes quantidades de reagentes e geram
quantidades consideraveis de residuos. Deste modo, a busca por metodologias que minimizem
as etapas de preparo de amostra para algumas matrizes, como leite e fluidos biologicos, podem
contribuir para o aumento da velocidade analitica e contribuir para minimizagdo de impactos

ao meio ambiente’.
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2.2 REAGENTES SOLIDOS NA SEPARACAO/PRE-CONCENTRACAO DE
ANALITOS INORGANICOS

A extracdo em fase sélida (SPE) envolve a distribui¢do de analitos selecionados entre um
gas, fluido ou fase liquida e uma fase sélida?®. As principais finalidades da SPE envolvem o
enriquecimento de tragos e ultra-tragos (pré-concentracdo), remoc¢do da matriz (extragdo) e
troca de meio (transferéncia da matriz da amostra a uma fase diferente solvente ou gas)?®. Uma
extragdo em fase sdlida (em batelada ou em fluxo continuo) consiste de trés a quatro etapas
sucessivas, tais como o condicionamento do reagente s6lido com uma percolagdo com solvente
adequado através do reagente solido, lavagem do reagente sélido com um solvente de eluigéo
para eliminar os componentes da matriz que foram retidos no reagente sélido (sem deslocar os
analitos) e, finalmente, eluindo os analitos de interesse empregando um solvente apropriado. A
distribuicdo do analito entre uma solucdo aquosa e o solvente é baseada em mecanismos, tais
como adsor¢do, troca iOnica, complexacdo dos ions para formagdo de par idnico ou de
complexos e outras reagdes quimicas na superficie ou no interior dos reagentes s6lidos?”-%8.

A pré-concentra¢do € um processo que proporciona o aumento da razdo analito/matriz.
Além disso, proporciona uma diminui¢do no limite de detec¢do analitico, aumenta a
sensibilidade em varias ordens de magnitude, aumenta o grau de precisdo dos resultados e pode
promover melhoria de seletividade. Em resumo, o processo de enriquecimento?® consiste em
separar o elemento de interesse dos constituintes majoritarios de uma matriz ou somente separar

8 e concentrar o analito ou isola-lo em um volume menor

os interferentes mais significativos?
que o inicial, onde observa um aumento do sinal analitico’.

As técnicas mais comuns usadas para separa¢do e/ou pré-concentragdo de tragos de
analitos inorgénicos incluem a extracdo em fase solida, coprecipitacdo, extracdo liquido-
liquido, filtragdo por membranas e extracdo por ponto nuvem?!%3334 Recentemente, a técnica
de extracdo com reagentes solidos tem se destacado devido as suas vantagens de alto fator de
enriquecimento, alta recuperacdo, simplicidade, elevada frequéncia analitica, ¢ a capacidade de
combinagdo de diferentes técnicas de detec¢do “on-line” ou “off-line”>. Dos dois modos de
SPE, “on-line” e “off-line”, SPE em fluxo apresenta varias vantagens, sobre as técnicas “off-
line”, como: maior precisdo; baixo consumo de amostras e reagentes; reutilizacdo; menor
geragdo de residuos; entre outros.

No estudo com extra¢do em fase solida, o uso adequado do reagente so6lido € o fator critico

35

para obter um alto e eficiente fator de enriquecimento”. Estes reagentes solidos podem ser
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divididos em duas modalidades principais: reagentes sélidos que sdo capazes de adsorver ions
metdlicos e reagentes solidos capazes de adsorver complexos de ions metélicos ou como suporte
na incorporagdo de agentes quelantes. Tais materiais podem ser de origem natural®® (dcidos
humicos, vermicompostos, casca de arroz, saccharomyces cerevisiae, bactéria E. coli, etc) ou
de origem sintética’’*%3 (resinas trocadoras de ions, carvio ativado, silica modificada, resinas
absorventes tipo Amberlite IRA-904, espuma de poliuretano, polimeros impressos para ions e
mais recentemente as nanoparticulas). Os reagentes solidos mais comuns utilizados sdo os de
origem sintética devido a caracteristicas como, maior estabilidade quimica ¢ mecanica. As
resinas quelantes sdo especialmente interessantes devido a sua maior seletividade quando
comparado com uma Unica matriz polimérica.

Um adsorvente que vem se destacando nos ultimos anos na separac¢éo/pré-concentragao

40 530 os nanotubos de carbono. Observa-se que sua

de analitos inorganicos e organicos
aplicagdo tem continuado ao longo dos tltimos anos com tendéncia para aplicagdo em amostras

mais complexas *.

2.2.1 Nanotubos de carbono na separagdo/pré-concentragdo de analitos inorgdnicos

A nanotecnologia configura atualmente uma das mais importantes tendéncias na ciéncia,
sendo considerada fundamental para o desenvolvimento de novas tecnologias no presente
século. Suas aplicagdes incluem campos de biotecnologia e farmdacia, bem como eletronicos,
ferramentas cientificas, processos de fabrica¢do industriais, a introdu¢do de materiais
avancados, etc. Neste ultimo aspecto, a nanotecnologia inclui a producdo de novos e
revolucionarios materiais com tamanho de 100 nm ou ainda menores. Os CNTs (de paredes
multiplas) sdo parte desses novos materiais*’ e foram produzidos pela primeira vez por Sumio
lijima** em 1991 e os CNTs com parede simples em 1993%. Em ambos os trabalhos de IIJIMA,
os dados de microscopia eletronica revelaram que os CNTs possuiam forma cilindrica (sendo
folhas de grafite enroladas como se fosse um canudo), podendo apresentar uma ou varias
camadas e apresentavam didmetro de 4 a 30 nm e 1 um ou mais de comprimento.

Os CNTs exibem propriedades fisicas e quimicas unicas potencialmente titeis em muitas
aplicagdes como eletronica, Otica, quimica, e outros campos da ciéncia dos materiais. Dentre as
propriedades dos CNTs, citam-se a elevada estabilidade quimica e fisica e, principalmente, a

elevada area superficial, condicdo importante em processos adsortivos*.
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A Tabela 1 apresenta um resumo dos métodos analiticos (“off-line” e “on-line”),
desenvolvidos até o momento, usando CNTs como reagentes sélidos para separagdo e/ou pré-
concentracgdo de analitos inorganicos. Nota-se que, as caracteristicas dos CNTs utilizados foram
diversas incluindo a modifica¢do ou ndo da superficie desses materiais para obteng¢do de maior
seletividade e capacidade adsortiva.

A mudanga na seletividade pode ser alcangada pela funcionalizagdo dos CNTs que podem
ocorrer por dois tipos, por interagdes ndo covalentes, a qual envolve somente adsorcdo fisica e
sem ligacdo quimica, e interagdes covalentes*’. Para analitos inorganicos a modificagio mais
comum ocorre principalmente pelo uso de agentes oxidantes como HNOs3, H>O>, NaOCl,
KMnOy4 dentre outros, que interagem com a estrutura dos nanotubos de carbono promovendo
abertura, fratura e defeitos. Assim, o processo de oxidagdo promove a dispersdo dos nanotubos
de carbono promove sua funcionaliza¢cdo com -COOH, -OH e C=0, que permitem a formagao
de sitios de ligacdo capazes de reter ions metalicos*®. Segundo Li e colaboradores*’, estes
grupos funcionais causam um aumento de carga negativa na superficie dos CNTs, e, como
consequéncia aumentam a capacidade de troca idnica entre a superficie e os ions metalicos
acarretando em uma melhora na adsor¢do. A modificacdo de superficie também pode ocorrer
através de reagdes de halogenacdo, hidrogenacgdo, adi¢do de radicais, adicdo nucleofilica e
cicloadigdo™.

Os CNTs podem ser imobilizados covalentemente em suportes sélidos, tais como, ago ou
silica e, assim, as alteracdes na geometria do dispositivo de extragdo em fase solida pode ter
espaco*®. Por outro lado, funcionaliza¢des ndo-covalentes na parede lateral dos CNTs também
podem fornecer uma mudanga na seletividade. Este tipo de funcionalizagdo inclui interagdes
ionicas, ligacdes de hidrogénio, forgas eletrostdticas, for¢as de van der Waals, ligacdes
coordenadas e interagdes hidrofobicas. A combinagdo de duas ou mais intera¢cdes semelhantes
ou diferentes aumentam a estabilidade e a seletividade dos CNTs*.

Embora algumas aplicagdes dos CNTs como reagentes solidos para analitos inorganicos
em analise por inje¢do em fluxo tenham sido publicados nos tltimos anos, esses materiais ainda
apresentam-se promissores no desenvolvimento de metodologias analiticas. No tocante, pode-
se verificar que, a aplicacdo dos CNTs como extratores sélidos para aplicagdo em amostras
mais complexas e com minimizagdo de etapas prévias de tratamento de amostra ainda ndo foram
apresentadas na literatura. Assim, a modifica¢do de superficie dos CNTs pode proporcionar
adsorventes promissores no desenvolvimento de novos métodos analiticos com baixos valores
de limite de detecgfo, mais sensiveis e seletivos e que necessitam de diminutas etapas prévias

de preparo de amostra.
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2.2.2  Materiais de acesso restrito

Os procedimentos de preparo de amostras sdo fundamentais em uma determinagio
analitica. Além da morosidade, a preparacdo da amostra € etapa da determinag@o analitica onde
ocorrem os principais erros. Na determinago de analitos inorganicos, os procedimentos severos
de mineralizag@o sdo ainda mais complexos devido a necessidade de uso de acidos concentrados
em sistemas de aquecimento fechados ou abertos ¢ podem ainda proporcionar riscos aos
analistas.

Diante de tais dificuldades, ¢ conhecido que os procedimentos necessarios para o preparo
das amostras devem ser rapidos e convenientes, minimizando perdas do analito, custos de
andlise e riscos aos analistas®’. Para obter tais caracteristicas, técnicas de introdugdo direta de
amostras t€m sido exploradas. Além disso, as técnicas de introducdo direta de amostras
diminuem erros humanos de manipulagdo, evitam o manuseio de amostras toxicas, infecciosas
e aumentam a frequéncia de analise®'. Na analise de analitos inorganicos, a introducdo direta
ocorre principalmente por meio de amostragem de liquidos e sélidos em GFAAS’%%3
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser (LIBS, do inglés: Laser
Induced Breakdown Spectroscopy)>*

Para a andlise de analitos organicos, recentemente as técnicas de inje¢do direta com uso
de fases estacionarias do tipo RAM tem se destacado. Estes materiais combinam os principios
da cromatografia de exclusio e da cromatografia de fase reversa. A sua superficie hidrofilica
impede a adsorcdo de macromoléculas da matriz bioldgica na fase estaciondria e suas
propriedades hidrofobicas (nos poros) sio responsaveis pela retengiio das moléculas®. Uma das
vantagens dos RAM ¢é que eles podem ser usados para determinar compostos organicos em
amostras bastante complexas como plasma e soro humano, sem as etapas prévias de preparo de
amostras para remogio de proteinas>®.

Com o uso de colunas preenchidas com RAM, as amostras sdo injetadas diretamente na
coluna e as macromoléculas sdo eluidas com a fase movel de limpeza, evitando a adsor¢do de
proteinas®’, enquanto que os analitos sdo retidos por interacdes hidrofobicas ou eletrostaticas
nos sitios ativos no interior dos poros do material.

A exclusdo de macromoléculas no RAM pode ocorrer por meio de barreira fisica ou
quimica. As barreiras fisicas consistem na formag¢do de poros onde as macromoléculas nio

conseguem ultrapassar. No caso da barreira quimica, grupos funcionais hidrofilicos sdo ligados

covalentemente a superficie da fase estaciondria e se portam como uma barreira que impede a
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ligagdo de macromoléculas por meio de repulsio eletrostatica. Os RAMs possuem uma grande
vantagem por apresentarem alta resisténcia fisica com um bom desempenho em termos de
capacidade de retengdo, eficiéncia e reprodutibilidade. Além disso, somente os analitos ficam
retidos na coluna, possibilitando uma quantificacdo exata e precisa’®.

O RAM foi apresentado por Hagestam e Pinkerton em 1985, com a publicagdo do
primeiro artigo relatando a aplicagdo destes materiais. Desde entdo o numero de trabalhos
publicados sobre RAM e a quantidade de tipos desses materiais cresceu exponencialmente.
Existem cinco tipos basicos de RAM dividido por grupo de acordo com a natureza da barreira
e a estrutura da superficie do sorvente: material misto, material de superficie interna de fase
reversa, materiais de fases hidrofobicas protegidas, materiais de superficies semipermedveis e
os materiais poliméricos™.

No material misto, ambas as superficies (externa e interna) apresentam propriedades
idénticas, que sdo fornecidas pela ligagdo covalente de dois grupos funcionais diferentes ou por
um grupo funcional com duas possiveis interagdes. Ja os materiais de superficie interna de fase
reversa apresentam dois tipos de superficies onde os grupos funcionais se ligam, resultando na
fase hidrofilica que cobre a superficie externa do sorvente e a fase hidrofobica ligada a
superficie interna. Os RAM de fases hidrofobicas protegidas possuem fase estaciondria com
uma barreira quimica impedindo as macromoléculas de ter acesso aos grupos funcionais dentro
dos poros do material. Os RAMs de superficies semipermedveis apresentam uma barreira
quimica tipica de polimero hidrofilico excluindo o acesso das macromoléculas a superficie.
Neste caso, a superficie externa repele as moléculas grandes, enquanto que a superficie interna
retém os analitos que penetram pelo polimero poroso®”.

Para uma ilustracdo das potencialidades dos materiais de acesso restrito na extragdo de
analitos diretamente de amostras biologicas, foi realizada uma revisdo das aplicagdes
publicadas até o momento que esta apresentada na Tabela 2. E possivel notar na revisdo, que o
emprego de RAMs para determinagdo de analitos inorganicos ainda ndo foi explorado.

Considerando que os CNTs apresentam varias vantagens na extragdo de analitos
inorgénicos e que suas caracteristicas sdo favoraveis para a sintese de RAMs, hd um grande
potencial para analise direta de analitos inorganicos em matrizes proteicas, diminuindo o

nimero de etapas de preparo de amostras, minimizando a gerac¢do de residuos e consumo de

reagentes e consequentemente, aumentando a frequéncia de analise.
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Tabela 1 - Recentes aplicagdes de CNTs com reagentes solidos na extragdo/pré-concentragio de analitos inorgénicos. Esta revisdo apresenta dados revisados pelos autores L.M. Ravelo-
Pérez e colaboradores®, e A.V. Herrera-Herrera e colaboradores*! e pelos autores do trabalho.

(continua)
Analito Matriz Tipode CNTs  Metodologia LODs Referéncia

Sc Agua de drenagem 4cida de mina MWCNTs ICP-OES 4ngL! 60

Ag(D) Agua de rio, torneira, pogo, neve e agua de MWCNTs FAAS 0,35 ug L! 61
nascente de rio

As(1ID), As (V), Sb (III), Sb (V) Agua mineral, da torneira, de rio, fonte e agua MWOCNTs ETAAS 0,02-0,05 pg L! 62
do mar

As(IIT), As (V), Sb (III) e Sb (V) CRM (4gua natural), mar, rio, lago e 4guas SWCNTs HG-DC-AFS  2,143ngL’! 63
subterraneas

As(V) Agua de rio e de torneira MWCNTs HG-AFS 2ngL! 64

Au (II1) CRM(solo), 4gua de torneira em solo agricola MWOCNTs FAAS 0,3 ugL! 63

Au (III) Agua de torneira, rio, fonte e residuais MWCNTs FAAS 0,15 pgL! 66

Au (I1I), Mn (IT) Agua de torneira, fonte e residuais MWCNTs FAAS 0,01-0,03 pg L' 67

Au(III) Agua de mar e lago MWCNTs FAAS 0,15ugL! 68

Au(11) e Mn(II) Agua de torneira, fonte e residual MWCNTs FAAS 0,01-0,03 pg L' 69

Bi (I1I) Agua de rio, torneira e amostras de MWCNTs FAAS 2,3 ngL! 70
medicamentos

BrOs-, NOs~, COs,PO4#~, SO4~  Matriz organica sintética MWCNTs HPLC 1,54-10,02 pg L™! 7

Cd (1) Agua de fonte, rio e torneira MWCNTs FAAS 0,22 ug L1 72

Cd (1) Urina MWCNTs ETA-AAS 0,010 pg L 73

Cd (1) CRMs (lamas municipal e sedimentos de MWCNTs ICP-OES 1,03 ug Lt 74
lagos)

Cd (1), Co (II), CRM (concha), peixe, camardo e concha MWCNTs ICP-MS 0,4-34ngL! 7

Cu (I), Cr (VI), Pb (II), V (V),

As (1)

Cd (1), Pb (1) CRM (cabelo humano), agua de rio e de MWCNTs ETAAS 0,15-0,44 ug L™! 76
reservatorio

Cd (II), Pb (II) Peixes, sedimentos MWCNTs FAAS 0,3-1pgL™! 77

Cd (I1), Pb (IT), Ni (II) CRM: s (folhas de cha), 4gua de rio e de pogo ~ WCNTs FAAS 0,04 -0,32 ug L™! 78

Cd(II) Solo, solo de terra poluida, cabelo humano, MWCNTs FAAS 0,28 ug L1 ”

cha e arroz
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Tabela 1 - Recentes aplicagdes de CNTs com reagentes sélidos na extragdo/pré-concentragdo de analitos inorganicos. Esta revisdo apresenta dados revisados pelos autores L.M. Ravelo-
Pérez e colaboradores®, e A.V. Herrera-Herrera e colaboradores*! e pelos autores do trabalho.

(continuacdo)
Analito Matriz Tipo de CNTs Metodologia LODs Referéncia
Cddrn Agua Mineral, de torneira e de rio, amostras ~ MWCNTs FAAS 11,4ng L! 80
de cigarro, CRM de materiais biologicos
Cd(II) Neve e aguas residuais industriais MWCNTs FAAS 0,15 ug L1 81
Cd(II), Co(II), Ni(Il), Pb(Il), CRMs (liquen, figado bovino, sedimento de =~ MWCNTs FAAS 1,0-52ugL! 82
Fe(I1I), Cu(II), Zn(II) rio), produtos farmacéuticos e agua
Cd(II), Mn(IT) e Ni(II) Agua de Lago MWCNTs: ICP-OES 21-48ng L! 83
Cd(II), Pb(l), Cu (1), Zn(I) e Agua de torneira, de reservatorio e agua MWCNTs FAAS 8,7-378 ng L ! 84
MnO4~ corrente.
Cd(II), Cr(11), Pb(1I), Zn(II), Agua corrente, de reservatério e de torneira MWCNTs FAAS 9378 ng L! 85
Cu(II) e Mn(II)
Co (I) Agua natural MWCNTs FAAS 50ng L! 86
Co (II), Cu (II), Ni (II), Pb(II), e CRM (sedimento de rio) DWCNT FAAS 0,5-6,9 ng L™! 87
(1IT), Mn (II)
Co (II), Cu (II), Pb (1) CRM (mexilho), 4gua natural SWCNTs ICP-MS 1,2-39ng L™! 88
Co(Il) Agua de torneira e de rio MWCNTs FAAS 0,55 pg Lt 89
Co(II), Cd(II), Pb(II), e Pd(II) Agua e solo MWCNTs FAAS 0,12-0,19 pg L™! %
Co(II), Cd(II), Pb(Il), Mn(II), Folhas de tomate, figado bovino, trigo cozido, MWCNTs FAAS 0,24-2,60 pg L! 4
Cr(I1I) e Ni (IT). cha preto, liquen e agua de fonte e de torneira
Cr (III), Fe (III), Pb (1I) CRM (sedimentos de rio), folhas de pérade ~~ MWCNTs ICP-OES 0,19-0,33 pg L! ot
balsamo, rio de dgua
Cr (V] RM (solo), solos de floresta, agricolas e MWCNTs (0AY 8,5 ngkg! 2
ornamentais
Cr(IIl) e Cr(VI) Agua de rio e residual MWCNTs FAAS 0,90 pg L1 93
Cu (II), Fe (III), Mn (II), Pb (II) CRM (sedimentos de rio, 4gua de lago), agua MWCNTs FAAS 3,5-8,0 pgL! A

de torneira e mineral.
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Tabela 1 - Recentes aplicagdes de CNTs com reagentes sélidos na extragdo/pré-concentragdo de analitos inorganicos. Esta revisdo apresenta dados revisados pelos autores L.M. Ravelo-
Pérez e colaboradores®, e A.V. Herrera-Herrera e colaboradores*! e pelos autores do trabalho.

(continuacdo)
Analito Matriz Tipo de CNTs Metodologia LODs Referéncia
Cu (II), Ni (1) CRMs (solos, folhas de cha, o cabelo MWCNTs FAAS 0,31- 0,63 pg L! 9
humano, cha)
Cu (1), Ni (1), Zn (II) Agua de torneira, fonte e dguas residuaisde  ~ MWCNTSs FAAS 40 - 60 pg L! %
galvanoplastia
Cu (II), Fe (11I), Pb (II) Agua de rio MWCNTs ICP-OES 0,15-026 ug L! o7
Cu (II), Co (II), Ni(II) e Pb(II) Sedimentos de rio, agua de torneira, fonte, ar MWCNTs FAAS 1,64 —5,68 ug L™! %8
e mineral
Cu(Il) Agua de lago e torneira MWCNTs FAAS 0,42 pg L1 %
Cu(II) Agua de neve de chéo, e rio MWCNTs FAAS 0,32 ug L! 100
Cu(ID) Agua de lago MWCNTs FAAS 2,1 ug L 101
Cu(Il) Agua de torneira e mineral MWCNTs FAAS 1,46 pg L! 102
Cu(II), Cd(1I), Pb(II), Zn(1I), Ni Agua de torneira, fonte, 4gua do mar, molho ~ MWCNTs FAAS 0,30 - 0,60 ug L! 103
(IT) e Co(II) de tomate, conservas de peixe, folhas de maga
e grdo de bico
Eu, Gd, Ho, La, Sm, Tbe Yb Agua de Lago e d4gua do mar sintética MWCNTs ICP-OES 3-57ngL! 104
F,Br, ClI, NO;", BrOs;—, NOs Matriz organica sintética MWCNTs HPLC 0,41-3,17 ug L! 103
=, 8047, F,Br, ClI,NOz
Ga (111 Cinzas MWCNTs FAAS 3,03 ug L7t 106
H>AsO4” Agua de rio e torneira MWCNTs AFS 2ng L' 107
Hg (1) CRM (folhas de tabaco), 4gua de torneira, de ~ MWCNTs FAAS 0,0123 pg L! 108
reservatoério, rocha fosfatica
Hg(II) Agua de rio, torneira e lago MWCNTs CV-AFS 1.2ngL! 109
Ni (II), Pb (II) CRM s (lama municipal, sedimentos de lagos) MWCNTs ETAAS 10-30ng L™! 1o
Pb (1I) CRM s (sedimentos de rio), 4gua de rio, MWCNTs ICP-OES 0,27ug L™ i
torneira e lago
Pb (IT) Agua de rio MWCNTs ICP-OES 032 ug L' 1
Pb(II) Agua de torneira, mineral, mar, soro, alho,e ~ MWCNTs FAAS 2,6 ugL! 13

ginkgo Biloba
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Tabela 1 - Recentes aplicagdes de CNTs com reagentes sélidos na extragdo/pré-concentragdo de analitos inorganicos. Esta revisdo apresenta dados revisados pelos autores L.M. Ravelo-
Pérez e colaboradores®, e A.V. Herrera-Herrera e colaboradores*! e pelos autores do trabalho.

(conclusio)
Analito Matriz Tipo de CNTs Metodologia LODs Referéncia
Pb (II) Agua de rio MWCNTs AAS 0,30 pg L1 14
Pb(II) Agua MWCNTs FAAS 2ug Lt 13
Pb(II) e Mn(II) Agua, urina e arroz MWCNTs FAAS 1,0/0,6 pg L! 116
Pd (1I) CRM, 4gua, cinzas, poeira de estrada MWCNTs FAAS 0,3 pugL™! 17
Pd (II) CRM (liga de platina-iridio), 4guas residuais, ~MWCNTs FAAS 0,3 pugL™! 18
poeira de estrada
Rh (1) Agua de torneira, pogo, rio, mar, d4guas MWCNTs FAAS 0,010 pg L! 19
residuais e liga de platina- iridio
T1 (III) Agua de torneira MWCNTs STPF-ETAAS 150 ng L™! 120
Trimetilchumbo (I), dimetilchumbo Agua e sedimento costeiro MWCNTs GC-MS 1-3ngL! 121
(IT), trietilchumbo (1), dietil-
chumbo(II),
metil-mercurio (I), etilmercurio (I),
Hg (II), n-buti zI- estanho(III),
n-dibutil estanho (II), tri-n-butil
estanho (I) e estanho (IV)
V(IV) e V(V) Agua de torneira e de lagoa MWCNTs ETAAS 19ng L™! 122
Zn (II) CRMs (Pepperbush, cabelo humano, folhas de  MWCNTSs FAAS 0,07 ng L™! 123

cha, chlorella, mexilhdes, sedimentos de
lagoa), bem, dgua potavel e residual.

Fonte: Do Autor
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(continua)

Aplicagdo

Matriz

Analitos

Material

Referéncias

Andlise de drogas e
substancias
biologicamente ativas
em fluidos bioodgicos

Determinacdo de
antidotos
Anélise veterinaria

Identificagdo de
peptideos de humano
com peso molecular de
até 20 kDa

Sangue humano

Plasma humano
Urina humana

Plasma humano
Plasma humano
Plasma humano
Plasma humano

Soro humano
Plasma humano

Soro humano

Plasma humano
Plasma humano

Plasma humano

Plasma de cavalo

Sangue humano
Sangue humano

Plasma humano
Urina humana

Benzodiazepinas
e metabolitos

Acetato de ciproterona

Verapamil e metabolitos

Sotalol
Meloxicam
Cloxacilina

Furosemida
Rofecoxib

Voriconazol

Cafeina e matabolitos
Cocaina
benzoilecgonina

Atropina

Enantiomeros
cetoprofeno
Angiotensina 1
Angiotensina 2
Peptideos

Proteinas enzimaticas
Drogas

de

LiChrospher RP-18 ADS (25x 4mm), particle size 25um,

Merck,

LiChrospher 60 XDS (25x 4mm), 25 pm, Merck
LiChrospher RP-4 ADS (25x2mm), 25um, Merck
LiChrospher RP-8 ADS (25x4mm), 25 pm, Merck

LiChrospher 60 XDS (25x4mm), 25 um, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x 4mm), 25um, Merck
LiChrospher 60 XDS (DEAE/diol)

(25x4 mm), 25um, Merck

LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck
LiChrospher 60 RP-18 ADS

(25x4 mm), 40—63pum, Merck

LiChrospher RP-8 ADS (25x4mm), 25um, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck

LiChrospher 60 XDS (SOs/diol) (25x4 mm), 25um, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck

LiChrospher 60 XDS (SOs/diol) (25x4 mm), 25um, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25m, Merck
LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck,
60 XDS (25x4mm), 25um, Merck

SCX-RAM (SOs/diol) (25x2mm) e (25x 4 mm), 25um
(LSP MDA, Merck)

124

125

126

127

128

129

130
131

132

133
134

135

136

137

138

139
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(conclusdo)
Aplicacdo Matriz Analitos Material Referéncias
Desenvolvimento  de Soro de ovelha Metaloproteinases LiChrospher RP-8 ADS (25x4mm), 25um, Merck 140
novas drogas Plasma de ovelha
Purificacio de DNA Célula lisa Gene Q-Sephacryl S-500 HR, — 141
plasmideo
Monitoramento Urina humana 1,2 — naftol LiChrospher RP-8 ADS (25x 4mm), 25um, Merck 142
ambiental Plasma humano Triesteres LiChrospher RP-18 ADS (25x4mm), 25um, Merck 143
organofosforados
Urina humana Cinco principais LiChrospher RP-8 ADS (25x4mm), 25um, Merck 144

Anélise de alimentos

Agua potavel, de
superficie de rio e
sedimentos

Frutas

Agua do solo
Suco de maga
Gema de ovo

Leite

metabolitos da
di-(2-etilhexil) ftalato
(DEHP)
Hormonios
sexuais

esterdides

Pesticidas
Herbicidas
Patulina
Colesterol

Poliaminas

LiChrospher RP-4, RP-8 or RP-18 ADS (25x4mm), 25um,
Merck

Hisep SHP (50 - 4.6 mm), Sum, Supelco SPS-5PM-S5-
100-C18 (50 x4.6 mm), Sum, Regis Tech

BioTrap C18, protein-coated RP- 18 pre-column,
ChromTech

LiChrosorb C18 (50x4.6 mm), 10um, Agilent

145

146

147
148

149

Fonte: Do Autor
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2.3 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO EM SISTEMAS DE EXTRACAO/PRE-
CONCENTRACAO COM REAGENTE SOLIDO

O desenvolvimento tecnoldgico e industrial desde seu inicio tem proporcionado o
aumento na produgdo de alimentos, bens de consumo, instrumentagdo médica, sistemas de
comunicagdo, transporte, seguranca e diversos outros itens que sdo fundamentais para o
aumento da expectativa de vida da populagdo mundial. Do mesmo modo, devido ao
desenvolvimento industrial e populacional desordenado, houve também uma “explosdo” nas
formas de gerag@o de impactos ambientais que atualmente é um fator preocupante na qualidade
de vida da populacdo. Nesse sentido, o controle da qualidade de produtos industriais bem como
o controle da poluigdo ambiental gera a cada dia um nimero crescente de amostras laboratoriais
que demandam métodos analiticos mais eficientes, seletivos e sensiveis.

A automatizagdo das técnicas analiticas surgiu com o objetivo de aumentar o desempenho
analitico, diminuir o trabalho técnico e diminuir custos. Os métodos automatizados se dividem
em: batelada e em fluxo. A andlise quimica por inje¢do em fluxo (FIA) foi proposto por

Ruzicka'

, em 1975, e apresenta diversas vantagens em relagdo aos procedimentos em
batelada. Dentre essas vantagens podemos citar: menor envolvimento do analista, aumento na
precisdo e exatiddo, diminui¢do da frequéncia analitica, exploragdo de aspectos cinéticos e
gradientes de concentra¢do, menor consumo de reagentes, menor geracdo de residuos e
substitui¢do de reagentes toxicos. Essas trés ultimas vantagens também séo conceitos relevantes
na Quimica Analitica Verde®.

Segundo Fang,'>!

a andlise por inje¢do em fluxo fundamenta-se na combinagdo dos
principios de inje¢do da amostra, dispersdo controlada e tempo reprodutivel de todo o processo.
O sistema FIA pode apresentar diversas configura¢des (linha tUnica, confluéncia, zonas
coalescentes, fluxo intermitente, inje¢do sequencial, multicomutagdo, entre outros) que devem
apresentar caracteristicas compativeis com a aplicag¢do desejada.

A andlise por injecdo em fluxo em métodos de extracdo/pré-concentragdo baseados na
adsorcdo do analito num reagente solido sdo considerados os mais usuais em propostas
analiticas visando elevar a sensibilidade das técnicas espectroanaliticas. De forma simplificada,
nesses procedimentos uma quantidade do reagente sélido € empacotada em uma coluna que fica
disposta no sistema de fluxo, de tal modo, que uma quantidade fixa de amostra ira passar pela

coluna por um determinado tempo, percolando o analito. Apos esta etapa, o sistema ¢ comutado

e um fluido eluente ir4 percolar a coluna levando o analito ao detector. Dependendo do tipo de
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reagente solido e da técnica de deteccdo, o sistema FIA poderd receber reagentes em
confluéncia com a amostra e/ou com fluido carregador respectivamente!>2.

Os sistemas em fluxo para extragdo/pré-concentracdo com uso de reagentes sélidos
podem apresentar diversas configuragdes, incluindo configuragdes para especiagdo de tragos de
analitos inorganicos com aplicagdo de duas colunas com reagentes sélidos iguais'> ou
diferentes'*.

Fang'’ e colaboradores relataram em seu trabalho considerag¢des fundamentais e praticas
relevantes ao projeto de sistemas em fluxo para extracdo/pré-concentragdo com reagentes
solidos em colunas acoplados a detectores espectrométricos. Segundo esses autores, nesses
sistemas, os pardmetros que devem ser considerados no desenvolvimento de métodos sdo: Fator
de Enriquecimento (EF); Eficiéncia de Concentracdo (CE); Fator de Transferéncia; etc.

Teoricamente o EF é a razdo entre a concentrag@o da espécie analitica na fase concentrada
e a concentracgdo original na amostra. Em termos praticos, o valor do EF € obtido pela razdo

entre os coeficientes angulares da secdo linear das curvas de calibragdo com e sem pré-

concentragdo. Assim, a EF é dada por:

EF = ma/mg (1)

,onde: m, e mq sdo, respectivamente, os coeficientes angulares da secdo linear das curvas

de calibragdo com e sem pré-concentracao.

A CE serve para avaliar e comparar a eficiéncia da pré-concentragdo dos sistemas em
fluxo. Ele € definido pelo produto do EF e a frequéncia de amostragem (f) definida em termos

de numeros de amostra analisadas por minuto. Portanto temos que CE ¢é dada por!*>:

CE =EF x f (min™") (2)

Nos métodos de pré-concentragdo em fluxo, o analito ndo é completamente transferido
para o reagente sélido devido ao tempo de equilibrio ndo ser suficiente para a transferéncia
completa e devido a ineficiéncia do meio de coleta (capacidade da coluna e efeitos de matriz)
155

Em métodos de analise por injecdo em fluxo, a inser¢do da amostra no fluxo transportador

proporciona um gradiente de concentragdo devido ao processo de dispersdo. Segundo Ruzicka
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50

e Hansen'>? o coeficiente de dispersdo (D) é definido pela raziio da concentracio do analito no

fluido carregador antes e apos a dispersdo e € dado por:

D=C"/C 3)

onde C’ ¢ a concentragdo do analito na solugfio injetada e C ¢é a concentragdo do analito na zona
de dispersdo sob determinadas condigdes.

Em sistemas FIA, o valor de D é comumente maior que 1,0. No entanto, o valor de D
menor que 1,0 pode ser usado para caracterizar os sistemas de pré-concentra¢do, onde a
concentracdo final do analito é¢ maior que a da amostra. Embora alguns autores nio considerem
D um parametro inadequado para sistemas de pré-concentrag@o, sabe-se que a dispersdo ¢ um
fator importante para a otimizagdo dos sistemas de fluxo em colunas e deve ser considerada em
todas as etapas do desenvolvimento de um novo método'>!.

A dispersdo nos sistemas de extragdo e pré-concentragdo deve levar em consideragdo a
forma de percolacdo da amostra na coluna, dimensdes da coluna, as propriedades do reagente
solido, as caracteristicas (pH e concentracdo) do eluente e amostra, a vazdo de percolagdo da
amostra e do eluente, a configuracdo do sistema de fluxo com a coluna, o percurso do eluente
apos a etapa de eluigdo até chegar ao detector, entre outros'>!!3,

Em termos praticos, para minimizar a dispersdo em sistemas de extracdo/pré-
concentragdo em coluna com aplicagdo de reagentes solidos deve-se considerar: Dispersio
durante a coleta da amostra; Dispersdo durante a elui¢do; Dispersdo durante o transporte do
eluente e insercdo de reagentes em confluéncia apds a coluna.

O indice de consumo (IC) consiste no volume de amostra necessario para obter uma

unidade de fator de enriquecimento e ¢ dado por:

IC = V./EF, 4)

onde V, é o volume de amostra pré-concentrada.

Nota-se que vdrias caracteristicas dos sistemas de analise por inje¢do em fluxo para
extracdo/pré-concentragdo com uso de reagentes solidos ja foram estudadas e s@o relevantes no
desenvolvimento de métodos mais sensiveis e rapidos. Porém, as técnicas de extra¢do/pré-
concentracdo com coluna associados a AAS, ainda necessitam de etapas prévias de digestdo

acida de fluidos proteicos que é responsavel pelo maior consumo de tempo dos métodos
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desenvolvidos. Neste contexto, o estudo de diferentes configuracdes para os sistemas FIA de
extragdo/pré-concentragdo, incluindo o desenvolvimento de novos reagentes solidos capazes de
permitir a extracdo dos analitos de interesse diretamente de amostras proteicas podera permitir
o aumento da frequéncia de amostragem que por consequéncia podera reduzir o consumo de
reagentes e minimizacdo de residuos gerados por amostra analisada atentando para conceitos

de quimica analitica verde®.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi a sintese de nanotubos de carbono de acesso restrito capaz de

extrair/pré-concentrar Cd*>" em amostras de soro humano e o desenvolvimento de uma

metodologia analitica para extragio/pré-concentracio de Cd*>" em amostras de soro humano

com em um sistema mecanizado com analise por TS-FF-AAS.

3.1

b)

d)

g)

ESPECIFICOS

Funcionalizar os CNTs e recobri-los com BSA para a obten¢do dos nanotubos de acesso
restrito, RACNTSs.

Avaliar a capacidade do material em excluir proteinas em amostras de soro humano;
Caracterizag@o morfoldgica dos RACNTS;

Avaliar a capacidade dos RACNTSs na extragio/pré-concentragdo “on-line” de Cd**
diretamente em soro humano;

Avaliar diferentes configuracdes para o sistema de andlise por injecdo em fluxo de
extragdo/pré-concentragdo com objetivo de elevar a velocidade analitica e maximizar a
resposta analitica;

Otimizacdo das variaveis do sistema de extracdo/pré-concentragdo utilizando RACNTSs
como sorvente para ions Cd*" com objetivo de elevar a velocidade analitica, minimizar
consumo de reagentes e amostra e maximizar a resposta analitica;

Aplicar o método proposto na determinaco de Cd** em amostras de soro humano.



32

4 MATERIAIS E METODO

Neste item apresentaremos todos os materiais, reagentes utilizados no trabalho, os
procedimentos utilizados para sintese dos RACNTs e todas os procedimentos de otimizagdo

utilizados no desenvolvimento do trabalho.

4.1 INSTRUMENTACAO E ACESSORIOS

Na determinagdo de Cd*", foi utilizado um espectrometro de absor¢io atdmica Shimadzu
AA-6800 (Shimadzu, Toquio, Japdo) equipado com uma lampada de citodo oco de cadmio e
uma lampada de deutério para corre¢do de fundo. Os sinais foram obtidos pelas medidas de
absorbancia (area do pico) a 228.8 nm, com corrente da lampada de catodo oco fixada em 8
mA. O sistema de spray térmico (TS-FF-AAS) foi operado com fluxo de acetileno e de ar de
3,0 L.min! e 10,0 L min™!, respectivamente. O sistema é composto de um tubo de niquel (Ni
200 Realum, UNS N 2200, Sao Paulo, Brasil), de 10 cm de comprimento e 2,5 cm de didmetro
interno, com seis furos de 2,5 mm de didmetro dirigido ao queimador para a penetracdo da
chama no interior do tubo. Perpendicular aos furos, um capilar ceramico néo poroso de Al,O3
(Friatec, Mannhein, Alemanha) (comprimento de 10 cm, 0,5 mm DI, e de 2,0 mm de didmetro
externo) foi utilizado para conduzir a amostra ao tubo de niquel. As morfologias dos
adsorventes foram estudadas por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM), JEOL
LV-JSM 6360 (Tokyo, Japan) e por Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) (JEOL,
JEM 2100). As composi¢des quimicas dos RACNTs foram avaliadas por Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) X FLASH 6/10 (BRUKER, Venezia, Italia).

O ensaio de exclusdo de proteinas foi realizado para avaliagdo do tempo total necessario
para a limpeza da coluna, na etapa extragdo/pré-concentracdo, onde o canal do residuo foi
direcionado a uma cubeta de fluxo (de fabrica¢do caseira contendo janelas de quartzo) e foram
realizadas leituras a 280 nm em espectrofotometro UV-VIS (BIOSPECTRO SP-220). O
sistema FIA utilizado para extraco/pré-concentracio de Cd** utilizou uma bomba peristéltica
(Ismatec IPC-08, Glattzbrugg, Suica), equipada com tubos de Tygon® para impulsionar todas

as solugdes de reagentes e amostras. Para selecionar as etapas de extra¢do/pré-concetragdo,
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lavagem e elui¢do/amostragem foi utilizado um injetor comutador de fabricacdo caseira (em

acrilico).

42 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho foram de grau analitico as
solugdes foram preparadas utilizando dgua deionizada 18.2Q2Wcm obtidas de um equipamento
de purificacdo Milli-Q da Millipore (Bedford, EUA).

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas utilizados apresentam didmetro de parede
exterior de 6 a 9 nm e comprimento de 5 pm (Sigma-Aldrich®; Steinheim, Alemanha). Os
reagentes BSA, glutaraldeido, e boroidreto de sddio (todos da Sigma-Aldrich) foram usados
para o revestimento dos nanotubos de carbono.

As solugdes padrdes utilizadas no trabalho foram preparados pela dilui¢do de uma solugéo
estoque de Cd*" (1,000 mg L") (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha). Também foram

utilizados no sistema FIA 4cido nitrico e as solugdes tampao acetato e fosfato (Sigma-Aldrich).

4.3 PREPARO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE ACESSO RESTRITO

Os CNTs utilizados foram oxidados com 4cido nitrico!'®. Na etapa de oxidagio uma
dispersdo de 500 mg de CNTs em 30 mL de acido nitrico 65%, foi aquecida a 120 °C por 60
min em um sistema de refluxo. Posteriormente, os CNTs foram lavados com agua destilada,
para remocao do excesso de 4cido, e em seguida o material foi seco em estufa a 100 °C.

Para determinacfio de Cd>", com extracdo/pré-concentragio direta em amostras de soro
humano, os CNTs oxidados!'!® foram recobertos com BSA conforme descrito por K. Hoshina
etal.’® e H. Sambe et al."*” seguindo alterag¢des apresentadas por Figueiredo e colaboradores'>®.
No procedimento, os CNTs oxidados foram empacotados em um cartucho de SPE onde foi
percolado 20 mL de albumina de soro bovino (BSA) 1% em tampao fosfato 50 mmol L' (pH
6,0). Posteriormente, 5 mL de solugdo de glutaraldeido 1% foi misturado aos CNTs, seguido

de repouso por 5 h. Apo6s o escoamento da solucdo residual o material foi transferido para um

béquer de 100 mL onde recebeu 20 mL de solug@o de boroidreto de sédio 1%. Os RACNTSs
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foram lavados extensivamente com dgua para a eliminagdo dos residuos da sintese. O material
apresentado, considerando as diversas formas de funcionalizagcdo dos CNTs, foi depositado no
Brasil e no exterior por meio do Tratado de Cooperagdo em Matéria de Patentes (PCT) com

nimero BR 10 2014 001074-2 (ANEXO).

4.4 CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS E NANOTUBOS DE CARBONO DE
ACESSO RESTRITO

A presenga da camada de BSA nos RACNTSs foi investigada por SEM, TEM e EDS. Para
a realizagdo das medidas de SEM e EDS, os materiais foram cobertos com uma fina camada de
platina. A voltagem de aceleragdo de elétrons foi de 15,0 kV. Para as medidas de transmissdo
eletronica, os CNTs foram dispersos em uma grade de cobre com filme de carbono e foi aplicada
uma voltagem de 21,5 kV para aceleragdo dos elétrons.

O estudo de capacidade de exclusdo de proteinas foi realizado para os CNTs e RACNTs.
Inicialmente, 25 uL de solucdo padrio de BSA 44 mg mL™! (aproximadamente a mesma
concentragdo encontrada no soro humano) foi injetada num sistema de HPLC, sem qualquer
coluna, com detector de UV a 280 nm e usando dgua deionizada como fase movel a 1 mL min”
I, A 4rea de sinal representa 100% de BSA (toda a BSA chegou ao detector). Nos outros
experimentos, foi acoplado ao sistema de HPLC, colunas contendo 30 mg do material (CNTs
ou RACNTs), e foi injetada 25 pL de solucfo padrio de BSA 44 mg mL™!. As 4reas dos picos
obtidos foram comparadas com a area do sinal de 100% de BSA (4rea de pico sem coluna) e a
porcentagem obtida corresponde a exclusdo das proteinas pelas colunas.

Foram realizados estudos de cinética de adsor¢do para os CNTs e RACNTSs. No ensaio,
10 mg do reagente s6lido (CNTs ou RACNTSs) foram transferidos para tubos de polipropileno
contendo 10 mL de 50 mg L' de Cd** (preparado por nitrato de cddmio em pH 7,0) a 25 ° C.
Os tubos foram agitados em vortex a 252 g durante 10, 25, 40, 55, 70 e 90 min (ensaio realizado
em triplicata) e imediatamente centrifugados a 699 g durante 10 minutos. As concentracdes de
Cd?* nos sobrenadantes foram analisadas por absor¢do atdmica em chama (FAAS). Para os
estudos de adsorcdo, 10 mg de CNTs ou RACNTSs foram adicionados em tubos de polipropileno
contendo Cd?* nas concentragdes de 5, 20, 50, 80, 120, 200 e 300 mg L' (ensaio realizado em
triplicata). Os tubos foram agitados em vortex a 252 g por 30 min e imediatamente

centrifugados a 699g. A concentragio de Cd*" nos sobrenadantes foi analisada por FAAS. A
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quantidade de Cd*" adsorvido (Qe) em cada experimento foi calculada a partir da diferenga da

concentracgdo entre as concentragdes inicias e as concentragdes de equilibrio (Ce).

4.5 SISTEMA DE INJECAO EM FLUXO COM EXTRACAO/PRE-CONCENTRACAO
EM LINHA

O Sistema de extragdo/pré-concentragdo em fluxo com deteccdo por TS-FF-AAS esta
apresentado na Figura 1. Na primeira etapa (Figura 1a), a alga de amostra é preenchida (volume
total de 2 mL) e, a0 mesmo tempo, a solu¢do de HNOs 0,1 mol L elui os analitos extraidos/pré-
concentrados em uma etapa anterior conduzindo-os para detecgdo por TS-FF-AAS a uma vazéo
de 0,75 mL min™!. Na etapa 2 (Figura 1b), o injetor é comutado e a amostra ¢ conduzida para a
coluna contendo os RACNTSs usando uma solugio de tampao fosfato (0,01 mmol L}, pH 7,0)

!'com um tempo total de 4,5 min. Os fons Cd*" ficam retidos nos

a uma vazio de 0,75 mL min~
RACNTs e as proteinas sdo totalmente excluidas. Finalmente, o comutador € levado a posi¢do
inicial (Figura 1a) e os ions Cd** sdo conduzidos para deteccdo por TS-FF-AAS. Uma al¢a de
condicionamento foi usada para a eliminagdo de residuos de HNO3 da coluna antes da nova
etapa de extragdo/pré-concentracdo. A alca foi necessaria para que ndo haja a precipitagdo de
proteinas da amostra na coluna de RACNTSs devido ao encontro de zonas de amostra (rica em
proteina) com solugdo acida (residuo da etapa de elui¢do).

Figura 1 - Representacdo esquematica do sistema de extragdo/pré-concentragdo “online” com emprego dos
RACNT para determinagéo de Cd*".

Colunade RA- Bomba

CNTs Peristéltica
TS-FF-AAS

Coluna de RA- Bomba

CNTs Peristaltica
TS-FF-AAS /

/é Eluente(HNO;) /%¢ Eluente(HNO;)
Algade ¢/ Alade Y @

< o €
-~ Condicionamento 7

&
<

Condicionamento 7

H \;a de Descarte H ‘ \ Alga de Descarte

Amostragem Amostragem
Amostraou Amostraou
Padrio Solugdo de Limpeza Padrdo Solucdo de Limpeza
(tampao fosfato) (tampéo fosfato)

a) Etapa de Eluigdo e Amostragem b) Etapa de Pré-concentracéo

Fonte: Do Autor
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4.6 OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS DO SISTEMA FIA

Os fatores quimicos e de fluxo envolvidos no sistema de extra¢do/pré-concentragdo,
incluindo: pH da amostra (pHa), concentragdo do tampao (Cr), concentragdo do eluente (Ck),
vazdo de pré-concentragdo (Vp) foram investigados, para maximizar a resposta analitica, de

forma univariada.

4.7 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

A manipulagdo das amostras de sangue humano foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Unifal-MG (processo CAAE: 11401412.0.0000.5142). As amostras
sanguineas, 10 mL cada, foram obtidas por pun¢do venosa. Apos a coagulagdo, as amostras
foram centrifugadas durante 15 min a 1000g. O soro humano foi transferido para outro tubo
para analise posterior. Para compor o “pool” de soro humano foram coletadas amostras de vinte
e cinco pacientes do Laboratorio Central de Andlises Clinicas (LACEN) da Unifal-MG. As
amostras de soro humano foram diluidas em tampdo fosfato 0,01 mol L' e pH 7,0, a uma

proporgdo de 3:7 v/v (soro:tampdo) e injetadas diretamente no sistema FIA-TS-FF-AAS.

4.8 TRATAMENTO DOS DADOS E VALIDACAO DO METODO

A validagdo do método bioanalitico foi realizada considerando as diretrizes bésicas

preconizadas pela Food and Drug Administration (FDA)'°

, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)'®, International Conference on Harmonization (ICH)'®!, entre outros
autores'¢21%%. Os padrdes de Cd*" foram preparados em um “pool” de soro humano (n = 25)
pela fortificagio com Cd>* de 0,8 2 30,0 pg L. Os padrdes foram preparados em tampéo fosfato
com concentracio final de 0,01 mol L' e pH 7,0. Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacio
(LOQ) foram definidos de acordo com a IUPAC'®**, como 36/m e 10 o/m, respectivamente,

onde 6 € o desvio padrio de 10 leituras do branco e m € a inclinagdo da curva analitica.
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A precisdo intra-dia foi avaliada como o desvio padrio relativo (RSD) de cinco leituras
independentes de Cd** no sistema de pré-concentragio usando um “pool” branco de soro
humano fortificado com Cd** a 0,80, 15,0 € 30,0 ug L. Os ensaios de precisio intra-dia foram
repetidos por 3 dias nas mesmas concentragdes de Cd>" para obtencdo da precisdo inter-dias. A
exatiddo do método foi avaliada por testes de adi¢cdo e recuperagdo em seis diferentes amostras
com concentragdo de Cd** a 2,0, 5,0 10,0, 14,0, 20,0 e 25,0 ug L™'. Também foram realizados
ensaios de comparagdo para trés amostras de soro humano digeridas em chapa aquecida com
posterior analise por TS-FF-AAS'%. As amostras, 4 mL de cada, foram digeridas em uma
mistura de HNO3/H>O> (20/4 mL) sob aquecimento em chapa aquecida. Apos a digestdo as
amostras foram aquecidas em chapa até quase secura e foram diluidas para um volume final de
2mL.

Para a avaliac¢do do sistema de pré-concentracdo “on-line” foram calculados os seguintes
parametros de fluxo: fator de enriquecimento, frequéncia de amostragem, indice de consumo e
eficiéncia de concentragao.

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin Pro 8.1% e os registros
de sinais de absor¢do atomica foram extraidos das imagens por meio o software GraphData 1.0.

(http://www.sgrillo.net/graphdata/; software livre)



38

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

A Figura 2 ilustra a reag¢@o de formagdo do recobrimento de BSA nos CNTs. A camada
de BSA foi fixada na superficie dos CNTs pelo intercruzamento de grupos amina da BSA
usando glutaraldeido como reagente de ligacdo cruzada. Os grupamentos imina, resultantes do
intercruzamento (fungdo muito reativa), e grupamentos aldeido foram reduzidos a aminas com
boroidreto de sodio proporcionando estabilidade para a camada de BSA!®S. A presenca da
camada de BSA foi confirmada pelas micrografias eletronicas de varredura e micrografias

eletronicas de transmissdo, apresentadas na Figura 3a-f.

Figura 2 - [lustragfio da reagdo de intercruzamento da BSA na formag#o do recobrimento sobre os CNTs!®,

4
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Fonte: MENEZES, M. L.; FELIX, G. On line extraction and separation of bendiocarb, methomyl, methylparathion,
and pentachlorophenol pesticides from raw milk. Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies, v. 21, n. 18, p. 2863-2871, 1998.

A Figura 3a mostra os CNTs com uma pequena variagdo de didmetro que estd de acordo
com as caracteristicas dos CNTs comerciais. Na Figura 3b (RACNTSs) podemos observar apenas
uma massa bruta (os filamentos de CNTs ndo sdo visiveis). Estes resultados mostram que ha
uma diferenga entre os materiais com a formago da camada de BSA, no entanto néo ¢ possivel

obter mais detalhes sobre as caracteristicas morfoldgicas dos RACNTs.
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Para mais informagdes dos RACNTSs, foram obtidas imagens de TEM para as mesmas
amostras. As Figura 3(c, €) mostram os CNTs isolados e, mais uma vez, com uma leve variagéo
no didmetro dos filamentos. Na Figura 3(d, f) podemos observar os CNTs cobertos por uma
camada amorfa. Na formag¢do da camada de BSA nos CNTs a reacdo de intercruzamento das
proteinas ocorre de forma desordenada proporcionando a formagdo de pequenos aglomerados.
Observou-se também pelas medidas de TEM, que o material do recobrimento (BSA
intercruzada) ndo se degrada com a focalizacdo do feixe de elétrons. Quando as mesmas
medidas sdo realizadas para a BSA apenas adsorvida nos CNTs o feixe de elétrons provoca a
queima da BSA adsorvida. Tal fendmeno mostra a alta resisténcia obtida pelo material apos a
reagdo de intercruzamento. Nota-se também que o material do recobrimento apresenta maior
transparéncia ao feixe de elétrons que € compativel com uma menor incidéncia de a&tomos para
o recobrimento comparando com os CNTS. As superficies dos CNTs também foram analisadas
por EDS resultando numa porcentagem superior a 99% de carbono como ja era esperado. Apos
o revestimento com BSA (RACNTSs), a composi¢do do material em porcentagem foram as
seguintes: 73,88% de carbono, 14,46% de nitrogénio, 5,40% de oxigénio e 0,5% de enxofre.
Os resultados confirmam a presenga da camada de BSA nos CNTs, devido a diminui¢do na
porcentagem de carbono e o aparecimento de nitrogé€nio, oxigénio e enxofre, geralmente

presente na BSA.
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Figura 3 - Micrografias eletronicas de varredura (a e b) e micrografias eletronicas de transmisséo (c - f)
dos CNTs (a, ¢, €) e RaCNTs (b, d, f).

20 s

Fonte: Do Autor

Foram realizadas medidas de FTIR pelos modos de refletancia atenuada e por medidas
de transmitancia com a dilui¢do do material com preparo de pastilhas de KBr. Para as medidas
usando a pastilha de KBr, notou-se que os RACNTSs ndo formam uma mistura homogénea com
KBr e os resultados nio apresentaram as bandas caracteristicas da BSA nos RACNTs. Nas
medidas de FTIR realizadas por refletincia ndo foi possivel verificar os principais grupos
funcionais caracteristicos da BSA (Figura 4a) nos RACNTs (Figura 4b). A unica alteragdo
notavel refere-se a um aumento da transmitancia dos RACNTS (Figura 4b) comparado aos CNTs
(Figura 4d) indicando que ap6s o recobrimento dos CNTs ha uma diminui¢@o da absorbancia de

radiagdo infravermelha pelo material. Nota-se também que, os valores de transmitancia na
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regido do infravermelho para os CNTs e RACNTs sempre ¢ muito baixa devida a elevada
absor¢do de radiagdo dos materiais. Devido a dificuldade de visualiza¢do das bandas
caracteristicas da BSA nos RACNTSs, foram realizadas medidas de FTIR-ATR dos CNTs na
presenga de albumina pura. Neste estudo, CNTs foram misturados com BSA na proporg¢éo de
10%. Nota-se na Figura 4c que houve apenas aumento nos valores de transmitancia total ndo
sendo visiveis as bandas da BSA. Deste modo, concluimos que os CNTs apresentam altos
valores de absorbancia para radiagdo infravermelha na faixa estudada, causando interferéncia
nas bandas de BSA que recobrem os nanotubos de carbono. Possivelmente a propor¢do de BSA
em relagdo aos CNTs, nos RACNTS, ndo ¢ suficiente para detecgdo por FTIR.

Figura 4 - Espectro de infravermelho (FTIR-ATR) para: BSA, CNTs (puros e
oxidados) e RACNTS.
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Fonte: Do Autor

A Figura 5(a-c) mostra os resultados do ensaio de exclusdo de proteinas. Neste estudo,
os valores de 4rea sdo comparados com o padrdo de 100% (Area=0,0800), quando o sistema
ndo possui nenhuma coluna. Nota-se nos resultados da Figura 5S¢ que, na presenga da coluna
empacotada com CNTs, houve uma retengdo de 98,92% de BSA na primeira inje¢do. Apds a
décima segunda injecdo a retengdo de BSA ainda foi de aproximadamente 38%. Estes
resultados mostram que os CNTs apresentam boa adsor¢do de BSA e, apds inje¢des sequenciais

a capacidade de adsor¢do vai diminuindo devido & ocupacdo dos sitios ativos. Deste modo,
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podemos observar que a extracio de Cd** diretamente de amostras proteicas com os CNTs n#o
seria possivel. Haveria uma competi¢o dos ions Cd*" com as proteinas da amostra pelos sitios
ativos dos CNTs, as proteinas das amostras poderiam ser introduzidas no detector na etapa de
eluicdo e, passivar os CNTs proporcionando uma extragdo inadequada com baixa recuperagao,
precisdo e exatiddo.

Nos ensaios realizados com a coluna empacotada com RACNTSs, observa-se que o pico
apresenta uma dispersdo maior, comparado ao padrdo, e sua area (0,0804) é estatisticamente
igual a area do padréo (0,0800) (Teste t de Student, p. 0,05), mostrando que 100% das proteinas
foram excluidas. A dispersdo maior, obtida para o ensaio com coluna de RACNTs, ja era
esperado uma vez que a introdu¢do de coluna no sistema de HPLC proporciona este efeito.
Foram realizadas vinte inje¢cdes sequenciais de solugdo de BSA no sistema contendo a coluna
de RACNTs e ndo houve varia¢do significativa na area dos picos em todos os ensaios
(RSD<0,5%). Estes resultados mostram que os RACNTSs sdo capazes de excluir as proteinas

das amostras injetadas sem perda de suas propriedades apos vdrias injegdes.

Figura 5 - Ensaio de exclusdo de proteinas em sistema de HPLC com detecc¢do a 280 nm. a) Pico de referéncia onde néo
hé coluna no sistema, com colunas empacotadas com RACNTs (b) e CNTs (c).

20 20 —
1,5- Area 1,54 |
0,0800+0.0010
@ i
.g o
& 107 Area T 1,04
-g b) ,0,080440,0010 o
[72] g i
2 <
0,5 0,5- inj. 12 Area: 0,0492
c) 7
inj. 1 Area: 0,0008
0,0 0.0-
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 01 02 03 04 05 0,0 02 04 06 08 1,0
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Do Autor

O estudo de cinética de adsorcdo de fons Cd* nos CNTs e RACNTs foi realizado com
a utilizacdo de uma concentragio de Cd*>* de 50 mg L' e 10 mg de material em um intervalo de
tempo que variou de 10 a 90 min. Na Figura 6 nota-se que para os dois materiais estudados a

adsorcdio de Cd** atingiu um equilibrio em 10 min. A literatura mostra que os CNTs podem ser
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oxidados de diferentes formas e o tempo de equilibrio com fons Cd*" pode variar, dependendo
da concentraco estudada e do pH da solugdo, em um intervalo de 5 — 50 min'67-168.169 A
remocdo rapida de Cd** para os RACNTS, com o alcance de equilibrio em um periodo curto de
tempo, ¢ uma indicag¢@o de que o adsorvente ¢ eficiente e possibilita o desenvolvimento de um
método online rapido para remogio de Cd**. Considerando o tempo de equilibrio obtido no

167,168,169

nosso estudo (10 min) e também outros valores apresentados na literatura , 0S ensaios

de isoterma foram efetuados com 30 minutos de interacdo entre os ions Cd>" e os materiais.

Figura 6 - Efeito do tempo de agitagdo na adsor¢do de Cd** (50 mg L!; pH
7,00; 25 °C) nos CNTs e RACNTs.
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Fonte: Do Autor

No estudo de isotermas de adsor¢do de fons Cd?>" nos CNTs e RACNTs, 10 mL de
solucdo de Cd*" na faixa de concentracdo de 5 - 300 mg L', foram empregadas. Os resultados
de Q. (quantidade de Cd** em mg adsorvido por g de material no ponto de equilibrio) em funcfo
de C. (concentracio de Cd>" no sobrenadante apos o equilibrio) obtidos nos ensaios so
mostrados na Figura 7. Nota-se que a quantidade de ions adsorvidos aumenta de acordo com a
concentracdo em solugdo até atingir um maximo para os dois materiais. Para os ensaios nas
concentra¢des de Cd>* na faixa de 5 a 80 mg L' temos um comportamento de adsorgdo igual

para os CNTs e RACNTs. Para os ensaios com valores acima de 80 mg L' uma menor
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capacidade adsortiva pode ser observado para os RACNTs em comparagdo com os CNTs. Estes
resultados eram esperados uma vez que a camada de proteina faz com que o acesso dos ions
Cd?* nos sitios do sorvente seja mais dificil. Além disso, a camada de BSA pode diminuir o
numero de sitios ativos disponiveis dos CNTs. Porém, esta capacidade adsortiva mais baixa dos
RACNTSs néo inviabilizou a aplicagdo porque a detectabilidade obtida no método desenvolvido
foi suficiente para analisar Cd** em concentra¢des mais baixas do que os valores encontrados

no soro humano de pessoas néio expostas'®.

Figura 7 - Comportamento da adsor¢do de ifons Cd>* (concentragdo
estudadas na faixa de 5 - 300 mg L' pH 7,00, 25 °C) nos
adsorventes CNTs e RACNTSs.

40

0 T T T T T T T T T T
0 40 80 120 160 200
C, (mgL")

Fonte: Do Autor

Os resultados obtidos nos experimentos de estudo de isoterma para os CNTs e RACNTSs
foram linearizados de acordo com os modelos matematicos de Langmuir (f{Ce/Qe) x Ce) €
Freundlich (f{log(Qe.) x log (Ce))'*7-'%® (Figura 8). Para os dois materiais os melhores ajustes
foram obtidos para o modelo de Langmuir (r > 0,99 para os CNTs e RACNTSs; Tabela 3). Os
resultados mostram que a capacidade méaxima adsortiva de Cd** nos CNTs (33,3 mg g'!') é maior
que a dos RACNTSs (22,98 mg g'). A capacidade maxima adsortiva de Cd*>" para os CNTs
oxidados esta de acordo dados apresentados por outros autores'®”-'%® onde variou de 10,86'7°-
92,59'7!, Uma caracteristica essencial para a isotermas de Langmuir pode ser expressa por uma

constante adimensional chamado pardmetro de equilibrio!”! (R =1/(1+KCy), onde C¢ é a maior
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concentracdo inicial de Cd*" (mg L) utilizada no estudo de isoterma. O valor de Ry, indica o
tipo de isoterma, desfavoravel (Ri> 1), linear (Ry = 1), favoravel (0 <Rp <I) ou irreversivel
(RL = 0). O Ry, obtido para RACNTSs no estudo de adsor¢do foi de 0,092 mostrando que a
adsorcdo de Cd** nos RACNTS é favoravel e é compativel com outros trabalhos!¢’-'7" O melhor
ajuste nos ensaios para o modelo de Langmuir sugere que os adsorventes apresentam sitios
ativos distribuidos homogeneamente em monocamadas e que cada sitio ativo retém um fon Cd**
e todos os sitios sdo energeticamente e estericamente independentes da quantidade do

adsorvente!”%173,

Figura 8 - Aplicacdo dos modelos lineares de Langmuir (a e ¢) e Freundlich (b e d) para os dados obtidos nos
ensaios de isotermas para os CNTs (a e b) e RACNTSs (c e d).
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Tabela 3 - Pardmetros dos modelos matematicos de Lagmuir e Freundlich obtidos para os CNTs e RACNTs e
seus respectivos erros.

Parametros Valores R? Erro padréo
CNTs Parametros para o modelo de Langmuir

Qm (mg g™) 33,30 0,9883 1,475
K (L mg™") 0,238 0,171

Parametros para o modelo Freundlich
K 12,40 0,8796 1,150
B 0,212 0,032

RACNTs Parametros para o modelo Langmuir
Qm(mgg™ 21,98 0,9998 0,141
K (L mg™) 1,967 1,939

Parametros para o modelo Freundlich
K 8,555 0,6810 1,257
B 0,2423 0,065

Fonte: Do Autor

Nota: Equacdo para o modelo de Langmuir: Q. = KQwC,/ (1 + KC¢); Equagéo para o modelo de Freundlich Q. =
KCeP; Ce = concentragio de equilibrios para os ions; Q. = capacidade adsortiva do material no equilibrio
com uma determinada concentragdo de fons; Qm = capacidade adsortiva maxima do material (mg g'); K=
parametro que relata a afinidade do adsorvato com o adsorvente, 3 = pardmetro empirico que relata a
heterogeneidade da superficie do adsorvente.

52 OTIMIZACAO DO SISTEMA DE EXTRACAO/PRE-CONCENTRACAO EM
FLUXO

Apbs a caracterizagdo, 25 mg de RACNTSs foram usados para preencher uma coluna de
extracdo em fase solida de fluxo (fabricada em polipropileno, com didmetro interno de 2 mm e
1,5 cm de comprimento) e inserido no sistema FIA apresentado na Figura 1. O sistema de
extracdo/pré-concentragio direta de Cd>" de amostras de soro humano com detec¢fio por TS-
FF-AAS foi otimizado com objetivo de maximizar a resposta analitica e obter uma
detectabilidade compativel com as concentragdes encontradas nas amostras de interesse.

Todas as etapas da otimizacfio do método foram realizadas usando solugéo padrio de Cd**
50 ug L', preparadas em solugdo tampdo contendo 44mg mL™' de BSA (para simulagio de
amostras de soro humano em termos de concentragdo proteica) e uma alga de amostragem de
0,5 mL.

A vazio da solugdo de limpeza (Figura 1) foi avaliada na faixa de 0,5 a 1,0 mL min™. O
sinal analitico foi igual para as vazdes de 0,5 e 0,75 mL min™' e diminuiu para valores superiores
de vazdo. Considerando que, a solucdo de limpeza carrega a amostra pela coluna na etapa de

pré-concentragdo, temos que a vazdo de pré-concentracdo € a mesma que a de limpeza. Assim,
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provavelmente a elevacdo da vazdo de limpeza proporciona um baixo tempo de contato dos
fons Cd** com o sorvente proporcionando uma diminuigdo no sinal. Adicionalmente, quando
altas vazdes sdo usadas, a pressdo do sistema aumenta com a percolagdo das amostras de soro
humano, causando vazamentos e imprecisdes. Assim, a vazdo de 0,75 mL min™' para a solucio
de limpeza foi selecionada para garantir o funcionamento e assegurar melhor detectabilidade e
frequéncia analitica.

Durante a analise sequencial, utilizando um sistema sem a al¢a de condicionamento (ver
alca de condicionamento na Figura 1), quando um volume de amostra foi injetado (Figura 1 a),
a amostra chegou rapidamente na coluna de RACNTSs que esta preenchida com residuos de
eluente (HNO3) da coluna (da andlise anterior, Figura 1b). Nesse caso, os residuos de HNO3
proporcionaram a precipitacdo das proteinas da amostra causando entupimentos na coluna e
também prejudicam a retengdo de ions Cd>". Assim, uma al¢a de condicionamento foi inserida
no sistema, entre a coluna de RACNTs e a al¢a de amostragem, como pode ser visto na Figura
1. O volume da al¢a de condicionamento necessario para a limpeza completa da coluna de SPE
foi de 300 uL. Com essa configuragdo para o sistema FIA, durante a etapa de
elui¢do/amostragem, a al¢a de condicionamento € preenchida com uma solugdo de tampao
fosfato (7,0, 0,01 mmol L) e, na etapa de pré-concentracdo (Figura 1b) a solucdo é percolada
através da coluna de RACNTSs removendo todo o residuo de eluente antes da passagem da
amostra. Apds a passagem da amostra proteica pela coluna, faz se necessario a percolagéo
sequencial de uma solucéo de lavagem na coluna de RACNTSs para remover todas as proteinas
para que ndo sejam conduzidas para o detector na etapa de eluigdo. Assim, um maior tempo de
extracdo foi fixado para que a solugdo de limpeza remova os residuos de acido da coluna, a
amostra seja percolada e uma fracdo de solugéo de limpeza elimine as proteinas da coluna apos
a extracdo. O tempo necessario para a pré-concentragdo e limpeza total da coluna foi de 4,5
min, que foi o tempo fixado para os ensaios. Considerando a vazio de 0,75mL min™!, este tempo
foi suficiente para percolar 300 puL. de solucdo de limpeza (antes da extragdo), 2,00 mL de
amostra e 1,08 mL de solu¢do de limpeza apos a extracdo. Extragdes realizadas em tempos
inferiores a 4,5 min ndo foram suficientes para eliminar as proteinas da amostra, causando
entupimentos na coluna e no capilar ceramico (do sistema de detec¢do) ou dificultando a
formagdo do spray térmico no detector.

Além da capacidade de eliminagéo de proteinas, a solugdo de limpeza deve ser adequada
para promover a adsorcdo efetiva dos fons Cd*>* nos RACNTSs uma vez que também ¢ utilizada
como solu¢do de condicionamento, como informado anteriormente. Por esta razdo, a solugdo

de limpeza e pH da amostra foram estudas na faixa de pH de 4,0 a 9,0 utilizando 0,002 mol L~
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! de tampdo acetato (4,0 < pH < 6,0) ou fosfato (7.0 < pH < 9.0). Os resultados do estudo sdo
mostrados na Figura 9. Nota-se que os melhores sinais de Cd*" foram obtidos para extracdes
em pH = 6,0 ou superior. Este resultado atesta a presenca de grupos carboxilicos nos CNT apos

tratamento acido'6-17!

, uma vez que o pH 6timo de adsorcdo (6,0) € maior do que os valores de
pKa para os grupos carboxilicos. Assim, estes grupos sdo ionizadas negativamente, interagindo
com os fons Cd*" por meio de for¢as eletrostaticas®’. E importante notar, nestes valores de pH
que, que as proteinas, tanto da camada dos RACNTs, como da amostra, sdo ionizadas
negativamente, porque o pH ¢ maior do que o ponto isoelétrico da BSA (4,7 <pl <5.6)'74!75,
Esta ionizacdo causa repulsdo eletrostatica entre ambos, evitando a retencdo de proteina na
superficie do RACNTs.

Para pH 5,0 ou inferior (pH de carga zero para BSA), houve um aumento da pressdo no
sistema devido ao bloqueio dos RACNTSs por proteinas da amostra. Este efeito pode ser
explicado pela baixa capacidade de exclusdo de proteinas dos RACNTSs, uma vez que ndo ha
repulsdo eletrostatica entre as proteinas, tanto da amostra como da camada de BSA. Além disso,
o sinal analitico baixo para Cd>" obtidas com estes valores de pH, pode ser atribuida a
percolagdo ineficiente da amostra através dos RACNTSs. Assim, o pH 7,0 (tampao fosfato) foi

selecionado como a condic¢do de trabalho devido ao menor erro experimental em comparacgéo

com outros valores de pHs.

Figura 9 - Efeito do pH da solugéo de tampdo e da amostra na absorbéncia (area
de pico).
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O valor do pH da amostra também avalidao entre 4,0 e 9,0 pela dilui¢do da amostra em
solucdo 0,01 mol L' de tampao de acetato (4,0 < pH < 6,0) ou fosfato (7,0 < pH < 9,0). Os
resultados (Figura 9) s@o muito semelhantes aos obtidos durante a otimizagdo solugdo de

lavagem, e o pH 7,0 (tampao fosfato) também foi selecionado para os experimentos.
Considerando as caracterizagdes realizadas para o material e os resultados para exclusdo

de proteinas e retencdio de Cd?*, ¢ apresentado na Figura 10 a representagiio esquematica dos

RACNTs e o principio basico de exclusdo e adsorg¢ao.

Figura 10 - Representag@o esquematica dos RACNTS e seu principio basico

de funcionamento.

Para pH maior que pl das proteinas

Proteinas da amostra

- ‘,-...--“'"'
@_ Repulsio _
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RACNT simultaneamente retém Cd e exclui
proteinas das amostras.

Fonte: Do Autor

O efeito da concentracdo do tampao fosfato da solugdo de lavagem também foi avaliado
entre 0,001-0,040 mol L' como mostra a Figura 11. As 4reas de pico de Cd** aumentaram cerca

de 20% quando a concentracdo de tampdo foi aumentada 0,001-0,010 mol L', demonstrando
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um efeito “salting-out”. No entanto, para concentragio superior a 0,010 mol L' a resposta
analitica diminuiu, provavelmente devido a elevada forga idnica que causou a eluigdo Cd*".
Desta forma a solugio tampéo fosfato (pH 7,0) na concentragio de 0,010 mol L™ foi selecionada
como a solu¢do de limpeza da coluna e também como solucéo diluente para a amostra.

A resposta de area do pico aumentou em aproximadamente 28% quando o volume da
amostra foi aumentado de 0,5 a 2,0 mL. Este resultado demonstra que a capacidade maxima de
adsorcdo ainda ndo foi alcangada. No entanto, volumes de amostra maiores que 2 mL ndo foram
avaliadas, uma vez que o volume de amostra de sangue, para obter o soro, que pode ser
removido dos pacientes € limitado com uso de tubos comerciais.

Foram realizados ensaios com o aumento da massa de RACNTs no sistema de
extragdo/pré-concentragdo. Para o aumento da massa foram estudadas colunas com dimensdes
maiores (diametro e comprimento). O aumento da massa de RACNTs utilizando colunas com
comprimento maior que 1,5 cm proporcionaram uma elevagdo na pressdo do sistema gerando
vazamentos. Colunas com didmetro maior que 2 mm foi possivel o uso de massas superiores a
40 mg de RACNTs. Porém, devido a maior dispersdo da amostra e do eluente na coluna de pré-
concentragdo o sinal de absorbancia (area de pico) diminuiu consideravelmente. Assim, foi
fixado a massa de RACNTs em 25mg.

A concentracdo do eluente (HNO3) foi avaliado nas concentra¢des de 0,05, 0,10 e 0,20
mol L', A absorbancia diminuiu quando se utilizou HNO3 0,05 mol L' e manteve-se constante
para as concentra¢des de 0,1 e 0,2 mol L', Assim, a concentragiio de 0,1 mol L' foi utilizada

para eluicdo dos fons Cd*" da coluna de RACNTs.
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Figura 11 - Efeito da concentragdo de tampdo fosfato na extragdo/pré-
concentragdo de Cd?" na absorbancia (area de pico).
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Fonte: Do Autor

Apds a etapa de otimizacdo foram realizados ensaios com amostra real de soro humano
em substituicio a amostra de soro humano sintético (BSA 44 mg mL™"). Observou-se uma
viscosidade mais elevada para as amostras reais o que gerou aumento na pressdo do sistema
FIA. Para evitar problemas de vazamentos no sistema FIA, foram avaliadas a dilui¢do da
amostra em tampao fosfato. A propor¢do de diluicdo mais adequada ao sistema foi de 3:7
(amostra : tampdo fosfato). Para avaliar o sistema, apds a otimizagdo quanto a adsor¢iio de Cd>*
e a exclusdo de proteinas, uma amostra de soro humano diluido em tampao fosfato (3:7) foi
enriquecido com 50 pug L' de Cd** e injetado no sistema de fluxo. As moléculas (proteinas) e
os atomos (Cd) foram monitorados simultaneamente. Para a monitorizacdo de absor¢do
molecular, um espectrofotdometro (280 nm) foi acoplado na saida da solugéo de limpeza (Figura
1). Como mostrado na Figura 12, um tempo de extragdo de 4,5 minutos foi suficiente para
excluir todas as proteinas presentes na coluna de RACNTSs devido ao fim do pico de absor¢éo
molecular. Apos 4,5 min, o sistema foi comutado e a coluna de RACNTs foi colocada no

caminho do TS-FF-AAS, onde o Cd?* foi eluido e analisado. Nota-se na Figura 12 um sinal de
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fundo (BG) muito baixo para o sistema de detec¢do por TS-FF-AAS indicando a auséncia de
proteinas retidas nos RACNTSs apos a etapa de extragdo. Além disso, o perfil do “spray” térmico
do sistema de detecgdo por TS-FF-AAS ndo foi alterado apds a comutagdo da coluna, ao
contrario do que € observado quando o soro € injetado diretamente no sistema (o tubo capilar

responsavel pela formagao do “spray” entope, devido ao elevado nivel de proteinas e a alta
viscosidade da amostra).

Figura 12 - Resposta de absor¢do atdmica e molecular para a injecdo de amostra de soro humano (diluido 3:7

em tamp#o fosfato) fortificado com 50 ug L' de Cd* no sistema otimizado. BG € o sinal de fundo
para o sistema de detecgéo por TS-FF-AAS.
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Fonte: Do Autor

Com base em nossas experiéncias em um trabalho anterior

e experiéncias de outros
81-85

o efeito de interferéncia de ions coexistindo com fons Cd?** na adsor¢sio em CNTs

é observado para os fons Zn>* (>5 mg L"), Pb*" >1 mg L"), AI** (>1 mg L"), Cu®*" >1 mg L

autores

D, Ni?* >5mg L) e Ca?* (>10 mg L"). Nota-se que as concentracdes que proporcionam efeitos

de interferéncia sdo elevadas e nfo sdo encontradas em amostras de soro humano. Além disso,
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os resultados de exatiddo e de precisdo mostrados na secgdo seguinte demonstrou que os efeitos
de interferéncias na extragdo de Cd>" ndo apresentou efeitos significativo para de amostras de

soro humano.
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53 VALIDACAO DO METODO E APLICACOES

O método para a analise de Cd** em amostras de soro humano foi validado. Os padrdes
de calibragdo analitica foram preparados pela fortificacdo de um “pool” de 25 amostras de soro
humano de individuos ndo expostos a cadmio. Esta técnica de calibragdo ¢ conhecida como
calibragdo com matriz correspondente e se faz necessaria quando a técnica de extra¢do ndo ¢
uma extragdo exaustiva, ndo sendo possivel a remogdo de 100% de Cd?** da matriz!761365%177,
ao contrario do que acontece quando a amostra ¢ mineralizada e todos os analitos sdo injetados
no sistema e os calibradores podem ser preparados em solu¢do aquosa.

A Figura 13 mostra os registros dos sinais e a curva analitica obtida nas analises de um
“pool” de soro humano apds fortificacio com Cd*" nas concentra¢des entre 0,80 a 30 ug L.
Considerando a dilui¢do em tampdo fosfato na propor¢do de 3:7 (v:v), as concentragdes em
soro humano correspondem a concentra¢des analiticas de Cd?>" de 0,24 a 9,0 ug L. Para a
obten¢do da curva de calibragdo no método bionanalitico foi considerado as concentrag¢des de
Cd** no soro humano. Os picos observados para as analises do branco correspondem a
concentracdo de Cd** que pode variar de 0,24 a 0,80 pg L™!. Esta concentracdo ¢ naturalmente
presente nas amostras de soro humano considerando que a literatura estipula que os valores de
referéncia para individuos ndo expostos seja de aproximadamente 0,6 - 0,9 pg L' 1%,

Os parametros de validagdo do método estdo apresentados na Tabela 4. O método foi
linear e o limite de quantificacio estd proximo aos valores de referéncia'®, qualificando o
método a ser utilizado para determinar Cd*" em individuos nfo expostos. A precisdo intra-dias
e inter-dias foram adequados, com RSD menor do que 10,1%. A exatidao foi avaliada por testes
de adig@o e recuperagdo, analisando seis amostras de soro humano antes e apos a fortificagado
com diferentes niveis de concentracdio de Cd>*. As recuperagdes obtidas (Tabela 5) variaram de
92.,7% a 110,4%, atestando a eficacia do método e o minimo de efeito de interferéncia para este
tipo de amostra. As concentragdes de cadmio nas amostras de soro humano variaram entre no
detectadas a 2,52 pg L. Além disso, as amostras de 1-3 da Tabela 5 foram mineralizados
usando HNO3 e H,0, em chapa aquecida, e as concentragdes de Cd** foram determinadas por
TS-FF-AAS convencional. Os resultados obtidos foram estatisticamente iguais aos obtidos pelo
método proposto (Teste t de Student, p. 0,05), conforme mostrado na Tabela 5.

Os calculos dos parametros relacionados ao sistema de extracdo/pré-concentragdo em
fluxo foram realizados conforme apresentado na se¢do 2.3 desta tese. Nos céalculos considerou-

se a inclinagdo da curva de calibragdo (m=0,1226 L pg™') para a concentragdo analitica'> dos
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padrdes de Cd*" no soro humano diluido (0,24 a 9,0 ug L") e a equagdo da curva analitica de
Cd?** com deteccdo direta por TS-FF-AAS em funcéo da 4rea de pico obtida (A=0,0113[Cd**]
+0,001, R =0,9994, onde A corresponde a absorbancia integrada do pico).

Tabela 4 - ParAmetros analiticos para extra¢do e determinagéo direta de Cd?>" de amostras de soro humano usando
o método proposto.

Faixa Linear (ng L) 0,80 - 30,00
Equagio A =0,0368 [Cd*]+ 0,003
Coeficiente de Correlagdo 0,993
Limite de Detecgdo (ug L) 0,24
Limite de Quantificacdo (ug L) 0,80
Fator de Enriquecimento 10,8
Frequéncia de Amostragem (h™) 8,6
indice de consumo de amostra (mL) 0,185
Eficiéncia de concentragdo (min') 4,04*
Concentragdo (pg L) RSD (%)
Precisio 0.8 7.8
Intra-dias
(5 replicas)
15,0 3,1
30,0 4,0
Precisio 0.8 10,1
Inter-dias
(3 dias)
15,0 7,5
30,0 5.3

Fonte: Do Autor

Nota: *Considerando 2,67 e 1,83 min como o tempo de pré-concentragédo e tempo de limpeza, respectivamente.
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Tabela 5 - Determinagio de Cd** em amostras de soro humano pelo método proposto e pelo método convencional
de TS-FF-AAS ap6s mineralizagdo, n=3.

Amostra Adicionado Método Proposto  Recuperacao TS-FF-AAS
(ngL7) (ngL7) para o método (ng L*
Proposto (%)
0 1,11+ 0,02 - 0,99 + 0,02
1
10,0 10,8 £0,1 97,2 -
0 1,4+0.1 - 1,3+£0,1
2
14,0 14,4+ 0,1 93,5 -
0 2,1+£0.,1 2,3+£0,2
3
2,0 3.,8+£0,2 92,7 -
0 2,5+0,1 -
4
25,0 30,5+£0.9 110,9 -
0 ND -
5
20,0 18,8+ 0.3 94,0 -
0 <LOQ -
6
5,0 54+0,2 108,0 -

Fonte: Do Autor

Nota: *As amostras foram analisadas por TS-FF-AAS convencional ap6s mineralizagdo. ND: néo detectado.

Cada coluna de RACNTSs apresentou o mesmo desempenho durante, pelo menos, 300
extragdes sequéncias de Cd** em amostras de soro humano, sem qualquer procedimento de
preparagdo de amostra, atestando uma elevada vida util para os RACNTs.

Considerando os dados revisados na Tabela 1, nota-se que a aplicacdo dos CNTs para
extrair diferentes analitos inorganicos ja foi extensivamente estudada. Os CNTs foram
funcionalizados de diferentes formas e demonstraram uma elevada capacidade de extrair
diferentes analitos inorganicos em diferentes amostras (apds etapas de mineralizacdo). Desse
modo, os resultados do trabalho e os apresentados na literatura, mostram que os RACNTs
sintetizados (BR 10 2014 001074-2) podem ser utilizados para extrair diferentes analitos
inorgénicos de fluidos proteicos (amostras biologicas, leite, etc) e podem ser associados a
diferentes técnicas de detec¢do. Além disso, a revisdo de materiais de acesso restrito

apresentada na Tabela 2 e dados revisados por RAVELO-PEREZ e colaboradores'’®, mostram
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que os RACNTSs podem ser aplicados para extrair diferentes compostos organicos de matrizes
biologicas e proteicas e, podem ser utilizados como recheio de colunas cromatograficas
associadas aos diferentes sistemas de deteccéo.

Por fim, ressalta-se que os métodos para a determinagdo Cd** em fluidos bioldgicos so
normalmente realizados apds uma etapa de mineralizagdo para evitar o efeito de matriz. Por
outro lado, o presente método € o primeiro que propde uma limpeza em linha dos residuos de
proteinas, evitando-se a necessidade de etapas complexas de mineralizagdo das amostras. De
acordo com a Tabela 6, a detectabilidade do presente método é comparavel a obtida com a
espectrometria de absorc¢do atdmica (ETAAS). Além disso, o método pode ser utilizado para
analisar o Cd*" em amostras de soro humano uma vez que os valores de referéncia para o Cd**
varia de 0,6 a 0,9 pg L' !°. De acordo com nossa revisdo da literatura, ndo existem métodos
publicados sobre determinagio Cd?* em amostras de sangue ou leite por TS-FF-AAS.
Acreditamos que a principal dificuldade seja a elevada concentracdo de proteina e a alta
viscosidade da amostra, que causa perturbagdes na formagao do spray térmico, entupimento do

capilar ceramico do TS-FF-AAS e imprecisdes.

Tabela 6 - Comparagio de diferentes métodos de espectrometria de absorgfo atdmica para analise de Cd>" em
fluidos proteicos.

Etapa prévia de preparo de Limite de
Técnica Amostra deteccio Referéncia
amostra
(ngL)
ETAAS Sangue Total Precipitaciio de proteinas 0,026 179
ETAAS Sangue Total ~ Sem preparagio de amostra 0,54 180
FAAS Leite Extragdo em fase solida 0,2 181
FAAS Soro humano  Extragfio por ponto nuvem 2,0 182
FAAS Leite Extracdo acida 14,0 183
TS-FF-AAS  Soro humano  Sem preparagdo de amostra 0,24 Este trabalho

Fonte: Do Autor
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6 CONCLUSAO

Os RACNTSs mostraram uma capacidade elevada para extrair caddmio diretamente de
matrizes biologicas (por exemplo, soro humano), evitando-se os procedimentos convencionais
de preparagdo de amostras morosos, como os que se baseiam em um forno de micro-ondas e de
combustdo. As proteinas da matriz das amostras bioldgicas foram quantitativamente excluidas,
enquanto cadmio foi concentrado com elevados fatores de enriquecimento. Cada coluna
apresentou o mesmo desempenho durante, pelo menos, cerca de 300 extragdes sequenciais de
soro humano, sem qualquer procedimento de preparagdo da amostra, atestando a sua longa vida
util.

O método proposto foi devidamente validado para a determinagéo on-line de Cd**, o que
apresentou baixo limite de quantificagdo, elevada precisdo e exatiddo, e o baixo consumo de
reagente e de amostra. Além disso, a frequéncia de amostragem (considerando-se as etapas de
preparagdo e analise da amostra) é significativamente menor em relagdo aos procedimentos
convencionais baseadas em espectrometria de absor¢do atdmica devido as etapas externas de
preparagdo de amostras (combustdo, digestdo em forno de micro-ondas, entre outros) para os
procedimentos convencionais.

Considerando as caracteristicas de adsor¢do dos CNTs para reter diferentes analitos

184 17

inorganicos!® e organicos!” os RACNTS, sintetizados neste trabalho juntamente com os
demais patenteados (deposito BR 10 2014 001074-2), podem ser utilizados para extrair

diferentes analitos de fluidos proteicos e aplicados como recheio de colunas cromatograficas.
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