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RESUMO

Em uma anadlise quimica o preparo de amostras é a etapa fundamental para se ter
um resultado reprodutivel, exato e confiavel. Os métodos mais convencionais do preparo
de amostra sdo a extracao liquido-liquido e a extracdo em fase sélida, porém devido as
desvantagens desses processos buscou-se por métodos de preparacdo de amostras
que reduzem a geragao de residuos téxicos, totalmente portateis, miniaturizados e que
demandam microvolumes de solventes organicos. Um método encontrado que cumpre
esses requisitos € a extragdo em ponteiras descartaveis (DPX), entretanto esse método
possui baixa disponibilidade comercial de sorventes (seletividade limitada), além da
necessidade de filtros para retencdo do sorvente dentro das ponteiras. A proposta deste
trabalho foi a substituicdo do pd finamente dividido por um sorvente monolitico organico
para extragdo de compostos organicos de amostras aquosas. Foi sintetizado um
monolito polimérico organico a partir da polimerizacdo in situ de trimetilolpropano
triacrilato (TMPTA), acido metacrilico (MAA) e etilenoglicol dimetil metacrilato (EDMA),
empregando o isopropanol como agente porogénico e a 2,2’-azobisisobutironitrila (AIBN)
como iniciador radicalar. As propor¢des entre os reagentes foram avaliadas para
obtencdo dos monolitos com estrutura rigida, altamente porosa e compativel com
processos de extragdo em fluxo continuo. Sendo a melhor condi¢cdo obtida a de 70 %
isopropanol, 5 % TMPTA, 5 % MAA e 20 % EDMA. Os monolitos de poli(TMPTA-co-
MAA-co-EDMA) foram caracterizados morfolégica e estruturalmente e apresentaram
uma estrutura solida composta de nucleos globulares e area superficial especifica de
81,27 m? g'. Os resultados obtidos por espectroscopia no infravermelho e por
termogravimetria confirmaram a completa polimerizagdo. Os monolitos produzidos foram
empregados na extracdo de cafeina de amostras de agua. A remocao da cafeina da
agua foi realizada através da interagdo do monolito com o analito. A sorcao de cafeina
nos monolitos se mostrou satisfatéria e adequada para a extracado rapida e totalmente
portatil, com possibilidade de aplicacédo in loco, de xantinas em amostras aquosas com
os monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) em ponteiras de micropipeta.

PALAVRAS-CHAVE
Extracdo em ponteiras descartaveis, poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA), cafeina,

polimerizacao in situ, amostras aquosas.



ABSTRACT

Sample preparation is the fundamental step in a chemical analysis to obtain a
reproducible, accurate, and reliable result. The most conventional methods of sample
preparation are liquid-liquid extraction and solid-phase extraction. However, these
methods have some disadvantages leading to the search for alternative sample
preparation methods that reduce the generation of toxic waste, are fully portable,
miniaturized, and require microvolumes of organic solvents. One method that meets
these requirements is disposable pipette extraction (DPX). However, this method has low
commercial availability of sorbents (limited selectivity) and requires filters to retain the
sorbent inside the tips. In this work, we proposed replacing the finely divided powder with
a monolithic organic sorbent for organic compounds from aqueous samples. An organic
polymeric monolith was synthesized by in situ polymerization of the trimethylolpropane
triacrylate (TMPTA), methacrylic acid (MAA), and ethylene glycol dimethyl methacrylate
(EDMA), using isopropanol as a porogenic and 2,2'-azobisisobutyronitrile (AIBN) as a
radical initiator. The proportion of the monomers was optimized to obtain monoliths with a
rigid structure, highly porous, and compatible with continuous flow extraction processes.
The best condition reached was 70 % isopropanol, 5 % TMPTA, 5 % MAA, and 20 %
EDMA. The poly(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)  monoliths were  characterized
morphologically and structurally and showed a solid structure composed of globule nuclei
and a specific surface area of 81.27 m? g'. The results of infrared spectroscopy and
thermogravimetric analysis confirmed the complete polymerization. The produced
monoliths were used to extract caffeine from water samples. The caffeine extraction from
water samples was reached through the interaction of the monolith with the analyte.
Caffeine sorption in the monoliths proved to be satisfactory and suitable for rapid and fully
portable extraction, with the possibility of in-loco application of xanthine in aqueous
samples with the poly(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) monoliths in the micropipette tips.

KEY WORDS
Extraction in disposable tips, poly(TMPTA-co-MAA-co-EDMA), caffeine, in situ
polymerization, aqueous samples.
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1 INTRODUCAO

1.1 Preparo de amostras

O preparo de amostra € a etapa mais importante de uma analise quimica, pois é
durante essa etapa que o erro se propaga de forma mais significativa e que se consome
0 maior tempo, podendo resultar em perda do analito e contaminagdao da amostra se nao
realizada da forma mais eficiente (MAJORS, 2015). A etapa da preparagdo da amostra
envolve a extracdo/isolamento do analito de constituintes da amostra, a remocéo de
interferentes da analise, e a concentracdao do(s) analito(s) em niveis tragco para a
deteccao instrumental. A execucdo adequada dessa etapa é, portanto, importante para a
obtencdo de resultados confidveis, reprodutiveis e exatos em uma andlise quimica
(JARDIM, 2010).

Os métodos de preparo de amostra convencionais sao laboriosos, demorados e
com alto consumo de sorventes organicos téxicos e caros, gerando grandes volumes de
residuos téxicos. A extracéo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction) foi o principal
método de preparacdo de amostras visando a extracdo de compostos organicos por
quase um século. A LLE, também chamada de extracdo com solventes, envolve a
particado dos analitos entre dois liquidos imisciveis entre si. Apesar de alta eficiéncia na
extragdo do analito, a LLE apresenta diversas dificuldades como necessidade de uma
etapa de limpeza, formacao de emulsdes, consumo de volumes grandes de solventes e
dificuldade de concentracdo de analitos em niveis trago. Devido as desvantagens da
extracdo liquido-liquido, no final da década de 1970 desenvolveu-se a extragdo em fase
sélida (SPE, solid phase extraction).

Na SPE a amostra é eluida por um cartucho contendo a fase sdlida, o sorvente
extrator, previamente condicionado. Os compostos presentes na amostra sao retidos no
sorvente e os interferentes sdo removidos com a lavagem da fase sélida com um
solvente de baixa afinidade pelo analito. Apés a lavagem os analitos sao retirados da
fase sélida pela passagem de outros solventes organicos que possuem maior afinidade
pelos analitos, obtendo os extratos limpos. Ao comparar os dois métodos de preparacao
de amostras supracitados, a SPE possui algumas vantagens como menor consumo de
solvente, ndo formagdo de emulsées, facilidade de automacdo e geragdo de menor
volume de residuos. Contudo, a SPE apresenta desvantagens como tempo de extracéo
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relativamente elevado, alto custo dos cartuchos, necessidade de sistemas a vacuo para
extracoes rapidas e simultaneas (manifolds) etc. (EIROA et.al., 2016; JARDIM, 2010).

A busca por métodos de preparacdo de amostras que sejam rapidos, que nao
consumam volumes grandes de solventes organicos e que nao gerem residuos toxicos,
que sejam miniaturizados e portateis tem sido intensa na andlise quimica. Uma
alternativa que vem atendendo a estes requisitos é a extracao em ponteiras descartaveis
(DPX, disposable pipette extraction), uma variante miniaturizada da SPE, desenvolvida
pelo Doutor William Brewer em 2003 (BORDIN; ALVES; CAMPOS; MATINIS, 2016). A
extragdo em ponteira descartavel utiliza uma ponteira de polipropileno convencional com
volumes de 1 a 5 mL, contendo uma pequena quantidade de sorvente de SPE, na forma
de p6 finamente dividido, disperso entre dois filtros de vidro sinterizado (fritas), um em
cada extremidade da ponteira. O filtro da extremidade superior assegura que nenhum
tipo de residuo solido passe para o interior da micropipeta, ja o filtro da extremidade
inferior (ponta) proporciona uma barreira permeavel para que haja a passagem do
liquido da amostra e de solventes nos dois sentidos (aspiracao e expulsao). Ambos os
filtros possuem diferentes fungdes, porém juntos garantem d apropriada do sorvente
dentro da ponteira (PINTO, QUEIROZ, 2015). A Figura 1 apresenta o esquema de uma
ponteira descartavel proposta pelo Dr. Brewer.

[ —
Filtros
Ponteira
DPX SHERD
Sorvente
extrator

Figura 1. Esquema de uma ponteira descartavel empregada na DPX.

O Primeiro material de DPX comercial foi baseado na cromatografia liquida
classica, utilizando como fase extratora particulas de silica ligadas quimicamente por
moléculas C1s. No entanto, até os dias atuais, ainda ha poucos materiais disponiveis
comercialmente para utilizagdo como sorvente para a DPX (PINTO, QUEIROZ, 2015;
CHAVES et. al, 2015).
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A extracao DPX consiste em um processo de 6 etapas. A primeira etapa (1)
consiste no condicionamento da fase extratora por um solvente apropriado para a
ativacao dos sitios de ligacdes, em alguns casos essa etapa ndo € necessaria. Apos o
condicionamento, (2) a amostra é aspirada para o interior da ponteira entrando em
contato com o sorvente. Na etapa subsequente, (3) ocorre a aspiracdo de ar para a
completa mistura da amostra com a fase extratora, formando uma suspensao,
possibilitando uma extragao rapida e eficiente. (4) Comunalmente, apds 30 s a amostra é
dispensada com o auxilio de uma micropipeta. Apds dispensada a amostra, (5) o
sorvente passa por uma etapa de limpeza — “clean-up”, e por ultimo, (6) € realizada a
eluicdo do analito através de um solvente de alta afinidade pelo analito (PINTO,
QUEIROZ, 2015). O esquema que apresenta as etapas envolvidas na extracao na DPX

€ mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema das etapas da extracao em ponteira descartavel de polipropileno.

A busca por sorventes a serem empregados na DPX tem sido motivo de estudo
de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo (CORAZZA et al., 2017; MAFRA et al.,
2018). A disponibilidade comercial de sorventes para DPX ainda é limitada, sendo
normalmente empregados particulas de silica, octil (Cs) e octadecilsilano (Cis)
quimicamente ligados a particulas de silica, particulas poliméricas de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) (PS-DVB), PS-DVB ligados com grupos sulfénicos/carboxilicos ou
aminoquaternarios, entre outros (PINTO, QUEIROZ, 2015).
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Uma importante vantagem da DPX é a quantidade minima do sorvente extrator na
ponteira, caracterizando o sistema como uma miniaturizacdo da SPE que, desta forma,
requer a utilizagdo de menores volumes de amostra e, principalmente, de solvente
organico, resultando em geracdo reduzida de residuos na etapa de preparagdo de
amostra. Além disso, a extracdo em ponteiras descartaveis permite uma alta frequéncia
analitica, demandando de sistema simples de operagdo, apenas uma micropipeta
(PINTO, QUEIROZ, 2015). Contudo, o método DPX ainda necessita de aprimoramento,
pois apresenta algumas desvantagens importantes, como a baixa disponibilidade
comercial de sorventes resultando em baixa seletividade, e o fato desses sorventes se
encontrarem na forma de particulas, necessitando de filtros para a sua retencao dentro
das ponteiras. Assim, torna-se necessdaria a utilizacdo de sistema de vacuo ou de
pressdo para um processo de extragcdo rapido e eficiente, em virtude da restricdo a
passagem de liquido e/ou entupimento dos filtros, dependendo da amostra. Uma
alternativa para contornar as desvantagens da DPX é a substituicdo do p6 finamente
dividido por um sorvente constituido de uma particula Unica, sorvente monolitico,
altamente porosa e imobilizada na ponteira descartavel de polipropileno sem a
necessidade, portanto, de filtros na ponteira e, consequentemente, sem a possivel
necessidade de uso de sistemas de pressao/vacuo para acelerar o processo de eluicao.
Nesta perspectiva, espera-se também tornar totalmente portatil o sistema de extracao,

possibilitando sua utilizagéo no local em que se encontra a amostra.

1.2 Sorventes monoliticos

A ideia inicial de um material Unico, poroso e continuo surgiu através de uma
publicacdo realizada em 1952 por Mould e Synge, na qual informava sobre um bloco de
gel poroso continuo que posteriormente foi chamado de monolito polimérico. A primeira
aplicacao dos monolitos foi na década de 1970 como fases estacionarias, porém,
somente nos anos 2000 a partir do desenvolvimento das técnicas de preparacao e
moldagem houve uma ampla aplicacdo em colunas cromatograficas (FARIA et al., 2006).
Os estudos de fases estacionarias monoliticas para colunas capilares de cromatografia
liquida ou para eletrocromatografia capilar permitiram o inicio do desenvolvimento desse
material como sorvente monoliticos extratores (NEMA, CHAN, HO, 2014).

O sorvente monolitico € um material continuo e integrado, como se fosse uma

particula Unica, com macroporos € mesoporos e que pode se aderir as paredes internas
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das ponteiras descartaveis durante o processo de polimerizagdo, dessa maneira, nao
sendo necessarios filtros para sua imobilizacdo. As propriedades Unicas dos monolitos,
como a facilidade de incorporagéo de diferentes grupos e a possibilidade de preparagéo
e funcionalizagdo em uma unica etapa, possibilitou o seu uso em uma ampla variedade
de aplicacdes (FARIA et al., 2006; NISCHANG, 2013; FRESCO-CALA, CARDENAS,
2018). Os monolitos podem ser classificados a partir da sua natureza como (i) organicos,
polimeros a base de metacrilatos, acrilatos, acrilamidas etc.; (ii) inorganicos, como silica,
alumina, zirc6nia, titania etc.; ou (iii) hibridos, como silica modificada com grupamentos
organicos (SVEC, 2004; ZHU, ROW, 2012).

Os monolitos inorganicos séo sintetizados normalmente a partir de zirconia,
titdnia, mas principalmente, a partir da silica. Os monolitos inorganicos a base de silica
séo preparados através do processo sol-gel, no qual o precursor inorganico utilizado é o
tetrametoxissilano (TMOS) ou o tetratoxissilano (TEOS). Contudo, sorventes monoliticos
preparados a partir desses precursores apresentam estabilidade quimica limitada a faixa
de pH 2 a 8 (WALSH, PAULL, MACKA, 2012).

Os monolitos poliméricos hibridos, por sua vez, sdo preparados a partir do
processo sol-gel com um reagente organossilano ou do processo sol-gel seguido de uma
funcionalizagcdo quimica para resultar em uma estrutura inorganica-organica. No entanto,
as limitacoes de estabilidade quimica sdo similares aos monolitos inorganicos (ZHU,
ROW, 2012).

Os monolitos poliméricos organicos sdo normalmente sintetizados atraves da
polimerizacdo in situ dos monémeros. Os monolitos organicos possuem como base
mondémeros de acrilatos, metacrilatos, acrilamidas e/ou estireno. Os metacrilatos tém
sido os mais empregados para a producéo de fases monoliticas, devido a diversidade de
mondmeros funcionais e a facilidade de derivatizagédo, possibilitando um ampla faixa de
seletividade (NISCHANG, 2013).

1.2.1 Monolito polimeérico organico

Os monolitos poliméricos organicos tém como vantagem principal a ampla
disponibilidade de reagentes monoméricos e a possibilidade de funcionalizacdo durante
ou apos o processo de polimerizacdo, além de uma preparagdo mais simples e rapida
que os monolitos inorganicos (FARIA et al., 2006). A preparacdo do monolito envolve a
escolha adequada de monémeros funcionais, condicbes de polimerizacao e solventes
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porogénicos. A variagdo dessas componentes influenciara na distribuigdo de tamanho
dos poros, na area superficial especifica, nas propriedades quimicas da superficie, no
grau de rigidez, inchago e encolhimento da estrutura (SABARUDIN, 2018). O monolito
organico polimérico é sintetizado a partir de uma mistura de mondmeros funcionais,
agente entrecruzante, reagente de iniciacao radicalar e agentes porogénicos. A natureza
do monolito e os tamanhos dos poros sao determinados a partir da razao
estequiométrica desses compostos juntamente com o tipo de polimerizacao.

O agente entrecruzante é necessario para que ocorra a formacado de poros
através do espagamento entre as camadas dos monémeros, enquanto o reagente de
iniciacao é responsavel por iniciar a polimerizagdo. Na forma mais comum de atuagao, o
agente de iniciacdo quebra as duplas ligacdes dos monémeros formando radicais livres e
esses radicais livres reagem entre si, iniciando o processo de polimerizagcdo das
unidades monoméricas. O solvente porogénico € utilizado como solvente para os
mondmeros dissolvendo-os na mistura reacional, porém se tornando um nao-solvente
para o polimero apds o processo de polimerizagdo, formando e moldando as cavidades
(poros) na estrutura polimérica. Apds o0 processo de polimerizagdo os solventes
porogénicos sado eliminados por lavagem com solventes que os solubilizem. A Figura 3
apresenta a estrutura dos monémeros, o TMPTA (trimetilolpropano triacrilato) e o MAA
(acido metacrilico), do agente de entrecruzamento EDMA (etilenoglicol dimetacrilato) e

do reagente de iniciacdo AIBN (2,2’-azobisisobutironitrila).
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Figura 3. Estrutura dos compostos (A) TMPTA, (B) MAA, (C) EDMA e (D) AIBN.
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Um monolito polimérico orgénico sintetizado com dois monémeros funcionais,
sendo um deles o MAA, permite que o monolito apresente um polimero hidrofébico em
conjunto com os grupamentos acidos carboxilicos do MAA, possibilitando uma interagao
eletrostatica com os analitos ou com outros agentes de derivatizagdo para uma posterior
funcionalizacdo do monolito. O uso do MAA confere ao monolito polaridade que pode ser
importante para emprega-lo como sorvente para analitos basicos (SORRIBES-SORIANO
et. al., 2019).

A polimerizagao do monolito ocorre em cadeia, iniciada por radicais livres, em trés
etapas: iniciacao, propagacao e término. Primeiramente, o iniciador gera um radical de
alta energia que reage imediatamente com o mondémero, convertendo-o em uma nova
espécie radical que reagird com outras moléculas do mondémero, isso acontece de
maneira continua, levando ao crescimento da cadeia polimérica. Entre os tipos de
polimerizacdo, a do tipo radical livre € amplamente utilizada em industrias para a
producdo em escala multitoneladas, principalmente devido a grande disponibilidade
comercial de monémeros (SABARUDIN, 2018; CORMACK, ELORZA, 2004).

A polimerizagédo pode ser iniciada através do aquecimento (polimerizagao térmica)
ou por radiagcdo UV (ultravioleta) (fotopolimerizagdo). Apesar da fotopolimerizagcao
apresentar vantagens em relacéo a polimerizagao térmica, como a rapidez de reacao, a
polimerizacao térmica € mais utilizada, tendo em vista a maior robustez e menor variagao
da energia do equipamento, bem como requerer equipamentos e materiais mais
disponiveis em laboratorio, como fornos, estufas, muflas etc. Porém, em ambos os
métodos é necessario que a mistura reacional nao apresente oxigénio dissolvido, dessa
forma o gas nao interagira com os radicais livres da solucao e, consequentemente, nao
diminuira a taxa de polimerizacdo (FARIA et al., 2006; SABARUDIN, 2018). Faz-se,
portanto, necessaria uma etapa de desaeracédo da mistura reacional antes da etapa de
polimerizacdo. Ap6s ou durante a polimerizagcao é possivel dar seletividade para o

monolito através de uma etapa de funcionalizagéo.
1.3 Funcionalizacao dos monolitos
A seletividade do sorvente monolitico polimérico pode ser assegurada durante a

etapa de funcionalizacdo, que pode ser realizada a partir da derivatizacdo da sua

estrutura com grupamentos organicos apropriados ou por meio de impressao molecular;
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durante o processo de polimerizagdo (in situ) e; apés a polimerizacdo (reacao post-
column) (SABARUDIN, 2018; BUCHMEISER,2007).

A impressdo molecular é altamente utilizada por ser um método de uma
preparagcao simples e de baixo custo, produzir materiais com alta resisténcia mecanica,
durabilidade ao calor e pressao e estabilidade de armazenamento, bem como pode ser
realizada simultaneamente ao processo de polimerizacdo e o template ser removido
durante a etapa de remocao de reagentes ndo polimerizados, ou seja, sem adi¢dao de

etapas no processo de preparacao (SUN, QUIAO, LIU, 2006).

1.3.1 Impressdao molecular

O termo impressdo molecular foi primeiramente proposto pelo quimico M.V.
Polyakov em 1931, porém, foi nos anos 1970 com os estudos de Wulff e Sarhan e nos
anos 1980 com Arshady e Mosbach que surgiu a nova era da impressao molecular
(POLYAKQV, 1931; WULFF, SARHAN, 1972; ARSHADY, MOSBACH, 1981).

Os MIPs (moleculary imprinted polymers) podem ser preparados por diferentes
métodos, como polimerizagdo em suspensao, polimerizagdo em emulsdo, polimerizacao
por precipitacdo, por processos sol-gel etc. Porém, o método mais empregado € a
polimerizacao em bulk. A técnica de impressao molecular permite imprimir nas cavidades
poliméricas alguns sitios seletivos de reconhecimento molecular, moldados a partir de
um composto especifico, normalmente o proprio analito ou um derivado, molécula
modelo ou template. Para sintetizar o MIP, primeiramente, o monémero funcional e a
molécula modelo interagem por ligagdes covalentes ou ndo-covalentes, em seguida, o
agente entrecruzante envolve o complexo monémero-template para formar um polimero
de rede tridimensional. Uma vez que a polimerizagdo se completa, a molécula modelo é
extraida, deixando sitios ativos com formato, tamanho, e funcionalidades dentro da
estrutura polimérica de forma complementar ao composto alvo, fornecendo alta
seletividade para o sorvente extrator. Paralelamente, realiza-se também a sintese de um
polimero de referéncia chamado por NIP (non-imprinted polymer). O NIP é o monolito
preparado nas mesmas condicdes e que apresentam as mesmas propriedades do MIP,
porém o NIP nao apresenta em sua estrutura os sitios ativos referentes a molécula
modelo, como no MIP (WEI et al., 2016; TURIEL, ESTEBAN, 2020; PICHON, HUGON,
2008).
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A extracdo da molécula modelo é uma etapa critica no processo de preparacao do
MIP, tendo em vista que uma remocao incompleta da molécula modelo reduz o nimero
de sitios ativos disponiveis para interagir com o analito ou provoca falsos positivos na
analise devido a liberacdo da molécula modelo durante a andlise. Para uma eficiéncia

7

melhor da remocdo da molécula modelo é importante considerar a solubilidade no
solvente de extragdo e o grau de ligacdes cruzadas existentes na estrutura polimérica
(LORENZO et al., 2011).

O éxito da impressdao molecular é influenciado pela qualidade das interagbes
estabelecidas entre a molécula modelo e o monémero. As interagdes entre os dois
componentes devem ser suficientemente fortes para que, ao finalizar a sintese, o
mecanismo de reconhecimento seja favorecido. Dessa maneira, a escolha da molécula
modelo deve ser realizada cuidadosamente para que seja possivel obter um MIP com
sitios ativos bem definidos. O composto deve apresentar algumas caracteristicas para
ser uma molécula modelo ideal, como ser inerte a polimerizacdo, nao possuir grupos
polimerizaveis, ser soluvel na mistura reacional e ser estavel na temperatura de
polimerizacdo. Dessa forma, nem todos compostos podem ser usados na sintese do MIP

(CORMACK, ELORZA, 2004; TARLEY et al., 2005).

1.4 Cafeina

A cafeina € um alcaloide pertencente ao grupo das xantinas metilicas ou
metilxantinas. A cafeina é encontrada em grande escala nas sementes de café e em
folhas de cha, porém também esta presente no cacau, no guarana e na erva-mate. Uma
grande parte da populagcdo consome cafeina processada através de bebidas
estimulantes como o cha, o café, o refrigerante e os energéticos (MIRANDA et. al.,

2021). A Figura 4 apresenta a estrutura da cafeina.

O
N/
/@N)
CH3

Figura 4. Estrutura molecular da cafeina.
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Esse alcaloide é consumido em escala mundial e é o composto psicoativo mais
ingerido no mundo. O principal motivo do alto consumo se deve ao seu efeito estimulante
no sistema nervoso central, como aumento do estado de alerta e a reducdo da fadiga.
Além disso, a cafeina apresenta atividades anti-inflamatéria, diurética e antioxidante.
Contudo, o consumo em excesso, ou seja, mais de 600 mg/dia, pode causar
irritabilidade, dor de cabeca, aumento da pressao arterial, problemas gastrointestinais
entre outros (MIRANDA et. al., 2021). Por ser amplamente consumida, ha um interesse
das autoridades de saude e 6rgaos reguladores em controlar a quantidade ingerida de
cafeina e a excretada na rede de esgoto. Dessa maneira, € importante monitorar a
quantidade de cafeina presente nos alimentos e estudar métodos eficientes para a etapa
de preparacao da amostra e a pré-concentracao da cafeina presente no ambiente, como
em aguas de rios ou nas residéncias, apos o tratamento na estacdo de tratamento da
agua e esgoto (MIRANDA et al., 2021).

A preparacao de monolitos com a adigdo do MAA ou impresso molecularmente
dentro de ponteiras descartaveis de micropipetas descartaveis pode levar a um material
adsorvente miniaturizado e sem restricdo a passagem de liquidos (amostras ou eluentes)
com alta seletividade aos compostos de interesse, a partir da modificacdo de sua
estrutura. Neste trabalho, a polimerizacao in situ sera realizada a partir dos monémeros
de trimetilolpropano triacrilato (TMPTA) e acido metacrilico (MAA), empregando como
agente de entrecruzamento o etilenoglicol dimetacrilato (EDMA) para serem empregados
na extracdo de cafeina de amostras de agua. Complementarmente, a impressao
molecular da cafeina sera avaliada como uma possibilidade de funcionalizacao das fases

monoliticas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi preparar, caracterizar e aplicar monolitos
poliméricos a base de acrilato/metacrilatos para a extracdo de cafeina de amostras de
agua em ponteiras descartaveis de micropipetas (DPX). Como objetivo secundario, este
trabalho avaliara o uso dos dispositivos produzidos como forma de desenvolver
procedimentos analiticos mais simples, totalmente portateis, econdbmica e
ecologicamente viaveis.

Alguns objetivos especificos foram delineados para alcancar os objetivos
principais deste trabalho:

1. Preparacdao de monolitos poliméricos organicos a partir da copolimerizagao in situ
de trimetilolpropano triacrilato (TMPTA), acido metacrilico (MAA) e etilenoglicol
dimetacrilato (EDMA) no interior de ponteiras descartaveis;

2. Otimizagao do processo de sintese do monolito polimérico organico, em termos de

carga de monémeros, razao molar dos monémeros e solventes porogénicos;
3. Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica dos sorventes monoliticos;

4. Desenvolvimento de um método de extragcao DPX com ponteiras preenchidas com
a fase monolitica para extracéo de cafeina de amostras de agua;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solventes

Para o preparo dos monolitos poliméricos organicos no interior de ponteiras
descartaveis foram utilizados os seguintes reagentes da Sigma-Aldrich: trimetilolpropano
triacrilato (TMPTA); etilenoglicol dimetacrilato (EDMA); acido metacrilico (MAA); 2,2 —
azobisisobutironitrila. Foram empregados os solventes: isopropanol grau PA ACS;
metanol grau HPLC; hexanol grau PA ACS; octanol grau PA ACS; agua ultrapura a 18,2
MQ cm. Foi empregada cafeina com 99,5% de pureza da Sigma-Aldrich.

3.2 Preparacao das ponteiras com as fases monoliticas

3.2.1 Sintese do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA)

O monolito polimérico organico foi preparado pela adicdo dos mondmeros
funcionais trimetilolpropano triacrilato (TMPTA), o mondmero de entrecruzamento
etilenoglicol dimetacrilato (EDMA) e os solventes porogénicos (metanol, isopropanol,
hexano, octanol e solugdo aquosa de polietilenoglicol a 10 % m/v). As quantidades e
condi¢oes experimentais dos componentes da mistura reacional foram variadas a fim de
obter-se monolitos rigidos, de alta porosidade, com boa permeabilidade de agua e pronto
para ser aplicado na DPX. A Tabela 1 apresenta as condicdes experimentais estudadas.

Tabela 1. Proporgbes dos componentes utilizados no estudo de otimizagédo da sintese do
monolito poli (TMPTA-co-EDMA)

Monolitos TMPTA EDMA Solvente porogénico
#1 270 pL (25%) 286 pL (25%) Metanol (758 pL — 50%)
#2 162 pL (15%) 170 pL (15%) Metanol (1060 pL - 70%)
#3 110 pL (10%) 230 pL (20%) Metanol (1060 pL- 70%)
#4 220 pL (20%) 115 L (10%) Metanol (1060 pL - 70%)
#5 162 uL (15%) 170 pL (15%) Hexanol (1030 pL - 70%)
#6 162 uL (15%) 170 pL (15%) Octanol (1010 pL - 70%)
#7 162 uL (15%) 170 pL (15%) Isopropanol (1065 pL - 70%)
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#8 220 pL (20%) 115 pL (10%) Isopropanol (1065 pL- 70%)

#9 108 puL (10%) 230 pL (20%) Isopropanol (1065 pL- 70%)

#10 108 puL (10%) 230 pL (20%) Isopropanol (960 uL) + agua (105 pL) (70%)

#11 108 pL (10%) 230 pL (20%) Isopropanol (960 pL) + sol. PEG 10 % (105 pL) (70%)

ApoGs a mistura de todos os reagentes de polimerizacdo em um vial, purgou-se
arg6nio durante 10 minutos, sendo acrescentados 10 uL do reagente de iniciagéo 2,2’
azobisisobutironitrila (AIBN). Logo apds, foi purgado argdnio por mais 10 min no frasco
contendo a mistura reacional para remocao do oxigénio dissolvido, fechando o frasco
com tampa imediatamente apds a purga. O oxigénio reage com os radicais livres,
provocando uma polimerizagdo incompleta dos mondémeros, por isso € de suma
importancia a sua retirada da mistura reacional (SABARUDIN, 2018; SAEED et al.,
2014). Passado esse periodo, foram adicionados 150 puL da mistura reacional em cada
ponteira de polietileno de 1000 uL com sua extremidade de saida vedada e fechando
imediatamente a extremidade de conexdao a micropipeta com uma tampa de polietileno
(tipica de vials de 1,5 mL), mantendo o interior da ponteira sob atmosfera inerte. Em
seguida, levou-se as ponteiras para a mufla a 60 °C por 20 horas. A condi¢cao de
termopolimerizacdo foi fixada a partir do trabalho de DING, et al. (2018), sendo
considerada a condigdo usual para processos de termopolimerizacdo de metacrilatos. A
Figura 5 apresenta o fluxograma do processo de prepara¢cao do monolito.

TMPTA 150 pL da mistura

EDMA AIBN reacional
Solvente porogénico

Argénio Argénio l Argénio
! 1 | {7 P
i £ 3
g —

60°C por 20 h

Figura 5. Fluxograma do processo de preparacao do monolito de poli(TMPTA-EDMA).
3.2.2 Sintese do monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)
A preparacao do monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foi realizada através

da adicao do acido metacrilico (MAA) na sintese do monolito descrita na etapa 3.2.1. O
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monolito foi sintetizado a partir da melhor condicdo determinada no processo de
otimizag&o do poli(TMPTA-co-EDMA). A Tabela 2 apresenta as condi¢Oes estudadas.

Tabela 2. Propor¢des do TMPTA:EDMA utilizadas no estudo de otimizagdo da sintese do
monolito poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA).

Poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) Razdo TMPTA:MAA
#12 7.5 %:2,5 % (3:1)
#13 5,0 %:5,0 % (1:1)
#14 2,5 %:7,5% (1:3)

3.2.3 Impressdao molecular da cafeina nos monolitos

A preparagdo do polimero impresso molecularmente com cafeina (molécula
modelo) foi realizada através da polimerizacao em bulk. O MIP foi sintetizado a partir da
melhor condicdo determinada no processo de otimizacao do NIP. O NIP foi considerado
o monolito produzido na etapa 3.2.1, sem a utilizacdo de molécula modelo de cafeina
durante a polimerizacdo in situ. Nesta etapa, foram testadas 3 condigbes de
concentracdo de concentragdo de cafeina 0,01; 0,10 e 0,25 mol L, empregando o
isopropanol, que foi 0 agente porogénico otimizado no processo de polimerizacao in situ.

3.2.4 Extracao Soxhlet de reagentes dos monolitos polimerizados

Ap6s a etapa de formacdo do monolito sob diferentes condicdes, parte do
mondmero e do agente de entrecruzamento que ndo se polimerizaram foi removida
através do sistema de extracdo Soxhlet com 30 mL de solvente por 24 horas. Os
monolitos foram colocados dentro do corpo extrator Soxhlet entre camadas de algodao
hidréfilo comercial. Nesta etapa, foram estudados diferentes tipos de solventes para a
extracao eficiente dos reagentes nao polimerizados, sendo eles: agua, metanol, acetona
e acetonitrila. A Figura 6 ilustra o sistema de extracdo Soxhlet montado para a extracao

dos monolitos.
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Figura 6. Sistema extracao Soxhlet empregado na extracao de residuos de monémeros dos

monolitos poliméricos.

3.2.5 Avaliacao da permeabilidade de liquidos pelos monolitos

A permeabilidade de liquidos pelos monolitos é de extrema importancia para
aplicacdo do sorvente em processos de extracdao em fluxo continuo, como ocorre na
DPX. A permeabilidade é uma medida quantitativa, em mL min' que indica a capacidade
do monolito eluir amostra e solventes quando contido na ponteira descartavel.
Primeiramente, os monolitos foram colocados em contato com 10 mL de dgua por 5 min
em um béquer. Em seguida, os monolitos foram retirados da agua ultrapura e, umidos,
foram colocados em uma ponteira descartdvel de 1 mL de capacidade com a
extremidade inferior encaixada em uma das portas de um manifold a vacuo de 12 portas,
tipicamente empregado em extracdo em fase sélida. Com o vacuo fixado em -30 kPa
(registro do manémetro do manifold), o tempo necessario para a passagem de 2 mL de
agua pelas ponteiras com o sorvente monolitico foi cronometrado, obtendo-se a vazao
de liguido pelo monolito em mL min'. Esse procedimento foi realizado, pelo menos, em
triplicata para cada condi¢cdo avaliada durante a preparacdo dos monolitos. O mesmo
procedimento foi realizado empregando como solvente de contato o metanol. A
permeabilidade de liquidos pelos monolitos sempre era testada conectando a ponteira
contendo o monolito em uma micropipeta manual de capacidade 100 a 1000 pL.

3.2.6 Avaliacao do grau de inchamento dos monolitos

O estudo do grau de inchamento do monolito permite analisar se a estrutura

monolitica se altera, expandindo ou comprimindo, quando em contato com solventes. O
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monolito foi deixado em contato com o solvente por periodos de tempo pré-
determinados, sendo posteriormente retirado do béquer, secado o excesso de liquido
com papel absorvente e medindo a sua massa em balanga analitica (£0,00001 g) até a
obtencdo de uma massa constante. A variagdo das massas dos monolitos foi registrada
em relacéo ao tempo. O estudo foi realizado em duplicata. O grau de inchamento (S) foi
determinado pela Equacao 1 (OMIDIAN et al, 1998; TOOMEY et al, 2004).

g = Zmimmus) 00 Equagéo 1
mMas

Em que: m,; (massa do monolito inchado no equilibrio) e m,,. (massa do monolito seco)

3.2.7 Avaliacao da porosidade total dos monolitos

A porosidade total do monolito (¢) € definida como o volume total dos poros
dividido pelo volume total do monolito poroso, considerando-se as densidades do
material analisado e do solvente de saturacdo. Esta medida foi obtida de forma
gravimétrica e calculada através da Equacéo 2 (DING et al., 2020).

(mms—mm")Jr(mﬁ}
[ loNDp

£ = (( Cn Halips )ﬂﬂo Equagéo 2

Em que: mus (Massa de monolito com solvente), mm (massa monolito seco), ps (densidade do

solvente, butanol 0,808 g cm™ e pp (densidade do polimero).

A porosidade total foi obtida a partir do método de saturacéo de fluidos, sendo um
método simples e de baixo custo que independe de requisitos como regularidade,
uniformidade de tamanho e forma, natureza da morfologia e distribuicdo dos poros na
amostra (LU; LI, 2009; HOSSEN et al., 2020).

3.2.8 Estudo da capacidade adsortiva do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA)

A determinacdo da capacidade adsortiva do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA)
com e sem impressao molecular da cafeina foi realizada através do estudo de adsorcao
da cafeina nos monolitos produzidos. O processo de adsorcdo da cafeina causa uma
alteracdo na concentragdo da substancia na solucdo que é mantida em contato estatico
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com os monolitos. A medida que o tempo passa, as moléculas de cafeina vao se
transferindo da solugdo para os sitios ativos dos monolitos, reduzindo a sua
concentragdo em solucdo até alcancar o equilibrio. Assim, a concentragdo da cafeina em
solugdo pode ser quantificada, periodicamente, através de medidas de absorbancia
realizada por um espectrofotémetro UV-Vis a 274 nm, comprimento de maxima absorcao
da cafeina. As solucdes de cafeina foram preparadas em agua ultrapura. Para
quantificar a cafeina foi construida uma curva analitica a partir das solu¢coées aquosas de
0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mg L' de cafeina.

Para determinar o tempo de equilibrio entre o adsorvente e o adsorbato foi
realizado um estudo com um monolito (adsorvente), preparado nas condi¢cdes
otimizadas, em contato com uma solucéo cafeina a 0,5 mg L' (adsorbato), avaliando a
concentracdo de cafeina na solugdo no intervalo de 0 a 120 min. Para cada tempo
estudado foi realizada uma leitura espectrofotométrica para quantificar a concentracao
de cafeina nao adsorvida no suporte, retirando o monolito da solucdo e pausando o
crondmetro. Ap6s a medida, o monolito era recolocado na solugdo e o crondmetro

reiniciado. O processo esquematizado esta apresentado na Figura 7.

S,
/
(kS

o -— T
Tempo de - =

equilibriode
\ adsorgdo
0a 120 min Analise UV-vis

3 mLsolugdo
de cafeina 0,5
mglL?

Figura 7. Fluxograma do procedimento para determinacao do tempo de contato entre o
adsorvente e o adsorbato.

Apos a definicdo do tempo de equilibrio, 15 min, foi realizado o estudo de
adsorcédo isotérmica (a 22 °C) da cafeina no monolito. As concentracées de cafeina
estudadas foram 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 2,0; 3,5; 5,0 mg L', e 3 mL de cada
uma destas foram deixadas em contato com um monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) que
foi previamente pesado em balanc¢a analitica com precisao de 0,00001 g. Apds o contato
por 15 min entre os monolitos e as solu¢des de cafeina, tempo de equilibrio entre o
adsorvente e adsorbato, a absorbancia da solugdo de cafeina foi medida no
espectrofotometro UV-Vis Cary 5000 da Agilent Technologies, no comprimento de 270
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nm. O procedimento empregado nesta etapa esta apresentado na Figura 8. O estudo foi
realizado em duplicata.

Tempo de - -

equilibriode
\ adsorgdo
\ 100 min para Analise UV-vis
Mip
3 mL solugdo 15 mim para
de cafeina 0,1 NIP
a50mglL?

Figura 8. Fluxograma do procedimento para o estudo de adsor¢ao da cafeina nos monolitos.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica das fases monoliticas

3.3.1 Densidade real dos monolitos

A densidade real dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) foi determinada
utilizando um picnédmetro a gas Hélio da marca Micromeritics, modelo Accupyc 1331. A
sensibilidade de medida do picnémetro a géas utilizado é de 104 g cm3. Cada amostra,
composta por 3 monolitos de mesmas caracteristicas, foi colocada no equipamento
realizando cinco medidas consecutivas e o0s resultados de densidade levaram em
consideracdao as médias dessas medidas. O método do picnédmetro a gas Hélio
determina o volume real dos monolitos pela mudanca de pressdo observada no gas
Hélio que se expande de uma camara contendo a amostra para a outra sem a amostra.
Com a massa da amostra j4 conhecida, determina-se a densidade real do monolito. A
densidade determinada por picnémetro € a densidade real, calculada pela razao entre a
massa da amostra e o volume que ela ocupa. Essas medidas foram realizadas no

Laboratério de Analises Fisicas da Faculdade de Engenharia Quimica da UFU.
3.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada para a caracterizacao
morfologica dos NIP e MIP do poli(TMPTA-co-EDMA) produzidos neste trabalho. No

MEV, um pedaco de cada monolito foi fixado em porta-amostras por uma fita dupla face
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de carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o
metal foi bombardeado com atomos de argbnio sob alto vacuo por 120 s, para a
formacdo de uma camada de aproximadamente 10 nm de espessura. Esses suportes
foram introduzidos em um microscépio eletrénico de varredura JEOL JMS 6360-LV com
microssonda de raios-X. As partes do monolito foram amplificadas entre 500 e 10k
vezes, a fim de observar as suas caracteristicas morfolégicas microscépicas. Essas

medidas foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da UFU.
3.3.3 Area supefrficial especifica e porosidade

As amostras foram submetidas a determinacdo da area superficial especifica,
volume total e didametro médio de poros. A area superficial especifica foi calculada de
acordo com o método BET (Brunauer-Emmett-Teller) a pressdes relativas (p/po) entre
0,05 e 0,30, na qual p e po séo, respectivamente, pressées de equilibrio e pressao de
saturacao do nitrogénio a -196 °C. O volume total de poros foi determinado pelo método
do ponto Unico, através da conversao do volume de nitrogénio adsorvido na p/po de
aproximadamente 0,995 para o volume do adsorbato liquido. O diametro médio dos
poros foi calculado a partir dos valores de volume total de poros e da area superficial
BET, conforme Equacgéo 3. Esta medida foi realizada no Laboratério de Equipamentos
Multiusuarios do Pontal (LEMUP).

_ 4l

d, = oo Equacéo 3

Em que: dp, = didmetro médio de poros (nm); V, = volume total de poros (cm?® g ') e Sger = area
superficial especifica (m? g™') obtida pelo método BET.

3.3.4 Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos monolitos NIP e do MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) foi
avaliada por analise termogravimétrica, na qual cerca de 15 mg de amostra foram
colocados em uma microbalanga no analisador térmico da TA Instruments, modelo TGA
55 e submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C, com taxa
de aquecimento de 10 °C min'. As medidas foram realizadas sob atmosfera inerte,
relacionando a perda de massa da amostra com o aumento da temperatura. Esta medida
foi realizada no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU (LEMUP).
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3.3.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) e poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foram
caracterizados por espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier para avaliar os grupos funcionais caracteristicos dos
mondmeros presentes nos monolitos e assim confirmar a polimerizacdo. Cerca de 1 mg
de monolito foi adicionado no cristal do espectrofotdmetro Agilent Technologies modelo
Cary 630 FTIR. As medidas foram realizadas na faixa espectral de 4000 a 400 cm-!, com
resolucdo de 4 cm™ e uma taxa de 128 varreduras por minuto. Esta medida foi realizada
no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal (LEMUP).

3.4 Otimizacao da extracao da cafeina de amostras de agua

Antes de aplicar os monolitos no processo de extracdo da cafeina é importante
ajustar as condicbes de extragdo empregando um novo dispositivo que ndo possui
referéncias na literatura. Assim, foi realizada a otimizagdo do processo de extracao
empregando os monolitos na ponteira de micropipeta. Foram avaliados 4 parametros:
solucdo da amostra, solvente extrator, nimero de ciclos de sorcdo da amostras e o
namero de ciclos do solvente extrator. No estudo de otimizagéo foi utilizado o monolito
poli(TPMTA-co-MAA-co-EDMA).

3.4.1 Solugao de cafeina a 0,2 mg L'

Foram avaliadas trés condicbes da amostra para a extracdo da cafeina: amostra
aquosa fortificada com cafeina; amostra de agua fortificada com cafeina e 5 % (m/v) de
NaCl e amostra de agua fortificada com cafeina tamponada em pH 9,0 com acetato de
amonio a 0,020 mol L*'. Em cada condigdo, 1 mL da amostra foi aspirada e expelida 3
vezes pelos monolitos. Apds determinar a melhor condigdo da amostra para extracao da
cafeina, realizou-se o estudo do numero de ciclos de aspiracao e expulsdo da amostra.
Nesta etapa, foi aspirado e expelido 1 mL da amostra fortificada com cafeina pelos
monolitos, empregando 1, 2, 3, 4 e 5 ciclos.

Para realizar os estudos, conectou-se a ponteira contendo os monolitos em uma

seringa de poli(propileno) de 60 mL. Em seguida, realizou-se o processo de extragédo
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DPX, eluindo a cafeina retida no monolito com 1 mL de agua em ciclo unico. O estudo foi
realizado em triplicata e os extratos foram analisados por HPLC (High-performance liquid
chromatography). A Figura 9 apresenta um esquema do processo de extragdo
empregado para extragdo DPX de cafeina pelos monolitos produzidos neste trabalho.

Ponteira

1000 L

Condicionamento

Monolito

:_i' |

: /
Amostra Solvente extrator I

Aspiragao e expulsdo da amostra
Aspiragao do eluente e eluigdo do analito

Figura 9. Processo de extracao DPX empregando o sorvente monolitico poli(TMPTA-co-MMA-co-
EDMA) proposto neste trabalho.

3.4.2 Solvente extrator

O solvente extrator € a variavel de maior influéncia na extracdo de um analito de
um sorvente. Para a extracdo da cafeina da fase monolitica poli(TMPTA-co-MMA-co-
EDMA) foram avaliados cinco solventes como potenciais eluentes da cafeina: metanol,
acetonitrila, diclorometano, cloroférmio e metanol contendo 1 % (v/v) acido acético. Para
isso, 1,0 mL de amostra fortificada com cafeina a 0,2 mg L' foi aspirada e expelida pela
ponteira contendo o monolito em dois ciclos. Em seguida, 1,00 mL do solvente extrator
foi aspirado e expelido trés vezes pela ponteira contendo 0 monolito, sendo o ultimo ciclo
expelido para um vial, sendo levado para analise por HPLC.

Ap6s a determinacdo do solvente extrator de maior eficiéncia, realizou-se um
estudo para determinar o numero de ciclos de aspiracdo/eluicao com o solvente. Para
isso, o procedimento anterior foi repetido, aspirando e expelindo 1,00 mL do solvente na
etapa de eluicao 1, 2, 3 e 4 vezes. O extrato obtido apds o ultimo ciclo de cada teste foi
recolhido em vial e analisado por HPLC.
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Nestes estudos, conectou-se a ponteira contendo o monolito de poli(TMPTA-co-
MAA-co-EDMA) em uma seringa de 60 mL (Figura 9). Cada teste foi realizado em

triplicata e os extratos foram analisados por HPLC.
3.4.3 Reutilizacao dos monolitos

Os monolitos empregados na extracao prévia da cafeina da amostra aquosa
foram avaliados quanto ao seu reuso. Apds cada uso, o monolito foi deixado em um
béquer com 50 mL de agua ultrapura em repouso por 24 h. Apds este periodo, o
monolito foi conectado a ponteira de micropipeta que, por sua vez, foi conectada a uma
seringa de polipropileno de 60 mL, aspirando e expelindo 1,00 mL de metanolem 1, 2 e

3 ciclos para um vial e analisando os solventes expelidos apés cada ciclo por HPLC.
3.5 Aplicabilidade da extracao na ponteira com poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)

O monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foi aplicado na extragcdo de
amostras fortificadas com 0,2 mg L' de cafeina nas condigbes otimizadas anteriormente,
todas as extrac6es foram realizadas em triplicata e os extratos analisados por HPLC.
Brevemente, 1,0 mL de agua ultrapura foi aspirada e expelida pela ponteira contendo o
monolito que estava conectada a uma seringa de polipropileno de 60 mL. Esta etapa foi
realizada para a ativacdo dos sitios ativos do monolito. Em seguida, 1,00 mL das
amostras fortificadas com cafeina foram aspiradas e expelidas trés vezes pela ponteira
contendo o monolito, sendo o liquido reservado para analise por HPLC. Os monolitos
foram entdo submetidos a etapa de eluicdo empregando 1,00 mL de agua ultrapura,
sendo o processo realizado em trés ciclos. O ultimo ciclo de eluente resultou no extrato,
que foi dispensado em um vial e analisado por HPLC. Cada extragdo demorou
aproximadamente de 5 a 10 minutos. Trés amostras foram avaliadas: agua ultrapura,
agua de torneira (recolhida no laboratério) e agua do Ribeirdo S&o Lourenco,
ltuiutaba/MG (18° 58’ 31.579” S e 49° 25’ 11,639” W). O objetivo dessas analises foi
avaliar a aplicabilidade do dispositivo para extracdo de cafeina em amostras de agua,
antes e ap6s o processo de tratamento na Estacdo de Tratamento de Agua (ETA).
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3.5.1 Extracdo em fase solida da cafeina de amostras de agua

Para efeito de comparacao, as amostras de aguas fortificadas com cafeina foram
extraidas pelo método de extracdo em fase solida (SPE). O procedimento SPE foi
realizado em triplicata. Em um cartucho SPE adicionou-se aproximadamente 0,2 g de
fase solida Cis Kromasil® com particulas de 16 pm de didmetro. Em seguida, os
cartuchos foram conectados a um manifold a vacuo. O processo de extragado consistiu (i)
no condicionamento dos cartuchos com 2,00 mL de agua ultrapura; (i) passagem de
1,00 mL da amostra de agua fortificada com 0,2 mg L' de cafeina (o liquido foi
reservado e analisado por HPLC apdés esta etapa); (iii) limpeza do extrato com 1,00 mL
de agua ultrapura, e; (iv) eluicdo da cafeina dos cartuchos com 1,00 mL de metanol
acidificado a 1 % (v/v) de acido acético, recolhendo o extrato em um vial de 2,0 mL. Os
extratos foram analisados por HPLC.

3.6 Analise cromatografica

Os extratos da cafeina foram analisados por HPLC empregando o sistema
cromatografico Alliance da Waters, equipado com bomba quaternaria 2695, injetor
automatico, forno para coluna e detector de arranjo de diodos PDA 2998. Foi empregada
uma coluna XSelect® HSS de 150 mm x 3,1 mm de didmetro interno e fase estacionaria
com particulas de 3,5 um de diametro médio. As condicbes de analise empregadas
foram: fase movel isocratica MeOH:H20 (30:70, v/v); vazdo de 1,0 mL min''; detecgdo
UV a 254 nm; volume de injecao de 10 uL e temperatura de forno de coluna de 30 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) e poli(TMPTA-co-MAA-co-
EDMA)

A formagdo de poros no material monolitico pode ser influenciada por fatores
como, o tipo do solvente porogénico, a quantidade do monémero funcional e do agente
entrecruzante, a propor¢do entre 0s agentes porogénicos e a mistura monomérica, a
proporcdo entre os mondmeros e o entrecruzante etc. (SVEC, 2010; SABARUDIN,
2018). Por isso, a fim de se obter um monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) de alta
porosidade, com boa permeabilidade de fluidos e estrutura monolitica rigida, moldada no
interior da ponteira de micropipeta, buscou-se otimizar as suas condigdes de
polimerizacao in situ. As seguintes condigcdes experimentais foram avaliadas: propor¢ao
TMPTA:EDMA, a proporcao entre a mistura monomérica (TMPTA+EDMA) e o agente
porogénico e o tipo de solvente porogénico. Para determinar a condi¢cao 6tima da sintese
do monolito utilizou-se como resposta a vazdo (mL min™) de dgua pelo monolito dentro
de uma ponteira de 1000 pL. Além disso, também verificou-se a capacidade de eluicéo
de agua pelo monolito, empregando apenas a micropipeta manual. O estudo da vazao
foi realizado com monolitos obtidos apdés a extracdo Soxhlet para a remocgédo de
reagentes ndo polimerizados e solventes porogénicos.

Como a preparagédo de monolitos poliméricos organicos é inédita em nosso grupo
e o0 material € muito pouco explorado para finalidades de preparo de amostra, este
estudo foi iniciado com pouco suporte da literatura. Assim, consultou-se a literatura sobre
colunas monoliticas para cromatografia liquida capilar, e iniciou-se a preparacao dos
monolitos na ponteira partindo de uma condicdo, monolito #1, de proporcao mistura
monomérica (TMPTA+EDMA):agente porogénico (MeOH) 50:50 % (m/m), em que a
composicdo da mistura monomérica foi de 50 % (m/m) de TMPTA e 50 % (m/m) de
EDMA. Foi empregada para a preparacdo de todos os monolitos 1 % (v/v) de AIBN.
Nessa condicdo, no entanto, a mistura reacional apresentou uma baixa viscosidade e,
apos o tratamento térmico, ndo foi possivel observar a formagdo de uma estrutura

monolitica sélida e rigida, conforme se observa na imagem da Figura 10.
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Figura 10. Ponteira com produto da polimerizagdo do TMPTA e EDMA na condi¢ao experimental
#1.

Desta forma, para diminuir a viscosidade do meio reacional, alterou-se a
propor¢ao da mistura monomérica:agente porogénico de 50:50 para 30:70 % (m/m),
mantendo a proporcdo 50 % (m/m) de TMPTA e 50 % (m/m) de EDMA na mistura
monomérica, denominando o produto dessa reagdo como monolito #2. Esta nova
condicao levou a formagao do monolito solido, com estrutura rigida e com formato cénico
moldado pela ponteira. Esse resultado indicou que a mistura reacional deve apresentar
alta viscosidade para favorecer a polimerizacdo, para isso a quantidade de solvente
porogénico deve estar em maior proporcdo para garantir a solubilidade total dos
mondmeros (SVEC, 2010; DING et al., 2018).

No teste de passagem de agua pelo monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #2 foram
obtidas vazdes de 1,44 mL min-', porém provavelmente a agua eluiu entre o monolito e
as paredes da ponteira. Quando conectada a micropipeta manual, a ponteira contendo o
monolito ndo possibilitou a aspiragdo ou a expulsdo de agua, provavelmente devido a
baixa porosidade do monolito formado.

Como a estrutura sélida e rigida do monolito foi alcancada na proporcao de
mistura monomérica:metanol 30:70 % (m/m), essa condicao foi fixada e para aumentar a
porosidade do monolito foi avaliado o efeito da proporcdo do EDMA e TMPTA na mistura
monomeérica, com o0 objetivo de encontrar a condicdo em que o0 solvente consiga ser
eluido pelo monolito sem a utilizagdo do vacuo. Foram preparados varios conjuntos de
monolitos na proporcdo massa/massa de TMPTA:EDMA 1:2 e 2:1, denominando-os de
monolitos #3 e # 4, respectivamente. Nestas condi¢des, a dgua foi eluida externamente
aos monolitos apresentando uma vazao elevada, mas de pouco contato com os sitios
ativos dos monolitos #3 e #4 quando acoplados no sistema a vacuo, novamente nao
sendo possivel obter a eluicdo da agua pela ponteira contendo os monolitos empregando
a micropipeta manual (Tabela 3).
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Tabela 3. Estudo da vazao utilizando um manifold a vacuo e eluicdo de agua pelos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) através da micropipeta de 100 a 1000 pL. N = 3.
Vazao de agua / manifold  Eluicao de agua/

Monolito

(mL min™) micropipeta

Poli(TMPTA-co-EDMA) #1 - -

Poli(TMPTA-co-EDMA) #2 1,44* nao
Poli(TMPTA-co-EDMA) #3 2,28* nao
Poli(TMPTA-co-EDMA) #4 3,06 nao
Poli(TMPTA-co-EDMA) #5 0,55 nao
Poli(TMPTA-co-EDMA) #6 - nao
Poli(TMPTA-co-EDMA) #7 0,28 sim
Poli(TMPTA-co-EDMA) #8 0,34 sim
Poli(TMPTA-co-EDMA) #9 0,48 sim
Poli(TMPTA-co-EDMA) #10 0,53 sim
Poli(TMPTA-co-EDMA) #11 - sim
Poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) #12 - nao
Poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) #13 0,55 sim
Poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) #14 - nao

* suspeita de eluigao entre as paredes da ponteira e 0 monolito de poli(TMPTA-co-EDMA).

Provavelmente a composi¢cdo do mondémero e entrecruzante ndo afeta de forma
tao significativa a formacéo de poros da estrutura do monolito. Assim, os esforcos foram
direcionados para a avaliagdo do solvente porogénico. O solvente porogénico permite
controlar as propriedades porosas sem alterar a composi¢do quimica do monolito, tendo
em vista que ele controla as propriedades porosas do monolito através das solvatacoes
das cadeias poliméricas durante os estagios iniciais da polimerizacao, por isso é
necessario avaliar diferentes tipos de solventes (SVEC, 2010). Foram avaliados como
solventes porogénicos: o hexanol (monolito #5), o octanol (monolito #6) e o isopropanol
(monolito #7).

Em todas as situagdes, substituindo o metanol como solvente porogénico e
mantendo a propor¢cdo mistura monomérica:porogénico 30:70 % (m/m), foram obtidos
monolitos sélidos e rigidos dentro da ponteira da micropipeta. Porém, o Unico conjunto
de monolitos que possibilitou a permeacdo de liquidos, tanto no sistema a vacuo
controlado quanto na micropipeta manual, foi 0 que empregou o isopropanol como
solvente porogénico, o monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #7. Provavelmente a cadeia nao

linear do isopropanol resultou em maior desestabilizagdo da estrutura polimérica durante
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a formacao do monolito, deixando cavidades mais significativas na estrutura. No entanto,
a vazao de agua no monolito #7 foi menor que nos monolitos anteriores, empregando o
sistema a vacuo. Assim, para aumentar a permeabilidade de liquidos pela estrutura
monolitica, fixou-se o isopropanol como solvente porogénico e alterou a proporgao
TMPTA:EDMA de 1:1 na mistura monomérica para 2:1 e 1:2, monolitos #8 e #9,
respectivamente. Nestes dois monolitos, foi possivel eluir a agua tanto pelo sistema a
vacuo do manifold quanto pela micropipeta manualmente, com vazdes ligeiramente
maiores para o monolito #9. Novamente, a mudanga da relagdo entre mondmero
funcional TMPTA e o entrecruzante EDMA parece nao possuir efeito significativo na
estrutura de porosidade do monolito.

A proporcao 1:2 de TMPTA:EDMA obtida na condi¢cé&o #9 foi mantida e avaliada a
inclusdo de um solvente de cadeia curta (agua) e outro de cadeia longa (PEG) com o
isopropanol formando uma mistura porogénica, monolitos #10 e #11, respectivamente.
Nestes dois monolitos foi possivel eluir agua pela ponteira contendo o monolito
empregando a micropipeta manual, porém no sistema a vacuo o monolito #11 nao
possibilitou a passagem de agua, indicando efeito pouco significativo da inclusdao de um
pequeno volume de PEG ou de agua na mistura porogénica. Como os monolitos #9 e
#10 apresentaram vazdes similares de agua a vacuo e pela micropipeta, foram definidas
como condi¢des étimas de polimerizacao as condi¢cdes de obtencdo do monolito #9, por
incluir apenas o isopropanol como agente porogénico. Assim, a condigdo otimizada de
produgédo do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) consistiu em 10 % (m/m) de TMPTA, 20
% (m/m) de EDMA e 70 % (m/m) de isopropanol termopolimerizados a 60 °C por 20 h.

Ap6s estudos de retencdo com a cafeina, verificou-se uma baixa retencdo do
analito no monolito de poli(TMPTA-co-EDMA), provavelmente devido a natureza
hidrofilica da cafeina e as caracteristicas mais hidrofébicas do monolito. Assim, avaliou-
se a inclusdo de um monémero com grupos carboxilicos (acido metacrilico — MAA) para
fornecer maior polaridade ao monolito, incluindo o MAA na mistura monomeérica.

No entanto, a inclusdao do MAA na mistura monomérica nao afetou a relagdo entre
o mondmero estrutural e 0 agente de entrecruzamento, ou seja, a quantidade de MAA
adicionada foi proporcional a quantidade de TMPTA retirada da mistura monomeérica.
Assim, as novas preparagdes avaliadas consistiram na propor¢do TMPTA e MAA na
mistura monomeérica para 3:1; 1:1 e 1:3, monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)
#12, #13, #14, respectivamente. Nestas preparacdes, foi possivel eluir a dgua pela
ponteira contendo apenas o monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) #13, indicando
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uma influéncia na propor¢édo de TMPTA e MAA na mistura reacional. Assim, a condi¢ao
otimizada de producédo do monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) consistiu em 5 %
(m/m) de TMPTA, 5 % d(m/m) de MAA, 20 % (m/m) de EDMA e 70 % (m/m) de
isopropanol termopolimerizados a 60 °C por 20 h.

A Figura 11 apresenta imagens reais do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) #9

dentro e fora da ponteira de micropipeta.

Figura 11. Monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) nas condi¢des otimizadas de polimerizacao in situ.

4.1.1 Remocgao de residuos de reagentes das fases monoliticas

A remocgédo dos residuos ndo polimerizados da mistura reacional foi otimizada
empregando a extracdo Soxhlet e avaliando diferentes solventes extratores. Foram
avaliados a agua, o metanol, a acetonitrila e a acetona como solventes de extragéo de
residuos. A escolha do melhor solvente se deu através da medida da permeabilidade de
liquidos nos monolitos extraidos e pela aparéncia fisica do monolito ap6s a extracdo. A
Tabela 4 registra os resultados obtidos da avaliacdo do solvente extrator na remocéao dos

residuos de reagentes pos-polimerizagéao.

Tabela 4. Vazao e degradagao dos monolitos na remogao de residuos pds-polimerizagao dos
monolitos poli(TMPTA-co-EDMA).
Vazao de agua

Solvente extrator Degradacao do monolito

(mL min™)
Acetona* - Sim
Acetonitrila* - Sim
Agua 1,56 Nao
Metanol 0,84 Néao
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* O monolito se tornou quebradico e nao foi possivel realizar a medida

A acetona e a acetonitrila tornaram os monolitos quebradicos (Figura 12) apds o
processo de extragdo, ndo sendo mais possivel a utilizacado dos mesmos como sorvente,
sendo descartados. Por outro lado, tanto o metanol como a agua foram eficientes no
processo de extracdo, mantendo a estrutura fisica dos monolitos intacta, bem como
melhorando a permeabilidade de liquidos. A agua foi mais eficiente na remocéo,
possibilitando um aumento de 3x na permeabilidade do monolito de poli(TMPTA-co-

EDMA), conforme indicado na Tabela 4.

(a) (b)
Figura 12. Monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) apds a extragédo Soxhlet com (a) acetona e (b)

acetonitrila.

4.2 Sintese do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) impresso com cafeina

AplGs a otimizacdo das condigdes de polimerizagcdo do monolito, obtendo uma
estrutura rigida, solida e que possibilita a permeacao de liquidos usando apenas a
micropipeta manual, foi realizada a impressdo molecular da cafeina para fornecer
seletividade a estrutura monolitica de poli(TMPTA-co-EDMA). O monolito otimizado
anteriormente, sem a impressao molecular, serd denominado a partir daqui como NIP
(non-imprinted polymer) do poli(TMPTA-co-EDMA). Para a sintese do MIP do
poli(TMPTA-co-EDMA) foram avaliadas trés concentracdes de cafeina 0,01; 0,10 e 0,25
mol L', correspondendo, respectivamente, a 2,068 mg, 20,68 mg e 51,70 mg de cafeina
dissolvida no agente porogénico, o isopropanol. As condi¢cdes de impressdo escolhidas
foram baseadas nas preparacoes de MIPs da literatura (SUN et al., 2006; FARRINGTON
et al., 2006; BETLEM et al.,2019).

Observou-se que a condigdo de 0,10 e 0,25 mol L' ndo apresentaram bons

resultados para a estrutura monolitica, ndo sendo possivel obter a estrutura solida e

42



rigida apo6s o periodo de termopolimerizagdo. Na concentragdo de 0,10 mol L' a cafeina
decantou na ponta das ponteiras antes do processo de polimerizagio e a 0,25 mol L' o
monolito apresentou separacao de fases apds o periodo de polimerizagao in situ,
resultando em um material nitidamente inadequado para a finalidade pretendida (Figura
13).

(a) (b)
Figura 13. Monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) impressos molecularmente com cafeina a (a)
0,10 mol L' e a (b) 0,25 mol L.

Estes resultados sao indicativos de deposicdo da cafeina sélida em ambos os
casos, mostrando que essas concentragées sdo muito elevadas para serem adicionadas
a mistura reacional para sintese dos monolitos. A uma concentragido de 0,01 mol L' a
cafeina se solubilizou adequadamente na mistura reacional e nenhuma alteragéo fisica
foi perceptivel na estrutura monolitica apdés o processo de polimerizacao. Assim, essa
concentragéo de cafeina foi empregada para o estudo de impressdo molecular.

A remocao da molécula modelo (cafeina) da estrutura monolitica do poli(TMPTA-
co-EDMA) foi realizada por extracao Soxhlet, avaliando o metanol e a agua como
solventes extratores. A escolha desses solventes se deu pelos resultados positivos
alcancados na remocéao dos residuos da mistura reacional e pela cafeina possuir uma
alta solubilidade em ambos. A remogédo da cafeina foi monitorada pela analise
espectrofotométrica do extrato (Figura 14) no comprimento de onda de 274 nm.
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Figura 14. Espectro de absorgdo molecular na regiao do ultravioleta do solvente de extragéo
apds a extragdo da molécula modelo (cafeina) na impressdo molecular do poli(TMPTA-co-
EDMA).

A determinagdo do melhor solvente extrator para retirar a molécula molde do
monolito foi obtida da quantificacdo de cafeina extraida no solvente por espectroscopia
de absor¢do molecular no UV-vis. Primeiramente, foi construida uma curva analitica a
partir de solugdes aquosas de cafeina na faixa de 0,05 a 5,00 mg L™, Figura 15, para a

quantificacao da cafeina, molécula molde extraida dos monolitos.
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Figura 15. Curva analitica de solu¢des aquosas de cafeina em A = 274 nm.

A curva analitica para a cafeina, ap6s a regressao linear dos dados, apresentou
um coeficiente de determinacédo (R?) de 0,99922, e a equacéo de reta: A = 0,05469 *
[cafeina] + 0,0038. A partir da analise espectrofotométrica no comprimento de onda de

44



274 nm obteve-se uma absorbancia de 0,33691 para o solvente metanol e 0,12256 para
a agua, consequentemente obtendo-se uma concentragdo de 6,1 mg L' e 2,2 mg L' de
cafeina empregando o metanol e a agua, respectivamente, como solventes extratores.
Desta forma, o metanol extraiu mais moléculas de cafeina do monolito do que a agua.
Logo, o metanol foi escolhido como solvente para extracdo da molécula molde dos MIP
de poli(TMPTA-co-EDMA).

4.3 Caracterizacao morfoldgica e estrutural das fases monoliticas

4.3.1 Grau de inchamento

Uma das maiores limitagdes dos monolitos poliméricos organicos € o inchamento
e/ou compressao da sua estrutura na presenca de solventes organicos. Para avaliar o
grau de inchamento dos monolitos, estes foram deixados em contato com agua e
metanol (principais solventes empregados na extracao proposta deste trabalho) sendo
medida inicialmente a massa do monolito seco e, periodicamente, apds o contato com
cada um dos solventes. A Figura 16 apresenta os graficos da massa do monolito inchado
em func¢ao do tempo para os NIP e MIP de poli(TMPTA-co-EDMA).
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Figura 16. Variacao da massa do monolito em fung¢do do tempo de contato com agua e metanol
para (A) NIP e (B) MIP de poli(TMPTA-co-EDMA).

A partir da Figura 16 determinou-se a massa do monolito, apés o alcance do

equilibrio em contato com a agua/metanol. O valor médio da massa do monolito no
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equilibrio foi substituido na Equacgao 1 (pag. 29) e obteve-se o grau de inchamento do
monolito. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Grau de inchamento dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) apés contato com agua

e metanol.
Massa do Massa do
Monolitos I\r/]lqaosns(z)a“tdoo '\r/LaoSr?;itdoo monolito monolito Grau de Grau de
poli(TMPTA- inchado no inchado no  inchamento inchamento
seco (mg) - seco (mg) - e o o , o
co-EDMA) Aqua MeOH equilibrio (mg) equilibrio (mg) (%) - agua (%) - MeOH
9 —agua - MeOH
NIP 27,405 26,300 60,515 56,795 120,8 115,9
MIP 25,825 25,585 58,515 53,275 126,6 108,2

Através dos dados da Tabela 5 e da Figura 16 observou-se que o monolito de
poli(TMPTA-co-EDMA) inchado entra no equilibrio rapidamente, indicando que o
monolito ndo participa do modelo viscoelastico, isto €, ele ndo possui resisténcia a
permeacdo dos solventes. Além disso, os monolitos MIP e NIP de poli(TMPTA-co-
EDMA) apresentam estruturas porosas nas quais 0s solventes passam rapidamente para
o interior do monolito ocupando 0s poros e aumentando a sua massa proporcionalmente
a porosidade (OMIDIAN et al., 1998). Observou-se também que houve um inchamento
acima de 100 % para o NIP e o MIP, mostrando que além da permeacao dos solventes
ha uma expansao da estrutura do monolito. Porém, o inchamento em agua foi maior do
que em metanol, e maior para o MIP, indicando diferengas entre os monolitos impresso e
Nao impresso.

O fato de o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) sofrer um inchagco quando entra
em contato com o solvente informa que é importante o monolito ndo estar totalmente
seco ao iniciar o processo de extracdo (aspiracao da amostra e dos solventes). Caso
iSso ocorra, poderia ocorrer uma obstru¢do dos poros devido a compressdo do monolito
contra as paredes da ponteira, bloqueando a permeacao de liquidos. Desta forma, apos

a producgao os monolitos foram sempre mantidos em agua até o momento do uso.

4.3.2 Porosidade total das fases monoliticas

Para a determinacdo da porosidade total dos monolitos foi inicialmente
determinada a densidade real do poli(TMPTA-co-EDMA) no formato da ponta da ponteira
(como empregado no processo de extracdo), obtendo-se um valor de 0,9921 = 0,0021 g
cm pelo método do picndmetro a gas Hélio. A porosidade total foi medida pelo método

de saturacéo de fluidos, no qual os monolitos secos foram colocados em contato com um
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solvente de saturacdo, o n-butanol, escolhido por ndo expandir/comprimir a estrutura
monolitica dos materiais. Periodicamente, os monolitos eram retirados do n-butanol, o
excesso de n-butanol era removido com papel toalha, e pesados em balanga, retornando
em seguida para o contato com o n-butanol. Analisou-se a variagcdo de massa do
material em relacdo ao tempo e, com o auxilio da Equacgédo 2 (pag. 29), obteve-se a
porosidade total dos monolitos, Figura 17.
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Figura 17. Variagao da porosidade (%) do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) em fungéo do
tempo.

Pode-se observar que antes de ocorrer a diminuicdo da porosidade, o monolito
atingiu o maximo do intrusdo de n-butanol, indicativo da porosidade dos monolitos.
Enquanto o poli(TMPTA-co-EDMA) sem impresséo, NIP, apresentou uma porcentagem
de porosidade de 52 %, a contraparte MIP apresentou 59 % de porosidade total. Esse
resultado ja era esperado, uma vez que o MIP deve apresentar mais poros devido as

cavidades adicionais na estrutura monolitica deixadas pela molécula molde de cafeina.
4.3.3 Area superficial especifica e porosidade

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) sem e com impressdao molecular de
cafeina e do poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foram analisados quanto as suas
caracteristicas de area superficial especifica e porosidade a fim de caracterizar as
propriedades morfolégicas destes monolitos. A area superficial foi obtida pelo método
BET e o volume de poros pelo método BJH (Barrett-Joyner-Halenda), em que as
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propriedades sdo avaliadas através da adsorcao e dessorcdo de gas N2 nos poros e
superficie do material dentro de uma faixa de pressodes relativas. Os resultados obtidos

estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Propriedades morfolégicas dos monolitos NIP e MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) e
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA).

Area superficial  Volume total de Diametro médio

Monolitos especifica poros de poros
(m? g7) (cm® g7) (nm)
Poli(TMPTA-co-EDMA) 64,97 0,166 10,2
MIP poli(TMPTA-co-EDMA) 134,67 0,413 12,3
Poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) 81,27 0,307 15,1

Os resultados da Tabela 6 mostram que tanto o poli(TMPTA-co-EDMA) quanto o
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) apresentam caracteristicas que permitem considera-los
como sorventes mesoporosos (dp entre 2 e 50 nm) com elevada porosidade, uma vez
que apresentam um volume total de poros relativamente grande (Thommes et al., 2015).
Os monolitos também apresentaram elevada &rea superficial especifica, em funcao da
elevada porosidade do material. Quando comparados os resultados do monolito de
poli(TMPTA-co-EDMA) nao impresso com o MIP do poli(TMPTA-co-EDMA), observou-se
um aumento acima de 100 % da area superficial e do volume total de poros com a
impressdo molecular. A area superficial do monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)
aumentou com a insercdo do acido metacrilico quando comparado ao monolito
equivalente de poli(TMPTA-co-EDMA). O didmetro médio de poros do MIP teve um
aumento de cerca de 20 %, provavelmente em fungédo da abertura dos poros provocadas
pela molécula da cafeina no processo de impressao molecular, comparado ao monolito
sem impressao, enquanto o poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) apresentou um aumento
ainda maior com a insercdao do MAA na estrutra monolitica.

As propriedades de poros e area superfical especifica dos monolitos foram obtidas
a partir da adsorcéo de gas nitrogénio nos monolitos. A Figura 18 apresenta os perfis
das isotermas nos monolitos NIP, MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) e do poli(TMPTA-co-
MAA-co-EDMA).
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Figura 18. Isotermas de adsorcao e dessorcao de gas N2 nos monolitos (A) NIP, (B) MIP de
poli(TMPTA-co-EDMA) e (C) poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA).

O perfil das isotermas obtidas pelos monolitos é do tipo IV de acordo com a
classificacdo da IUPAC (SING, 1982) e apresenta uma pequena histerese (diferenca
entre 0s processos de adsorcado e dessorcdao do N2 nos monolitos). Nas isotermas do
tipo IV observam-se distintos processos de adsorcao e dessorcao de N2 na superficie e
poros do monolito. Esse tipo de isoterma € caracteristica de materiais mesoporosos, com
didmetro médio entre 2 e 50 nm, corroborando com os resultados apresentados na
Tabela 6. A n&o sobreposicao dos processos de adsorcédo e dessorcao caracteriza uma
histerese do tipo H1 (SING, 1982), frequentemente associada a materiais porosos
consistindo em aglomerados esféricos aproximadamente uniformes em arranjos bastante
regulares. A diferenca de amplitude da histerese do NIP para MIP e do NIP para o
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) ndo caracteriza necessariamente uma auséncia ou

diminuicdo de poros, apenas a ocorréncia de uma alteracdo no processo de dessorgcao
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do gas nos poros. (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001; GILES et al., 1960;
THOMMES et al., 2015).

4.3.4 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura fornece importantes informacoes sobre a
morfologia dos monolitos e cavidades que permitam a permeabilidade de liquidos,
essenciais para as aplicacbes pretendidas. As micrografias dos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA), NIP e MIP, estdo apresentadas na Figura 19.

() (d)
Figura 19. Micrografias dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) (A) NIP 20kx;(B) NIP 10kx; (C)
MIP 20kx;(D) MIP 10kx.

Pelas micrografias da Figura 19 observa-se que os monolitos apresentam uma
superficie ndo uniforme com nucleos sélidos globulares e cavidades entre os glébulos
solidos, que correspondem aos macroporos da sua estrutura. Esta macroporosidade,
provavelmente interconectada, € que possibilita a permeabilidade de liquidos pela
estrutura monolitica observada nos testes de permeabilidade de liquidos. Além disso,
observou-se também que o NIP e MIP se assemelham, que € um bom indicio que a

50



estrutura monolitica ndo € alterada significativamente com a inclusao da molécula molde

de cafeina durante o processo de polimerizacao in situ na concentracao avaliada.

4.3.5 Analise termogravimétrica

O perfil termogravimétrico dos NIP e MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) foi avaliado
por andlise termogravimétrica (TGA, thermogravimetric analysis) e comparado com o
TMPTA e EDMA puro. O objetivo dessa medida foi avaliar a estabilidade térmica dos
monolitos e a presenca de residuos de mondmeros na estrutura monolitica. As curvas
TG obtidas para o NIP, MIP, TMPTA e EDMA estao apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Curvas TG para os monolitos NIP e MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) e para os
monémeros TMPTA e EDMA.

As curvas TG para os mondmeros e polimeros apresentaram apenas um Unico
evento térmico na faixa de temperatura analisada, correspondente a decomposicao
térmica dos compostos, resultando na decomposicao total dos materiais por volta de 450
°C. As temperaturas Tonset foram obtidas utilizando as ferramentas do software do
equipamento, Trios versdo 5.1.1 da TA instruments, e estdo descritas na Tabela 7.
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Tabela 7. Tonset do poli(TMPTA-co-EDMA) NIP e MIP e dos monémeros de TMPTA e EDMA
extraidas das curvas TG dos materiais e reagentes.

Material Tonset (°C)
NIP 339,61
MIP 341,32

TMPTA 386,04

EDMA 94,06

De acordo com a Figura 20 e a Tabela 7 observou-se que os monolitos
poliméricos NIP e MIP e o monémero TMPTA apresentam uma elevada estabilidade
térmica (339-386 °C), enquanto o mondémero de entrecruzamento EDMA possui uma
estabilidade térmica inferior (~94 °C). A polimerizacdo do TMPTA e EDMA para formar o
monolito poli(TMPTA-co-EDMA) permitiu que tanto o NIP quanto o MIP apresentassem
estabilidade térmica menor que a do TMPTA, porém bem maior que a do EDMA, sendo
uma forte evidéncia da formacdo de uma estrutura monolitica polimérica altamente

regular, sem a presenca de residuos dos monémeros.

4.3.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As estruturas quimicas dos monolitos foram analisadas por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, Fourier
transform infrared spectroscopy) a partir da caracterizacdo dos principais grupos
funcionais dos mondémeros presentes nos materiais monoliticos. A Figura 21 apresenta
os espectros FTIR dos monolitos NIP, MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) e poli(TMPTA-co-
MAA-co-EDMA).
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Figura 21. Espectro FTIR para (A) os monémeros TMPTA e EDMA e para (B) os monolitos NIP,
MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) e poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).

De acordo com a Figura 21, foi possivel identificar grupos funcionais presentes
nos monolitos NIP e MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) provenientes dos monémeros de
partida (TMPTA e EDMA). Os sinais em 1725 cm™ e 1120 cm™ séo caracteristicos dos
estiramentos -COO- e C-0O, respectivamente, presentes nos monémero TMPTA e EDMA.
A regido de 1500-1000 cm™ apresenta alargamento de todos os picos e bandas nos
espectros dos monolitos (Figura 21B) em comparagdo com o espectro dos monémeros
(Figura 21A). Esta € uma outra evidéncia da polimerizagdo do TMPTA e EDMA,
resultando em um espectro do polimero que registra uma somatéria de vibragdes de
estiramentos das unidades monoméricas alargando os sinais. Outra evidéncia da
polimerizagdo é o desaparecimento do pico em 1635 cm-' no espectro dos monolitos, o
sinal desta regiao é atribuido a vibracdo de estiramento da ligacdo C=C, existente nos
mondmeros, uma vez que as duplas ligacdes entre carbonos sdo rompidas no processo
radicalar para efetivar ligagdo entre as moléculas dos mondémeros durante a
polimerizacdo. Observa-se ainda, que houve um aumento na intensidade do sinal em
3400 cm™ no espectro do poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA), uma evidéncia que o monolito
com MAA absorveu uma quantidade maior de agua, e consequentemente, aumentou a
polaridade do monolito.

4.4 Capacidade adsortiva das fases monoliticas

A determinacao da capacidade adsortiva dos monolitos NIP e MIP de poli(TMPTA-
co-EDMA) foi realizada pelo contato com uma solugéo padrao aquosa de cafeina a 0,5
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mg L7'. A concentracdo da cafeina em solugdo foi medida periodicamente por
espectroscopia UV-vis em 274 nm para avaliar a quantidade adsorvida nos monolitos.
Inicialmente, foi construida uma curva analitica a partir de solugbes aquosas de cafeina
na faixa de 0,05 a 5,00 mg L', Figura 22, para a quantificacdo da cafeina que nao foi

adsorvida pelos monolitos em solugao.

da banda (u.a)

Area

e

0 i 2 3 4 5
Cafeina / mg 1

Figura 22. Curva analitica para quantificagéo espectrofotométrica de solucées aquosas

da cafeina em 274 nm.

A curva analitica para a cafeina, ap6s a regressao linear dos dados, apresentou
um coeficiente de determinacao (R?) de 0,9986, e a equacéo de reta: Ar = 1,23*[cafeina]
- 0,04373. O tempo de equilibrio para a adsorcéao da cafeina nos monolitos NIP e MIP foi
determinado a partir de medidas da absorbancia da solugcédo de cafeina periodicamente
apos o contato com os monolitos. O equilibrio foi alcangado em ambos os monolitos NIP
e MIP com 15 min como pode ser observado na Figura 23. No entanto, no MIP a cafeina
parece continuar adsorvendo lentamente apds os 15 min iniciais de adsor¢do rapida,
provavelmente, devido a interagées com sitios internos da estrutura monolitica & medida
que moléculas da cafeina lentamente se movimentavam pelos poros do material. No
processo estatico de interagdo o equilibrio € alcangado lentamente, porém considerando
que os monolitos serdo aplicados em processos de extragcao em fluxo continuo, como na
DPX, o tempo necessario para atingir o equilibrio das moléculas de cafeina com os

sorventes tendera a ser mais curto.
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Figura 23. Tempo de equilibrio para adsorcéo de cafeina nos monolitos de poli(TMPTA-co-
EDMA) (A) NIP e (B) MIP.

Através dos graficos da Figura 23 observou-se que a quantidade de cafeina
adsorvida no MIP no equilibrio foi de aproximadamente 0,0090 mg g*' enquanto no NIP
foi de aproximadamente 0,0057 mg g, mostrando que o MIP adsorveu 37% mais
cafeina que o NIP. Esta condicao era esperada uma vez que no MIP h& a presenca de
sitios ativos deixados pela cafeina no processo de impressao molecular.

Considerando o tempo necessario para que o equilibrio de adsor¢do da cafeina
nos monolitos seja alcancado de 15 min, foi realizado um estudo de adsorcdo nos
monolitos NIP e MIP variando a concentracdo da solucao de cafeina. Foram avaliadas a
adsorcdo de cafeina nos monolitos em 10 concentragdes diferentes na faixa de 0,05 a
5,00 mg L. Em cada solucéo foi utilizado um monolito, MIP ou NIP, deixado em contato
por 15 minutos o NIP e 100 min o MIP e, em seguida, foi medida a absorbancia da
solucao de cafeina. A relacdo entre as concentragcdes da cafeina em solucdo no
equilibrio (Ce) e a quantidade de cafeina adsorvida nos monolitos (ge) foi avaliada
graficamente a partir da equacédo linearizada de Langmuir (Equacédo 4) (LEANDRO-
SILVA et al., 2020).

6 1 €,
e K XQmax Omax

Equacao 4
Em que: C. = concentragdo no equilibrio (mg L); ge = quantidade de cafeina adsorvida no

equilibrio (mg g"); K = constante de Langmuir (L g''); Qmax = quantidade méxima de absorgéo.

As isotermas de adsorcao da cafeina nos monolitos NIP e MIP de poli(TMPTA-co-
EDMA) sdo mostradas na Figura 24.
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Figura 24. Isoterma de adsor¢éo da cafeina no monolito NIP de poli(TMPTA-co-EDMA), obtida a
partir do modelo linearizado de Langmuir.

A partir da isoterma de adsorgédo na Figura 24 foi realiza uma regressao linear dos
dados e obteve-se a Equagéo 5 com um coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9762.

Z—S = 4,86439 + 170,9342 x C, Equacao 5

Ao comparar o R? obtido com os valores de R? para estudo de isotermas,
observou-se que R? obtido é alto, € um indicio que o processo de adsorgdo da cafeina
no NIP se ajustou adequadamente ao modelo linearizado de Langmuir (quanto mais
proximo de 1 o valor do coeficiente de determinacao, melhor foi ajuste do modelo aos
dados experimentais). O modelo de adsorcdo ajustado indica que no NIP ocorre um
namero definido de interacbes da cafeina com os sitios ativos e que eles possuem
energia equivalente para apenas uma molécula ser adsorvida, ou seja, o processo de
adsorcdo ocorre na forma de monocamadas (SOUZA et al., 2007; DOTTO et al., 2011,
LEANDRO-SILVA et al., 2020).

Com o auxilio das Equacdes 4 e 5 determinou-se 0 Qmax tedrico é 0,0058 mg g,
que é a capacidade maxima de adsorgcdo da cafeina no poli(TMPTA-co-EDMA) NIP.
Contudo, o valor de Qmax tedrico difere ligeiramente da quantidade adsorvida da cafeina
experimentalmente (0,0086 mg g'). Esse valor de capacidade de retencdo é
relativamente baixo, o0 que era esperado ja que o NIP ndo possui sitios ativos deixados
pela cafeina durante o processo de polimerizagéo. E possivel determinar pelo modelo de
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Langmuir se a adsor¢do do soluto no sorvente é favoravel ou desfavoravel segundo o
fator de separacao RL (Equacao 6).
1

RL - 1+{K ¥ Cinicial) Equagao 6

Com o auxilio da Equagéo 6 determinou-se que o RL variou entre 0,2365 e 0,0058
mostrando que o processo de adsorcdo € favoravel (DOTTO et al.,, 2011; LEANDRO-
SILVA et al., 2020). O monolito MIP n&o foi bem ajustado para o modelo de Langmuir.
Sendo assim, testou-se o modelo linearizado de adsorcao de Freundlich (Equacéao 7),
relacionando a concentragdo de cafeina na solucao em equilibrio (Ce) e a quantidade
adsorvida nos monolitos MIP (qge) e aplicacdo o modelo de Freundlich, conforme
mostrado na Figura 25 (LEANDRO-SILVA et al., 2020).

logg, = logky + i logC, Equacao 7

Em que: Ce = concentragao no equilibrio (mg L™); ge = quantidade adsorvida no equilibrio (mg g
); Ke = constante de capacidade de adsorcdo de Freundlich (mg g'); n = coeficiente de
Freundlich.

-1,2
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Figura 25. Isoterma de adsor¢éo da cafeina no monolito MIP de poli(TMPTA-co-EDMA), obtida a
partir do modelo linearizado de Freundlich.

A partir dos dados da isoterma de adsorcao da cafeina no MIP (Figura 25), foi

aplicada a regressao linear aos dados, obtendo-se 0 modelo da Equacdo 8 com um
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9324.
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log g, = 0,73692 xlog C, — 1,94612 Equacao 8

Considerando o estudo de adsorgdo, observou-se que o R? possui um alto valor,
indicando que os dados experimentais se ajustaram bem ao modelo linearizado de
Freundlich, que explica bem o comportamento da adsorcéo da cafeina no MIP, ou seja, a
adsorcdo nao ocorre na forma de uma monocamada na superficie do adsorvente,
pressupde-se que nesse modelo 0 ge aumenta a medida em que Ce aumenta. A partir
das Equacdes 7 e 8 determinou-se que o valor de n foi de 1,35, indicando uma adsorcéao
favoravel da cafeina no monolito MIP e o do Kr foi 0,011 mg g'. Devido a falta de
parametro para determinar a capacidade maxima de absorcdo no modelo de Freundlich,
relaciona-se a constante de capacidade de adsorcdo de Freundlich (Kr) com a
quantidade adsorvida experimentalmente. Ao realizar essa comparacao observou-se que
a quantidade adsorvida de cafeina experimentalmente (0,036 mg g-') foi maior que o Kr
(OLSEN, WARANABE, 1957). O coeficiente de Freundlinch é um parametro utilizado
para determinar se a adsorgao é favoravel (1 < n < 10) ou desfavoravel (n < 1), logo a
adsorcado da cafeina pelo MIP é favoravel (LEANDRO-SILVA et al., 2020; FRANGOIS et
al., 2016). Além disso, observou-se que a quantidade adsorvida de cafeina experimental
e teoricamente no MIP (0,036 e 0,011 mg g°') foi maior que no NIP (0,008 e 0,006 mg g
) 0 que era esperado devido aos sitios ativos deixados pela molécula molde durante a
impressao molecular da cafeina no MIP de poli(TMPTA-co-EDMA). Com esses dados, foi
calculado o fator de impressao molecular da cafeina no MIP, de acordo com a Equacao
9 (GRYSHCHENKO; BOTTARO, 2014).

IF = Ju Equacédo 9

QNP

Em que: IF (imprinting factor) € o fator de impressdao da cafeina nos monolitos; Qur € a
capacidade maxima de adsorcao da cafeina no MIP e Qnir € a capacidade maxima de adsorgao
da cafeina no NIP de poli(TMPTA-co-EDMA).

O valor obtido considerando os dados de adsor¢do maxima de cafeina no MIP e
NIP obtidos pelos modelos de Freundlich e Langmuir, respectivamente, foi de 2,04
(tedrico) e 4,56 (experimental). Valores de IF acima de 1,0 sugerem uma alta afinidade
dos sitios de interacdo MIP e quanto maior o valor mais eficiente foi o processo de
impressao molecular (SPIVAK, 2005; GRYSHCHENKO; BOTTARO, 2014). Desta forma,
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pode-se considerar que a impressdo molecular da cafeina no monolito de poli(TMPTA-
co-EDMA) foi alcancada de forma satisfatoria.

4.5 Otimizacao da extracao de cafeina via DPX com poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)

E importante mencionar que os monolitos empregados para o estudo de aplicacdo
na extracao da cafeina de amostras aquosas foram os preparados com a adicdo de
acido metacrilico (MAA), o poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA), uma vez que os monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) MIP e NIP apresentaram maior hidrofobicidade e, em testes
realizados para a extragdo da cafeina, ndo alcangaram niveis de retencao satisfatorios
de cafeina. Mesmo o monolito impresso molecularmente apresentou baixa retencéao de
cafeina. Dessa forma, foi realizada a modificagdo do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA)
com o acido metacrilico para fornecer um grau de hidrofilicidade da estrutura monolitica.
Os monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) apresentaram maior retencdo de
cafeina em testes preliminares e, desta forma, foram escolhidos para avaliacdo da

extracdo de cafeina de amostras aquosas.
4.5.1 Uso de aditivos na amostra

A adicdo de eletrdlitos, o ajuste de pH, a adicdo de tensoativos entre outras
condigbes a amostra podem facilitar a retencdo do analito em fases sdlidas, devido a
processos de dessolvatagdo das moléculas do analito do solvente das amostras. Desta
forma, avaliou-se a adicdo de sais e 0 tamponamento da amostra aquosa de cafeina na
tentativa de aumentar a retencédo do composto nos monolitos.

Todas as amostras de agua foram fortificadas com 0,2 ug mL™" de cafeina. Foram
avaliadas as amostras de agua ultrapura, dgua com 5 % (m/v) de NaCl e agua
tamponada a pH 9,0 com acetato de aménio. Os monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-
EDMA) foram empregados na extracdo das amostras nas trés condi¢ces estudadas e os
extratos obtidos foram analisados por HPLC. A condicdo de melhor extracdo da cafeina
foi registrada no grafico da Figura 26.
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Figura 26. Extracé@o de cafeina pelos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) sob diferentes
condicbdes da amostra. N = 3.

De acordo com a Figura 26 observa-se que a cafeina é mais bem extraida em
amostra aquosa com adicdo de eletrolitos. A amostra aquosa tamponada em pH 9,00
apresentou a menor extracdo da cafeina pelos monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-
EDMA), uma possivel explicacao seria a neutralizacdo dos sitios acidos da fracao de
acido metacrilico da superficie do monolito, logo diminuindo a interacao entre 0 monolito
e a cafeina (THEODORIDIS, MANESIOTIS, 2002). A variagao da quantidade extraida de
cafeina na amostra aquosa sem aditivos foi a mais elevada, indicando uma baixa
repetibilidade nessa condigéo. Diferencas entre os monolitos, disponibilidade de sitios
ativos ou diferencas na solvatacado da cafeina pelas moléculas de agua podem ter sido
responsaveis por essa variagdo. Como visto anteriormente, a extracao da cafeina pelos
monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foi mais eficiente na amostra contendo 5 %
(m/v) de NaCl. A adicdo do NaCl visou promover o efeito salting-out no sistema de
extragdo, diminuindo a solubilidade da cafeina no meio aquoso e facilitando a sua
retencdo nos sitios ativos superficiais dos monolitos (GRECCO et al., 2018; MELWANKI;
FUH, 2008). Dessa forma, foi definida como condigdo de extracdo DPX da cafeina de
amostras aquosas pelo monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) a adicao de 5 % m/v
de NaCl as amostras, antes do processo de extracao.

Apds a definicdo da condic¢do inicial da amostra para a extragdo, foi avaliado o
namero de ciclos, de aspiracédo e expulsao do liquido da amostra pela ponteira contendo
o0 monolito, necessarios para uma maior retengéo da cafeina. Foram testados até 5 ciclos

de aspiracao e descarte da amostra pela ponteira contendo o monolito. A Figura 27
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apresenta a o efeito no nimero de ciclos de aspiracao/descarte da amostra na retencao
da cafeina no poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA).
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Figura 27. Extracédo da cafeina pelo monolito poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) em fungéo do

namero de ciclos de aspiragdo/descarte da amostra de agua com 5 % (m/v) de NaCIl. N = 3.

O numero de ciclos de aspiragdao/descarte da amostra pela ponteira contendo o
monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) apresenta efeito importante no processo de
retencdo e extragdo da cafeina. Como observado na Figura 27, até o terceiro ciclo de
aspiracdo ha um aumento na retencao e, consequentemente, na extracao da cafeina. O
aumento do numero de ciclos, no entanto, leva a uma diminuicdo da quantidade extraida
de cafeina. Na pratica, observou-se que apds 3 ciclos, a vazao de liquidos pelo monolito
diminuiu, provavelmente devido a efeitos de compressdo do monolito dentro da ponteira.
Além disso, é possivel que ocorra um efeito breakthrough na aspiracao/descarte da
amostra, em que em numeros maiores que 3 ciclos leva a lixiviagao da cafeina retida no
monolito pela propria amostra. Portanto, foram fixados trés ciclos de aspiragdo/descarte
da amostra com 5 % (m/v) de NaCl como melhor condicdo de retencao da cafeina nos

monolitos.
4.5.2 Solvente extrator

A segunda etapa do processo de extragcdo envolve a dessor¢do da cafeina dos
sitios ativos do monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA), empregando um solvente

extrator de maior afinidade pelo analito que o material polimérico. A escolha do solvente

61



extrator foi baseada naqueles mais polares, uma vez que a cafeina se apresenta como
uma substancia de polaridade elevada, LogP = -0,07 (PubChem, 2023). Foram avaliados
metanol, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio e metanol acidificado com 1 % (v/v)
CHsCOOH que foram eluidos pelos monolitos poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) contendo
a cafeina retida na primeira etapa do processo de extracdo DPX. O efeito do solvente

extrator na dessor¢édo da cafeina das ponteiras contendo os monolitos esta apresentado

na Figura 28.
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Figura 28. Efeito de solventes extratores na dessorgéo da cafeina dos monolitos de poli(TMPTA-
co-MAA-co-EDMA) no processo de extragdo DPX. N = 3.

De acordo com a Figura 28 a acetonitrila apresentou uma baixa capacidade de
remocao da cafeina dos monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA). O metanol, o
diclorometano e o cloroférmio apresentaram extracbes similares de cafeina dos
monolitos, no entanto, os solventes clorados durante o processo de extracdo sao
facilmente volatilizados, dificultando o processo de extragcdo em ciclos na ponteira. Logo,
determinou-se que o metanol seria um bom solvente extrator, porém, visando aumentar
a extracao da cafeina acidificou o metanol com 1% de acido acético. O efeito do acido foi
positivo no processo de extragdo, aumentando a taxa de dessorcdo da cafeina dos
monolitos, como pode ser observado na Figura 28. A presenca do acido no solvente
extrator pode ter aumentado o numero de interagbes intermoleculares do solvente
extrator com a molécula de cafeina, favorecendo uma maior dessorcdo dos monolitos.
Assim, foi fixado como solvente de eluicdo da cafeina dos monolitos contidos nas
ponteiras de micropipeta o metanol acidificado a 1% com &cido acético. Portanto,
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avaliou-se o numero de ciclos de eluigdo da cafeina da ponteira de poli(TMPTA-co-MAA-
co-EDMA) visando um aumento da eficiéncia de extracdao da cafeina pelo método DPX
com o sorvente monolitico. Testou-se a eluicdo da cafeina com até 4 ciclos de metanol
acidificado. O efeito do numero de ciclos de solvente extrator na eluicdo da cafeina esta

apresentado na Figura 29.
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Figura 29. Efeito do numero de ciclos de eluicdo com solvente extrator pelo monolito
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) para extracao da cafeina de amostras aquosas. N = 3.

De acordo com a Figura 29 observou-se que ao realizar até dois ciclos de eluicao
obteve-se uma menor extracao da cafeina, informando que apenas um ciclo nédo seria 0
suficiente para a dessor¢ao do composto no monolito. Assim como para o processo de
retencdo da cafeina no monolito, trés ciclos de eluicao foi o que resultou em melhor
dessorcao da cafeina. Acima de 3 ciclos houve uma diminuicdo na taxa de eluicao da
cafeina do monolito, provavelmente devido aos mesmos efeitos observados nos ciclos
de aspiracdo da amostra. Portanto, foram fixados trés ciclos de eluigdo da cafeina com o
metanol acidificado dos monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA).

4.5.3 Reutilizacao das fases monoliticas

ApGs a otimizagédo do processo de extracdo da cafeina de amostras de agua pelo
monolito de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) na ponteira de micropipeta, avaliou-se a
possibilidade de reutilizagcdo dos monolitos. Primeiramente, os monolitos usados na

extracdo da cafeina foram recuperados eluindo metanol em trés ciclos. Em seguida, os
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monolitos recuperados foram submetidos a extracdo da cafeina novamente e
comparados com a extracdo da cafeina das mesmas amostras de agua por monolitos de
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) novos. A Figura 30 apresenta o desempenho dos
monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) apés trés ciclos de limpeza com metanol e
de monolitos novos na extracdo de cafeina de amostra aquosa, nas condi¢des

previamente otimizadas.
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Figura 30. Reutilizacao dos monolitos na extracao de cafeina de amostras de agua. N = 3.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 30 a reutilizagcdo dos
monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) por mais uma vez nao apresentou qualquer
perda significativa de desempenho comparada a monolitos novos. A perda de
desempenho foi de apenas 2,6 % na extragdo da cafeina da mesma amostra de agua.
Desta forma, pode-se reutilizar os monolitos no processo de extragdo de cafeina apds
uma simples eluicdo de metanol em trés ciclos empregando os monolitos em ponteiras

de micropipeta previamente utilizados.

4.5.4 Comparacao das extracoes da cafeina pelas fases monoliticas na ponteira

Para a comprovacédo de qual melhor monolito produzido neste trabalho extrairia
uma maior fragao da cafeina de uma solucao aquosa, testou-se as condicdes otimizadas
da extragdo DPX empregando o poli(TMPTA-co-EDMA), o poli(TMPTA-co-EDMA)
impresso molecularmente com cafeina e o poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) na ponteira
de micropipeta, obtendo-se os resultados apresentados na Figura 31.
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Figura 31. Comparacao da extracao da cafeina de amostras de agua pelos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) e poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA): (A) retengéo da cafeina nos monolitos
e (B) eluigéo da cafeina dos monolitos. N = 3.

De acordo com a Figura 31A observa-se que o poli(TMPTA-co-EDMA) resultou na
menor retencdo da cafeina comparada aos outros monolitos, o que era esperado tendo
em vista que o NIP se apresenta como o monolito mais hidrofébico e que nao possui
nenhum sitio de interacdo especifica com a cafeina. Em contraposicéo, o poli(TMPTA-
co-EDMA) MIP e o poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) apresentaram retengées muito
similares de cafeina, indicando que tanto o monolito impresso molecularmente quanto
aquele com a insercdo de monOmero polar apresentam sitios de interacdes mais
adequados a cafeina. Porém, a eluicdo da cafeina (Figura 31B) foi mais facilitada do
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) do que para o MIP, demonstrando que a interagcdo da
cafeina com o MIP pode ser mais forte e dessa maneira dificultando a sua retirada
posteriormente com o solvente extrator. Portanto, apesar da impressdo molecular ter
sido bem-sucedida, como apresentada no item 4.3.3, o monolito de poli(TMPTA-co-MAA-
co-EDMA) apresentou maior extracdo da cafeina do que o MIP de poli(TMPTA-co-
EDMA). Logo, aplicou-se o poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) na extragdo de cafeina de
amostras aquosas.

4.6 Aplicabilidade da extracao DPX com poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)

O método de extracdo DPX com os monolitos de poli(TMPTA-co-MA-co-EDMA),
nas condicoes previamente otimizadas, foi aplicado na extracdo de cafeina de trés
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amostras de agua fortificadas a 0,2 ug mL': agua do Ribeirdo S&do Lourenco,
ltuiutaba/MG; agua de torneira, e; agua ultrapura. A agua da torneira, coletada no
laboratério, trata-se da agua do mesmo Ribeirdo Sdo Lourengo, porém submetida a
Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) da cidade de ltuiutaba/MG. A Figura 32
apresenta os resultados da aplicacdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)

na extracao DPX de cafeina das amostras de agua.
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Figura 32. Retencao e eluicdo da cafeina extraida de amostras de agua fortificadas pelo método
otimizado DPX com os monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA). N = 3.

De acordo com a Figura 32, observou-se que os monolitos de poli(TMPTA-co-
MAA-co-EDMA) extrairam, em média, quantidades similares de cafeina das amostras de
agua do Ribeirdao Sao Lourenco e da agua ultrapura, porém em menor proporcao das
amostras de agua da torneira, apesar da dispersao dos resultados nesta amostra incluir
a quantidade extraida dentro da mesma faixa que as demais amostras. Apesar dessa
menor extracdo da cafeina, em média, das amostras de agua de torneira, o metanol
acidificado possibilitou maior eluicdo da cafeina na segunda etapa do processo de
extracdo DPX para estas amostras. Essa diferenca é observada em outros trabalhos da
literatura e séo justificadas pela possivel acdo de substancias, empregadas na ETA, que
estdo dissolvidas na agua e reduzem as forcas de interacdo entre as moléculas da
cafeina e os sitios dos monolitos (JOGODA; ZUKOWSKI; DABROWSKA, 2015; BURGE
et al., 2003). Das amostras de agua ultrapura e do Ribeirdo Sao Lourenco, foram
dessorvidas quantidades entre 28 e 35 % de cafeina dos monolitos comparadas as

quantidades extraidas inicialmente. Apesar destes resultados, a extracdo DPX da
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cafeina das amostras de agua de torneira sugerem que o uso de aditivos nas amostras
de agua antes da extracdo podem favorecer uma maior dessor¢cdo da cafeina dos
monolitos na etapa de eluicado do método DPX.

Para fins de comprovacdo, a amostra de agua do Ribeirdo Sao Lourengo foi
também extraida por um método SPE sob condicbes otimizadas e validadas para
amostras de agua similares (BURGE et al., 2003). A retencédo e dessorcao da cafeina
das fases solidas a base de Cis e dos monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA)

produzidas neste trabalho estdo apresentadas na Figura 33.
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Figura 33. Comparacao dos métodos SPE e DPX com monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-
EDMA) na extracdo de cafeina de agua e na posterior eluicdo da cafeina do sorvente. N = 3.

Observa-se na Figura 33 que o sorvente Cis da SPE retém maior quantidade de
cafeina que o monolito de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA), porém esta situacao ja era
esperada, uma vez que a quantidade de sitios ativos no monolito € significativamente
inferior a presente na fase soélida, em uma maior massa dentro do cartucho de SPE.
Apesar disso, observou-se que a eluicao da cafeina da fase sélida nos cartuchos SPE foi
proporcionalmente, em relacdo a quantidade retida, similar a eluicdo da cafeina dos
monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA). E importante mencionar que, em todos os
estudos realizados para otimizacao e aplicacdo dos monolitos na extracao da cafeina de
amostras aquosas, houve uma repetibilidade do processo de extracdo DPX com o
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA), indicando boa precisao do método.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, conclui-se que foi possivel produzir um monolito a
base de poli(trimetilolpropano triacrilato-co-etilenoglicol) e  poli(trimetilolpropano
triacrilato-co-acido metacrilico-co-etilenoglicol dimetacrilato) com as caracteristicas
desejaveis para um processo de extragdo em fluxo, sem a necessidade de uso de
bombas de pressdo ou de vacuo para passagem de liquidos. A condigdo na qual o
monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) apresentou melhores resultados foi a que utilizou o
solvente porogénico isopropanol na proporcao de 70 % para 10 % de TMPTA e 20 % de
EDMA termopolimerizado a 60 °C por 20 h, empregando o AIBN a 1 % v/v como
iniciador radicalar. Essa mesma condicao foi utilizada para o processo de adicao de um
mondmero com maior polaridade e o melhor resultado foi obtido com a condi¢ao 5 % de
TMPTA e
5 % de MAA. A partir da condicado do poli(TMPTA-co-EDMA) sintetizou-se o monolito
impresso molecularmente com cafeina, sendo a concentracdo de 0,01 mol L' de cafeina
solubilizada no solvente porogénico a condigdo estabelecida. A caracterizagéo fisico-
quimica e térmica dos monolitos confirmou a presenca de sinais de infravermelho
caracteristicos dos monémeros na estrutura monolitica, bem como perfis térmicos de
curvas TG que sugerem uma estrutura bastante regular contendo EDMA e TMPTA nos
monolitos. A caracterizagdo morfologica indicou que os monolitos apresentam nucleos
sélidos globulares entremeados de macroporos que fornecem a permeabilidade de
liquidos pela estrutura monolitica tanto do poli(TMPTA-co-EDMA) como do poli(TMPTA-
co-MAA-co-EDMA). Os monolitos apresentaram elevada area superficial especifica e
elevada porosidade, porém o MIP de poli(TMPTA-co-EDMA) apresentou praticamente o
dobro da area superficial e do volume total de poros do NIP e do poli(TMPTA-co-MAA-
co-EDMA). Estudos de adsorcao da cafeina nos monolitos indicaram uma interacdo da
cafeina com o polimero impresso molecularmente de forma mais intensa que o monolito
sem impressao, e que o fator de impressao calculado pelos dados de adsorgéo indicou
boa eficiéncia no processo de impressao molecular.

Os monolitos de poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) foram aplicados na extracao de
cafeina de amostras aquosas. A otimizacdo da extracdo da cafeina pelo monolito de
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) resultou na extracao do composto de amostras de agua
aditivadas com 5 % (m/v) de NaCl, sendo aspiradas em 3 ciclos pela ponteira contendo o

68



monolito e, posteriormente aspirando metanol acidificado com 1% de &cido acético, em
trés ciclos, para dessorcao da cafeina. A aplicacao do poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)
em amostras aquosas mostrou que o0 monolito consegue realizar a extracdo da cafeina
de aguas.

Além da eficiéncia da extracao, outra grande vantagem do monolito é o tempo de
extracdo da cafeina que é em torno de 5 a 10 minutos. Desta forma, foi possivel
desenvolver um dispositivo DPX baseado em sorvente monolitico polimérico de
poli(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) para extracdo da cafeina em agua de forma simples,

facil, totalmente portétil, rapida e economicamente viavel.
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