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RESUMO

Métodos de preparo de amostras rapidos, ecologicamente corretos e portateis na analise quimica
tem sido amplamente almejados. Um método que tem recebido aten¢do ¢ a extracdo em ponteira
descartavel (DPX), na qual um sorvente particulado ¢ disperso dentro de uma ponteira, retido por
filtros de Teflon. No entanto, dois fatores ainda limitam maiores aplicagdes da DPX (i) baixa
disponibilidade de sorventes, limitando a sua seletividade e (ii) a pressdao necessaria na sucgao e
dispensa de liquidos devido a resisténcia provocada pelos filtros de Teflon. A proposta deste
trabalho ¢ tornar a DPX totalmente portatil e seletiva, preparando e funcionalizando monolitos
poliméricos macroporosos dentro de ponteiras descartaveis. Assim, foi realizada a termo
polimerizacao in situ de triacrilato de trimetilolpropano (TMPTA), acido metacrilico (MAA) e
dimetacrilato de etilenoglicol (EDMA), utilizando 2,2-azobisisobutironitrila como iniciador
radicalar e polietilenoglicol (PEG) e isopropanol como porogénicos a 60 °C por 20 h. A
funcionalizagdo do monolito ocorreu via impressao molecular (MIP) de N-nitrosodimetilamina
(NDMA). A preparagdo do sorvente monolitico foi otimizada, avaliando as razdes molares de
TMPTA:EDMA, de monomero:solvente porogénico e de MAA:NDMA, e solventes porogénicos,
monitorando o fluxo de liquidos através dos monolitos. Os monolitos moldados na ponteira com
100 uL da mistura monomérica apresentaram como condi¢ao 6tima de preparacao: isopropanol e
PEG como solventes porogénicos, razao TMPTA:EDMA:MAA:porogénico (4%:14%:2%:80%).
Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impressos molecularmente com NDMA
apresentaram uma estrutura solida globular com longos canais interconectados, macroporosidade
> 60 % e area superficial especifica de até 81 m? g!, resultando em vazdes de liquido de 1,24 mL
min!. A impressdo molecular do NDMA foi otimizada na razio molar de 1,28 mmols:1 mol de
MAA:NDMA, com fator de impressao de 3,75. O monolito poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)
impressos com NDMA foram otimizados para a extragdo DPX em fluxo do NDMA de amostras
aquosas de formulacdes farmacéuticas, estabelecendo como condi¢des 6timas 2,0 mL de amostra
em ciclo tnico e elui¢do com 500 pL de acetonitrila em dois ciclos. Os extratos obtidos foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). O método
DPX proposto resultou em uma extracdo em fluxo do NDMA de 70 %, com fator de concentracdo
de 4x e limite de quantificagdo de 1,71 ng mL™!. Desta forma, o método DPX com poli(TMPTA-
co-EDMA-co-MAA) impresso com NDMA opera no modo de extracdo em fluxo e pode ser
considerado simples, seletivo ao NDMA, de boa detectabilidade, econdmico e totalmente portatil,

se tornando uma alternativa na determina¢ao do contaminante em formulagdes farmacéuticas.



ABSTRACT

Fast, environmentally friendly and portable sample preparation methods for chemical analysis
have been widely sought after. One method that has received attention is disposable tip extraction
(DPX), in which a particulate sorbent is dispersed inside a tip, retained by Teflon filters. However,
two factors still limit further applications of DPX (i) low availability of sorbents, limiting its
selectivity and (i1) the pressure required for suction and dispensing of liquids due to the resistance
caused by the Teflon filters. The aim of this work is to make DPX fully portable and selective by
preparing and functionalizing macroporous polymer monoliths inside disposable tips. Thus, in situ
thermo-polymerization of trimethylolpropane triacrylate (TMPTA), methacrylic acid (MAA) and
ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) was carried out using 2,2-azobisisobutyronitrile as a
radical initiator and polyethylene glycol (PEG) and isopropanol as porogens at 60 °C for 20 hours.
The monolith was functionalized via molecular imprinting (MIP) of N-nitrosodimethylamine
(NDMA). The preparation of the monolithic sorbent was optimized by evaluating the molar ratios
of TMPTA:EDMA, monomer:porogenic solvent and MAA:NDMA, and porogenic solvents,
monitoring the flow of liquids through the monoliths. The monoliths molded on the tip with 100
uL of the monomer mixture had the following optimum preparation conditions: isopropanol and
PEG as porogenic solvents, TMPTA:EDMA:MAA:porogenic ratio (4%:14%:2%:80%). The
poly(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) monoliths molecularly imprinted with NDMA showed a
globular solid structure with long interconnected channels, macroporosity > 60 % and a specific
surface area of up to 81 m? gl resulting in liquid flow rates of 1.24 mL min™'. The molecular
printing of NDMA was optimized at a molar ratio of 1,28 mmols:1 mol of MAA:NDMA, with a
imprinting factor of 3.75. The poly(TMPTA-co-MAA-co-EDMA) monoliths imprinted with
NDMA were optimized for the DPX flow extraction of NDMA from aqueous samples of
pharmaceutical formulations, establishing as optimum conditions 2.0 mL of sample in a single
cycle and elution with 500 pL of acetonitrile in two cycles. The extracts obtained were analyzed
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The proposed DPX method
resulted in a flow extraction of NDMA of 70%, with a concentration factor of 4x and a
quantification limit of 1.71 ng mL™. Thus, the DPX method with poly(TMPTA-co-MAA-co-
EDMA) imprinted with NDMA operates in flow extraction mode and can be considered simple,
selective to NDMA, with good detectability, economical and totally portable, making it an

alternative for determining the contaminant in pharmaceutical formulations.
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1.1 Nitrosaminas

As N-nitrosaminas sao compostos N-nitrosos conhecidas por serem carcinogénicas € por
serem encontradas em varios produtos, como alimentos, bebidas, medicamentos, amostras
bioldgicas e outros, esses compostos t€m um grupo nitroso ligado a um grupo amino (SGROI et
al., 2018). Podem surgir como impurezas nos produtos devido a alteragdes quimicas durante a
fabricagdo ou armazenamento de farmacos, ou podem ser estimuladas a surgirem como em estudos
de degradacao for¢ada (PARR, JOSEPH, 2019, GOLOB et al., 2023). Estudos de degradacao
forcada sdo empregados para avaliar a estabilidade do firmaco, expondo o ingrediente
farmacéutico ativo (AP, active pharmaceutical ingredient) ¢ o produto acabado (formulacao
farmacéutica) a condig¢des de estresse, como luz, temperatura, umidade, hidrdlise acida, hidrolise
alcalina e oxidacdo (ANDREWS, SHEN, 2013).

Em 2018, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, European Medicines Agency)
identificou a presenca de N-nitrosodimetilamina (NDMA), uma impureza do tipo N-nitrosamina
em APIs do medicamento valsartana (anti-hipertensivo). Posteriormente, outras N-nitrosaminas
foram detectadas em farmacos do grupo das "sartanas", bem como em nizatidina, ranitidina
(antiulcerosos) e metformina (antidiabético). Em resposta a essas descobertas, as agéncias
reguladoras estabeleceram prazos para que as industrias farmacéuticas e fabricantes de APIs
analisassem seus produtos e processos de fabricagdo, avaliando o risco de formagdo ou
contaminag¢do por N-nitrosaminas (ANVISA ,2022).

A pesquisa sobre a quimica das nitrosaminas remonta ao século passado, sendo
impulsionada nas décadas de 1950, que associaram essas substancias ao desenvolvimento de
cancer (LIJINSKY, CONRAD, VAN DE BOGART, 1972). Ja no final da década de 1950 ¢ inicio
da década de 1960, dados da Noruega indicavam a presenca de nitrosaminas como causa de
hepatotoxicidade em animais alimentados com ragado tratada com nitrito (ENDER et al., 1964). Na
Noruega, entre 1957 e 1962, observou-se que animais alimentados com rag¢do de peixe, contendo
altas concentragdes de nitrito, desenvolviam desordens hepaticas e cancer. A contaminagao da
racdo com NDMA, formada a partir da nitrosagdo de aminas na rac¢ao foi identificada como a causa
principal (ENDER et al., 1964). Ao longo da década de 1960, relatos adicionais sobre a presenga
e formagao de N-nitrosaminas em ragdes motivaram pesquisadores a investigar esses compostos
em diversas matrizes, encontrando-as em cervejas na Alemanha e em alimentos, como produtos
carneos curados (LI, ARNOLD, HOZALSKI, 2024).

Lijinsky et al. (1972) observaram a possivel formagao de NDMA in vivo pela ingestdo de

alimentos ricos em nitrito, junto com insumos farmacéuticos ativos contendo aminas terciarias
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(LIJINSKY, CONRAD, VAN DE BOGART, 1972). Em 1981, a presenca de NDMA e NDEA (N-
nitrosodietilamina) foi detectada em formulagdes de medicamentos contendo aminofenazona,
oxitetraciclina e dissulfiram. O NDMA foi detectado em concentragdes que variaram de 1 a 900
ng kg! em medicamentos a base de aminofenazona, enquanto medicamentos contendo dissulfiram
apresentaram teores de NDEA em concentragdes na faixa de 94 a 980 ug kg' (CASTEGNARO,
PIGNATELLI, WALKER, 1981).

Outros componentes presentes na formulacdo de medicamentos também podem ser
responsaveis pela geracdo de N-nitrosaminas. Em 1987, Dawson e Lawrence relataram a
contaminagdo de medicamentos vendidos no Canada por N-nitrosaminas. Dos 34 medicamentos
analisados, 21 estavam contaminados com NDMA e NDEA em concentragdes de até 12 pg kg™ e
0,6 pg kg!, respectivamente. Em muitos casos, os APIs dos medicamentos ndo continham em suas
estruturas os precursores que justificassem a presenca das N-nitrosaminas identificadas. Segundo
os autores, ¢ provavel que as N-nitrosaminas tenham sido formadas a partir dos excipientes e
também possam ter sido transportadas pela 4dgua e/ou solventes utilizados no processo de
fabricagdo. Os medicamentos analisados incluiam os APIs amitriptilina, cloranfenicol,
clorpromazina, dimenidrinato, eritromicina, imipramina, promazina, propoxifeno, trimipramina e
tetraciclina (DAWSON, LAWRENCE, 1987).

Em 1994, Atawodi e Spiegelhalder constataram que preparagdes medicinais contendo
plantas tropicais nigerianas continham niveis variados de aminas primarias e secundarias, além de
nitratos e nitritos em menor concentragdo (ATAWODI, 2003). Diante dessa descoberta e
considerando que o amplo uso de preparacdes de plantas medicinais para fins terapéuticos e
profilaticos poderia expor a populacdo a compostos N-nitrosos formados endogenamente, os
mesmos autores investigaram a possivel formag¢do de N-nitrosaminas volateis ao expor as
preparagdes medicinais a uma solucdo que simulava as condi¢des gastricas (ATAWODI et
al.,1995).

A possivel contamina¢do de medicamentos por N-nitrosaminas tornou-se uma preocupagao
de saude publica recentemente quando a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) foi informada
de que algumas empresas detectaram NDMA em seu API valsartana. Essa notificagdo resultou no
recolhimento desse medicamento nos paises membros da Unido Europeia. Posteriormente, estudos
confirmaram que a presen¢a de N-nitrosaminas ndo estava restrita aos medicamentos contendo o
API valsartana, sendo identificadas também em outros APIs da classe das "sartanas", como
losartana e ibersartana (WU, ESERIAN, LOMBARDO, 2022)

Apoés esses incidentes, niveis preocupantes de N-nitrosaminas foram detectados em

medicamentos contendo APIs tanto da classe das "sartanas" quanto de outras classes, levando ao
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recolhimento de centenas de lotes de medicamentos em todo o mundo. Dentre as N-nitrosaminas

identificadas, destacam-se a NDMA, NDEA, N-nitrosodiisopropilamina (DIPNA), etilisopropil-

nitrosamina (EIPNA),

acido N-nitroso-N-metil-4-aminobutirico (NMBA),

N-nitroso-N'-

metilpiperazina (MNP) e metilfelinitrosamina (NMPA). As estruturas quimicas das principais N-

nitrosaminas e algumas propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas das principais N-nitrosaminas encontradas em

Nitrosaminas
(Abreviacdo)

N-nitrosodimetilamina
(NDMA)

N-nitrosodietilamina
(NDEA)

N-nitrosomorfolina
(NMOR)

N-nitrosodiisopropilamina
(DIPNA)

Etilisopropil-nitrosamina
(EIPNA)

N-nitrosodibutilamina
(NDBA)

Acido N-nitroso-N-metil-4-
aminobutirico
(NMBA)

N-nitroso-N"-
metilpiperazina
(MNP)

Metilfenilnitrosamina
(NMPA)

medicamentos.

CAS

Formula Molecular
Massa molar (g mol!)

62-75-9
CoHgN>O
74,08

55-18-5
C4H10N2O
102,14

59-89-2
C4HsN>O»
116,12

601-77-4
CsH14N20
130,19

16339-04-1
CsHi12N>O
116,16

924-16-3
CsHisN>O
158,14

61445-55-4
CsHi10N203
146,14

16339-07-4
CsH11N3O
129,16

614-00-6
C7H3N2O
136,15

Estrutura quimica

LogP

0,57

0,48

-0,44

1,38

0,77

1,49%
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1.1.1 N-nitrosodimetilamina

A N-Nitrosodimetilamina (NDMA) ¢ a mais simples das substancias pertencente ao grupo
das N-nitrosaminas. Essas substancias tém sido objeto de intensa pesquisa e atengao devido ao seu
potencial carcinogénico em seres humanos. A NDMA, em particular, ganhou destaque nos tltimos
anos devido a sua detecgdo em medicamentos, levando a preocupacdes significativas em relacao
a seguranca dos produtos farmacéuticos (SCHMIDTSDORFF et al., 2022).

A NDMA pode se formar em ambientes diversos além dos medicamentos, incluindo
processos industriais, produtos alimenticios e até mesmo na agua. Sua presen¢a em formulagdes
farmacéuticas tornou-se um ponto critico devido ao risco potencial a saide dos consumidores. A
compreensdo dos mecanismos de formacao, as fontes potenciais de contaminagdo e os impactos
na saide humana sdo elementos cruciais para abordar os desafios associados a presenca da NDMA
em produtos farmacéuticos e em diversos contextos ambientais (TUESUWAN;
VONGSUTILERS, 2021; AGLIO et al., 2022).

A estrutura geral de uma N-nitrosamina, conforme ilustrada na Figura 1, é caracterizada
pela presenca de um grupo N-nitroso alifatico ligado a uma amina. Essa estrutura inclui uma dupla
ligacdo entre os a&tomos de nitrogénio, além da ligagdo de um desses atomos a radicais especificos
(representados por R1 e R2), enquanto o outro dtomo se conecta a um oxigénio. Portanto, a
formacdo da N-nitrosamina requer a presenca de grupos aminas secundarias, terciarias,
quaterndrias ou outros derivados de aminas (como cianamidas, guanidinas, amidinas,
hidroxilaminas, hidrazinas, hidrazonas e hidrazidas) como um dos precursores (TUESUWAN;

VONGSUTILERS, 2021; PARR; JOSEPH, 2019).

Figura 1. Reac@o geral da formagdo de uma N-nitrosamina.
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Fonte: Adaptado de (ANVISA, 2022).

O processo de formagdo das nitrosaminas ocorre a partir da nitrosacdo de aminas e agentes
nitrosantes, geralmente compostos que contém grupos NOx, sob condi¢des especificas de reacao.
A nitrosacdo de aminas secundarias, tercidrias € compostos de amonio quaternario pelo acido

nitroso (Figura 1) exemplifica o processo geral de formagdo desses compostos. A estrutura final
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da nitrosamina resultante ¢ determinada principalmente pela estrutura da amina que foi submetida
ao processo de nitrosagdo (TUESUWAN; VONGSUTILERS, 2021).

A formagao de NDMA a partir de farmacos ¢ um processo que pode ocorrer durante
diversas etapas, desde a fabricacao até o armazenamento desses medicamentos. NDMA ¢ uma N-
nitrosaminac com alto potencial carcinogénico em humanos. A formacdo desse composto
especifico a partir de firmacos envolve a interacao de precursores, geralmente aminas secundarias
ou tercidrias presentes nos farmacos, com agentes nitrosantes, frequentemente nitritos ou outros
compostos que contém nitrogénio oxidado (HARMON, 2023; SONG et al., 2023).

De uma forma geral, a formag¢ao de NDMA nos medicamentos pode ocorrer por processos
distintos:

1. Presenca de precursores: farmacos contendo aminas secundarias ou terciarias em suas
estruturas, as quais podem atuar como precursores para a formac¢ao de N-nitrosaminas;

2. Introdugdo de agentes nitrosantes: durante a fabricacdo, armazenamento ou em condic¢des
ambientais especificas, os farmacos podem entrar em contato com agentes nitrosantes,
como nitritos provenientes de impurezas, reagcdes quimicas ou contaminagao ambiental;

3. Reacgdo de nitrosag¢do: a reacao de nitrosagdo ocorre quando as aminas secundarias ou
terciarias presentes nos farmacos reagem com os agentes nitrosantes, resultando na
formagao de N-nitrosaminas, incluindo a NDMA. A nitrosacdo pode ser favorecida em
condi¢des como presenca de luz, calor, acidez ou outros catalisadores;

4. Condigoes propicias para formagdo: Fatores como pH, temperatura e presenga de outros
compostos podem influenciar a taxa e a eficiéncia da formag¢ao de N-nitrosaminas.

A industria farmacéutica ¢ submetida a regulamentagdes rigorosas para garantir a
qualidade, seguranca e eficacia dos produtos. A detec¢do de NDMA em farmacos tem levado a
recolhimento de produtos e investigacdes para reduzir os riscos a saude publica. A identificacao
de niveis elevados de NDMA em alguns APIs resultou em preocupacgdes significativas em relacdo
a seguranga desses medicamentos. Os APIs que demonstraram a formagdo excessiva de NDMA,
ultrapassando as dosagens permitidas, incluem a valsartana, irbesartana, losartana, metformina,
ranitidina e nizatidina (PALMA et al., 2023; ALSOLAIS et al., 2023). As estruturas quimicas

desses APIs estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Estruturas quimicas de insumos farmacéuticos ativos em medicamentos que apresentaram

NDMA. Valsartana (A), losartana (B), irbesartana (C), ranitidina (D), metformina (E) e nizatidina (F).

A) HN/N\\ ®)
N
>~/
N

/\/YN oH \NT\/\

HO

O/é\ cl

© Q L (D)/ | P

o//\NH SW/\N/
N \

Fonte: Adaptado de (AGILO et al., 2022).

Estudos recentes evidenciaram que a presenga de NDMA na ranitidina ¢ resultante da
degradagdo intrinseca do API, mesmo na auséncia de agentes nitrosantes. Isso ocorre devido a
instabilidade inerente do grupamento nitro que pode desencadear a nitrosacdo. Ao analisar a
degradacao forcada e a estabilidade acelerada para este farmaco, observa-se que condigdes como
alta umidade relativa, elevada temperatura, presenca de luz e oxigénio contribuem para uma
degradagdo acelerada, promovendo a formagdo de NDMA (TUESUWAN; VONGSUTILERS,
2021; PALMA et al., 2023; HARMON, 2023).

A determinagdo precisa e continua da presenga de (NDMA) em produtos farmacéuticos ¢

de suma importancia devido as implicagdes criticas para a saude publica. A NDMA ¢ classificada
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como um composto carcinogénico potencial, e sua presenca acima dos limites permitidos,
96 ng/dia, representa um sério risco para os pacientes que consomem esses medicamentos. Assim,
o monitoramento do teor de NDMA ¢ vital para garantir a conformidade dos produtos
farmacéuticos com os padrdes regulatorios estabelecidos. A identificacdo precisa dos APIs
propensos a formacdo de NDMA e as condi¢des que favorecem essa reagdo sdo essenciais para
aprimorar as praticas de fabricagdo e armazenamento (GOLOB et al., 2023; KALAUZ et al.,
2023). A seguranca e eficacia dos tratamentos farmacé€uticos dependem da eliminagdo ou
minimizagdo dos riscos associados a presenca de NDMA. Portanto, a determinagdo cuidadosa
desse composto contribui diretamente para a prote¢do da saude dos consumidores, bem como para
a preservagdo da integridade e confiang¢a na industria farmacéutica.

Diante disso, torna-se necessaria a aplicagao de métodos de preparo de amostras confiaveis
na extragdo de NDMA e/ou outras N-nitrosaminas em diversas matrizes, incluindo amostras
farmacéuticas, fluidos biologicos como sangue, saliva e urina, entre outros. A escolha cuidadosa
de métodos de preparo de amostras desempenha um papel fundamental na obten¢ao de resultados
confidveis e representativos. Métodos que assegurem a detectabilidade, seletividade e eficiéncia
na extracdo desses compostos carcinogénicos sdo cruciais para a precisdo das andlises. Essa
abordagem ¢ essencial ndo apenas para monitorar a presenca de NDMA, mas também para garantir

a seguranga ¢ qualidade dos produtos farmacéuticos.

1.2 Métodos de preparo de amostras

A andlise de contaminantes em diferentes tipos de amostras requer quatro etapas
laboratoriais de fundamental importancia: coleta da amostra, preparagao da amostra, determinagao
instrumental e avaliagdo dos resultados (TOBISZEWSKI et al., 2009). Dentre estas etapas a
preparacdo de amostra € aquela que apresenta o maior tempo gasto, cerca de 60 % do tempo total,
e o maior percentual de erro, ~61 % do total de erro em uma andlise quimica, tornando-se, portanto,
uma etapa critica de todo o processo (MAJORS, 2015). Os objetivos de uma preparagdo de
amostras envolvem o isolamento dos analitos da matriz, a eliminagao de interferentes naturais ¢ a
concentragdo dos analitos para niveis adequados para a detec¢do instrumental (NGUYEN et al.,
2010; BURATO et al., 2020).

Os métodos de preparacdo de amostras convencionais sao laboriosos, com alto consumo
de tempo e de solventes organicos toxicos e caros, que acabam levando a perdas dos analitos e
gerando grandes volumes de residuos tdo téxicos quanto os proprios contaminantes a serem

determinados (MAJORS, 2015; BURATO et al., 2020). Dentre os métodos de preparacdo de



26

amostras mais empregados na extracao de contaminantes de farmacos podem ser citadas a extracao
liquido-liquido (LLE, [liguid-liquid extraction) (NEVES et al, 2022; SMIRNOVA;
LYSKOVTSEVA; PLETNEYV, 2021), extracdo em fase solida (SPE, solid-phase extraction) (HU
et al., 2021; KARRAT; AMINE, 2021), microextracdo em fase solida (SPME, solid-phase
microextraction) (FENG et al., 2021; ROY et al., 2021), extragdo sortiva em barra magnética
(SBSE, stir bar sorptive extraction) (HASHEMI; KAYKHALII, 2021; CUI et al., 2021), entre
outras.

A extracao liquido-liquido também conhecida por extracdo com solventes foi o principal
método de preparagdo de amostras visando a extracdo de contaminantes organicos por
praticamente um século. Apesar de alta eficiéncia na extracdo de analitos, uma série de
dificuldades como necessidade de uma etapa de limpeza, formacao de emulsdo, dificuldade de
concentragdo de analitos em niveis traco e alto consumo de solventes orgéanicos e toxicos, levaram
a busca por métodos mais completos de preparagdao de amostras (KANNOUMA et al.,2022).

A técnica de extragdo SPE ¢ usualmente empregada para pré-concentragdo do analito de
interesse e consiste em extrair os analitos presentes em uma matriz liquida por meio de um
cartucho contendo um sorvente solido particulado e, posteriormente, um solvente orgénico ¢
utilizado para eluir os analitos retidos no sorvente (RAFIQUE et al., 2018). Comparado a LLE, a
SPE possui algumas vantagens como menor consumo de solvente organico, ndo formacdo de
emulsdo, facilidade de automagdo, altas porcentagens de recuperagdo do analito e volumes
reduzidos de residuos. Apesar de todas as vantagens, a SPE apresenta algumas desvantagens
relacionadas ao tempo de extracao, disponibilidade de material a ser utilizado como sorvente, alto
custo dos cartuchos e dos dispositivos multivias para extragdes simultaneas (manifolds) (JARDIM;
2010).

A busca por novos métodos de preparo de amostra que sejam rapidos, limpos e simples tem
sido uma tarefa ardua para muitos pesquisadores da area. Uma técnica que vem se destacando
nesta busca ¢ a extracdo em ponteiras descartaveis de micropipeta (DPX, disposable pipette

extraction).

1.2.1 Extracio em ponteiras descartaveis (DPX)

A ponteira utilizada na DPX ¢ originaria de uma patente desenvolvida em 2003 por William
Brewer da Universidade da Carolina do Sul nos Estados Unidos da América (BREWER, 2003). A
DPX ¢ uma variante miniaturizada da técnica SPE, permitindo rdpida extracdo em solugdes

aquosas, porém empregando uma ponteira descartavel ao invés de cartuchos de extracao. Outro
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aspecto da DPX que pode ser comparada a técnica SPE ¢ a diminui¢do da massa do material
sorvente fazendo com que haja uma diminui¢do no volume de solvente utilizado na etapa de
eluicdo, além de favorecer o processo de sor¢ao e dessorcdo do analito, resultando em uma
diminui¢do do tempo para o preparo de amostra dentro de um procedimento analitico (GUAN et
al., 2010, SILVA et al., 2022; PLOTKA-WASYLKA et al., 2023).

A DPX trata-se de um método tinico, na qual o sorvente esta contido livremente no interior
de uma ponteira de polipropileno (Figura 3) e ¢ completamente misturada com a amostra liquida
através da aspiragdo de ar, favorecendo um rapido equilibrio de sor¢dao do analito (CARASEK;
MORES; HUELSMANN, 2021). O sorvente ¢ retido por um filtro inferior e superior. O filtro
superior pode ser confeccionado com vidro sinterizado (CARASEK, SCUR, BERNARDI, 2023),
polimero poroso (PEREIRA-COELHO et al., 2023), membrana semipermeédvel (JAKAVULA et
al., 2023), metal ou 12 de vidro (OLIVEIRA, LANCAS, 2023). A fun¢do primordial do filtro
inferior ¢ facilitar a aspiragao e liberacao de fluidos, como amostras, solventes e ar, sem perda do
adsorvente. Ja o filtro superior , tem como objetivo principal impedir o vazamento do conteudo
interno e evitar contaminacao externa. No ambito do procedimento DPX, o filtro inferior permite
a movimentagdo fluida de amostras, solventes e ar, enquanto o filtro superior resguarda o conteudo
interno da micropipeta ou do dispositivo utilizado para succ¢do, assegurando sua integridade

(CARASEK, SCUR, BERNARDI, 2023).

Figura 3. Esquema da ponteira DPX comercial.
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Fonte: Adaptado de (CARASEK et al., 2022).

O principio de funcionamento do procedimento DPX guarda estreita relacdo com a SPE,
em que a interacao/afinidade entre as substancias a serem analisadas e o sorvente € crucial para a
extra¢cdo. No entanto, a DPX se assemelha a SPE dispersiva, ja que a fase de extragdo esta contida

liviemente na ponta do dispositivo (CARASEK, MORES, HUELSMANN, 2022). O
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procedimento tem inicio com a passagem de um solvente ou mistura adequada, ativando a sorvente
e preparando os locais de sor¢do para interagir com diferentes compostos presentes na matriz.
Apos a expulsdo do solvente, a amostra ¢ aspirada para a ponta do DPX, passando pelo filtro
inferior junto com o ar, 0 que provoca uma mistura dindmica entre a matriz ¢ a fase extratora. A
aspiracao de ar promove a formagao de bolhas no interior (mistura dinamica), possibilitando uma
mistura mais eficaz entre a amostra e o material, dada a grande superficie proporcionada por essas
microbolhas. Isso acelera o processo de extracao, procedimento esquematizado na Figura 4 (SILVA

et al., 2022; CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2021).

Figura 4. Esquema da mistura dinamica entre amostra/solvente e sorvente na DPX.
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Fonte: Adaptado de (CARASEK et al., 2022).

Apos a fase de extragdo, um solvente diferente do inicial € aplicado para remover possiveis
interferentes, sendo a escolha do solvente de limpeza dependente da natureza do analito e da
amostra. Finalmente, o solvente extrator ¢ utilizado na etapa de dessor¢do, seguindo o mesmo
procedimento da extracao. O extrato final € entdo coletado em um frasco adequado para injecao
no equipamento analitico, € o desempenho completo do DPX ¢ apresentado ao final dessas etapas.
O esquema estd representado pela Figura 5 (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2021;
CARASEK, SCUR, BERNARDI, 2023).
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Figura 5. Esquema representativo das etapas de extragdo de um processo DPX completo.
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Fonte: (CASTILHO, 2023)

No procedimento DPX, cada etapa requer otimizacdo para que seja aplicada a um determinado

analito em uma determinada amostra, visando alcangar resultados confidveis, repetitiveis e com

exatidao (SILVA et al., 2022; CARASEK; SCUR; BERNARDI, 2023).

Fase extratora: a selecdo do sorvente € essencial para garantir uma interagao eficaz entre os
analitos ¢ o adsorvente, maximizando a eficiéncia de extragao;

Solvente extrator: utilizado na etapa de dessor¢do do analito do adsorvente, influencia
diretamente na eficacia da extracao do analito;

Numero de ciclos de extragdo: o nimero adequado de ciclos ¢ fundamental para atingir a
eficiéncia maxima na extragdo e dessor¢ao dos analitos;

Volumes de amostra e de solvente: As quantidades de amostra e de solvente impactam
diretamente a eficiéncia da extracdo e o fator de concentragdo do analito no extrato. A
otimizacgao desses volumes ¢ necessaria para garantir a maxima recupera¢ao dos analitos;
PpH da amostra: pode influenciar a interacdo entre os analitos e o sorvente caso estes sejam
dependentes da condi¢do de acidez do meio. A otimizagdo do pH pode ser essencial para
garantir a reten¢ao do analito no sorvente e, consequentemente, eficiéncia na extragao;
Efeito de salting-out: o efeito de for¢a i6nica na amostra pode afetar a solubilidade dos
analitos e facilitar o processo de retencdo destes no sorvente extrator;

Tempo de equilibrio: o tempo de contato entre o analito e o sorvente influencia a condi¢ao

de equilibrio entre esses, sendo um fator critico na exatiddo e na precisdo das medidas. A
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otimizacdo desse pardmetro visa encontrar o tempo minimo necessario para que a extragao
seja repetitiva e eficiente.

Cada um dos parametros listados acima desempenha um papel importante na extragao DPX
de um dado composto de amostras liquidas e sua otimizagdo criteriosa ¢ fundamental para
assegurar resultados confiaveis e repetitiveis.

Os sorventes disponiveis comercialmente para dispositivos DPX normalmente sdo aqueles
empregados como fases solidas para SPE (PINTO; QUEIROZ, 2015). O poli(estireno-
divinilbenzeno) e o Cig (octadecilsilano) sdo sorventes que atuam no modo de fase reversa, retendo
compostos predominantemente por interagdes hidrofobicas de compostos apolares e pouco
polares. Sorventes eletricamente carregados a base de resinas organicas modificadas com grupos
aminicos ou sulfonicos atuam no modo de troca de ions a partir de interacdes eletrostaticas com
analitos eletricamente carregados (SZYNKIEWICZ et al., 2023; SUN et al., 2021 ). Sorventes a
base de silica nua, alumina ou outros 6xidos metalicos atuam na reten¢do de analitos polares a
partir de interagdes hidrofilicas (PINTO et al. 2017, FERNANDES et al, 2018). Uma
caracteristica fundamental compartilhada por todos os sorventes disponiveis atualmente para a
DPX ¢ a sua apresentagdo na forma de particulas, essencial para a natureza dispersiva da técnica.
A disponibilidade desses sorventes, oriundos de processos cromatograficos e de outros métodos
de extragdo mais consolidados tornam a DPX um método versatil para a extracdao de diferentes
classes de compostos.

No entanto, apesar de toda a versatilidade da DPX em relacdo a disponibilidade comercial
de sorventes, nenhum dos sorventes indicados sdo seletivos o suficiente para aplicacdes em que o
analito esteja em baixas concentracdes em meio a uma matriz complexa, como ocorre com 0
NDMA em formulagoes farmacéuticas. Assim, a constante inovacao nos materiais adsorventes
para a DPX ¢é necessaria para ampliar o campo de aplicagdes analiticas do método. A preparacao
de novos sorventes para DPX surge como uma necessidade constante, impulsionando a expansao
do uso e a exploragdo da aplicabilidade da DPX. Além disso, os sorventes atualmente disponiveis
se encontram na forma de p6 finamente dividido, exigindo discos (fritas) para retencao dentro das
ponteiras, conforme discutido em estudos anteriores (GUAN; STEWARD, 2014; SHI et al., 2016;
CORAZZA et al., 2017, MAFRA et al., 2018).

O uso de discos de retengdo implica em desafios, pois a passagem de liquido pelo sorvente
requer maior pressdo positiva, que aumenta proporcionalmente a medida que aumenta a
quantidade de sorvente na ponteira ou que diminua o tamanho das particulas do sorvente. Esse
cendrio pode resultar na rapida perda de precisdo e exatiddo da micropipeta, comprometendo o

volume de amostra e de solvente eluidos pelo processo DPX. Adicionalmente, o uso dos filtros de
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retencdo pode exigir sistemas pressurizados para a extragdo dos compostos, acarretando custos
adicionais ao processo DPX, bem como comprometer uma eventual portabilidade do método
(CHAVES et al., 2015).

Diante dessas consideragdes, a busca por um método DPX que eliminasse a necessidade
de filtros de reteng¢do da fase sdlida, porém mantendo o sorvente ‘preso’ dentro da ponteira,
proporcionando alta fluidez da amostra e seletividade na retengdo de determinado analito, torna-
se altamente desejavel para uma maior evolucdo do promissor método de extragdao, promovendo-
0 a uma condi¢do de total portabilidade, sem a necessidade de uso de equipamentos ou outros
dispositivos elétricos.

Uma alternativa promissora ¢ a preparacao de sorventes monoliticos para a extracdo DPX
(LUO et al., 2023). Um sorvente monolitico consiste em um material macroporoso continuo,
assemelhando-se a uma unica particula, frequentemente em formato cilindrico, com pequenos
dominios e canais relativamente grandes (FARIA et al., 2006; NEMA; CHAN; HO, 2014). Esse
tipo de sorvente pode ser produzido dentro da ponteira descartavel, permanecendo fixo sem a
necessidade de filtros de retencdo, por aderir as paredes internas da ponteira e apresentar
seletividade para certos analitos, conforme os grupos funcionais sejam incorporados no novo

sorvente (ZAJICKOVA, 2023).

1.2.2 Sorventes monoliticos

O termo monolito tem origem na palavra grega “monolithos” onde “mono” significa Gnico
e ‘lithos” significa rocha. Para ciéncias de separacdo, um monolito ¢ um meio continuo de
separagdo ou sor¢ao que possui uma estrutura altamente porosa constituida de macroporos (> 50
nm), mesoporos (2 a 50 nm) e microporos (< 2 nm) (FARIA et al., 2006; SVEC, 2010). Os
macroporos fornecem a alta permeabilidade a estrutura monolitica, permitindo andlises a altas
vazoes e pressao reduzida (POTTER; HILDER, 2008).

A depender dos precursores de sintese, os monolitos podem ser classificados entre
inorgénicos, organicos ou hibridos. Os monolitos inorganicos sdo preparados a partir de alcoxidos
metalicos, podendo ser de zicornia, titdnia, porém, o monolito mais utilizado ¢ o de silica. A
preparacao do monolito a base silica consiste em um processo sol-gel, no qual o precursor
inorganico utilizado ¢ o tetrametoxissilano (TMOS) ou o tetraetoxissilano (TEOS) (ZHU; ROW,
2012). Sorventes monoliticos preparados a partir desses precursores apresentam boa estabilidade
mecanica, mas apresentam estabilidade quimica apenas na faixa de pH 2 a 8 (PATEL; GUPTA;

UMEKAR, 2022).
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O preparo de monolitos poliméricos organicos ¢ realizado através de diversos mondmeros
organicos, como os acrilatos, metacrilatos, acrilamidas, entre outros. Esses materiais apresentam
boa estabilidade em uma faixa mais ampla de pH, porém, monolitos de maiores didmetros podem
apresentar efeito de compressao e intumescimento expressivo quando em contato com solventes
organicos, levando a perda de eficiéncia na extragdo. A preparagdo de monolitos poliméricos
organicos ¢ relativamente simples, sendo versatil sua funcionalizagdo a partir da derivatizacao
post-column para dar a seletividade desejada ao sorvente. Além disso, os monolitos permitem alta
permeabilidade de liquidos devido aos longos canais formados por agentes porogénicos de cadeias
lineares longas (JANDERA, 2013; TONG et al., 2014; NISCHANG, CAUSON; 2016).

A sintese de monolitos poliméricos normalmente ¢ realizada in situ através da
polimerizagao radicalar, foto ou termoativada, em molde preenchido e selado contendo a mistura
de mondmeros, agentes porogénicos e um iniciador radicalar. A estrutura porosa ¢ controlada pelo
tempo e temperatura da rea¢do de polimerizagao, pela selecdo do solvente porogénico e pela razao
monodmero:solvente porogénico na mistura reacional (GAMA; ROCHA; BOTTOLI, 2019; SVEC,
2010; NISCHANG, CAUSON; 2016). A variagdo na composicdo dos mondmeros altera a
superficie do monolito, além de induzir a formagao de diferentes estruturas porosas. A proporgao
mondmero:agente porogénico ¢ mondmero:agente de entrecruzamento afeta as propriedades
porosas e consequentemente as propriedades morfologicas do monolito. A polaridade dos
monodmeros € um dos fatores chaves que regem a separacao de fase e a formacgao dos poros (SVEC,
2010, CURRIVAN; JANDERA, 2014).

No inicio da polimerizacao, a etapa de separagdo de fase ¢ dependente da capacidade do
solvente porogénico solubilizar os mondmeros o que influencia diretamente as caracteristicas
estruturais do monolito formado, que por sua vez tem efeito no desempenho do sorvente
monolitico. Se a solubilidade dos mondmeros no solvente porogénico for alta, o polimero formado
comega a precipitar em estagios posteriores a polimerizagdo, em contrapartida, se o solvente for
um solvente ruim (baixa solubilidade dos mondmeros) a separagdo de fase ocorre rapidamente,
logo apds a formagao dos primeiros nucleos do polimero (NISCHANG, CAUSON; 2016).

Se a solubilidade dos mondmeros for baixa, a separacao de fase ocorre numa etapa em que
os monomeros ainda ndo reagiram, e esses tém mobilidade para coalescer com os nucleos de
polimerizacdo. Os primeiros nlicleos altamente intercruzados se tornam melhores solventes para o
mondmero do que o solvente porogénico. Com isso os nicleos aumentam de tamanho dando
origem a globulos maiores, consequentemente monolitos com macroporos de maiores tamanho e
com menor area superficial sdo formados. J& quando a solubilidade ¢ alta a separagdo de fase

ocorre tardiamente com cinética adequada para os mondmeros serem atacados por um numero
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maior de nucleos de polimerizacdo e, como o niimero de nicleos € maior, os seus tamanhos sao
reduzidos, levando a globulos menores de maior area superficial (SVEC, 2010; FRECHET, 1995).

A temperatura de polimerizacao exerce influéncia na cinética de polimerizagao e o controle
dela ¢ um meio de obter um monolito com diferentes propriedades porosas a partir da mesma
composi¢ao da mistura reacional. O efeito da temperatura estd relacionado a taxa de nucleacao,
resultando em uma diferenca do nimero de nucleos formados e os seus tamanhos, por
consequéncia, ao se variar a temperatura. Quando a temperatura ¢ baixa a reacao de polimerizacao
¢ lenta e pode ocorrer uma transferéncia significativa de mondmeros da solugdo para o nucleo.
Quando a temperatura ¢ alta aumenta a quantidade de polimeros formados em solugdo apos a etapa
inicial de nucleacdo, que s3o entdo capturados por nicleos em crescimento e resultam na formagao
de globulos maiores e uma menor area superficial especifica (SVEC, 2010).

O tempo de polimerizagao também ¢ de extrema importancia, pois determina diretamente
a taxa de conversao dos monomeros. Quanto maior o tempo de polimerizagiao, maior tendem a ser
os tamanhos dos glébulos poliméricos € menor a area superficial. Se o tempo for curto o grau de
polimerizagao tende a ser baixo e 0s poros serao menores, resultando em materiais com maior area
superficial (SVEC, 2010; FRECHET, 1995).

Para a maioria das aplicacdes, as estruturas monoliticas formadas ndo possuem seletividade
adequada e se faz necessaria uma modificagdo quimica. Derivatizagdes post-column podem ser
realizadas através da inser¢do de grupos funcionais na superficie da estrutura monolitica. Neste
caso, ¢ comum empregar monomeros funcionais contendo um grupo reativo em sua estrutura que
ficara disponivel na superficie da estrutura monolitica apds a polimerizagdo, tornando-o
susceptivel a modificacdo posterior (NASCIMENTO, MASINI, 2024). Adicionalmente, a
seletividade do monolito pode ser obtida a partir da impressdo molecular de uma substancia molde
na estrutura monolitica. Essa substincia ¢ adicionada a mistura monomérica e submetida a
polimerizacdo in situ, sendo removida ap6s a obtengao do monolito, porém deixando uma cavidade
com forma, tamanho e grupos funcionais de alto reconhecimento molecular (JANDERA, 2014;

BATISTA; SILVA; MIZAIKOFF, 2021).

1.2.3 Impressao molecular em materiais poliméricos

Os polimeros impressos molecularmente (MIP, molecularly imprinted polymers)
representam um desenvolvimento de materiais com alta seletividade para a interagdo com
moléculas especificas. Inspirada por mecanismos biologicos de reconhecimento molecular, essa

estratégia visa criar estruturas poliméricas com sitios de ligacdo personalizados, proporcionando
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uma imitacao precisa da intera¢do chave-fechadura (VILLA et al., 2021). Os MIPs representam
uma classe de materiais porosos funcionais que possuem locais de ligacdo de alta afinidade,
meticulosamente projetados para serem complementares em tamanho, dimensao e funcionalidade
ao analito de interesse (KAYA; CETINKAYA; OZKAN, 2023; AZIZI; BOTTARO, 2020).

O processo se baseia na producgdo de polimeros ou resinas com cavidades tridimensionais
que se ajustam de maneira exata a forma e as propriedades quimicas da molécula-alvo (template).
Esse template ¢ gerado por meio da copolimerizagdo de mondmeros funcionalizados na presenca
da molécula alvo ou pela utilizagdo de uma molécula modelo durante a polimerizagao (LIU et al.,
2022; HE et al., 2021).

A remoc¢ao da molécula-modelo resulta em um polimero com sitios de ligagdo altamente
especificos complementares aos da molécula desejada. Essa abordagem oferece uma elevada
seletividade e afinidade pelo analito em uma analise quimica, tornando-a particularmente
interessante em diversas aplicagdes, tais como sensores eletroquimicos (AHMAD et al., 2019;
GUl et al.,2018; REBELO et al., 2018) e sorventes extratores (FERREIRA et al., 2021; ALIPOUR
etal.,2021; RAHIMI et al., 2022).

Na impressdao molecular a selecdo cuidadosa dos reagentes ¢ uma etapa critica para o
sucesso da preparagdo do monolito com os sitios ativos especificos, tais como a escolha da
molécula-modelo, do mondmero, do mondmero de entrecruzamento, do iniciador radicalar € do
solvente porogénico. A combinag¢do desses compostos desempenha um papel crucial na
seletividade do polimero impresso molecularmente. E imperativo observar as interagdes potenciais
entre a molécula-modelo € 0 mondmero, uma vez que essas definem a forma de interagdo dos sitios
impressos com o analito posteriormente. A Tabela 2 abaixo lista os principais mondmeros

utilizados na sintese de MIPs (VILLA et al., 2021; LUO; WU; HUANG, 2023).
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Tabela 2. Principais mondmeros utilizados na preparagao de polimeros impressos molecularmente.

Estrutura quimica do monomero  Tipo de monomero Tipos de interacio
NH,
A{ Acrilamida Ligacao de hidrogénio
o}
(o]

< Acido acrilico Interacao i'6nicaA e‘ligagﬁo
/ de hidrogénio
OH
OH
Acido metacrilico ST ihénicaﬂe'ligac;éO
> < de hidrogénio
0
o
Acido p-vinil Interacdo i6nica e ligagdo
/ benzoico de hidrogénio
OH

Interacdo i0nica, ligagdo de

N 4-vinilpiridina hidrogénio e transferéncia
/ \ / de carga
N— . A e o
Interacdo i6nica, ligagdo de
2-vinilpiridina hidrogénio e transferéncia
\ / de carga

Interacdo i0nica, ligagdo de
1-vinilimidazol hidrogénio e coordenagao
com metais

7

Interagdo 16nica, ligagdo de
N 4-vinilimidazol hidrogénio e coordenacdo
com metais

\}\
>

L

Os MIP sdo preparados convencionalmente pelo método conhecido por polimerizagdo em
“bulk”, realizada em um sistema homogéneo. Esta reacdo ¢ realizada em um compartimento
previamente selado contendo os mondmeros, a molécula-modelo, solventes porogénicos,
mondmero de entrecruzamento e o iniciador radicalar. A reagdo ocorre na auséncia de oxigénio
induzida com aquecimento e/ou radiagdo UV (CHO et al., 2021). O primeiro passo da sintese dos
MIP consiste em estabelecer criteriosamente a escolha do mondémero e da molécula-modelo
(template). O template necessita conter em sua estrutura molecular grupos funcionais capazes de
interagir fortemente com os mondmeros, a fim de formar uma espécie de complexo estavel. A

interacdo template-mondmero pode se dar por meio de ligagdo covalente ou ndo covalente, por
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meio de ligacdo de hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo, interagdo idnica ou por interacao
hidrofobica (VELAYATT et al., 2022). A polimerizagdo ocorre em torno do complexo template-
mondmero, gerando uma cadeia tridimensional. Apos a polimerizacao ¢ realizada a remog¢ao do
template da estrutura polimérica. As etapas do processo de polimerizagdo com impressao

molecular estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6. Esquema da formacdo de um MIP.
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Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2011).
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A selecdo dos reagentes ¢ fundamental no processo de impressao molecular. Embora as
moléculas template geralmente sejam os compostos alvo da analise, nem sempre essa € a escolha
mais adequada devido a fatores como o potencial de liberacdo da molécula da estrutura polimérica.
Sem essa liberagdo a impressdo molecular no polimero ndo ocorrera, pois os sitios ativos estardo
bloqueados com a presenga da molécula-modelo fortemente retida. Além disso, a molécula-
modelo ndo deve conter grupos que acelerem ou retardem a polimerizagdo, nem grupos
polimerizaveis que a fixem na matriz polimérica (SONG et al., 2022).

No processo de formacdo do MIP, o mondmero funcional tem papel fundamental para o
sucesso da impressao molecular, pois ele fornece os grupos funcionais que possibilitam a formagao
de complexos com a molécula-modelo. A forca das ligagdes entre a molécula-modelo e o
monomero funcional afeta a seletividade das cavidades resultantes. O acido metacrilico (MAA) é
frequentemente utilizado como um mondmero universal para esta finalidade devido a sua afinidade
por ligagdes de hidrogénio e idnicas (CHEN et al., 2011; HU et al., 2021). O mondmero funcional

deve estar em quantidade molar superior a da molécula-modelo na mistura de polimerizagao,
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garantindo a formagdo do maior niimero possivel de cavidades especificas. Contudo, a relagao
molar entre esses dois componentes deve ser cuidadosamente estudada, pois quantidades
excessivas de mondmero podem resultar na formacao de cavidades ndo especificas (HU et al.,
2021).

O monodmero de entrecruzamento (crosslinker) ¢ adicionado a mistura de polimeriza¢ao
para se ligar aos mondmeros funcionais formando uma matriz polimérica rigida, estabelecendo
ligagdes cruzadas ao redor da molécula impressa. Essa caracteristica permite que o polimero
permaneca intacto apos a remogao da molécula template. O tipo e a quantidade de mondmero de
entrecruzamento devem ser estudados para garantir a rigidez e permeabilidade adequada para o
MIP. Assim, ¢ essencial que o mondmero de entrecruzamento esteja presente em concentragoes
superiores as do mondémero, garantindo a porosidade do polimero (HU et al., 2021). O
dimetacrilato de etilenoglicol (EDMA) destaca-se como um dos mondmeros de entrecruzamento
mais utilizados devido a sua capacidade de formar polimeros térmica e mecanicamente estaveis.
Sua presen¢a na matriz polimérica contribui para a criagdo de uma estrutura rigida, assegurando
que o MIP mantenha suas propriedades estruturais e de reconhecimento molecular mesmo apos a
extracdo da molécula-modelo (SONG et al., 2022).

Os solventes porogénicos também tém sua importancia no processo de impressao
molecular e deve ser criteriosamente escolhidos e avaliados. O tipo ¢ o volume de solvente
porogénico sdo responsaveis pela solubilizacdo dos mondmeros e da molécula-modelo, garantindo
a formacao do complexo entre estes, que também deve apresentar solubilidade no solvente. Este
solvente proporciona um meio para a dissolu¢do dos reagentes e € responsavel pela criacdo dos
poros na estrutura polimeérica (CHO et al., 2021). Em geral, busca-se um solvente que nao interfira
na ligagdo mondmero-molécula modelo e que assegure uma morfologia adequada ao polimero.

O iniciador radicalar € o responsavel por produzir radicais livres para iniciar e propagar a
reacdo de polimerizagdo. O inicio da rea¢do geralmente requer energia, que pode ser fornecida por
meio de calor (temperatura) ou radiacao eletromagnética (radiacao ultravioleta — UV, ultraviolet
radiation) (HU et al., 2021). O uso de radiagdo UV permite tempos de polimerizacao
significativamente reduzidos, embora seja necessario considerar a fotossensibilidade dos
reagentes. Um iniciador comumente empregado é a 2,2'-azobisisobutironitrilo (AIBN, 2,2 -
azobisisobutyronitrile). A remocao do oxigénio presente no ambiente de sintese do polimero ¢
necessaria uma vez que a presenga excessiva de radicais provenientes deste gas no frasco de
polimerizacdo pode gerar competicdo com os mondmeros no processo de polimerizagdo. Essa
remocao pode ser realizada saturando o meio com gas inerte (nitrogénio, argdnio ou hélio) ou por

meio de ultrassom (LUO; WU; HUANG, 2023).
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A literatura j& documentou a utilizacgdo de sorventes monoliticos impressos
molecularmente, empregando 4cido metacrilico (MAA) como monomero, etilenoglicol
dimetacrilato (EDMA) como agente de ligacao cruzada, e dodecanol ou misturas de solventes
como agentes porogénicos (MASINI; NASCIMENTO; VITEK, 2021). Esses sorventes
monoliticos foram aplicados com sucesso na extracdo de agrotdxicos em amostras alimenticias,
na extragdo de antidepressivos em amostras de urina, bem como na extragdo de drogas de abuso
em amostras biologicas (DU et al., 2014; FRESCO-CALA et al., 2018; SORRIBES-SORIANO et
al., 2019; WU et al., 2020). Essa abordagem demonstra a versatilidade e eficacia dos sorventes
monoliticos impressos molecularmente em diversas aplicagdes analiticas, proporcionando
seletividade e eficiéncia na extracdo de diferentes classes de compostos em amostras complexas.

Desta forma, buscou-se neste trabalho a preparagdo de sorventes monoliticos a base de
metacrilatos, poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impressos molecularmente com NDMA dentro
de ponteiras descartaveis para aplicacdo no processo DPX de NDMA de amostras de formulagdes
farmacéuticas. A DPX com monolito impresso molecularmente é uma estratégia para obtengao de
um método miniaturizado portatil, de alta seletividade e de simples execugdo, se tornando uma
alternativa econdmica ¢ analiticamente viavel na determina¢ao de contaminacdo de amostras
farmacéuticas por nitrosaminas. A preparagao de monolitos poliméricos organicos, sintetizados em
fase homogénea (bulk), foi a abordagem escolhida para este trabalho por possibilitar a impressao
molecular simultdnea a sua preparacdo, além de apresentar bom controle sobre o esqueleto

polimérico poroso em termos de rigidez e permeabilidade.
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2.1 Objetivos gerais

Preparar, caracterizar e aplicar um sorvente monolitico a base de poli(TMPTA-co-EDMA-
co-MAA) impresso molecularmente com N-nitrosodimetilamina na ponteira descartavel de
micropipeta (DPX) para extragdo de NDMA de formulagdes farmacéuticas. O estudo estard
fundamentado no desenvolvimento de um método de preparagdo de amostra miniaturizado, mais

simples, portatil, econdmico e ambientalmente viavel.

2.2 Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos gerais deste trabalho, buscar-se-a:
1. Otimizar a preparacdo de sorventes monoliticos poliméricos orgéanicos a partir da
polimerizacao in bulk dos monomeros TMPTA, EDMA e MAA na ponta de ponteiras descartaveis
de micropipeta de 1 mL;
1i. Caracterizar os sorventes monoliticos produzidos fisico-quimica e morfologicamente;
1il. Realizar a impressao molecular da molécula de NDMA nos monolitos de poli( TMPTA-co-
EDMA-co-MAA) a fim de dar seletividade ao sorvente monolitico para a nitrosamina;
iv. Otimizar e validar um método de extragdo baseado no processo DPX nao-dispersivo;
V. Aplicar as ponteiras com o sorvente monolitico impresso molecularmente na extragao de

NDMA em formulagao farmacéuticas.
2.3 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
Este trabalho estd alinhado com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

proposto pela Organizacao das Nagdes Unidas nos seguintes temas:

ODS 3 - Saude e bem-estar: assegurar uma vida saudavel e promover o

bem-estar para todos, em todas as idades.

Buscou-se o desenvolvimento de um método para monitoramento de nitrosaminas em formulagoes

farmacéuticas, evitando a comercializagdo de medicamentos contaminados para a populagdo.

ODS 13 - Acdo contra a mudanca global do clima: tomar medidas

urgentes para combater a mudanca climdtica e seus impactos.

O método proposto é miniaturizado, consumindo menor volume de solventes organicos e, portanto,

gerando menor volume de residuos e, consequentemente, menor emissao de CO:.
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CAPITULO 3

PREPARACAO E CARACTERIZACAO
DO SORVENTE MONOLITICO DE
POLI(TMPTA-co-EDMA)
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3.1 Introducgao

A preparagao de sorventes monoliticos poliméricos envolve a sintese de estruturas solidas
continuas e porosas, resultantes da polimerizacdo de um mondmero funcional ¢ um agente de
entrecruzamento na presenga de agentes porogé€nicos e iniciada por um reagente capaz de produzir
espécies radicais. As escolhas dos reagentes definem as propriedades fisico-quimicas e
morfologicas do sorvente monolitico polimérico produzido.

O processo tem inicio com a selecdo do mondmero, que fornecera a polaridade da estrutura,
sendo que diferentes mondmeros conferem propriedades Unicas ao polimero final, tais como
interagdo com determinados tipos de moléculas, estabilidade quimica e resisténcia mecanica. Entre
os mondmeros mais empregados em processos de polimerizacdo, destacam-se os metacrilatos,
acrilatos, acrilamidas, metacrilamidas e estirenos. Para garantir rigidez e porosidade a estrutura,
um mondmero de entrecruzamento ¢ adicionado a mistura de polimeriza¢do. Este mondmero
participa do processo de polimerizacdo radicalar, entrecruzando as cadeias dos mondmeros
funcionais. A formagdo de poros também ¢ garantida pelo uso de solventes, pois devem solubilizar
os monomeros antes da polimerizagdo e nao solubilizar o polimero formado, deixando cavidades
na estrutura polimerizada por ndo se polimerizar com os mondémeros. Quanto maior a molécula do
solvente maior o tamanho dos poros deixados na estrutura polimérica. A polimerizagao pode ser
termo ou foto ativada, cada uma apresenta suas vantagens e, neste trabalho, foi estudada a
termopolimerizagdo por se tratar de um processo mais acessivel. A polimeriza¢do pode ser
realizada dentro de moldes especificos, definindo o formato do sorvente produzido.

Neste trabalho, foram empregadas mondmeros de acrilatos (TMPTA) e metacrilatos
(EDMA) para produ¢do do sorvente monolitico, avaliando diferentes proporc¢des e diferentes
solventes porogénicos para producdo de uma estrutura solida rigida, altamente porosa para alta
permeabilidade de liquidos. O iniciador radicalar AIBN foi utilizado para iniciar o processo de
polimerizacao, realizada in bulk dentro de ponteiras de 1000 pL. de micropipetas, que foram
empregadas como molde para a preparacdo do sorvente monolitico para o processo DPX.

Este capitulo apresenta o estudo de otimizagao do preparo do sorvente monolitico e a sua
caracterizacdo estrutural e morfologica com objetivo de aplica-lo no processo DPX ndo dispersivo

para extra¢do em fluxo de NDMA de formulacdes farmacéuticas.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Preparacdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)

3.2.1.1 Pré-tratamento das ponteiras de micropipeta

Inicialmente, ponteiras descartdveis de micropipeta de 1000 microlitros foram tratadas a
partir da imersao em &cido sulfurico concentrado para promover um ataque as suas paredes
internas, visando a criacdo de deformidades no interior da ponteira que pudessem facilitar a adesdo
da estrutura polimérica monolitica. Em seguida, a ponta da ponteira, extremidade inferior, foi
aquecida e vedada, para garantir que a solucao ficasse confinada no interior da ponteira, moldando

a estrutura monolitica a ser formada. O processo esquematizado esta representado na Figura 7.

Figura 7. Esquema do pré-tratamento acido e vedacdo da extremidade inferior das ponteiras de

micropipeta de 1000 pL.
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Fonte: Proprio autor.

3.2.1.2 Otimizagao das condicdes de preparacdo dos monolitos

Para a preparacdo dos monolitos poliméricos, foi utilizado o etilenoglicol dimetacrilato
(EDMA) como agente de entrecruzamento, o triacrilato de trimetilolpropano (TMPTA) como
mondmero precursor, como solventes porogénicos polietilenoglicol (PEG), metanol (MeOH) e
isopropanol (IsopOH) e 2,2’-azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador radicalar. As estruturas

quimicas de cada um dos reagentes da mistura reacional estdo apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. Reagentes utilizados para a preparagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA). (A)
AIBN, (B) EDMA, (C) IsopOH, (D) MeOH, (E) PEG em que m ¢ o nimero de unidades
etilenoglicdlicas, e (F) TMPTA.
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Fonte: Proprio autor.

Adicionou-se em um vial de vidro a mistura contendo os mondmeros, 0os solventes
porogénicos ¢ o iniciador radicalar em diferentes quantidades variando-se a propor¢do entre os
mondmeros e 0s agentes porogénicos, enquanto o volume do iniciador radicalar foi mantido fixo
durante todo o estudo, correspondendo a 1 % m/v da mistura reacional. A mistura reacional foi
submetida a agitagdo em um banho ultrassom, por 10 min, apos esse tempo a solugdo foi desaerada
em atmosfera inerte de argdnio por 10 min. Em seguida, 100 uL da mistura reacional foi adicionada
a cada ponteira, sendo aquecidas em um forno com controle de tempo e temperatura, a 60 °C por
20 h. Apds a polimerizagdo completa, a ponteira preenchida com o sorvente monolitico foi
submetida a lavagem exaustiva com o solvente porogénico de preparagdo para remover os

reagentes residuais. O fluxograma deste procedimento esta apresentado na Figura 9.



Figura 9. Fluxograma do processo de preparacdo do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA).
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Fonte: Proprio autor.
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As proporcdes e quantidades de cada um dos reagentes avaliadas na tentativa de obtencao

das estruturas monoliticas, utilizando PEG 1000 e MeOH como agentes porogénicos, estdo

apresentadas na Tabela 3. Como resposta para a obtengao dos sorventes monoliticos desejados, foi

avaliada a rigidez da estrutura monolitica e a permeabilidade de liquidos, medindo a vazio de

3,0 mL de 4gua em um sistema manifold a vacuo controlado.
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Tabela 3. Condigdes de preparagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA), utilizando

polietilenoglicol 1000 e metanol como agentes porogénicos.

Poli(TMPTA-co-EDMA)  AIBN  TMPTA EDMA PEG MeOH
40 ° 60 ¢

#1 1% 30,0 % ’ 10,0 % 24,0 % - 36,0 %
40 © 60 ¢

#2 1% 24,0 % . 16,0 % 24,0 % ¢ 36,0 %
40 © 60 ¢

#3 1% 20,0 % & 20,0 % 24,0 % - 36,0 %
30© 70 ¢

#4 1% 22.5% * 7.5 % 28,0 % - 42,0 %
30© 70 ¢

#5 1% 22,5 % & 7.5 % 42,0 % - 28,0 %
30 ¢ 709

#6 1% 22.5 % A)zs% 56,0 % A)Mﬁ%
20© 80 9

#7 1% 15.0 % A)io% 16,0 % A,Mﬁ%
20 © 80 9

#8 1% 15,0 % A)io% 32,0 % A)%ﬁ%
20 © 80 9

#9 1% 15.0 % A)io% 48,0 % A,ﬂﬁ%
40 © 60 9

#10 1% 4.0 % “ 36,0 % 24,0 % "’ 36,0 %
40 © 60 9

#11 1% 2.0 % “ 38.0 % 24,0 % "’ 36,0 %
40 © 60 9

#12 1% 8.0 % & 32,0 % 24,0 % . 36,0 %
50 © 509

#13 1 % 5.0 % & 45,0 % 20,0 % "’ 30,0 %
30© 709

#14 1% 3.0 % & 27.0 % 28,0 % "’ 42,0 %
30© 709

#15 1 % 18.0 % “ 12,0 % 28,0 % "’ 42,0 %
50 © 509

#16 1 % 30,0 % “ 20,0 % 20,0 % "’ 30,0 %
30© 709

#17 1% 9.0 % A)mﬁ% 21,0 % A)@p%

A fim de avaliar o efeito dos agentes porogénicos na porosidade da estrutura monolitica,
uma vez que nao se produziu monolitos permedveis nas condigdes anteriores, o metanol foi
substituido pelo isopropanol na mistura de solventes porogénicos. A escolha do isopropanol se
deve a estrutura mais volumosa em compara¢do ao metanol, buscando uma formag¢ao de poros
maiores na estrutura monolitica. A Tabela 4 apresenta as diferentes proporcdes estudadas de

PEG:isopropanol (experimentos 18, 19 e 20) e de TMPTA:EDMA (experimentos 21, 22 e 23),
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mantendo fixa a propor¢do de mondmeros:porogénicos em 30:70, na tentativa de formacao da

estrutura polimérica rigida e altamente porosa.

Tabela 4. Condicdes de preparagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA), utilizando

polietilenoglicol e isopropanol como agentes porogénicos.

POLI(TMPTA-CO-EDMA) AIBN TMPTA EDMA PEG IsopOH

e 1% 30 % 70 %
9,0 % 21,0 % 21,0 % 49,0 %

e 19 30 % 70 %
9,0 % 21,0 % 35,0 % 35,0 %

o 17 30 % 70 %
9,0 % 21,0 % 49,0 % 21,0 %

o 17 30 % 70 %
15,0 % 15,0 % 21,0 % 49,0 %

o 1o 30 % 70 %
9,0 % 21,0 % 21,0 % 49,0 %

o 1o 30 % 70 %
3,0 % 27,0 % 21,0 % 49,0 %

Apbs avaliar o efeito do isopropanol e de diferentes proporgdes com o PEG na formagao

da porosidade da estrutura monolitica, o0 PEG solido foi substituido por uma solu¢ao de PEG a 10
% (m/v) em metanol, visando diminuir a viscosidade da mistura monomérica e avaliar o efeito na
estrutura monolitica. A Tabela 5 apresenta as propor¢des avaliadas de mondmeros:porogénicos,

empregando solucdo metanodlica de PEG e isopropanol como solventes porogénicos.

Tabela 5. Condigdes de preparagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA), utilizando PEG

na forma de solugdo metanodlica a 10 % (m/v) e isopropanol como agentes porogénicos.

Poli(TMPTA-co-EDMA) AIBN TMPTA EDMA PEG (10 % m/v)  IsopOH
30 % 70 %
#25 1%
9,0 % 21,0 % 21,0 % 49,0 %
20 % 80 %
#26 1%
6,0 % 14,0 % 24,0 % 56,0 %

Apds a obtengdo do monolito com a estrutura polimérica desejada, foi avaliada a
preparacdo empregando apenas um dos solventes, solu¢do de PEG ou isopropanol, na formagao
da estrutura porosa monolitica. Para isto, fixou-se as propor¢des da reagdo para o monolito

poli(TMPTA-co-EDMA) #26 e testou-se os solventes porogénicos isoladamente. A Tabela 6
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apresenta as condic¢des reacionais, empregando isopropanol (experimento 27) ou uma solugdo de
PEG (10 % m/v) (experimento 28) como agentes porogé€nicos Unicos no processo de

polimerizagao.

Tabela 6. Condi¢des de preparagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA), utilizando uma

solugdo 10 % (m/v) de polietilenoglicol ou isopropanol como agente porogénico.

Poli(TMPTA-co-EDMA) AIBN TMPTA EDMA PEG (10%) IsopOH
20 % 80 %
#27 1%
6,0 % 14,0 % - 80,0 %
20 % 80 %
#28 1%
6,0 % 14,0 % 80,0 % -

3.2.1.3 Impressao molecular nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)

Para avaliacdo do potencial da impressdo molecular (MIP) na estrutura monolitica foi
realizado um teste prévio, antes da impress@o com o NDMA, empregando como molécula-modelo
o acido benzidinodiazo-bis-1-naftilamina-4-sulfonico, conhecido popularmente como vermelho
do Congo (CR, Congo red). O vermelho do Congo ¢ um corante utilizado na industria téxtil e
comumente avaliado por meio de analises bioquimicas e histologicas devido a potencial toxicidade
a satide humana. A estrutura quimica da molécula do vermelho do Congo est4 apresentada na

Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica do corante vermelho do Congo.

Fonte: proprio autor.

Para avaliar a impressdo do vermelho do Congo (CR) no sorvente monolitico foram
estudadas trés concentragdes de CR. Para tal, o CR foi solubilizado em isopropanol, um dos
agentes porogénicos na formagdo da estrutura monolitica, preservando a composi¢do de agentes
porogénicos na produgdo dos sorventes monoliticos definida nas etapas anteriores. As condigdes

estabelecidas para o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) #26 foram empregadas na avaliagdao da
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impressao molecular do CR, as condi¢des estdo apresentadas na Tabela 7. Os monolitos obtidos

nesta etapa foram identificados com MIP-CR1, MIP-CR2, MIP-CRS.

Tabela 7. Condi¢des experimentais para impressdo molecular de vermelho do Congo no monolito de

poli(TMPTA-co-EDMA) otimizado.

Volume de sol. N° de mols de Razio molar
Poli(TMPTA-co-EDMA) vermelho do Congo vermelho do Congo TMPTA:CR
(nL) (nmol) (mol:mmol)

CR1 1425,0 0,68 0,6:1,0

CR2 712,5 0,34 1,2:1,0

CRS 285,0 0,14 3,0:1,0

3.2.2 Caracterizagdo morfologica e estrutural do sorventes poli(TMPTA-co-EDMA)

3.2.2.1 Avaliagdo da permeabilidade de 4gua pelos monolitos

Um parametro importante do sorvente monolitico para aplicagdo na ponteira descartavel
de micropipeta ¢ a taxa de fluidez de liquidos através da estrutura porosa, uma vez que nesta
proposta a DPX nao dispersiva esta baseada na extracao em fluxo de NDMA. Assim, os monolitos
devem apresentar boa permeabilidade de liquidos a baixa pressao para que o processo de extracao
DPX possa ser realizado manualmente com uso de micropipetas. Neste estudo, as ponteiras
contendo os monolitos foram fixadas em um manifold a vacuo de 12 portas, mantendo uma pressao
interna em 560 torr ligeiramente inferior a pressdo externa. Em cada ponteira foram eluidos 3 mL
de 4gua ultrapura, cronometrando o tempo gasto para eluicdo total. A vazdo de agua pelos

monolitos foi registrada em mL min™.

3.2.2.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier

Os sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-EDMA) otimizados foram caracterizados por
espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR,
Fourier-transform infrared spectroscopy) para avaliar os grupos funcionais caracteristicos dos
monolitos poliméricos. Cerca de 1 mg do monolito foram prensados no cristal de diamante do
espectrofotometro Agilent Technologies modelo Cary 630 FTIR. As medidas foram realizadas na
faixa espectral de 4000 a 400 cm™!, com resolugio de 4 cm™ e taxa de 128 varreduras min™'. Esta
medida foi realizada no Laboratério de Quimica de Materiais da Rede de Laboratorios

Multiusuérios da Universidade Federal de Uberlandia (RELAM-Pontal).
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3.2.2.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (SEM, scanning electron microscopy) foi utilizada
para a caracterizacdo morfologica dos sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-EDMA). Nesta
técnica, os monolitos otimizados foram cortados em pequenos pedacos e os pedacos foram fixados
em porta-amostras de ago por uma fita dupla face de carbono. Em seguida, os pedacos de monolitos
foram recobertos com uma fina camada de ouro, na qual o metal foi bombardeado com atomos de
argonio sob alto vacuo por 120 s para a formacao de uma camada de aproximadamente 10 nm de
espessura. Os porta-amostras foram introduzidos em um microscépio eletronico de varredura
TESCAN modelo Vega3 (Toéquio, Japao) com microssonda de raios-X. As micrografias dos
sorventes monoliticos foram obtidas com diferentes amplifica¢des. Estas medidas foram realizadas
no Laboratério de Quimica de Materiais da Rede de Laboratérios Multiusuarios da Universidade

Federal de Uberlandia (RELAM).

3.2.2.4 Microscopia de forca atdmica

A microscopia de forga atomica (AFM, atomic force microscopy) € uma técnica que
permite analisar a estrutura de superficies de materiais com boa resolugdo e precisdo. Os modos
de aquisicdes das imagens ou modos de varredura, referem-se fundamentalmente a distancia
mantida entre a sonda e a amostra no momento da varredura. As amostras constituidas de pequenos
pedagos do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) foram fixadas em um porta amostras de ago inox
(ago 430) com o auxilio de uma cera rosa n° 7 a base de parafina. A fim de determinar a rugosidade
da superficie das amostras, foram realizadas varreduras (na direcdo de 0° em relagdo a X) sobre as
amostras utilizando-se o Dynamic Force Mode (SHIMADZU, Chiyoda-ku, Tokyo). Neste modo,
as sondas (Tap190AIl-G - Budget Sensors) realizaram as varreduras com frequéncias em torno de
155 KHz. A velocidade de varredura foi configurada para 0.4 Hz, coletando os dados da area de
10x10 micrometros (resolugdo de 512x512 pixels) em aproximadamente 22 min, 2,5 segundos por
linha. O software utilizado no microscopio SPM9600 durante a aquisicdo dos dados foi o SPM
Manager versao 3.04. Estas medidas foram realizadas no Laboratério de Quimica de Materiais da

Rede de Laboratorios Multiusuarios da Universidade Federal de Uberlandia (RELAM).
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3.2.2.5 Anadlise da érea superficial especifica e propriedades porosas dos monolitos

Os sorventes monoliticos otimizados foram submetidos a determinacao da area superficial
especifica, volume total de poros e didmetro médio de poros. Estas medidas foram obtidas através
da adsorcdo e dessor¢do de nitrogénio a -195,5 °C. A area superficial especifica foi determinada
pelo método BET (Brunauer-Emmett-Teller) (GREGG; SING, 1982) a pressdes relativas (p/po)
entre 0,05 e 0,30, na qual p e po sdo, respectivamente, as pressoes de equilibrio e de saturagao do
nitrogénio a -195,5 °C. O volume total de poros foi determinado pelo método do ponto tnico
através da conversdo do volume de nitrogénio adsorvido na p/po de ~0,995 para o volume do
adsorbato liquido. O didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos valores de volume total
de poros e da area superficial BET (GREGG; SING, 1982), conforme Equacao 1.

_ %

d Equagao 1

P Sper
Em que d,: didmetro médio de poros (nm); V,,: volume de poros (cm® g'!) e Sger: 4rea superficial especifica

(m? g'!) obtida pelo método BET.

3.2.2.6 Avaliagdo da macroporosidade dos monolitos

A macroporosidade dos monolitos (€) ¢ definida como o volume dos poros dividido pelo
volume total do monolito poroso. Esta medida pode ser obtida de forma gravimétrica a partir da
saturacdo dos materiais porosos em um solvente. Os sorventes monoliticos otimizados foram
imersos em butanol por 2 h e, apds esse tempo, o excesso de solvente foi removido com um papel
absorvente e a massa do monolito foi pesada em intervalos de tempo pré-definidos. A porosidade

foi calculada a partir da Equagao 2.

€= << (a5~ Ti)/ ps )> x100 Equacdo 2

(mMS_mM))+(m_M

ps pp

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

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

A macroporosidade ¢ obtida a partir do método de saturacdo de fluido, sendo um método
barato que independe de requisitos como regularidade, uniformidade de tamanho e forma, da

natureza da morfologia e distribui¢do dos poros no sorvente monolitico.
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3.2.2.7 Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos sorventes monoliticos otimizados foi avaliada por andlise
termogravimétrica (TG, thermogravimetric analysis), na qual um pedago do monolito previamente
cortado de cerca de 5 mg foi colocado na microbalanga do analisador térmico e submetidos a um
aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C até 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min
I relacionando a diminui¢do da massa do sorvente monolitico com o aumento da temperatura. As
medidas foram realizadas sob atmosfera de N> em um analisador termogravimétrico da TA

Instruments modelo TGA-55 (New Castle, DE, EUA), localizado na RELAM-Pontal.

3.2.2.8 Densidade real dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)

A densidade real de um monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) otimizado foi determinada
utilizando um picndmetro a géas hélio da marca Micromeritics, modelo Accupyc 1331. A
sensibilidade de medida do picndometro a gas utilizado foi de 10* g cm™. Diferentes pedagos dos
monolitos foram colocados no equipamento, sendo as medidas realizadas em quintuplicatas e os
resultados obtidos apresentam as médias dessas medidas. O picndmetro determina o volume da
amostra a partir da mudanga de pressdo observada no gés hélio que se expande de uma camara
contendo a amostra para a outra sem amostra. Com a massa da amostra ja conhecida, determina-
se a densidade real. A densidade determinada por picndmetro ¢ a densidade real calculada pela

razao entre a massa da amostra € o volume que ela ocupa.

3.2.3 Estudo da capacidade adsortiva do sorvente poli(TMPTA-co-EDMA)

A capacidade de adsorc¢ao dos sitios ativos dos sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-
EDMA) otimizados foi medida a partir de um estudo da adsor¢ao do vermelho do Congo (CR),
empregado como soluto teste. A solucao de CR apresenta coloragdao vermelha e que, portanto, pode
ser quantificada espectrofotometricamente na regido do visivel. Para o estudo de adsor¢dao do CR
nos monolitos, as solu¢des foram periodicamente analisadas em um espectrofotdometro UV-Vis no
comprimento de onda de 500 nm. Para quantificar o CR foi construida uma curva analitica a partir
da medida de absorbancia de solugdes padrao de CR nas concentracdes de 0,10; 0,25; 0,40; 0,50;
0,75; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00 pg mL™.

O tempo de equilibrio entre o adsorvente (monolito) e o adsorbato (CR) foi determinado a

partir de uma solugdo de CR a 0,50 pg mL™! que foi deixada em contato com o monolito nos
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tempos de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0;
80,0 € 90,0 min. Para cada tempo estudado foi realizada uma leitura espectrofotométrica da solugao
de CR apo6s o contato com o monolito, para determinar a quantidade ndo adsorvida do adsorbato
no sorvente monolitico.

A capacidade maxima de adsor¢do do CR nos suportes monoliticos de poli(TMPTA-co-
EDMA) com e sem impressao molecular, foi determinada deixando em contato pelo tempo de
equilibrio estabelecido anteriormente. As concentragdes de CR estudadas foram de 0,10; 0,25;
0,40; 0,50; 0,75; 1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00 pg mL™'. Para cada concentracdo de CR avaliada foi
empregado um monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) otimizado preparado dentro de um mesmo
lote (produzidos simultaneamente com uma mesma solu¢do monomérica). Apos o tempo de
equilibrio entre o adsorvente e o adsorbato, cada solucao foi medida no espectrofotdmetro UV-Vis

no comprimento de onda de 500 nm.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Preparacdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)

A fim de preparar um sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA) com formato da
ponteira de 1000 pL, com permeabilidade e rigidez adequada. Para a obtengdo dos sorventes
monoliticos com as caracteristicas citadas, as condi¢des de preparacao foram ajustadas etapa-a-
etapa seguindo as quantidades descritas na Tabela 3, por este motivo os sorventes monoliticos
foram identificados neste trabalho pela ordem de preparacdo. Para facilitar a discussdao dos
resultados obtidos as reagdes foram separadas em duas partes: (i) as que ndo formaram o monolito
ou formaram fora das caracteristicas desejadas e (ii) as que resultaram na formacao do sorvente
monolitico com as caracteristicas desejadas para a extracdo na ponteira descartdvel. Em cada
reacdo eram produzidos pelo menos 10 (dez) monolitos e os resultados discutidos a seguir se

referem a média destas preparagdes monoliticas.

3.3.1.1 Estudos preliminares para obtengao de estruturas poliméricas monoliticas permeaveis

Para os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #1 a #3 foi mantida fixa a propor¢do de
40:60 % (m/m) entre a mistura monomérica e a mistura porogénica. Para essas reagdes foi variada
a quantidade de TMPTA dentro da mistura monomérica de 75, 60 e 50 %, respectivamente. Nestas
condi¢des houve a formagdao dos monolitos, porém ndo houve elui¢do de solvente pelo sorvente
durante o teste de permeabilidade com agua, provavelmente esta condi¢do se deu em funcao do
baixo teor de solvente porogénico, responsavel pela formagdo dos poros, possibilitando a
permeabilidade de liquidos. Com intuito de conhecer o material produzido foi realizada

micrografias dos monolitos produzidos. As micrografias estdo apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Micrografias dos sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-EDMA)#1 (A), #2 (B) e #3 (C),

com ampliacdo de 10 kx.

SEMHV: 50KV WD: 10.18 mm
View fiekd: 20.8 pm Det: SE
SEU MAG: 0.0 kx _Data(midiy): 112819

SEM MAG: 10.0 kx _ Date{midiy): 11128119

Fonte: proprio autor.

A Figura 11 apresenta imagens do interior da estrutura dos monolitos, obtidos nas rea¢des
identificadas como #1, #2 e #3, como uma massa continua sem cavidades perceptiveis em seu
interior, ou seja, sem estrutura de canais. E possivel observar que os globulos caracteristicos de
estruturas poliméricas ndo foram formados adequadamente (ALHARTHI; EL RASSI, 2020). A
auséncia de poros na estrutura monolitica visiveis nas micrografias do SEM explica a falta de
permeabilidade de solvente pelo material e pode estar associada a quantidade de solvente
porogénico na mistura reacional (MANSOUR et al., 2020).

Com base nos resultados obtidos anteriormente foi proposto o preparo dos monolitos
poli(TMPTA-co-EDMA) #4, #5 e #6. Para essas reagdes foi alterada a proporcdo entre
monodmeros:solventes porogénicos de 40:60 para 30:70 % (m/m), aumentando a propor¢ao do
agente porogénico de maior massa molecular (PEG 1000), respectivamente, de 40 para 60 e 80 %.
Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #4 e #5 resultaram em estrutura monolitica rigida
moldada pela ponteira da micropipeta, porém, novamente sem possibilitar a permeabilidade de
liquidos. A reagdo #6 nao resultou na formagao de uma estrutura monolitica na ponteira. Assim,
para avaliar a produgdo dos monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #4 e #5 foram obtidas

micrografias de SEM que estdo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12. Micrografias dos sorventes monoliticos poli(TMPTA-co-EDMA)#4 (A) e #5 (B), com
ampliacdo de 10 kx.
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Fonte: Proprio autor.

A micrografia do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) #4, Figura 12A, apresenta uma
diferencga na estrutura quando comparada as dos monolitos da Figura 11, uma vez que ¢é possivel
observar cavidades em sua estrutura entre dominios globulares que estdo melhor definidos. Estas
estruturas globulares sdo proprias de polimeros organicos a base de metacrilatos (MAYA; PAULL,
2019). Mesmo com presenca destas cavidades entre os globulos nao foi possivel obter a passagem
de solvente pelo monolito, possivelmente por ndo haver interconexao entre as cavidades, ou seja,
formagao de longos canais que possibilitem a permeagao de fluidos. Para o monolito poli(TMPTA-
co-EDMA) #5 (Figura 12B) houve a formag¢ao de uma estrutura compactada, altamente densa, sem
a defini¢do dos aglomerados globulares e sem presenga de cavidades visiveis nas micrografias,
indicando assim que as condi¢des de obten¢ao do monolito ndo foram adequadas para os objetivos
delineados para o material.

Apesar de ndo se obter um resultado satisfatorio nestas preparagdes, houve indicios de uma
melhor formagdo da estrutura monolitica com o aumento da propor¢ao de solventes porogénicos.
Assim, a propor¢ao entre a mistura monomérica e mistura porogénica foi alterada de 30:70 para
20:80 % (m/m) na preparagao dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #7, #8 e #9, avaliando a
influéncia do PEG na mistura porogénica em 40, 60 e 80 %, respectivamente.

As reacdes de preparacao dos poli(TMPTA-co-EDMA) #7, #8 e #9 resultaram na formagao
de estruturas monoliticas rigidas, porém novamente sem a permeabilidade de liquidos pelo
material. As micrografias dos monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #8 e #9 estdo apresentados na
Figura 13, o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) da reagdo #7 ficou retido na ponteira, ndo sendo

possivel a sua remogao.
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Figura 13. Micrografias dos sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-EDMA)#8 (A) e #9 (B), com
ampliacdo de 10 kx.

Fonte: Proprio autor.

Através das micrografias apresentadas na Figura 13 ¢ possivel observar que para os
monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #8 e #9 formou-se uma estrutura densa sem a presenca de
poros ou cavidades evidentes que possibilitassem a passagem de solvente pelo monolito. Uma vez
que o aumento da propor¢do dos agentes porogénicos na mistura reacional ndo resultaram em
formagao de estrutura porosa adequada para o sorvente monolitico, buscou-se avaliar o efeito da
proporcao de agente de entrecruzamento (EDMA) na mistura monomérica para a formacao dos
poros. O agente entrecruzante tem a finalidade de conectar as cadeias poliméricas do mondmero
funcional de forma a abrir a estrutura polimérica, possibilitando a formagdo de canais (MAYA;
PAULL, 2019).

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #10, #11 #12 foram preparados utilizando 90,
95 e 80 % de EDMA, respectivamente. Essas quantidades de EDMA foi variada na mistura
monomérica, mantendo a propor¢do de 40:60 % (m/m) entre a mistura monomérica e a mistura
porogénica. No entanto, para essas trés reagoes nao foi possivel formar uma estrutura monolitica
solida, restando solucao dentro da ponteira apds 20 h de aquecimento a 60 °C. Assim, a quantidade
de solvente porogénico foi alterada, testando a propor¢do de 50:50 e 30:70 % (m/m) mistura
monomérica:mistura porogénica, fixando 90 % de EDMA na mistura monomérica, na tentativa de
se obter a estrutura monolitica solida e avaliar a capacidade de formagdo de poros com alta
porcentagem de entrecruzante. As reagdes foram identificadas como poli(TMPTA-co-EDMA) #13
e #14.

Para essas reagdes foram obtidas as estruturas monoliticas sélidas dentro das ponteiras sem
permeacdo de liquidos. A area superficial especifica e a porosidade dos sorventes obtidos nas
reagoes #14 e #15 foram avaliadas pela medida de adsor¢ao de gas N». A Tabela 8 apresenta os
dados de area superficial (Sger), volume de poros (V) e didmetro de poros (dp) dos sorventes

monoliticos.
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Tabela 8. Area superficial especifica, volume total e diametro médio de poros dos sorventes monoliticos

de poli(TMPTA-co-EDMA) obtidos nas reacoes #13 e #14.

PoliTMPTA-co-EDMA) S@er) (m? g™) Ve (em® g) Dp (nm)
#13 1,48 0,0069 18,8
#14 0,70 0,0007 4,0

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #13 e #14 indicaram baixa area superficial
especifica pelo método BET e um volume de poros consideravelmente pequeno comparado com
outros materiais monoliticos relatados na literatura (MASINI; NASCIMENTO; VITEK, 2021),
indicando que a estrutura monolitica ndo € porosa o suficiente para possibilitar a permeabilidade
de liquidos por sua estrutura. Portanto, a variagdo da propor¢ao da mistura monomérica em relacao
a mistura porogénica, mantendo uma alta porcentagem de EDMA na mistura reacional ndo ¢
efetiva para obtengdo de uma estrutura altamente porosa dos monolitos de poli(PMTPA-co-
EDMA) como se esperava. A quantidade de EDMA foi entdo reduzida novamente para 40 % na
mistura monomeérica nas reagdes #15 e #16, mantendo-se as propor¢des de mistura monomérica e
mistura porogénica de 30:70 e 50:50 %, respectivamente. Nestas reagdes houve a formacao dos
monolitos s6lidos sem permeabilidade de liquidos.

Diante do insucesso com baixo teor < 50 % ou alto teor >90 % de entrecruzante dentro das
condi¢des estudadas, mas entendendo que este possui um papel fundamental na abertura da
estrutura polimérica, possibilitando a criagdo de canais internos (MAYA; PAULL, 2019;
MANSOUR et al., 2020), uma condi¢do intermediaria de EDMA, com 70 % na mistura
monomeérica foi avaliada, fixando a proporg¢ao entre a mistura monomeérica:mistura porogénica em
30:70 % (m/m) - reagdo #17.

Nestas condi¢des, além da formacdo da estrutura monolitica, pela primeira vez, uma
pequena vazao de dgua foi obtida no teste de permeabilidade do monolito. Cerca de 500 pL foram
eluidos ap6s 10 min de eluigdo pelo sistema manifold a 560 mmHg. Utilizou-se entdo acetona para
verificar a permeabilidade deste liquido pelo monolito, pois a acetona possui uma viscosidade
(0,33 cP) menor que a da 4gua (1,00 cP) a 20 °C. A acetona eluiu mais rapidamente pelo monolito
poli(TMPTA-co-EDMA) #17, indicando a possivel formacao de poros muito estreitos na estrutura
monolitica dentro das condic¢des estudadas.

Levando em consideragao as possiveis aplicagdes dos monolitos enquanto sorventes, se faz
necessaria a permeabilidade de liquidos com maiores viscosidades que a acetona e, provavelmente,
maiores que a da d4gua, uma vez que muitas amostras sdo constituidas por matrizes aquosas ou

apresentam alta viscosidade em virtude da mistura de sais e outras substancias em sua composicao.
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Assim, buscou-se avaliar outras condi¢cdes de preparacdo dos monolitos a partir da propor¢ao
TMPTA:EDMA 30:70 % m/m, a fim de se obter uma estrutura monolitica macroporosa, garantindo

uma permeabilidade adequada de fluidos.

3.3.1.2 Avaliagdo de solventes porogénicos na formacao da estrutura monolitica porosa

A partir dos resultados obtidos com a composi¢dao da mistura monomeérica, foi proposta a
mudanc¢a de um dos constituintes da mistura porogénica, a substituicdo do metanol (alcool de
cadeia linear curta) pelo isopropanol. O isopropanol (propano-2-ol) ¢ um alcool secundério que
possui uma estrutura mais volumosa que o metanol, podendo fornecer uma maior contribuicao
para a abertura da estrutura sélida levando a formacao de poros maiores no sorvente monolitico.

O monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #18 foi preparado seguindo as mesmas condi¢des da
reacdo do poli(TMPTA-co-EDMA) #17 com a substituicdo do metanol pelo isopropanol. Nesta
condi¢do, houve a formagdo da estrutura monolitica so6lida moldada no interior da ponteira
descartavel. A permeabilidade pelo monolito foi avaliada pela passagem de agua e de acetona,
obtendo uma boa permeabilidade para acetona, ~1 mL min"!. Em fun¢io do resultado promissor,
os monolitos obtidos nesta reagdo foram caracterizados quanto a area superficial especifica e

porosidade por medidas de adsor¢do de N> e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Area superficial especifica, volume total e diametro médio de poros dos sorventes monoliticos

poli(TMPTA-co-EDMA) #18.

Poli(TMPTA-co-EDMA) S@er (m? g™) Ve (em® g) dp (nm)
#18 16,45 0,0526 12,8

Com a substituigdo do metanol pelo isopropanol hd um aumento da éarea superficial
especifica (Sget) quando comparado com os monolitos preparados com metanol, corroborando
com os resultados da permeabilidade de liquidos e equivalente aos materiais poliméricos porosos
para finalidade de extracao (RIBEIRO; MASINI, 2018). Os resultados da Tabela 9 indicam ainda
que o monolito produzido pode ser considerado, de uma forma geral, mesoporoso uma vez que o
diametro médio de poros estd na faixa de 2 a 50 nm. Como o monolito poli(TMPTA-co-EDMA)
#18 indicou uma maior passagem de liquidos pela estrutura monolitica, o mesmo foi submetido a
uma extracao de residuos de material ndo polimerizado, via extracdo Soxhlet por 24 h com 30 mL
de agua e 30 mL metanol, para remocdo de reagentes que ndo foram polimerizados. A area
superficial especifica e a porosidade do monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #18 ap6s a extragdo

foram medidas por adsorcao de N2 e os resultados sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Area superficial especifica, volume total e didmetro médio de poros dos sorventes monoliticos

de poli(TMPTA-co-EDMA) #18 ap6s extragdo Soxhlet.

POLI(TMPTA-CO-EDMA) Ser (m? g Ve (em® g) dp (nm)
#18ex 45,20 0,1662 14,7

A partir dos resultados apresentados na Tabela 10 ¢ possivel observar um aumento da area
superficial especifica (Sger) e do volume total de poros (Vp), indicando que o processo de extragao
de reagentes pos-polimerizacdo pode ter removido reagentes residuais do interior dos poros,
desobstruindo-os. Isso porque hd um aumento significativo do volume total de poros nos monolitos
e, por consequéncia, na area superficial especifica, sem aumentar o diametro médio dos poros de
forma significativa. A partir desta etapa, todos os monolitos produzidos foram submetidos a
extragdo Soxhlet. Apods a extragdo o monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #18ex foi submetido a um
novo teste de permeabilidade, eluindo a acetona de forma mais rapida, ~5 mL min™!, porém a 4gua
de forma mais lenta, < 0,2 ml min’..

Para aumentar a vazao de 4gua pelos monolitos, foram mantidas as proporcdes de 30:70 %
(m/m) da mistura monomérica:mistura porogénica, porém foram reduzidas as porcentagens de
isopropanol na mistura porogénica para 50 e 30 %, respectivamente, nos monolitos poli(TMPTA-
co-EDMA) #20 e #21. A estrutura monolitica s6lida foi produzida em ambos os monolitos, no
entanto, foi possivel a permeag@o apenas de acetona, sem a passagem de agua. As medidas de area
superficial e porosidade foram realizadas para os monolitos #20 e #21 e a Tabela 11 apresenta os

resultados obtidos.

Tabela 11. Area superficial especifica, volume total e didmetro médio de poros dos sorventes monoliticos

de poli(TMPTA-co-EDMA) #20 ¢ #21.

Poli(TMPTA-co-EDMA) S@er) (M? g 1) Ve (em® g ) dp (nm)
20 18,20 0,0937 20,6
21 18,50 0,0648 14,0

De acordo com os resultados da Tabela 11 € possivel inferir que a area superficial especifica
e o volume total de poros se mantiveram praticamente constantes com a pequena variacao na
quantidade de isopropanol. Esse resultado foi um indicativo de que a mudanga na propor¢ao dos
solventes porogénicos ndo parece ser suficiente para mudar as caracteristicas de poros da estrutura
monolitica. Apesar do ganho de porosidade frente os monolitos preparados em MeOH, os

monolitos ainda ndo apresentaram a permeabilidade de agua desejada para serem utilizados como
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sorventes extratores para processos de extragdo em fluxo como a DPX proposta neste trabalho.
Desta forma, novamente buscou-se avaliar o efeito do entrecruzante EDMA na formagao de poros
da estrutura monolitica, porém com a nova composi¢ao de solventes porogénicos.

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #22, #23 e #24 foram realizados utilizando 50,
70 € 90 % de EDMA na mistura monomérica, respectivamente. Para os monolitos #22 e #24 ndo
houve permeabilidade de agua ou acetona. Ja para o monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #23, com
70 % de EDMA, houve permeabilidade de acetona e de uma pequena aliquota de dgua, < 0,2 mL
min’!, ainda insatisfatoria para a aplicacdo desejada.

Das variagdes realizadas na preparacdo dos monolitos apenas o mondmero estrutural,
TMPTA, o agente porogénico PEG e o iniciador radicalar AIBN se mantiveram fixos. Desta forma,
optou-se por modificar a forma com que o PEG ¢ adicionado a mistura reacional. O PEG era
adicionado na forma de pellets a mistura reacional, tornando a mistura reacional muito viscosa
apos a dissolucdo do PEG. Assim, o PEG soélido foi substituido por uma solugdo metanoélica de
PEG a 10 % (m/v) para reduzir a viscosidade da mistura reacional e avaliar a influéncia na
formagao de poros da estrutura polimérica. A viscosidade do meio reacional pode ser limitante na
formagdo da estrutura monolitica porosa de polimeros organicos (MANSOUR et al., 2020).

O monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #25 foi preparado com a solu¢do de PEG, mantidas
as demais condigoes idénticas ao do monolito #24. Nesta condic¢ao foi observada uma melhora na
permeabilidade da d4gua, obtendo-se uma vazio de ~0,5 mL min! pelo monolito de poli(TMPTA-
co-EDMA). Optou-se entdo por alterar a propor¢ao da mistura porogénica em relagdo a mistura
monomeérica de 30:70 para 20:80 % (m/m), com intuito de compensar a diminui¢cdo de PEG na
mistura reacional, e verificar o seu efeito na porosidade dos monolitos, resultando no monolito
poli(TMPTA-co-EDMA) #26. Esta condi¢do resultou na passagem de agua pelo monolito,
indicando uma permeabilidade adequada para a finalidade pretendida para o sorvente monolitico,
obtendo-se uma vazio média de 1,2 mL min™ para os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA). A
partir desse resultado, as condigdes da reacdo para preparacdo do monolito poli(TMPTA-co-
EDMA) #26 foram definidas como a condi¢ao 6tima para a produgdo dos monolitos porosos. Os
monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #26 produzidos foram fotografados e as imagens estdo

apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Fotografia do monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) #26.

'R

Fonte: Proprio autor.

Como ¢ observado na Figura 14, o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) na condi¢ao
reacional #26 ¢ uma particula inica de formato conico, moldado pela ponteira descartavel de 1000
uL, e que sera empregada em extragdes DPX, sem a necessidade de filtros de retengdo como ocorre
para sorventes particulados. Visto que o monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #26 apresentou
caracteristicas morfoldgicas adequadas para ser utilizado como sorvente DPX, os proximos
estudos visaram a caracterizagdo das propriedades morfoldgicas e estruturais do sorvente
monolitico.

Na caracterizacdo, além do sorvente na condi¢do otimizada foram produzidos monolitos
de poli(TMPTA-co-EDMA) empregando apenas o isopropanol e a solu¢do de PEG 10 % (m/v) em
metanol nas reagdes #27 e #28, respectivamente, como Unico agente porogé€nico no processo de

polimerizacao, para avaliacdao do efeito do solvente porogénico na polimerizagao.

3.3.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos sorventes monoliticos de poli(TMPTA-co-EDMA)

A cadeia polimérica do monolito poli(TMPTA-co-EDMA) ¢ formada pela reagao in situ
por polimerizagao radicalar, termoativada dentro de um molde de ponteira de 1000 pL, contendo
a mistura reacional composta pelo monomero estrutural (TMPTA), agente entrecruzante (EDMA),
agentes porogénicos (sol. PEG 10 % m/v e isopropanol) e o iniciador radicalar (AIBN). A reacao

proposta ¢ apresentada na Figura 15.
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Figura 15. Reagdo de polimerizagao in situ do TMPTA e EDMA dentro da ponteira de micropipeta.
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Fonte: Adaptado de (BAI et al., 2014).
3.3.2.1 Avaliagao da permeabilidade de liquidos pelos monolitos

Para a avaliagdo da permeabilidade de liquidos pelos monolitos, os monolitos foram
deixados em 4gua ultrapura por 12 h apos o processo de extracdo Soxhlet. Este procedimento teve
por finalidade evitar o inchamento ou compressao da estrutura no teste de permeabilidade com
agua. Foi fixado um volume de 3 mL de solvente, 4gua ou metanol, com as ponteiras fixadas em
um sistema manifold de 12 portas submetido a um vacuo brando (pressao interna 560 mmHg),
cronometrando o tempo necessario para elui¢do do total do volume do solvente. Os resultados
obtidos para os monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #26 (sol. PEG 10 % m/v e isopropanol), #27
(isopropanol) e #28 (sol. PEG 10 % m/v), medidos em triplicata, estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Medidas da vazio de solventes (agua) pelos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados

com diferentes solventes porogénicos.

Poli(TMPTA-co-EDMA) Vazio (mL min™)

#26 (PEG + isopropanol) 1,05 1,24 1,33 1,21 £0,14
#27 (isopropanol) 1,08 0,98 1,20 1,09 £0,11
#28 (PEG) 0,78 0,59 0,74 0,70+ 0,10

Apesar de ndo haver diferenga estatistica entre os valores de vazdo obtidos para os
monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com a mistura porogénica de sol. de PEG a
10 % m/v e isopropanol e daquele preparado com isopropanol (Tabela 12), foi mantida a
preparacdo com a mistura de solventes por apresentar valores absolutos de vazao maiores. Segundo
COURTOIS; BYSTROM; IRGUM (2006) e MANSOUR et al. (2020), a mistura entre a sol. do

PEG e isopropanol diminui a solubilidade dos mondmeros mais rapidamente durante a
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polimerizac¢ao, uma vez que a separagao de fase ocorre logo ap6s a formagao dos primeiros nticleos
de polimerizagdo, fazendo com que as cadeias do mondmeros tenham mobilidade para coalescer
com os nucleos de polimerizagao. Com isso os nicleos aumentam de tamanho dando origem a

globulos maiores, consequentemente macroporos € canais de maior tamanho.

3.3.2.2 Espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta

As estruturas quimicas dos sorventes monoliticos poli(TMPTA-co-EDMA) foram
analisadas por espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho a partir da caracterizacdo
dos principais grupos funcionais presentes no material. O espectro FTIR dos mondmeros
precursores e dos monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #26, #27 e #28 estdo apresentados na Figura
16.

Figura 16. Espectros FTIR dos (A) mondmeros TMPTA e EDMA e (B) monolitos poli(TMPTA-co-
EDMA) #26, #27 e #28.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com os espectros FTIR do TMPTA e EDMA (Figura 16A) foi possivel
identificar grupos funcionais caracteristicos das estruturas quimicas desses mondmeros. Podem
ser observadas bandas em 2960 e 2875 cm’! caracteristicas de vibragio de alongamento
assimétrico e simétrico da ligacdo C-H, respectivamente, além do estiramento da ligagdo —COO-
na estrutura de TMPTA e EDMA em 1730 cm™. A banda em 1100 cm™ indica a presenca da ligagio
C-O-C e em 1630 cm™ da ligacio C=C dos mondmeros (BAI et al., 2014; ZHONG et al., 2014).
J& os espectros dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26 (PEG + isopropanol), #27

(isopropanol) e #28 (PEG) (Figura 16B) possuem similaridades entre si, sendo o esperado uma
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vez que o agente porogénico ndo faz parte da estrutura, ndo sendo observadas diferengas
significativas nos espectros de infravermelho.

Apesar da similaridade entre os espectros dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26,
#27 e #28 ha diferengas importantes para os espectros dos mondmeros. Para os monolitos ¢
possivel observar o alargamento das bandas, principalmente na regido de impressdo digital do
espectro (1500-1000 cm™), esse alargamento se refere a repeticio das unidades poliméricas e,
consequentemente, do efeito sinérgico das vibragdes de estiramentos alargando os sinais do
espectro (HERRERA-GONZALEZ et al., 2019). Outro aspecto que corrobora com esse resultado
¢ a auséncia do sinal em 1630 cm™! referente a vibragio da ligagio C=C dos mondmeros, as quais
foram rompidas para promover a polimerizagao radicalar das unidades monoméricas, confirmando

a formagio do poli(TMPTA-co-EDMA) (HERRERA-GONZALEZ et al., 2019).
3.3.2.3 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias sdo de grande relevancia para avaliar a morfologia de materiais uma vez
que elucida a estrutura microscopica dos sorventes. Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26,
#27 e #28 foram analisados por microscopia eletronica de varredura e as micrografias resultantes

estdo apresentadas na Figura 17.

Figura 17. Micrografias eletronicas de varredura dos monolitos (A) poli(TMPTA-co-EDMA) #26 (PEG +
isopropanol), (B) #27 (isopropanol) e (C) #28 (PEG).
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se nas micrografias de SEM da Figura 17 que os monolitos possuem estrutura
globular, caracteristicos de monolitos organicos, ¢ a presenca de aberturas porosas em sua

estrutura, confirmando a obtencdo de longos canais que provavelmente estdo interconectados ao
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longo da estrutura, o que tornou possivel a permeabilidade do liquido. O monolito de poli(TMPTA-
co-EDMA) #26, preparado com sol. PEG a 10 % m/v e isopropanol como porogénicos, foi o que
apresentou estrutura mais porosa nas micrografias (Figura 17A), corroborando com os resultados
de permeabilidade. O monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #27, preparado com isopropanol como
porogénico (Figura 17B) também apresenta boa porosidade em sua estrutura, compativel com os
resultados de permeabilidade de liquidos obtidos previamente. J4 o monolito de poli(TMPTA-co-
EDMA) #28, preparado com a sol. PEG a 10 % m/v como porogénico (Figura 17C), apresenta
estrutura globular como os demais, porém com os dominios s6lidos bem compactados com poucas

cavidades entre os glébulos, corroborando com os resultados de permeabilidade de liquidos.

3.3.2.4 Microscopia de forca atdmica

A AFM consiste na varredura da superficie de uma amostra com uma sonda, que possibilita
mapear propriedades mecanicas e fisico-quimicas superficiais dos materiais que as compde. Umas
de suas fung¢des ¢ avaliar o perfil topografico da superficie dos materiais. As micrografias de forca
atomica da superficie dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26 e #27 estao apresentadas na
Figura 18.

Figura 18. Micrografias AFM 3D dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparado com diferentes

porogénicos, (A) #26 (sol. PEG 10 % e isopropanol) e (B) #27 (isopropanol).
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De acordo com as imagens das topografias dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA )#26
e #27 da Figura 18, pode-se observar que a superficie de ambos os monolitos sdo altamente
irregulares (rugosas), € possuem longos desniveis e cavidades ao longo de toda sua extensdo. A

rugosidade do material pode ser explicada devido a presenca dos nucleos solidos globulares que
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compde a estrutura, enquanto as cavidades se referem a entrada de longos canais da estrutura
monolitica, provavelmente que se interconectam com outros macroporos no interior da estrutura
(CABRAL; BANDILLA; SKINNER, 2006). A diferenca de coloracao das topografias ¢ atribuida
a presenca das entradas dos longos canais macroporosos na superficie dos monolitos. Esta
porosidade, por sua vez, ¢ de extrema importancia para a permeabilidade de liquidos em processos

de extracdo em fluxo continuo, como se pretende para a DPX.

3.3.2.5 Area superficial especifica e propriedades de poros

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) foram analisados quanto as suas caracteristicas
de area superficial e porosidade a fim de avaliar as propriedades morfologicas dos sorventes. A
area superficial foi obtida pelo método BET e a porosidade pelo método BJH (Barrett-Joyner-
Halenda), em que as propriedades sdo avaliadas através de medidas da adsor¢do e dessor¢ao de
N2 na superficie e nos poros dos monolitos dentro de uma faixa de pressoes relativas. Os resultados
obtidos para os monolitos poli(TMPTA-co-EDMA) #26, #27 e #28 foram comparados ¢ estao
dispostos na Tabela 13.

Tabela 13. Area superficial especifica, volume total e didmetro médio de poros dos sorventes monoliticos

poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com diferentes solventes porogénicos.

Poli(TMPTA-co-EDMA) Seer) (m? g7) Ve (em® g) Dp (nm)
#26 (PEG + isopropanol) 49,68 0,2026 14,5
#27 (isopropanol) 81,44 0,2400 11,8
#28 (PEG) 12,15 0,0558 18,4

De acordo com os dados apresentados na Tabela 13, houve um aumento da area superficial
do monolito poli(TMPTA-co-EDMA) preparado com o isopropanol como solvente porogénico,
quando comparado com o monolito otimizado com o uso de sol. PEG 10 % m/v e isopropanol
como porogénicos. Este resultado estd diretamente relacionado a porosidade do monolito e ao
tamanho dos globulos formados durante o processo de polimerizagao. Quanto maior as unidades
globulares da estrutura solida e maior o didmetro dos poros, menor a area superficial especifica do
monolito, conforme pode ser observado nos dados da Tabela 13. Além disso, a area superficial
especifica de um material tem forte contribuicdo de microporos, que deve estar em maior
quantidade no monolito preparado apenas com o isopropanol como solvente porogénico, o que

explicaria a reduc¢do do didmetro médio dos poros e a maior area superficial especifica BET.
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Outro fato a ser considerado € a contribui¢do dos agentes porogénicos na porosidade dos
monolitos, o isopropanol (estrutura menos volumosa) resultou no monolito com maior volume
total de poros e com poros de menor didametro médio (11,8 nm), enquanto o monolito produzido
com agente porogénico de estrutura mais volumosa (solugdo metandlica de PEG 10 % ), monolito
#28, resultou em menor porosidade total com poros de maior diametro médio (18,4 nm). O método
empregado para determinagdo do volume total de poros, a partir da adsor¢ao de gas N», apresenta
limitagao na medida de poros fora da faixa de 0,4 a 300 nm de didmetro (YT et al., 2020). Assim,
eventuais macroporos formados pelo PEG, com diametros superiores a 300 nm, nao serdo medidos
pela técnica empregada. O monolito #26, que empregou a mistura dos dois agentes porogénicos,
apresentou valores intermediarios aos monolitos que foram preparados com cada agente
porogénico individualmente, indicando a influéncia da estrutura volumosa do agente porogénico
na estrutura porosa de um monolito polimérico. O maior diametro médio de poros deste monolito
em comparag¢do ao preparado apenas com isopropanol ¢ um indicativo da presenga de um nimero
maior de mesoporos ou macroporos, mais desejaveis para o processo de extragdo em fluxo.

Os resultados de area superficial especifica e porosidade dos monolitos #26, #27 e #28
corroboram com os resultados de permeabilidade, na qual o monolito poli(TMPTA-co-EDMA)
#28 apresentou a menor vazio de liquidos, de 0,71 mL min™.

As isotermas de adsor¢do e dessor¢do de N2 nos monolitos estdo apresentadas na Figura
19. O perfil das isotermas de adsor¢do indicam algumas caracteristicas morfoldgicas importantes

dos materiais, como por exemplo o formato dos poros nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA).

Figura 19. Isotermas de adsor¢ao de N, para os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com
diferentes solventes porogénicos: #26 (PEG + isopropanol), #27 (isopropanol) e #28 (PEG).
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O perfil das isotermas de adsor¢do e dessor¢do de N> apresentadas na Figura 19 ¢
caracteristico de isotermas do tipo II, de acordo com a classificagdo da IUPAC (SING, 1982). Este
perfil de isoterma de adsorcao ¢ associado a materiais adsorventes macroporosos, indicando que
os monolitos, apesar de apresentarem diametro médio de poros que os caracterizam como
mesoporosos (2 a 50 nm), possuem uma forte contribuicdo de macroporos em sua estrutura,
provavelmente ndo medidas por estarem acima de 300 nm de didmetro, o que possibilita a

permeabilidade de liquidos nas vazdes de >1,0 mL min™! como obtidas neste trabalho.

3.3.2.6 Macroporosidade dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)

Como o método de adsorcdo de N> ndo ¢ capaz de medir macroporos na estrutura
monolitica de poli(TMPTA-co-EDMA) otimizada, a macroporosidade dos monolitos foi
determinada pelo método de saturagdo de fluidos. O solvente escolhido para o estudo foi o butanol,
pois este solvente nao causa nenhuma mudanga na estrutura monolitica durante a medida, sendo
uma condig@o necessaria para obtengao de resultados mais confiaveis por nao inchar ou comprimir
a estrutura (LU; LI, 2009; HOSSEN, 2020; DING, 2020). Normalmente se utiliza a 4gua como
fluido para medi¢cdo da macroporosidade de materiais, porém a utilizagdo de dgua nesse estudo
levaria ao inchamento do monolito. Os valores de macroporosidade para os monolitos de

poli(TMPTA-co-EDMA) #26, #27 e #28 estdo apresentados na Figura 20.

Figura 20. Perfil gravimétrico da macroporosidade dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados

com diferentes solventes porogénicos obtido pelo método de saturacao de fluidos.
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De acordo com a Figura 20, ¢ possivel observar um perfil da porcentagem de porosidade
total similar para os monolitos preparados com diferentes solventes porogénicos. No entanto, ndo
houve uma sobreposi¢ao das curvas, indicando que existe uma diferenga de macroporosidade entre
os monolitos. Diferentemente das isotermas de adsor¢ao de gas, nesse estudo mede-se a porosidade
total dos sorventes em relagdo aos macroporos presentes na estrutura monolitica. Para melhor
avaliar a diferenca entre os monolitos, os valores de porosidade obtidos das curvas da Figura 20

foram descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Macroporosidade dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com diferentes

solventes porogénicos, utilizando o método de saturacao de fluidos, utilizando o seis pontos iniciais.

Monolitos Porosidade (%)
Poli(TMPTA-co-EDMA) #26 65,8
Poli(TMPTA-co-EDMA) #27 62,9
Poli(TMPTA-co-EDMA) #28 54,6

De acordo com os dados de macroporosidade na Tabela 14, pode-se observar que os
monolitos avaliados tém uma macroporosidade total superior a 50 % e o monolito de poli(TMPTA-
co-EDMA) #26, preparado com a mistura de solucdo de PEG a 10 % m/v em metanol e
isopropanol, foi o que apresentou maior macroporosidade total, corroborando assim com os
resultados de permeabilidade e adsorcdo de gas N2 descritos anteriormente. Os monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) #27 e #28 possuem um menores valores de macroporosidade, mas que

ainda assim permite a fluidez de liquidos pelas suas estruturas.
3.3.2.7 Analise termogravimétrica
Para avaliar a estabilidade térmica dos monolitos foram realizadas medidas

termogravimétricas (TG) dos monolitos preparados com diferentes solventes porogénicos. As

curvas TG obtidas estdo registradas na Figura 21.
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Figura 21. Curvas TG para os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com diferentes solventes

porogénicos. Faixa de temperatura de 25 a 600 °C a com taxa de aquecimento de 10 °C min™'.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com as curvas TG da Figura 21, os monolitos possuem uma elevada estabilidade
térmica e apresentam um unico evento térmico relativo a decomposigdo da estrutura polimérica,
que se inicia antes de 300 °C e finaliza em torno de 450 °C. Este resultado ¢ uma confirmagao da
obtengdo da estrutura monolitica polimérica sem a presenca de residuos monoméricos, que
poderiam resultar em outros eventos térmicos antes de 300 °C (GALKA; KOWALONEK;
KACZMAREK, 2014). Além disso, observa-se que os monolitos produzidos possuem uma menor
estabilidade térmica quando comparados ao mondmero (TMPTA). Isso pode ser devido a estrutura
do monolito poli(TMPTA-co-EDMA) ser formada pela ligagdo entre 0 monémero e o agente de
entrecruzamento, abrindo a estrutura polimérica e possibilitando maior acesso de energia térmica
para a decomposicdo do monolito. Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26, #27 e #28
preparados com diferentes solventes porogénicos possuem Tonset, temperatura do inicio do evento
de degradacao, de 349, 336 e 343 °C, respectivamente. Estas temperaturas de inicio de degradacao
térmica podem ser consideradas similares estatisticamente, indicando que o efeito do solvente nas

propriedades térmicas dos monolitos ¢ de pouca importancia.

3.3.2.8 Densidade real

A fim de determinar a densidade das estruturas monoliticas porosas formadas, foi realizada

amedida de densidade real dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) #26, #27 e #28 pelo método
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do picnometro a gas hélio. Os valores de densidade real obtidos para os monolitos estdo descritos

na Tabela 15.

Tabela 15. Densidades reais para os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) preparados com diferentes
solventes porogénicos.

Poli(TMPTA-co-EDMA)  Densidade real (g cm™)

#26 (PEG + isopropanol) 0,9567 £ 0,0037
#27 (isopropanol) 0,8307 £ 0,0032
#28 (PEG) 0,8758 = 0,0030

O monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) #26, preparado com a mistura da sol. de PEG e
isopropanol como solventes porogénicos, apresentou a maior densidade real comparada aos
monolitos #27 e #28, preparados com apenas um dos solventes porogénicos. Quando se utiliza o
PEG como agente porogénico hd uma contribui¢do ligeiramente maior no valor de densidade do
que quando se utiliza isopropanol, de acordo com os dados da Tabela 15. Assim, observa-se que
apesar dos agentes porogénicos nao participarem da estrutura monolitica afetam a sua densidade.
Comparadas as densidades dos monémeros, 1,11 g cm™ para o TMPTA e 1,05 g cm™ para o
EDMA, os monolitos sdo consideravelmente menos densos devido a sua estrutura

hierarquicamente porosa.

3.3.3 Teste de impressao molecular com vermelho do Congo

3.3.3.1 Estudo da macroporosidade dos monolitos impressos molecularmente

O monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #26 preparado com a mistura de solventes
porogénicos foi escolhido para o desenvolvimento do dispositivo DPX. Devido a baixa
disponibilidade de padrao analitico da N-nitrosodimetilamina (NDMA), inicialmente a impressao
molecular foi testada em um corante, o vermelho do Congo (CR, Congo red). A escolha do soluto
teste foi em funcao da obtencdo de uma solucdo colorida que possibilitaria medidas mais rapidas
por espectroscopia de absor¢ao molecular UV-vis e analise visual de descoloragdo da solucdo apds
a retencao nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA).

O processo de impressdao molecular ¢ capaz de produzir polimeros dotados de sitios
especificos de reconhecimento através da moldagem de moléculas, similares quimicamente aos

analitos ou com os proprios analitos, na estrutura polimérica durante o processo de polimerizagao
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in situ (LUO; WU; HUANG, 2023). Assim, o CR foi empregado como uma molécula sonda
(template) para avaliar a potencialidade de modificagdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-
EDMA) por impressao molecular. A polimerizacao foi realizada adicionando uma solu¢ao de CR
em isopropanol, um dos agentes porogénicos, nas mesmas condi¢des otimizadas da mistura
porogénica para obtencdo do monolito poli(TMPTA-co-EDMA) #26. Foram avaliadas trés
concentragdes do CR no processo de impressdo: 237,5 pg mL'; 118,5 ug mL™! e 47,5 pg mL™,
correspondendo as razdoes molares TMPTA:CR de 0,6:1,0; 1,2:1,0 e 3,0:1,0, respectivamente, que
foram identificados como MIP-CR1, MIP-CR2 e MIP-CRS.

O efeito da adi¢do da molécula do CR na formacdo da estrutura monolitica
hierarquicamente porosa foi avaliada a partir da medida de macroporosidade dos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) impressos molecularmente e para o monolito nao impresso (NIP, non-

imprinted polymer). Os resultados sdo apresentados na Figura 22.

Figura 22. Perfil gravimétrico da macroporosidade dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) otimizado

e impresso molecularmente com vermelho do Congo pelo método de saturagdo de fluidos.
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Fonte: Proprio autor.

Para os monolitos impressos molecularmente foi possivel observar uma similaridade no
comportamento da evaporagdo do fluido (butanol) no ensaio de macroporosidade, se estabilizando
em aproximadamente 15 % de macroporosidade, indicando que o butanol ndo foi totalmente
evaporado, provavelmente ficando retido em sitios deixados pela molécula do CR na estrutura. Os

valores de macroporosidade obtidos das curvas da Figura 22 foram descritos na Tabela 16.
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Tabela 16. Macroporosidade dos monolitos de poli( TMPTA-co-EDMA) impressos molecularmente com

vermelho do Congo, utilizando o método de saturag@o de fluidos e o butanol como solvente. n = 3.

Monolito Porosidade (%)
MIP-CR1 543
MIP-CR2 63,0
MIP-CRS5 54,7
NIP 65,8

Os trés monolitos MIP apresentaram porosidades médias inferiores ao monolito NIP,
porém, superiores a 50 %. A preseng¢a da molécula modelo na mistura reacional levou a uma
redu¢do da macroporosidade provavelmente pela impressdo dentro dos poros da estrutura
monolitica reduzindo seu volume total (NDUNDA, 2020). O MIP-CR2 foi o que apresentou
porosidade mais proxima do monolito sem impressdo molecular. Apesar da diminui¢do da
macroporosidade, ndo houve comprometimento da permeabilidade de dgua e de metanol pelo

monolito em vazoes similares as do NIP.

3.3.3.2 Estudo da adsor¢ao de vermelho do Congo no MIP de poli(TMPTA-co-EDMA)

A interagdo entre o adsorvente (monolitos) e o adsorbato (VC) foi realizada pelo estudo da
adsorcdo do CR com as superficies dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) sem impressao
molecular (NIP) e dos monolitos impressos molecularmente MIP-CR1, MIP-CR2 e MIP-CRS5. A
quantificagdo do vermelho do Congo adsorvido nos monolitos foi realizada por espectroscopia de
absor¢do na regido visivel, no comprimento de onda de 500 nm, que corresponde a méaxima
absorcdo do CR. Para tal, foi construida uma curva analitica para o CR, analisando
espectrofotometricamente as solugdes padrao de CR na faixa de concentracgdes de 0,10 a 5,00 ug

mL!. A curva analitica obtida est4 apresentada na Figura 23.
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Figura 23. Curva analitica do vermelho do Congo em solugdes aquosas.
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A partir das medidas de absorbancia para as solugdes de CR foi obtida a curva analitica a
partir da regressio linear dos dados, obtendo um coeficiente de determinagio (R?) de 0,9999 e a

equagao de reta apresentada na Equagao 3.

A =0,00418 + 0,02815 * Cop(ug mL™Y) Equagdo 3

Em que: A: absorbancia (u.a); Ccr: concentra¢do da solugido de vermelho do Congo em pug mL™.

Inicialmente, determinou-se o tempo de equilibrio para a adsor¢do do CR nos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA) NIP. Os monolitos foram deixados em contato sem agitacdo com uma
solugdo de CR a 0,5 pg mL! sob diferentes tempos. A cada tempo de contato previamente
estabelecido, a solucdo era analisada espectrofotometricamente e a quantidade adsorvida (qc) de
CR era determinada pela diferenga entre concentragdo inicial e a concentragdo ndo adsorvida de
vermelho do Congo. O tempo de equilibrio entre o CR e o NIP foi determinado a partir da obtencao

de concentragdo constante na solu¢cdo do CR, conforme apresentado na Figura 24.
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Figura 24. Tempo de equilibrio para adsor¢ao do vermelho do Congo no monolito de poli(TMPTA-co-
EDMA) NIP.
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Fonte: Proprio autor.

O tempo necessario para a saturagao da superficie dos monolitos com as moléculas de CR
foi definido em 10 min. Apds esse tempo ndo ocorre uma adsorc¢ao significativa do CR nos sitios
dos monolitos, de acordo com a Figura 24. Porém, ndo se observa também uma estabilidade da
adsorcdo do CR que caracterizasse efetivamente o equilibrio com os sitios ativos do monolito até
120 min. Esta condicao pode estar associada a permeabilidade lenta da solugdo de CR no interior
da estrutura monolitica no modo de batelada, acessando continua e lentamente os sitios ativos dos
poros dos monolitos. Desta forma, o0 modo adequado de atuacdo dos sorventes monoliticos seja
em processos de extracdo em fluxo continuo, for¢cando a entrada de amostras e eluentes pela
estrutura monolitica por meio de uma micropipeta.

A capacidade adsortiva dos monolitos NIP e MIP-CR1, MIP-CR2 e MIP-CR5 foram
avaliadas a partir do contato dos monolitos com diferentes concentragdes de CR por 10 min. As
solucdes foram analisadas espectrofotometricamente para determinar a quantidade de CR
adsorvida (ge) nos monolitos a partir da diferenga entre as concentragdes iniciais CR e a restante
na solugdo apos o contato com os monolitos. A relagdo entre a concentracdo do CR que permaneceu
em solucdo na condi¢do de equilibro (Ce) e a quantidade adsorvida pelos monolitos (qe) foi

registrada na forma de isotermas de adsorcao que estdo apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Isotermas de adsor¢do do CR nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) NIP, MIP-CR1, MIP-

CR2 e MIP-CR5.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com as isotermas da Figura 25, ndo € possivel observar nenhuma tendéncia
aparente que indicasse uma adsor¢do favoravel ou desfavordvel do CR nos monolitos (DIAS;
CARMO, 2004). Assim, alguns modelos tedricos foram aplicados aos dados para extrair maiores
informacdes sobre o processo de adsor¢do do CR nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)
impressos ou ndo impresso. Os modelos mais utilizados sdo os propostos por Langmuir e
Freundlich. O modelo de Langmuir baseia-se no movimento das moléculas do adsorbato pela
superficie do adsorvente, de modo que, a medida que mais moléculas sdao adsorvidas, hd uma
distribuicao uniforme formando uma monocamada que recobre toda a superficie do adsorvente,
desconsiderando a interagdo entre as moléculas adsorvidas (WANG; GUO, 2020). O modelo pode

ser expresso pela Equacao 4.

Qmax-KL-Ce

Equacao 4
1+ Qmax-Ce quag

e =

Sendo: ge: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g!); Qmax: capacidade
maxima de adsor¢do (mg g'); Ki: constante de interagdo de Langmuir (L mg"') e C.: concentragdo do

adsorvato no equilibrio (mg L™).

O modelo de Freundlich consiste em uma distribuicdo logaritmica de sitios ativos,

indicando que pode ocorrer interacdo entre as moléculas de adsorbato (adsorbato-adsorbato)
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mesmo que essa interagdo ndo seja apreciavel, admitindo assim a adsor¢do em multicamadas sobre

a superficie do adsorvente. O g. para esse modelo ¢ calculado segundo a Equacao 5.

1
Qe = KF.Ce/n Equagdo 5
Sendo: qe: quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no equilibrio (mg g™'); Kr: constante
de interagdo de Freundlich (L mg™); C.: concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L-1) e n: parAmetro

empirico.

Ambos os modelos foram aplicados utilizando o modelo linearizado com intuito de definir
os parametros teoricos de capacidade adsortiva dos monolitos a partir dos resultados obtidos
experimentalmente. Um indicativo de que o sistema se ajusta a um determinado modelo ¢ o valor
do seu coeficiente de determinagdo (R?). Os resultados obtidos a partir da aplicagdo dos modelos
de Langmuir e Freundlich aos dados de adsor¢cdo do CR nos monolitos NIP e MIPs estdo

apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Pardmetros dos modelos de Langmuir e Freundlich para a adsor¢cdo de vermelho do Congo nos

monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA) NIP e MIP-CR1, MIP-CR2 e MIP-CRS.

Poli( TMPTA-co- Langmuir Freunlt(ilich

i R gemey X ® gemey N
NIP 0,073 0,178 0,066 0,770 0,010 1,51
MIP-CR1 0,583 0,286 0,083 0,986 0,029 1,17
MIP-CR2 0,748 0,457 0,046 0,910 0,013 1,64
MIP-CRS 0,054 0,118 0,224 0,874 0,024 1,43

A adsor¢@o do CR nos monolitos ndo ¢ bem descrita pelo modelo linearizado de Langmuir,
no qual os valores de R? foram menores que 0,9, demonstrando assim que o modelo nio foi bem
ajustado. Para o modelo de Freundlich houve um melhor ajuste ja que os valores de R? foram até
maiores que 0,9. Desta forma, o processo de adsor¢ao do CR nos monolitos devem ocorrer na
forma de multicamadas. Esse comportamento ndo ¢ incomum quando se trata de materiais porosos,
devido as interagdes com sitios ativos dentro dos poros ou das cavidades deixadas pelo femplate
do CR nos MIPs.

Os valores de n, obtidos no modelo de Freundlich, fornecem informacgdes sobre o processo
de adsorcdo, valores de 1 <n < 10 indicam que o processo de adsor¢do do soluto no sorvente ¢
favorecido. Neste caso, todos os monolitos resultaram em valores de n > 1, indicando uma

adsorc¢ao favoravel do CR nos monolitos. Era esperada uma diferenga significativa entre o
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poli(TMPTA-co-EDMA) NIP e os MIPs devido a impressdo molecular da molécula do CR. Os
valores de Kr do modelo de Freundlich fornecem informagdes aproximadas da capacidade
adsortiva dos monolitos € como pode ser observado na Tabela 17, os MIP apresentaram maior
capacidade adsortiva que o monolito NIP. O MIP-CR1, que empregou a maior concentragao de
vermelho do Congo no processo de impressao molecular, apresentou uma capacidade de adsor¢ao
quase 3 vezes maior que o NIP, indicando um bom fator de impressdo molecular do CR neste

monolito.

3.4 Conclusoes parciais

O sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA) apresentou rigidez, alta porosidade e
boa permeabilidade de fluidos e capaz de imprimir moléculas em sua estrutura, caracteristicas
desejadas para a aplicacdo na extragdo DPX. O sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA)
otimizado consistiu na propor¢ao de mistura monomérica:mistura porogénica de 20:80 % (m/m),
em que a mistura monomérica foi constituida de 30:70 TMPTA:EDMA, enquanto a mistura
porogénica de 30:70 de solu¢do metanolica de PEG a 10 % (m/v):isopropanol. Este monolito
apresentou boa permeabilidade de liquidos, estabilidade térmica e estrutura hierarquicamente
porosa.

Através da caracterizagdo estrutural e morfoldgica foi possivel confirmar a estrutura
monolitica formada. Os monolitos obtidos apresentaram alta porosidade confirmada através de
micrografias, isotermas de adsor¢do e teste de macroporosidade, imprescindivel para uso como
sorvente monolitico no processo de extragao DPX em fluxo continuo.

A impressdao molecular de um soluto teste nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA)
também apresentou potencialidade como estratégia de melhorar a seletividade no processo de
extracdo, resultando em um aumento da capacidade adsortiva do sorvente monolitico MIP de quase

trés vezes a capacidade do monolito nao impresso.
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CAPITULO 4

FUNCIONALIZACAO DO SORVENTE
MONOLITICO
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4.1 Introducao

O monolito de poli(TMPTA-co-EDMA) apresentou caracteristicas fisico-quimicas e
morfologicas adequadas para o processo DPX, no entanto, para a impressao molecular da NDMA,
a estrutura molecular ndo possui sitios de interagdo capazes de formar o complexo com o NDMA.
A NDMA ¢ um composto altamente hidrofilico com LogP igual a -0,57 diferentemente da
molécula do vermelho do Congo que apresenta LogP de 3,57 ou LogD de 2,36 (entre pH 5,5 a 7,4)
(PUBCHEM, 2024; CHEMBASE, 2024). Desta forma, o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA)
preparado sob condi¢des otimizadas foi submetido a uma funcionalizagdo com a adigdo do
monodmero de acido metacrilico (MAA) na mistura reacional antes da polimerizagdo. A escolha do
MAA ¢ baseada no amplo uso na preparacao de polimeros molecularmente impressos (MIPs) por
fornecer sitios de interacdo para moléculas-modelo mais polares (SHI et al., 2007). O resultado
dessa modificagdo foi a formacao da estrutura monolitica denominada de poli(TMPTA-co-EDMA -
co-MAA).

Em seguida, como continuidade do processo de funcionalizacdo do monolito realizou-se a
impressdao molecular empregando como molécula-molde a propria NDMA. Nesse contexto, foram
desenvolvidos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) MIP e NIP para avaliagdo da
efetividade da impressao molecular. Apos o processo de funcionalizagao por impressdao molecular,
o sorvente foi empregado no processo DPX, otimizando as principais varidveis do método para
garantir eficiéncia e seletividade da extragdo de NDMA de amostras liquidas e quantificando os
extratos obtidos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, gas
chromatography-mass spectrometry). O método DPX para determinacdo de NDMA de amostras
liquidas otimizado foi validado conforme as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Internacional
para Harmonizagdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano (ICH,
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for

Human Use) (ICH, 2023).
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4.2 Metodologia

4.2.1 Preparacdo dos monolitos poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

Para avaliar a funcionalizagdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA)
utilizando a impressao molecular (MIP), foi adicionada a mistura reacional um segundo mondémero
funcional, o &cido metacrilico (MAA). O MAA foi adicionado a mistura reacional com intuito de
garantir a estrutura monolitica sitios de interagdo mais hidrofilicos, possibilitando a interacao e
impressdao molecular da N-nitrosodimetilamina (NDMA). O monolito obtido, o poli(TMPTA-co-
EDMA-co-MAA), foi preparado seguindo as condi¢des otimizadas para o poli(TMPTA-co-
EDMA), no entanto, substituindo os 6 % de TMPTA (Tabela 5) por 3 % de TMPTA e 3 % de MAA
na mistura reacional. A Tabela 18 apresenta as condigdes de preparagdo dos monolitos de

poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).

Tabela 18. Condigdes de preparacdo do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA),
utilizando uma solugdo metanoélica de 10 % (m/v) de PEG e isopropanol como solventes porogénicos.

POLI(TMPTA-CO-
EDMA-CO-MAA)

AIBN TMPTA MAA EDMA PEG (10%) IsopOH

20 % 80 %
3,0 % 3,0 % 14,0 % 24,0 % 56,0 %

NIP 1%

4.2.2 Impressao molecular do NDMA nos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

Com o proposito de avaliar a eficacia da impressao molecular (MIP) da NDMA na estrutura
monolitica, optou-se pela utilizagdo do padrao da propria N-nitrosodimetilamina como molécula-
modelo (template). A NDMA ¢ um produto de degrada¢do de alguns APIs e recentemente
encontrada em medicamentos para hipertensao, diabetes e azia (WHITE, 2020), podendo também
ser encontrada em alguns alimentos processados (EFSA et al., 2023). Dessa forma, a escolha da
propria molécula da NDMA (Figura 26) como template visa fornecer ao monolito o maximo de
seletividade para esta nitrosamina em meio a matrizes tdo complexas como a de alguns

medicamentos € ou de alimentos.
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Figura 26. Estrutura molecular da N-nitrosodimetilamina (NDMA).
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A impressado da NDMA no sorvente monolitico foi avaliada em trés concentragdes
diferentes. ANDMA foi dissolvida em isopropanol, mantendo inalterada a composi¢ao dos agentes
porogénicos otimizada na preparacdao dos sorventes monoliticos, conforme definido para o
monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA). As concentragdes de NDMA estudadas e sua

relacdo molar com o mondmero de MAA estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19. Condig¢des para impressao molecular da NDMA no poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).
POLI(TMPTA-CO-EDMA- Razao molar MAA:NDMA

CO-MAA) Crowa (g mL™) (mol:mmol)
MIP 1 7,65 2,56:1,00
MIP 2 15,30 1,28:1,00
MIP 4 30,61 0,64:1,00

4.2.3 Caracterizacdo dos monolitos de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA)

Os monolitos preparados com (MIP) e sem (NIP) impressdo molecular foram
caracterizados por FTIR e SEM seguindo os procedimentos descritos nas se¢oes 3.2.2.2 € 3.2.2.3,
respectivamente, avaliando se houve mudangas na estrutura e ou na morfologia apos a adi¢do no
mondmero MAA no monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) NIP e nos monolitos

impressos molecularmente com diferentes concentracdes de NDMA: MIP1, MIP2 e MIP4.

4.2.4 Otimizacdo do método DPX com poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) para extragdo de
NDMA de amostras liquidas

O método de extragdo proposto neste trabalho pode ser considerado uma variante do
método DPX proposto originalmente, uma vez que o sorvente ndo € particulado e o processo de
interagdo do sorvente com os analitos se dara em fluxo, um modo DPX ndo dispersivo. Ou seja, a
amostra e o eluente serdo succionados e dispensados para dentro da ponteira com o sorvente
monolitico, sem manter o liquido aprisionado na ponteira e sem succionar ar para aumento do

contato com o sorvente.
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Neste trabalho, os sorventes monoliticos, preparados com e sem impressdo molecular,
foram aplicados na extragdo da NDMA de dgua ultrapura, visando a otimiza¢do univariada das
principais variaveis do processo DPX em fluxo. Foram submetidos a otimizagdo: o volume de
amostra, o numero de ciclos de suc¢do da amostra pelo sorvente monolitico, o uso de aditivos na
amostra, o tipo e o volume de eluente foi fixado em 500 pL, o niimero de ciclos do eluente. Os

niveis avaliados dessas variaveis estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Pardmetros estudados na otimizagdo do método DPX empregando o sorvente monolitico

poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) na extracdo de NDMA de amostras liquidas.

Niveis estudados

Volume amostra (mL) 1,5 2,0 3,0

Ciclos de amostra 1 2 3 4
Aditivo (NaCl, % m/v) 10 20 30 40
Tipo de eluente Metanol Acetonitrila Etanol

Ciclos de eluente 1 2 3 4

O processo de extragdo DPX ndo dispersivo consistiu das seguintes etapas: (1)
condicionamento do sorvente monolitico dentro da ponteira com a aspiragao e dispensa de 1 mL
de 4gua ultrapura; (2) aspiracao e dispensa do volume da amostra através do sorvente monolitico;
(3) aspiragdo e dispensa do volume de eluente. A ponteira contendo o sorvente monolitico foi
conectada a uma seringa de poli(propileno) de 50 mL e a vazdo de sucgao e dispensa dos liquidos

foi de aproximadamente 1,13 mL min™'. Este procedimento est4 esquematizado na Figura 27.

Figura 27. Esquematizacao do processo de extracdo DPX em fluxo, empregando sorvente monolitico.
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Fonte: (CASTILHO, 2023)
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4.2.5 Analise dos extratos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Para a determinagdo do NDMA, os extratos foram submetidos a analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 SE (Toquio,
Japdo). A aquisi¢do e processamento de dados foi realizada pelo software LabSolutions™. A
analise foi executada empregando uma coluna capilar SH-Rtx-Wax, com dimensdes de 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme de fase estacionaria
de poli(etilenoglicol) de 20 M (massa molar média de 20.000 g mol™). A elui¢do, empregando
como gas de arraste hélio a 3,0 mL min™', foi realizada no modo de programagio de temperatura,
ajustando a temperatura inicial em 70 °C por 4 min, seguida por um aumento de 20 °C min™! até
110 °C, totalizando 6 min de andlise. A temperatura do injetor foi mantida em 200 °C no modo
split com razdo de divisdo de fluxo de 1:5. O volume de injecdo dos extratos foi de 1 pL. As
configura¢des do espectrdmetro de massas foram estabelecidas com temperaturas de fonte e
interface 240 °C e 250 °C, respectivamente. A aquisi¢do de dados foi obtida no intervalo de razao
massa/carga (m/z) de 25 a 80, monitorando as razdes massa/cargas (SIM, selected ion monitoring)
de 74, 55, 43,42 ¢ 41 m/z.

Para corre¢do de potenciais erros de injecdo, foram adicionadas a todas as solugdes padrio
e extratos o alcool isoamilico (3-metil-1-butanol ou isopentanol) como padrao interno, mantido a

uma concentragio de 0,1 pL L.

4.2.6 Validagdo do método DPX com monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso

molecularmente com NDMA

A validagdo do método DPX-GC-MS para a determina¢cdo de NDMA de amostras liquidas,
empregando sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente
foi realizada seguindo o protocolo recomendado pelo ICH, documento Q2(R2) (ICH, 2023). Os
parametros analiticos do método que foram validados: seletividade, linearidade, faixa de trabalho

(faixa linear), limite de quantificagdo, precisdo e exatidao.

4.2.6.1 Seletividade

A seletividade do método ¢ a habilidade de medir, de maneira inequivoca, o analito na presenca de

componentes presentes no extrato que ndo sdo de interesse na analise. Esta caracteristica foi
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analisada por meio da comparacao entre o cromatograma de um extrato de uma amostra em branco,
isenta da presenca de NDMA, e o cromatograma do extrato de uma amostra fortificada com

NDMA, sob as condi¢des otimizadas do método DPX.

4.2.6.2 Faixa de trabalho e linearidade

A linearidade do método DPX-GC-MS para determinagdo de NDMA em amostras liquidas
foi obtida a partir da analise de solugdes padroes de NDMA em diferentes concentragdes: 0,005;
0,010; 0,050; 0,100; 0,250; 0,500 pug mL™!' por CG-MS nas condi¢des de analise otimizadas. As
areas de pico para o NDMA foram registradas e uma curva analitica foi construida a partir da
relacdo entre as concentragdes de NDMA e as areas de pico no cromatograma, método do padrao
externo. A menor concentragdo de NDMA medida instrumentalmente de forma repetitiva foi
definida como o limite de quantificagdo instrumental e a primeira concentragdo da curva analitica.
Para corre¢ao de eventuais erros de inje¢ao, foi adicionada a cada solug¢do padrao de NDMA, 1,0
uL L1 de isopentanol como padrio interno (IS, internal standard). As razdes entre areas dos picos
da NDMA e do IS foi registrada em fun¢do da concentragdo das solu¢des padrao de NDMA, para
construc¢ao de uma curva analitica pelo método do padrao interno. O coeficiente de regressao linear
(r) obtido a partir das regressoes lineares para as curvas analiticas obtidas pelos métodos do padrao
externo e padrao interno foi parametro para avaliacdo da linearidade do método DPX-GC-MS. De
acordo com o protocolo do ICH, o critério de aceitagdo para que o método seja considerado linear

éder>0,99.

4.2.6.3 Limite de quantificag@o instrumental (LoQsT)

O limite de quantificacdo instrumental (LoQinst) foi determinado através da injecdo
consecutiva de solugdes padrao de NDMA no cromatografo a gas, diluidas a partir da solucao de
trabalho a 1,0 pg mL™!. Dessa forma, o LoQinst foi definido como a menor concentragio de NDMA
que resultou em um pico com area repetitiva, com desvio padrao relativo (RSD, relative standard

deviation) <20 %, de 5 injecdes sequenciais.

4.2.6.4 Exatidao e Precisao

A exatiddo e a precisdo do método DPX-GC-MS para determinagdo de NDMA em

amostras liquidas foram avaliadas a partir de ensaios de adicdo e recuperagdo do NDMA de
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amostras de dgua. A precisdo foi avaliada nos niveis de repetibilidade (medidas realizadas de forma
idéntica em um mesmo dia pelo mesmo analista) e a precisdo intermedidria (medidas realizadas
de forma idéntica em dias distintos pelo mesmo analista). O método DPX com o sorvente de
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente foi aplicada a amostras de agua
ultrapura fortificadas com uma solu¢ao padrao do NDMA em trés niveis: 5x LoQmst, 10% LoQinsT
e 15xLoQ, realizadas em triplicatas e em trés dias distintos. Os extratos obtidos foram analisados
por GC-MS. A repetibilidade e a precisao intermediaria do método foram expressas pelos desvios
padrao relativos (RSD) das recuperagdes do NDMA em um mesmo dia e em trés dias distintos,
respectivamente, para as trés concentragdes avaliadas. A exatiddo do método foi expressa pela

porcentagem de recuperacdo de NDMA obtida em cada nivel de concentracao estudado.

4.2.7 Fator de impressdao molecular do NDMA

A efetividade da impressdao molecular do NDMA no sorvente monolitico de poli(TMPTA-
co-EDMA-co-MAA), avaliada em trés concentragdes distintas da molécula-modelo, foi
determinada por ensaios de adi¢ao e recuperacdo do NDMA em amostras liquidas, utilizando o
método DPX com o NIP e os MIPs produzidos. O fator de impressao (IF, imprinting factor) foi o
parametro usado para avaliar a efetividade da impressdo do NDMA nos monolitos (NDUNDA,

2020). O IF foi calculado a partir da Equagao 6.

%R
[F = 2=MIP
%RNIP

Equagdo 6

Em que: IF: ¢ o fator de impressao do NDMA; %Rmip: porcentagem de recuperagdo do NDMA
empregando o MIP, %Rnip: porcentagem de recuperagdo do NDMA empregando o NIP.
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4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Preparacgdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

A incorporagdo do MAA na estrutura monolitica previamente otimizada de poli(TMPTA-
co-EDMA) teve por objetivo a formac¢ao do complexo com a NDMA na etapa de impressao
molecular, uma vez que o TMPTA e o EDMA nao possuem sitios que possibilitasse uma interacao
efetiva com a nitrosamina. Os sitios acidos do MAA podem se ligar mais fortemente a molécula
do NDMA durante o processo de polimerizagdo (LI et al., 2019), deixando uma estrutura de
reconhecimento molecular nos monolitos, garantindo a seletividade necessaria para retengdo do
NDMA no processo DPX. A reagao proposta para a incorporagdo do MAA na estrutura monolitica

esta apresentada na Figura 28.

Figura 28. Reagdo de polimerizagdo de TMPTA, MAA e EDMA, iniciada por AIBN, empregando sol.

10 % m/v de PEG 1000 e isopropanol como solventes porogénicos.
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Fonte: Proprio autor.

Espera-se que o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) formado apresente
estrutura hierarquicamente porosa (cavidades interconectadas) na sua fase polimérica, conforme
ilustrado na Figura 29, possibilitando um bom fluxo de liquidos com baixa pressdo de retorno.
Essa porosidade ¢ proveniente do entrecruzamento da estrutura polimérica com o EDMA e pela

presenca dos solventes porogénicos: solucdo metanolica de 10 % m/v de PEG e isopropanol.
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Figura 29. Estrutura polimerizada do sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).

Fonte: Proprio autor.

4.3.2 Caracterizacdo dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

A avaliacdo estrutural e morfologica dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)
foi realizada por FTIR e SEM. Esperava-se que a inclusao do MAA ndo provocasse mudangas de
forma significativas nas propriedades morfolégicas do sorvente, uma vez que a quantidade
adicionada substituiu uma quantidade equivalente de TMPTA e representou apenas 3 % da mistura

reacional.

4.3.2.1 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho

O 4acido metacrilico apresenta em sua estrutura um grupo carboxilico que o difere do
TMPTA e do EDMA e que foi o responsavel pela escolha deste mondmero para a funcionalizagdo
do poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA). A alteragdo estrutural do monolito com a inser¢do do
mondmero de MAA foi avaliada por espectroscopia de absor¢do molecular na regido do

infravermelho. O espectro FTIR de um pequeno pedaco do monolito esta registrado na Figura 30.
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Figura 30. Espectro de absor¢ao no infravermelho dos monolitos de (A) poli(TMPTA-co-EDMA-co-
MAA) e (B) poli(TMPTA-co-EDMA).
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Fonte: Proprio autor.

Como pode ser observado na Figura 30, os espectros dos monolitos de poli(TMPTA-co-
EDMA-co-MAA) e poli(TMPTA-co-EDMA) apresentam as mesmas atribui¢des de banda, apesar
da banda registrada em 3550 cm! resultar em uma intensidade ligeiramente maior no monolito
com MAA. Esta banda ¢ atribuida a vibra¢do de grupos hidroxilas -O-H, que pode ser resultado
da incorporagdo do MAA na estrutura monolitica. Como a quantidade empregada de MAA ¢
relativamente pequena no processo de polimerizacdo, a banda nao apresenta um sinal que se
diferencia tdo significativamente do monolito sem o MAA. Observa-se de forma similar ao
espectro do poli(TMTPA-co-EDMA), Figura 30B, o alargamento dos sinais na regido de 1500-
1000 cm™ e a auséncia do sinal caracteristico de estiramento da ligagdo C=C em 1630 cm™! no
monolito de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA). Desta forma, observa-se que estruturalmente por

FTIR nao houve alteragdo significativa na estrutura monolitica apods a inclusdao do MAA.

4.3.2.2 Microscopia eletronica de varredura

Os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) foram analisados por microscopia
eletronica de varredura para avaliagdo da sua estrutura morfoldgica apds incorporagdo do MAA.

Uma micrografia representativa do poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA) est4 apresentada na Figura
31.
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Figura 31. Micrografia SEM representativa dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) com

ampliagdo de 10 kx. Em destaque no canto superior direito: a mesma micrografia ampliada 20 kx.

SEM HV: 20.0 kV WD: 12.58 mm

View field: 20.8 pm Det: SE 5pm
SEM MAG: 10.0 kx Date(midly): 01/29/24

Fonte: Proprio autor.

De acordo com a micrografia da Figura 31, os monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-
MAA) ndo apresentaram mudanca no formato dos glébulos e nas aberturas (cavidades) entre as
estruturas globulares de forma significativa, quando comparado ao monolito poli(TMPTA-co-
EDMA). Este resultado ¢ um indicativo de que a adicdo do mondmero de MAA nao afetou
morfologicamente a formagao monolitica polimérica. Ambos os materiais possuem caracteristicas
morfoldgicas, visualizadas nas micrografias de SEM, que os definem como estruturas

macroporosas, com potencialidade para aplicacdo como sorventes em um processo de extragdo

DPX em fluxo.

4.3.3 Defini¢do do método de andalise por CG-MS

A defini¢ao do método de andlise para quantificagdo do NDMA nos extratos foi realizada
por GC-MS. A escolha da cromatografia gasosa foi baseada na volatilidade do NDMA, Ky de 1,0
x 10°% atm m* mol! (PUBCHEM, 2024), e na possibilidade de confirmacio da identidade do pico
em meio a amostras complexas. Uma solucio padrio de NDMA a 1,0 ug mL™! foi utilizada para a
definicdo das condigdes de andlise por CG e dos fragmentos a serem monitorados no MS, no modo
SIM. As razdes massa/carga foram analisadas na faixa de m/z de 25 a 80. O pico do NDMA foi

registrado cromatograma de ions totais € monitorado nas m/z de 74, 43 e 42. O pico do padrao
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interno foi registrado no cromatograma de ions totais (TIC, total ion chromatogram) e monitorado
no modo SIM na razdo m/z de 55. Os cromatogramas e o espectro de massas correspondente a

molécula de NDMA estdo apresentados na Figura 32.

Figura 32. (A) Cromatogramas da solugdo padrdo de NDMA , na concentragdo de 50 ng mL™!, no modo
TIC e no SIM, monitorando as m/z 74, 43 ¢ 42 e (B) espectro de massas obtido para o pico do NDMA,

registrado em 4,62 min.
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Fonte: Proprio autor.

Os cromatogramas apresentados na Figura 32A revelam uma diferenga na intensidade do
pico de NDMA (tr = 4,62 min) entre os modos TIC e SIM. No modo TIC, observa-se uma
intensidade de sinal superior para o NDMA, porém, ha uma maior intensidade de ruido,
comprometendo a medida de concentragdes mais baixas de NDMA. Os cromatogramas no modo
SIM indica maior intensidade do pico do NDMA no modo SIM com m/z de 74, seguido por m/z
42 e 43. O espectro de massas (Figura 32B) para o pico atribuido ao NDMA ¢ comparavel com o
registrado na biblioteca do espectrometro de massas e também na base de dados do NIST (National
Institute of Standards and Technology) (WEBBOOK, 2023). Neste estudo, a quantificacdo da

NDMA foi realizada utilizando o cromatograma de ion selecionado na m/z de 74.
4.3.4 Otimizacdo do método de extracido DPX em fluxo de NDMA de amostras liquidas
O método DPX proposto para a extracdo em fluxo de NDMA de amostras aquosas,

empregando o monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente com

NDMA, foi otimizado com relagdo as principais variaveis do processo: tipos de eluente, ciclos de
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amostra, uso de aditivos, ciclos de eluente, volume de amostra. A vazao de liquidos (amostra e
eluente) pelos monolitos foi mantida constante, em 1,3 mL min’!.

4.3.4.1 Tipo de eluente

Para a otimizacdo do método DPX, inicialmente foram avaliados diferentes eluentes no
processo de extracao, considerando aqueles com polaridade mais proxima do NDMA (LogP -0,57).
Nesse sentindo, os solvente avaliados na recuperacdo do NDMA do sorvente de poli(TMPTA-co-
EDMA-co-MAA) NIP e MIP foram o metanol (LogP -0,77), acetonitrila (LogP -0,34) e etanol
(LogP -0,27), (ABDOLLAHI; KARBALAEI-HEIDARI, 2014). Uma solu¢do padrao de NDMA
a 50 ng mL! foi utilizada nos ensaios de adi¢do e recuperacdo. Nesta etapa, foram fixados o
volume de amostra em 1,00 mL, 1 ciclo de aspiracdo e dispensa da amostra, 500 pL de eluente
organico e 1 ciclo de aspiracdo e dispensa da amostra. As porcentagens de recuperacdo obtidas

para os trés eluentes avaliados estdo apresentadas na Figura 33.

Figura 33. Porcentagem de recuperagdo de NDMA apds extragdo DPX em fluxo, empregando o sorvente
monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente e diferentes eluentes.
Condigodes de extragdo: volume de amostra 1,0 mL; volume de solvente 500 pL.
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Fonte: Préprio autor.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 33, o solvente que apresentou a maior
taxa de eluicilo da NDMA dos monolitos de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso
molecularmente foi a acetonitrila, apesar da % de recuperacdo ter sido inferior a 40 %. A
acetonitrila ¢ um solvente aprotico e se mostrou mais efetivo na interagdo com a NDMA que os

solventes proticos, metanol e etanol. Além disso, a acetonitrila apresenta viscosidade (0,34 cP)
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menor que o etanol (1,08 cP) e o metanol (0,55 cP) (NIKAM; SHIRSAT; HASAN, 1998), que
pode ter influenciado no processo de eluicio da NDMA. Com a acetonitrila as taxas de recuperagao

apresentaram também uma melhor repetibilidade, sendo definida como eluente para o processo
DPX.

4.3.4.2 Ciclos de aspiragdo da amostra

Como o processo DPX ocorre em fluxo, o tempo de contato entre os sitios do sorvente
monolitico e a amostra ¢ minimo, assim, a passagem da mesma amostra repetidas vezes (ciclos de
aspiragao) pelo dispositivo de extragdo foi avaliado para melhoria da taxa de recuperagdo do
NDMA. Diferentes ciclos de amostra foram estudados, utilizando a acetonitrila como eluente.
Fixou-se o volume de acetonitrila em 500 pL para um unico ciclo, enquanto o volume da amostra
permaneceu em 1,0 mL, porém, esse volume foi aspirada e dispensada pela ponteira com o
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente de 1 até 4 ciclos sequenciais,
promovendo assim um maior contato da amostra contendo o NDMA ¢ o sorvente monolitico.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata e as porcentagens de recuperacdo estdo

apresentados na Figura 34.

Figura 34. Porcentagens de recuperagdo de NDMA apos extracdo DPX em fluxo com sorvente monolitico
MIP de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA) em fungdo dos ciclos de aspiracdo da amostra. Condigdes de
extragdo: volume de amostra 1,0 mL; eluente acetonitrila; volume de eluente 500 pL.
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Fonte: Préprio autor.
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Com base nos dados obtidos para os diferentes ciclos de amostra aspirados pela fase
monolitica na DPX, Figura 34, observa-se que ndo ha uma diferencga estatisticamente significativa
na porcentagem de recuperacao entre a utilizagdo de um ou quatro ciclos, mantendo-se na faixa de
31 a 39 %. Assim, o uso de um ciclo de aspiragdo da amostra foi definido como a condicao
adequada para o método DPX proposto, evitando maior tempo de extracdo e maior propagacao de

erros com uso de mais ciclos.

4.3.4.3 Uso de aditivo na amostra liquida

Com o objetivo de aumentar a taxa de recuperacdo da NDMA, foi avaliado o aumento da
for¢a i6nica da amostra pela adi¢ao de NaCl. Nesta condi¢do, o aumento da taxa de recuperacao
da NDMA pode ocorrer devido ao efeito "salting out", no qual os ions resultantes da dissociacdao
do sal na amostra atraem moléculas de dgua que dessolvatam a NDMA, facilitando a interag¢do da
NDMA para interacdo com os sitios seletivos do monolito impresso molecularmente. Foram
avaliadas quatro concentragdes de NaCl na amostra: 10, 20, 30 e 40 % (m/v).

As concentracgdes de 30 e 40 % (m/v) apresentaram saturacao do sal na amostra, impedindo
a aspira¢ao da amostra por bloqueio dos poros do sorvente monolitico. Assim, avaliou-se apenas
as concentragdes de 10 e 20 % (m/v) de NaCl. As porcentagens de recuperacdo da NDMA das

amostras, com forga idnica aumentada, estao apresentadas na Figura 35.

Figura 35. Porcentagens de recuperacao de NDMA apo6s extragdo DPX em fluxo com sorvente monolitico
MIP de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA) em fun¢do do aumento da forga ionica da amostra. Condigdes

de extracdo: volume de amostra 1,0 mL; eluente acetonitrila; volume de eluente 500 pL.
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De acordo com os resultados da Figura 35, a adicdo de NaCl a amostra apresenta efeito
duplo na taxa de recuperacdo da NDMA do processo DPX. Sob concentragdo de 10 % (m/v) de
NaCl na amostra houve uma diminui¢do da taxa de recuperacdo da NDMA, enquanto para 20 %
(m/v) houve um ganho na porcentagem de recuperagdo da NDMA, quando comparado com a
amostra sem o aditivo. Esta pode ser provocada por uma combinagdo dos efeitos salting-in e
salting-out, que se mostra dependente da concentracdo de NaCl na amostra (DEAK; MURPHY;
JOHNSON, 2006). Como a adi¢do de sal levou a um aumento relativamente pequeno da taxa de
recuperagdao da NDMA, o processo de extragdo DPX em fluxo foi mantido sem adigdo de NaCl na

amostra.

4.3.4.4 Ciclos de aspiragdo do eluente

Como nao houve ganho significativo na recuperacdo da NDMA com o uso de NaCl na
amostra aquosa, o maior problema na recuperacdo pode nao estar na retengdo da NDMA no
sorvente monolitico, mas na sua eluicdo do poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso
molecularmente. Assim, foram avaliadas eluigdes com a mesma fragao de acetonitrila, porém na
forma de ciclos, ou seja, eluindo o mesmo volume de solvente mais de uma vez pelo monolito
contendo a NDMA retida. Nesta etapa foram mantidas fixadas, as condigdes definidas
anteriormente, como aspiragdo de 1,00 mL de amostra em um tunico ciclo, solvente de eluicdo a
acetonitrila em um volume de 500 pL. Foram avaliados até 4 ciclos consecutivos do volume de
500 uL da acetonitrila. O resultados de recuperagao da NDMA do processo DPX em fluxo estdo

apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Porcentagens de recupera¢do de NDMA apoés extragdo DPX em fluxo com sorvente monolitico
MIP de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA) em funcdo do nimero de ciclos de aspiragdo de eluente.
Condig¢des de extragdo: volume de amostra 1,0 mL; eluente acetonitrila; volume de eluente 500 pL.
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Os ciclos do eluente tiveram um efeito mais significativo na taxa de recuperagdo da
NDMA, elevando para cerca de 55 % de extragdo a partir de dois ciclos de aspiragdo de acetonitrila
em 500 pL, Figura 36. Acima de dois ciclos a mudanca ndo ¢ estatisticamente significativa,
portanto, foram fixados dois ciclos de aspiragdo de eluente nesta etapa. Os ciclos de aspiragdo
funcionam como um aumento do volume de eluente passando pelo sorvente monolitico, sem
efetivamente consumir maior quantidade de solvente. Em um processo de extragdo em fluxo, como
0 que ocorre no sorvente monolitico na ponteira, a taxa de transferéncia de massa deve ser muito
alta e a afinidade do analito pelo sorvente ou pelo eluente deve ser elevada (coeficiente de particao
elevado) para resultar elevadas taxas de recuperagdo do analito. Outra alternativa seria reduzir a
vazao do eluente para compensar uma taxa de transferéncia de massa lenta do analito retido nos
sitios do sorvente monolitico para o eluente. A vazdao média de eluicdo da acetonitrila pelo

monolito na ponteira foi de 1,3 mL/min. No entanto, essa vazao foi mantida fixa em todo o

trabalho.

4.3.4.5 Volume de amostra

O efeito de concentragdo ou pré-concentragdo do processo DPX foi avaliado a partir do
aumento do volume de amostra, mantendo fixo o volume de eluente. A pré-concentragdo de um
analito durante o preparo de amostras ¢ essencial para substincias que se encontram em

concentragdes abaixo do limite de detec¢ao/quantificacdo da técnica analitica instrumental (PARR;
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JOSEPH, 2019; GEHIM et al., 2023). Como a NDMA ocorre em concentragoes baixas nos APIs
na ordem de nanogramas/tablet (WHITE, 2020), ou > ng mg™', é desejavel que o método DPX em
fluxo seja capaz de concentrar a NDMA no extrato e garantir sua quantificagdo com maior
confiabilidade no sistema GC-MS. A capacidade do método DPX em fluxo, empregando o
sorvente monolitico impresso molecularmente, de concentrar o NDMA no extrato foi avaliada
testando os volumes de amostra de 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mL. As porcentagens de recuperagdo obtidas

estao apresentadas na Figura 37.

Figura 37. Porcentagens de recuperacdao de NDMA apo6s extragdo DPX em fluxo com sorvente monolitico
MIP de poli(TMTPA-co-MAA-co-EDMA) em func¢do do volume de amostra. Condi¢des de extragdo: um

ciclo de amostra; eluente acetonitrila; volume de eluente 500 pL; dois ciclos de elui¢do de acetonitrila.
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De acordo com a Figura 37, observa-se que o volume de 2,0 mL de amostra resultou em
uma maior porcentagem de recuperagdo da NDMA, levando em consideragdo a concentragdo em
cada medida em funcdo dos diferentes volumes de amostra. A taxa de recuperagdo alcancgada foi
de 68,7 £ 3,1 % para o NDMA, sendo considerada aceitavel por se tratar de um processo em fluxo
com tempo total de extracdo de ~3 min. Como a concentragdo final no extrato foi mantida fixa
neste estudo, um maior volume de amostra inicial significou uma amostra com concentragao de
NDMA mais diluida. Essa condi¢ao pode ter favorecido uma melhor interacdo da NDMA com os
sitios do sorvente monolitico, impedindo a competi¢ao entre moléculas de NDMA pelo mesmo
sitio em amostras mais concentradas. No entanto, a partir de 3,0 mL de amostra ¢ provavel que
tenha ocorrido a lixiviagdo das moléculas de NDMA ja retidas no sorvente monolitico (efeito

breakthrough), frente ao volume significativo de amostra para o sistema miniaturizado. Desta
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forma, o volume de 2,0 mL de amostra foi fixada como condi¢do de aplicagdo do método DPX em
fluxo. Nesta condigdo o método DPX apresenta um fator de concentragdo de quatro vezes para a
NDMA no extrato. Outro fator a ser observado na Figura 37 ¢ a dispersdo dos resultados em torno
das médias de recuperacao, com excecao para o volume de 1,5 mL de amostra de 4gua que o RSD
ficou em 22 %, os demais valores de RSD foram inferiores a 10 %. Este resultado pode ser
considerado satisfatorio por envolver diferentes lotes de preparacdo dos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impressos molecularmente.

Desta forma o método de extracdo DPX em fluxo de NDMA de amostras liquidas aquosas
foi otimizado univariadamente, empregando o monolito poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)
impresso molecularmente, com um ciclo de 2,0 mL de amostra e dois ciclos de 500 uL de
acetonitrila, empregando uma vazio de 1,3 mL min™! dos liquidos.

Considerando que a porcentagem de recuperagdo méaxima alcangada pelo método DPX em
fluxo foi de aproximadamente 70 %, uma medida adicional foi conduzida para avaliar se os 30 %
restantes de NDMA permaneceram retidos no sorvente monolitico MIP ou na amostra. Para isso,
foi realizada uma segunda extragdo utilizando a amostra previamente extraida e uma segunda
ponteira com sorvente monolitico MIP sob as condi¢des otimizadas. A segunda extragdo resultou
em uma porcentagem de extracdo de 7 %. Provavelmente, os ~23 % de NDMA devem ter ficado
retidos no primeiro sorvente monolitico MIP, corroborando com a ideia de que uma vazao mais
lenta do eluente pelo sorvente monolitico pode resultar em melhores taxas de recuperagdo do
analito por compatibilizar a elui¢do com a taxa de transferéncia de massa do analito para o eluente.
Outra explicacdo possivel € que poros menores dos sorvente monolitico contendo sitios de
interacdo seletiva, podem ser obstruidos durante a passagem do solvente devido ao efeito de
compressao do polimero organico em contato com o solvente, resultando no aprisionamento da

molécula de NDMA na estrutura monolitica.

4.3.5 Validagdo do método DPX-GC-MS para determinag¢ido de NDMA

A validagdo do método de determinagdo de NDMA em amostras liquidas, empregando a
extragdo DPX em fluxo com sorvente monolitico MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) e a
quantificagdo por GC-MS, foi realizada pela avaliacdo da seletividade, faixa de trabalho,
linearidade, LoQ, exatiddo e precisao, conforme recomendado pelo protocolo do ICH, documento

Q2(R2) (ICH, 2023).
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4.3.5.1 Seletividade

A seletividade do método DPX-GC-MS para determinacao de NDMA de amostras liquidas
foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas do extrato de uma amostra em branco (sem
fortificagdo de NDMA) e de uma solugdo padrdio de NDMA. Os cromatogramas estao

apresentados na Figura 38.

Figura 38. Cromatogramas nos modos TIC e SIM do extrato de uma amostra em branco e de solugdo de

padrdo de NDMA.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com os cromatogramas da Figura 38, ¢ possivel observar que nao ha
interferéncia no tempo de retengdo da NDMA (tr = 4,62 minutos ), em nenhuma das m/z avaliadas.
Indicando que o método fornece boa seletividade para a determinagdo de NDMA apos o processo

de extracdo DPX com sorvente monolitico de amostras liquidas aquosas.
4.3.5.2 Faixa de trabalho e linearidade
A faixa de trabalho de um método analitico para determinagdo de farmacos e produtos

medicinais de acordo com o protocolo ICH deve compreender 50 a 150 % da dosagem do principio

ativo. No entanto, a NDMA ¢ considerada uma contamina¢ao do API, assim a concentragdo deve
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ser a menor possivel na formulagdo farmacéutica. Assim, a faixa de trabalho do método DPX-GC-
MS, que ¢ a faixa de concentracdes de NDMA que se espera encontrar em formulagdes
farmacéuticas, foi definida entre a menor concentragdo quantificavel pela técnica instrumental até
100 vezes esse valor, de 0,005 a 0,5 pg mL™! de NDMA ou de 1x até 100xLoQ do instrumento.
Essa faixa de trabalho, composta por seis concentragdes distintas de solugdes padrdo de NDMA,
constituiu a curva analitica para calibracdo da resposta da nitrosaminas. As areas de pico da NDMA
registradas nos cromatogramas de cada uma das solugdes padrao analisadas foram plotadas em
func¢do das concentragdes de NDMA e estao apresentadas na Figura 39A. Em cada solugdo padrao
foi adicionado o isopentanol a 0,1 uL L! como IS e suas 4reas foram registradas para construgio

de outra curva analitica pelo método do padrao interno, Figura 39B.

Figura 39. Curvas analiticas obtidas pelos métodos (A) do padrio externo e (B) do padrao interno para

solucdes de NDMA em acetonitrila.

0,099 A _
(A) 3 (b)
&)
2 0
< 0,066+ =,
— 8
< <
S g
: .
[}
g 0,033 Z 14
5 5
< <
0,000 T T | 0 T T |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,0 0,2 0,4 0,6
-1 R
Cypma (g mL™) Cxpma (mg mL N

Fonte: Proprio autor.

A curvas analiticas obtidas na faixa de 0,005 a 0,5 ug mL"! de NDMA apresentaram boa
relagdo linear tanto pelo método do padrao externo (Figura 39A) quanto do padrao interno (Figura
39B). A curva analitica obtida pelo método do padrdo externo resultou em um coeficiente de
correlagdo linear (r) de 0,9973 e um coeficiente de determinagio (R?) de 0,9935, acima do critério
de aceitagdo indicado pelo protocolo do ICH, > 0,9900 (ICH, 2023). A curva analitica construida
pelo método do padrio interno apresentou linearidade, expressa pelos valores de r e R? de 0,9965
e 0,9914, respectivamente. Ambos as curvas analiticas, portanto, apresentaram linearidade
adequada para a faixa de concentracdes de NDMA.

Como a inje¢do na cromatografia gasosa no modo de razao de divisdo de fluxo (split)

apresenta uma baixa repetibilidade do volume de amostra injetado na coluna cromatografica
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(GROB, 2003), foi empregada a curva analitica obtida pelo método do padrdo interno, por esta
compensar os problemas de repetibilidade de inje¢do dos extratos obtidos neste trabalho. A
equagao da reta obtida para curva analitica pelo método do padrao interno esta apresentada na

Equacao 7.

ANDMA/AIS = 5,629 * [NDMA]#g mL~1 — 0,013 Equagﬁo 7

Em que: Anpma: area do pico do NDMA; Ass: area do pico do padrao interno (isopentanol).

4.3.5.3 Limite de quantifica¢ao

O limite de quantificagdo foi determinado através da analise de solugdes padrao de NDMA
diluidas sucessivamente até o desaparecimento do pico no cromatograma, sendo considerada a
concentragdo anterior a menor concentragdo de NDMA capaz de ser quantificada pelo
equipamento, desde que a area do pico apresente valores de RSD < 20 % em 5 analises
consecutivas. A concentracdo de NDMA definida por este método como o LoQ do instrumento foi

de 0,005 png mL! e 0 cromatograma representativo desta solugio estd apresentado na Figura 40.

Figura 40. Cromatogramas da solu¢do padrio de NDMA a 0,005 ug mL™! para a defini¢do do LoQ do

instrumento.
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Como visto nos cromatogramas da Figura 39 o pico no tempo de 4,62 min no modo SIM
de razdo m/z 74 ¢ mais intenso, com menor efeito de ruido da linha de base que para outras razdes
m/z ou no cromatograma do modo TIC. A quantificagdo da NDMA foi realizada sempre no
cromatograma SIM de razdo m/z 74. As cinco inje¢des da solugio de NDMA a 0,005 pg mL™!
resultou em areas de pico com valores de RSD de 17,73 %, inferior aos 20 % aceitaveis pelo guia
de validagao proposto pelo ICH (ICH, 2023).

Para determinar o LoQ do método proposto foi considerada a menor concentracao de
NDMA quantificavel pelo GC-MS nas condi¢des de analise (LoQinst), a taxa de recuperacao de
NDMA e o fator de concentragdo do método DPX em fluxo. O LoQ do método (LoQmet) foi

calculado a partir da Equacao 8.

LoQinst X 100
FC X %RNnpMA

LoQ e = Equacao 8

Em que: LoQme:: menor concentragdo quantificada pelo método, LoQins: menor concentragdo quantificada

pelo GC-MS, %Rxpma: porcentagem de recuperacdo de NDMA pelo método; FC: fator de concentragao.

De acordo com a Equagdo 8, o valor do LoQmet foi de 0,0018 pg mL™! para a NDMA na
amostra aquosa, ou 1,82 ng mL"!, levando em consideracio a taxa de recuperacdo do NDMA e o
fator de concentracdo do método DPX em fluxo. Estes valores estdo compativeis com a
necessidade de determinacdo de NDMA em formulagdes farmacéuticas ou em fluidos biologicos,
como urina e saliva que é da ordem de ng/tablet ou ng mL™!' e comparaveis com os métodos mais
sensiveis relatados na literatura (PARR; JOSEPH, 2019; FRITZSCHE et al., 2022; GIMENEZ-
CAMPILLO et al., 2023). Além disso, o método se torna util para determinar NDMA em
formulagdes farmacéuticas para avaliagdo dose diaria consumida de NDMA pelas pessoas, uma
vez que o limite aceitavel ¢ de 96 ng/dia, segundo o guia sobre controle de nitrosaminas em

insumos farmacéuticos aprovado pela Agéncia de Vigilancia Sanitéria brasileira (ANVISA, 2022).

4.3.5.4 Exatidao e precisao

A exatidao e precisao do método DPX-GC-MS foram avaliadas a partir da recuperacao de
NDMA de amostras aquosas fortificadas com os padroes de NDMA nas concentragdes 5SXLoQinsr,
10xLoQmst e 15xLoQmst, realizadas em triplicata e em trés dias distintos. As taxas de
recuperacao de NDMA das amostras fortificadas empregando o método DPX em fluxo estdao

apresentadas na Tabela 21.
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Tabela 21. Taxas de recuperagdo de NDMA de amostras aquosas em trés niveis de fortificagdo e em trés

dias distintos, empregando o método DPX com sorvente monolitico MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-

MAA).
Intra-dias (n = 3) Inter-dias (n = 6)
Cnpma (ng mL™1) . ~
Recuperacio (%) RSD (%) Recuperacio (%) RSD (%)
64,17 69,30
5xLoQmst | 25,00 60,49 62,53 1,87 61,26 62,34 4,27
62,93 56,47
66,24 61,71
10xLoQmst | 50,00 58,08 60,57 4,92 60,10 61,34 3,22
57,40 62,22
57,80 61,40
15xLoQmst | 75,00 70,24 63,47 6,29 61,77 56,10 8,26
62,36 45,12

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, é observado que as taxas de
recuperacao de NDMA, para os diferentes niveis de fortificacdo e em diferentes dias de realizagao
das extracdes pelo método DPX em fluxo, ficou na faixa de 56,10 a 63,47 %. Este resultado esta
fora da faixa de 70-130 % estabelecida como critério de aceitagdo para um método ser considerado
exato pelo documento Q(2)R(2) do ICH (ICH, 2023). Como ja discutido anteriormente, 0 processo
de extracdao em fluxo e de forma tao rapida como a passagem da amostra e do eluente pela estrutura
monolitica pode ter sido preponderante para essa condi¢do. No entanto, observa-se que hd uma
consisténcia na taxa de recuperagdo de NDMA das amostras aquosas, obtendo valores de RSD
intra- e inter-dias entre 1,87 e 8,26 %. Estes resultados podem ser considerados satisfatorios, nao
somente por estar dentro dos critérios de aceitacao estabelecidos pelo ICH para um método preciso,
de RSD <20 %, mas por se tratar do uso de diferentes sorventes monoliticos MIP de poli(TMPTA-
co-EDMA-co-MAA) sob diferentes lotes de preparacdo. Somente neste estudo foram empregados
27 ponteiras com sorventes monoliticos MIP produzidos neste trabalho. Além disso, ndo ha
mudanga significativa nas extragdes quando o processo ¢ realizado em momentos distintos, uma
vez que a precisao intermediaria do método resultou em valores de RSD entre 3,22 e 8,26 % para

as recuperagdes de NDMA de amostras aquosas.

4.3.6 Avaliagao do fator de impressdo da NDMA no poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

O fator de impressao (IF) da molécula de NDMA no poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA)

foi calculado pela razdo entre as porcentagens de recuperacdo do MIP e NIP do sorvente
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monolitico. O IF ¢ um parametro para avaliar a eficiéncia do processo de impressdo molecular.
Quando IF < 1, indica que ndo houve a impressao de sitios especificos, complementares ao analito,
no sorvente; se IF > 1 indica que houve a impressdao de sitios de interagdes provenientes da
molécula-template na estrutura polimérica (NDUNDA, 2020), portanto, ¢ desejado um valor de IF
maior que 1. Para a determinagao do IF, os sorventes monoliticos MIP e NIP de poli(TMPTA-co-
EDMA-co-MAA) foram submetidos a extracdo de amostras aquosas fortificadas com NDMA,
empregando o processo DPX em fluxo. Trés diferentes preparagdes do MIP foram avaliadas nas
razdoes molares NDMA:MAA (mmol:mol) de 2,56:1,00, 1,28:1,00 e 0,64:1,00. As porcentagens
de recuperagao de NDMA obtidas com o NIP e MIPs estao apresentadas na Figura 41.

Figura 41. Recuperacao de NDMA, empregando processo DPX em fluxo (n=3) com sorventes NIP e

MIPs na condi¢des otimizadas e validadas.
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Fonte: Proprio autor.

Com base nos resultados apresentados na Figura 41, ¢ possivel inferir que o MIP de
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) na razdo molar NDMA:MAA 1,28:1,00 alcancou uma
porcentagem de recuperacdo mais elevada, atingindo 69,82 % entre os monolitos avaliados.
Quando comparado ao NIP que apresentou recuperagdao de apenas 18,69 % de NDMA, todos os
monolitos MIPs apresentaram maiores taxas de recuperagao, indicando a ocorréncia da impressao
de sitios complementares da molécula de NDMA.

Ao comparar as trés modificacdes MIP propostas neste trabalho, pode-se inferir que a
propor¢ao 1,28:1,00 de template:mondmero resultou em uma impressao molecular mais eficiente
de sitios da NDMA na estrutura monolitica. Concentragdes maiores da molécula-modelo levaram

auma diminuic¢ao da taxa de impressao e esse resultado ¢ um indicativo de que o aumento da razao
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molar NDMA:MAA leva a formacdo de uma quantidade de sitios ativos que podem afetar a
estrutura polimérica de forma a torna-la menos rigida, se tornando mais suscetivel a processos de
inchago e compressao ocluindo as cavidades de reconhecimento molecular (RAMPEY et al., 2004;
NDUNDA, 2020). Desta forma, o MIP com razao molar NDMA:MAA (1,28 mmol:1,00mol) foi
escolhido para uso no processo de extragdo DPX em fluxo. O fator de impressdao para o NDMA
no poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) na razdo molar NDMA:MAA 1,28:1,00, empregando a

Equagao 6, foi de IF = 3,75, podendo ser considerado um elevado fator de impressao.
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4.4 Conclusées parciais

Com base nos resultados obtidos neste capitulo, pode-se concluir que foi possivel
incorporar o monomero de acido metacrilico (MAA) a estrutura do poli(TMPTA-co-EDMA),
preparado sob condi¢des otimizadas no Capitulo 3, sem causar mudangas significativas na
morfologia. A inclusdo do MAA possibilitou a impressdo da molécula de NDMA na estrutura
polimérica, devido a formagdo do complexo MAA-NDMA durante a mistura reacional, deixando
sitios ativos complementares a0 NDMA no monolito apds o processo de polimerizacdo in situ e
resultando em um fator de impressao de 3,75. Assim, o sorvente monolitico MIP produzido foi
empregado no processo DPX em fluxo para extragdo de NDMA de amostras aquosas.

O método DPX para extracdo em fluxo de NDMA de amostras aquosas foi otimizado
quanto ao tipo de eluente, ciclos de amostra, uso de aditivos na amostra, ciclos de eluente e volume
de amostra. O método otimizado consistiu na aspira¢do de 2,0 mL de amostra em um unico ciclo,
seguido pela eluicdo com 2 ciclos de 500 pL de acetonitrila. O método foi validado conforme as
diretrizes do Guia de validacdo de Procedimentos Analiticos proposto pelo ICH Q2(R2). Apesar
da exatiddo do método ficar abaixo do critério de aceitacio do ICH para métodos serem
considerados de boa exatiddo, a boa precisdo das medidas; a boa detectabilidade, com limite de
quantificacdo de 1,82 ng mL™! e a reprodutibilidade lote-a-lote de preparagdo dos monolitos de
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impressos molecularmente indicaram que o método DPX

apresenta potencial para a extragdo de NDMA de amostras liquidas.
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CAPITULO 5

APLICACAO DO SORVENTE
MONOLITICO MIP DE POLI(TMPTA-
CO-EDMA-CO-MAA) NA EXTRACAO

DE NDMA DE FORMULACOES
FARMACEUTICAS
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5.1 Introducio

Em 2018, agéncias reguladoras de todo o mundo emitiram alerta sobre a possivel presenca
de nitrosaminas acima dos niveis permitidos em medicamentos, especialmente os identificados
como “sartanas”, que sdo antagonistas dos receptores de angiotensina II, utilizados para controle
da pressdo arterial. Em 2019, foi reportada a presenca de nitrosaminas em outras classes de
medicamentos, como nizatidina, ranitidina e metformina. Em 2022, a ANVISA suspendeu a
importagao de API e a comercializagao de medicamentos a base de ranitidina no Brasil por gerar
nitrosaminas, em particular a NDMA, acima dos niveis aceitdveis a partir da degradacdo do API,
0 que poderia aumentar o risco de desenvolvimento de cadnceres a quem consumisse o
medicamento (ANVISA, 2022). Desta forma, foram estabelecidas diretrizes sobre a contaminacao
por N-nitrosaminas para todos os medicamentos no mercado, incluindo o recolhimento de diversos
lotes com limites acima dos aceitaveis.

Embora ndo se espere que as nitrosaminas estejam presentes atualmente nos APIs e ou nos
medicamentos comercializados, € imperativo que se monitore a possivel presenca de NDMA nos
medicamentos com potencial de geracdo deste contaminante. Para este monitoramento tem sido
propostos diversos métodos analiticos baseados em preparos de amostras mais simples, eficientes
e ambientalmente corretos. Neste Capitulo ¢ demonstrada a aplicagdo do método DPX para
extracdo em fluxo de NDMA de algumas formulag¢des farmacéuticas com potencial de geragao da

N-nitrosamina, empregando o sorvente monoliticio MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).
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5.2 Metodologia

5.2.1 Processamento dos medicamentos

Foram adquiridas amostras comerciais em farmdacias na cidade de Ituiutaba-MG de
comprimidos de API com potencial de geragdo de NDMA, sendo elas a Olmesartana Medoxomila
20 mg Eurofarma®, Cloridrato de Metformina 500 mg e Cloridrato de Metformina 850 mg
fabricado pela Prati-Donaduzzi®. As estruturas quimicas dos farmacos sdo apresentadas na Figura
42. Duas unidade de drageas foram maceradas com pistilo em grau de vidro até obten¢dao de um
p6 finamente dividido e homogéneo. com auxilio de banho ultrassom, em 50,00 mL de dgua. O
material solido residual foi removido por filtragdo em filtros de seringa Chromafil® Xtra PTFE
com 25 mm de diametro e tamanho de poros de 0,45 um. O filtrado, solu¢do aquosa do farmaco,

foi submetido ao método DPX proposto neste trabalho.

Figura 42. Estruturas quimicas dos principios ativos das formulagdes farmacéuticas submetidas ao
método DPX proposto. (A) Olmesartana e (B) metformina.
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Fonte: Proprio autor.

5.2.2 Extracdo DPX de NDMA de formulacgoes farmacéuticas

Para avaliagdao da potencialidade do método de extracao em fluxo DPX, empregando o
sorvente monolitico MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA), de NDMA de formulacoes
farmacéuticas, a solu¢do obtida no processamento dos comprimidos foi fortificada com
50 ng mL™! de padrio de NDMA. As solugdes aquosas das formulagdes farmacéuticas com e sem
fortificagdo foram submetidas ao método DPX otimizado.

Uma aliquota de 2,0 mL de solu¢do aquosa do farmaco foi aspirada com auxilio de uma
seringa de 50 mL conectada pela ponteira de 1000 pL contendo o sorvente monolitico MIP de

poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) e dispensada em um frasco de vidro, a uma vazdo de
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1,3 mL min"!. Em seguida, 500 uL de acetonitrila foi aspirada, pela mesma ponteira, e dispensada
novamente no frasco de vidro, sendo repetido esse processo por duas vezes (dois ciclos) a uma
vazio de 1,3 mL min™'. O extrato organico, recolhido apds o segundo ciclo, foi analisado por GC-

MS nas condi¢des indicadas na secao 4.2.5.
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5.3 Resultados e discussao

O método DPX com o sorvente monolitico MIP aplicado as amostras de formulacao
farmacéutica resultou em processo de extracdo simples, de poucas etapas, rapido e totalmente
portatil, podendo ser aplicado em qualquer local sem a necessidade de infraestrutura laboratorial.
Por se tratar de um método miniaturizado na ponta da ponteira da micropipeta, o método requer o
uso de pequenos volumes de solventes organicos, sendo também ambientalmente amigavel.

As amostras analisadas apresentaram concentragdes distintas de seus principios ativos nas
solugdes farmacéuticas, se tornando um desafio adicional para a extracdo da NDMA devido a
possibilidade de saturacdo de sitios do sorvente monolitico, j4 que parte da estrutura desses
principios ativos € similar a estrutura do NDMA. Os cromatogramas dos extratos de amostras nao

fortificadas das solugdes farmacéuticas sdo apresentados na Figura 43.

Figura 43. Cromatogramas dos extratos das solu¢des farmacéuticas submetidas ao processo de extragdo
DPX com sorvente monolitico MIP. (A) Olmesartana medoxomila 20 mg, (B) cloridrato de metformina
500 mg e (C) cloridrato de metformina 800 mg.
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Ao analisar os cromatogramas da Figura 43, observa-se diferenca nos perfis de separagao

para as diferentes formulacdes farmacéuticas e o registro de picos nos cromatogramas SIM mesmo

sem a fortificagdo do NDMA. Contudo, em nenhuma das amostras foi identificado o pico

correspondente a0 NDMA. Na amostra de olmesartana 20 mg, um pico foi observado no mesmo

tempo de retencdo do NDMA no modo SIM de razdo m/z 42. No entanto, esse pico ndo foi

confirmado na biblioteca do equipamento como sendo o NDMA e nem mesmo resultou em sinais

nas demais razdo m/z monitoradas. Como a analise cromatografica do NDMA esta sendo realizada

no modo SIM com razdo m/z 74, esse composto nao serd interferente na medida do NDMA. Nas

amostras de metformina, foram identificados alguns picos nos cromatogramas do modo SIM, mas

com tempos de retencao e espectros de massas distintos do NDMA.
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A aplicabilidade do método DPX em fluxo para a extragcdo de NDMA das solugdes
farmacéuticas foi avaliada pela fortificagdo das amostras com uma soluc¢do padrao de NDMA a 50
ng mL! e submetidas & extracdo nas condigdes otimizadas. Os cromatogramas obtidos para as

amostras fortificadas estdo apresentados na Figura 44.

Figura 44.Cromatogramas dos extratos das amostras de solu¢des farmacéuticas fortificadas com 50 ng
mL"! de NDMA obtidos no processo DPX com sorvente monolitico MIP de poli( TMPTA-co-EDMA-co-
MAA). (A) olmesartana medoxomila 20 mg, (B) cloridrato de metformina 500 mg e (C) cloridrato de
metformina 850 mg.
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Como observado nos cromatogramas da Figura 44 no modo SIM com razdo m/z de 74,
para todas as amostras farmacéuticas fortificadas com NDMA resultaram em extragdo do NDMA,
pico registrado em 4,62 ou 4,63 min. Considerando a concentracio de 50 ng mL' de NDMA
adicionada as solugdes farmacéuticas a taxa de recuperacao pelo método DPX com o sorvente

monolitico MIP foi calculada e os resultados estao apresentados na Tabela 21.

Tabela 22. Recuperacdo de NDMA de diferentes formulagdes farmacéuticas, empregando o método DPX

com sorvente monolitico MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA).

Cnpma adicionada  Cnpma encontrada  Recuperaciio RSD
Amostras (ng mL") (ng mL") (%) (%)
Olmesartana 0,0 0,0
medoxomila 47,8 3.4
20 mg 50,0 23,9
Cloridrato de 0,0 0,0
metiformina 70,1 4,6
500 mg 50,0 35,1
Cloridrato de 0,0 0,0
metiformina 59,8 3,8
850 mg 50,0 29,9

As porcentagens de recuperacdo obtidas para o NDMA nas amostras fortificadas estdo
compativeis com o alcancado no método DPX otimizado, como pode ser observado na Tabela 21.
Para a olmesartana medoxomila 20 mg a taxa de recuperagdo foi inferior a 50 %, provavelmente
devido a interagdo de outros componentes dessa formulagdo com as cavidades de reconhecimento
molecular do sorvente monolitico, uma vez que o extrato do branco desse medicamento ja

registrava um pico significativo no mesmo tempo de retencdo da NDMA. Ou seja, apesar do pico
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ndo ter sido identificado no espectrometro de massas como sendo a NDMA, a estrutura molecular
desse composto deve ser similar 8 NDMA e interagir de forma competitiva com o MIP. Por se
tratar de um processo de extracdo em fluxo realizado de forma muito rapida na eluigdo (cerca de
45 segundos) e, como discutido anteriormente, a taxa de transferéncia de massa lenta do NDMA
do sorvente para o eluente pode ser um fator preponderante para se obter extracdo mais eficiente
no processo DPX proposto. De toda forma, a alta repetibilidade das medidas qualifica o método
como uma alternativa simples, rapida e totalmente portatil para aplicacdo na extragdo de NDMA

de formulagdes farmacéuticas.
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CONCLUSOES GERAIS

Apos varios testes em busca da melhor condi¢do de preparo de um sorvente monolitico
seletivo a NDMA para ser aplicado na ponteira de micropipeta, que apresentassem caracteristicas
de rigidez, porosidade e permeabilidade de fluidos, foi possivel obter um sorvente monolitico de
poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente com as caracteristicas desejadas
para a aplicagdo na extragdo em fluxo por DPX. O sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-
EDMA) inicialmente preparado foi obtido na propor¢do de mistura monomérica:mistura
porogénica de 20:80 % (m/m), em que a mistura monomérica consistiu em 30 % de TMPTA e
70 % de EDMA, enquanto a mistura porogénica de 30 % de solu¢do metanolica de PEG a
10 % (m/v) e 70 % de isopropanol. Este monolito apresentou boa permeabilidade de liquidos,
estabilidade térmica e elevada macroporosidade. Posteriormente, foi avaliada a inclusao de um
monoémero funcional na mistura monomérica, 0o MAA, para copolimerizagdo com o TMPTA ¢ o
EDMA, deixando na estrutura monolitica sitios de interacdes hidrofilicas, nas mesmas condigoes
otimizadas de preparacdo do poli(TMPTA-co-EDMA). O monolito de poli(TMPTA-co-EDMA-
co-MAA) também apresentou alta porosidade, boa permeabilidade de liquidos com caracteristicas
morfoldgicas similares ao monolito sem MAA, contendo nucleos globulares solidos e alta
interconectividade de macroporos.

Através da caracterizagdo estrutural e morfoldgica foi possivel confirmar a estrutura
polimérica formada, em que os sorventes obtidos apresentaram estrutura hierarquicamente porosa,
confirmada por adsor¢do de gas Nj, micrografias eletronicas de varredura e teste de
macroporosidade. Essa caracteristica foi imprescindivel para uso do sorvente monolitico no
processo de extracdo em fluxo por DPX.

A impressdo da molécula de NDMA no sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-
co-MAA) foi realizada em trés proporgdes distintas 1, 2 e 4:1 mmol:mmol (NDMA:MAA). Os
monolitos impressos molecularmente apresentaram maior capacidade de extragdo da NDMA que
o monolito ndo impresso, garantindo um fator de impressdo de 3,75 para a razdo molar
NDMA:MAA otimizada.

O sorvente monolitico de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) impresso molecularmente
otimizado foi aplicado na extracao em fluxo por DPX, sendo otimizados fatores do processo de
extracdo como o tipo de eluente (acetonitrila), ciclos (1) e volume de amostra (2 mL), uso de
aditivos na amostra (sem aditivos) e ciclos (2) e volumes (0,5 mL) de eluente. A taxa de
recuperacdo da NDMA pelo processo DPX de extracdo em fluxo foi inferior a 70 %, que pode

estar associada a taxa de transferéncia de massa lenta do analito do sorvente monolitico para o
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eluente. O método DPX com sorvente monolitico MIP e analise de extratos por GC-MS foi
validado, seguindo o protocolo proposto pelo ICH para contaminantes em formulagdes
farmacéuticas. Apos a validagao, o método DPX em fluxo foi aplicado na determinagdo de NDMA
de amostras farmacéuticas comerciais. A NDMA nao foi detectada nas amostras, porém foram
recuperados até 70 % de NDMA das amostras comerciais fortificadas com 50 ng mL™.

Desta forma, os sorventes monoliticos MIP de poli(TMPTA-co-EDMA-co-MAA) retidos
na ponta da ponteira de 1000 puL se apresentam como potenciais materiais a serem aplicados em
extracdo em fluxo por DPX, se tornando um método miniaturizado, simples, de facil aplicacdo em
qualquer ambiente, independente de infraestrutura laboratorial, ¢ demandando de microvolumes

de solventes organicos.
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