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RESUMO

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) ¢ um herbicida (molécula organofosforada de origem
sintética) ndo seletivo, pds-emergente, tendo como principal produto de degradacao o acido
aminometilfosfonico (AMPA). Este herbicida tem sido amplamente empregado na agricultura
para o controle de ervas daninhas anuais e perenes. Para a determinagdo de glifosato e AMPA
no ambiente normalmente emprega-se métodos espectroscopicos, eletroquimicos, eletroforese
capilar e principalmente os cromatograficos. Em amostras ambientais as matrizes sdo bastante
complexas e a concentracdes desses compostos sdo muito baixas, portanto ¢ comum a
necessidade do uso de materiais para pré-concentrar os analitos de interesse. Neste trabalho
foi preparada e aplicada a poliacrilamida molecularmente impressa como um material
alternativo adsorvente para glifosato e AMPA. Os MIPs foram preparados através da técnica
de impressao molecular em um processo em “bulk”, utilizando-se acrilamida (AAm) como
monomero funcional, etileno glicoldimetacrilato (EGDMA) como reagente de ligagdo cruzada
e o 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN) como iniciador radicalar. A fim de avaliar a
seletividade dos materiais, foram preparados, paralelamente, polimeros sem impressao
molecular (NIP - Non Imprinted Polymer) para cada polimero sintetizado com auséncia da
molécula molde. A caracterizagdo dos polimeros foi realizada empregando as técnicas de
termogravimetria (TQG), infravermelho (FT-IR), analise elementar e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para os estudos de isoterma de adsor¢do o modelo que melhor descreveu o
equilibrio para ambos os analitos foi o ndo linear de Langmuir-Freundlich para dois sitios de
adsorcio, sendo que as capacidades maximas de adsor¢do foram consideradas 3,0 mg g ¢ 4,7
mg g' para o MIP-GF e MIP-AMPA, respectivamente. Nos estudos cinéticos os dados
experimentais de ambos os polimeros melhor se ajustaram ao modelo de pseudo-segunda
ordem. Analisando as condigdes de adsor¢do competitiva dos polimeros impressos foi
determinado que estes sdo 2,2 e 2,4 vezes mais seletivo para o MIP-GF e MIP-AMPA,

respectivamente, em comparagdo com os NIPs.

Palavras-chave: glifosato e AMPA, MIP, NIP.
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ABSTRACT

Glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) is an herbicide (synthetic organophosphate
molecule origin) non-selective, post-emergent, with the main degradation product of the
aminomethylphosphonic acid (AMPA). This herbicide has been widely used in agriculture to
control annual and perennial weeds. For the determination of glyphosate and AMPA in the
environment normally is employed spectroscopic, electrochemical, particularly capillary
electrophoresis and chromatographic methods. The environmental samples matrices are quite
complex and the concentrations of these compounds are very low, so it is common to need to
use materials to pre-concentrate the analytes of interest. This work was prepared and applied
to molecularly imprinted polyacrylamide as an adsorbent material for alternate glyphosate and
AMPA. The MIPs were prepared using the technique of molecular imprinting process in a
"bulk", using acrylamide (AAm) as the functional monomer, ethylene glicoldimetacrilato
(EGDMA) as a crosslinking reagent and 2,2 '-azo-bis-iso -butyronitrile (AIBN) as radical
initiator. In order to evaluate the selectivity of the materials were prepared in parallel without
molecularly imprinted polymers (NIP - Non Imprinted Polymer) for each polymer synthesized
in the absence of the template molecule. The characterization of the polymers was carried out
using the thermogravimetry (TG), infrared (FT-IR), elemental analysis and scanning electron
microscopy (SEM). For studies of adsorption model best described the balance for both
analytes was the non-linear Langmuir-Freundlich adsorption sites for two, and the maximum
sorption capacities were found to be 3.0 mg g™ and 4.7 mg g for MIP-GF and MIP-AMPA,
respectively. Kinetic studies on the experimental data of both polymers best fitted to the
pseudo-second-order model. Analysis conditions for competitive adsorption of the imprinted
polymers was determined that these are 2.2 and 2.4 times more selective for MIP-GF and

MIP-AMPA, respectively, as compared with the NIPs.

Keywords: glyphosate and AMPA, MIP, HPLC-FD.
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Molecularly Imprinted Solid-Phase
Extraction

NIP- Polimero Nao Impresso, do inglés Non
Imprinted Polymer

NIP-AMPA- Polimero Nao Impresso
sintetizado com a mistura de solventes ACN:
agua (2:1 v/v).

NIP-GF - Polimero Nao Impresso para o
glifosato sintetizado com as misturas de
solventes DMSO:cloroférmio (1:1 v/v)

NISPE- Extragdo em Fase Solida Nao
Impressa, do inglés Non Imprinted Solid-
Phase Extraction

PAAm - Poliacrilamida
R’ - Coeficiente de correlagdo
RLC- Reagente de ligagdo cruzada

SINDAG - Sindicato Nacional da Industria
de Produtos para Defesa Agricola

SPE - Extracdo em Fase Solida, do inglés
Solid-Phase Extraction

TG - Termogravimetria
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1 INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto de Economia Agricola (IEA), nos ltimos anos a regido de
Sao José do Rio Preto tem apresentado um crescente aumento da sua area territorial destinada
ao cultivo de cana-de-acucar (Saccharum sp.), alcangando 186.454,50 ha, correspondente a
aproximadamente 23% da area territorial da bacia hidrografica (IEA, 2009).

Com a intensificacdo das atividades agropecuarias uns dos principais impactos
ambientais causados referem-se ao uso intensivo de fertilizantes e defensivos agricolas.
Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), 2013, o Brasil ¢ o maior mercado consumidor de defensivos agricolas no mundo,
sendo que no ano de 2012 os agricultores brasileiros chegaram a consumir 823,2 milhdes de
toneladas de defensivos agricolas. Segundo dados do IBAMA, 2009, o estado de Sao Paulo ¢
o maior comercializador de defensivos agricolas do pais. Dentre os herbicidas empregados
nas atividades agricolas destaca-se o glifosato e seus sais, comercializado pela Monsanto
como “Roundup”. No Brasil a comercializagdo deste herbicida estd em primeiro lugar,
representando 76% da classe de uso de herbicida, e no mundo ¢ o segundo maior consumidor,
ficando atras somente dos Estados Unidos (SINDAG, 2013).

Devido a sua elevada eficiéncia, altas taxas de degradacdo e toxicidade reduzida para
animais, o glifosato tem sido extensivamente usado no meio agricola no controle de ervas
daninhas (IBAMA, 2009; SINDAG, 2013). No entanto, ainda ha muitas diividas quanto a sua
distribuicdo e estoque no ambiente, uma vez que o tipo de solo e sedimento influenciam a
capacidade de adsorcdo/dessorcao/degradagdo, evidenciando a necessidade de programas de
monitoramento deste composto nas matrizes ambientais (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

No solo, o glifosato, se degradar através de duas rotas em pouco tempo e a baixas
temperaturas. A primeira ocorre através da agdo de uma bactéria Agrobacterium radiobacter
ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase) produzindo o metabolito intermedidrio e
alternativo a sarcosina, que entra no metabolismo destes microorganismos e de outros, € se
degrada. A segunda rota consiste na clivagem da molécula produzindo o é&cido
aminometilfosfonico, AMPA, como principal metabdlito e que possui biodegradacdo mais
lenta que a molécula inicial (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Para que possa ser feito o controle destes compostos no meio ambiente faz-se necessario
o desenvolvimento de métodos analiticos vidveis de determinacao e quantificacdo. Devido a

grande complexidade das matrizes ambientais e a baixas concentragdes que sdo encontradas,
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sdo necessarias técnicas de extragdes que tem como objetivo principal a purificagdo do analito
e seu enriquecimento (SOUZA et al., 2006).

Dentre as técnicas de extragdo que ja estdo bem estabelecidas podemos citar: extracao
liquido-liquido (ELL), extragdo em fase so6lida (SPE) ou cromatografia de troca ionica
(KHROLENKO, WIECZOREK; 2005). Em comparagdo com outras técnicas, a extracdo em
fase solida tem-se destacado no emprego de MIP como material sorvente, por apresentar alto
grau de seletividade quando comparada com outras técnicas, como € o caso das resinas de
troca ionica e a silica modificada (C;s) e também por apresentar maior estabilidade que os
imunossorventes. Apesar de todas estas vantagens a utilizagdo do MIP ainda é pouco citada na
literatura (TARLEY et al., 2002).

Porém, tanto o glifosato como o AMPA apresentam algumas caracteristicas, tais
como, alta solubilidade em meio aquoso, baixa solubilidade em solventes organicos, alta
polaridade, baixa volatilidade e auséncia de grupos cromoéforos que absorvam na regido do
visivel que dificultam a sua determina¢ao (MILES & MOYE, 1988; SOUZA, et al., 2006).
Devido estas caracteristicas apresentadas fazem-se necessarias reagoes de derivatizagdes para
determinagdo e quantificacdo por métodos de espectroscopicos ou cromatograficos

Assim sendo, neste trabalho é proposto o preparo e aplicagdo de poliacrilamida
molecularmente impressa como adsorvente de glifosato e AMPA para futura aplicagdo em
como material extrator, ¢ a aplicagdo do método de deteccdo e quantificacdo desses
compostos a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia com

derivatizagao pré-coluna.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FONTES DE GLIFOSATO NO AMBIENTE

Como a maioria dos herbicidas utilizados no meio agricola, o glifosato
(N-(fosfonometil)glicina) ¢ uma molécula organofosforada de origem sintética, sendo a sua
presenca vinculada estritamente a acdo antrdpica. Esta substadncia ¢ nao seletivo, pos-
emergente e tem sido muito utilizado na agricultura no controle de ervas daninhas anuais e
perenes. (ABREU, et al., 2008; ARAUJO, 2002; SOUZA, et al., 2006).

O mecanismo de acdo em plantas esta relacionado a inibicdo da sintese de aminoacidos
pelo bloqueio do sistema enzimatico responsavel pelo metabolismo dessas moléculas, confere
ao glifosato elevada eficiéncia na eliminagdo de plantas daninhas. Devido a esta caracteristica
e também a sua baixa toxicidade, o glifosato ¢ empregado em 26 culturas, das quais podemos
citar, o algoddo, ameixa, arroz, aveia-preta, azevém, banana, cacau, café, citros, coco, feijao,
florestas de eucalipto e pinus, fumo, mag¢a, mamao, milho, nectarina, pastagens, pera, péssego,
seringueira, soja, trigo e uva. No estado de Sdo Paulo a principal cultura ¢ a cana-de-agucar
(ABREU, et al., 2008; SILVA, 2011; MAPA, 2010).

Segundo Amarante Junior e colaboradores (2002), a frequéncia de aplicacdo do
glifosato depende do tipo de erva daninha a ser eliminada, variando de aplicacdo em dose
Unica para plantas daninhas perenes e anuais até o controle frequente desde a germinagdo da
planta até sua fase adulta, como ¢ o caso da Digitaria sanguinales. Segundo o mesmo autor, o
método de aplicagdo varia de acordo com o tipo de plantagdo em que € utilizado, e pode ser
realizada antes do plantio ou apos a semeadura da cultura desejada.

Dessa maneira, o emprego deste herbicida nessas culturas pode contribuir para o
incremento nos diversos compartimentos ambientais, como agua, solo e sedimento. Estes
compostos podem ser transportados do solo para a agua superficial, sendo em seguida

transportados a longas distancias e depositado nos sedimentos dos rios.

2.2 PREPARO DE AMOSTRA DE GLIFOSATO E AMPA

Muitos métodos analiticos t€ém sido desenvolvidos empregando diferentes materiais
para cleanup ou mesmo para concentrar a amostra, a fim de melhorar a sensibilidade e

principalmente a seletividade na determinagcdo de diferentes agrotdoxicos em amostras
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ambientais (PATSIAS, et al.,, 2001; DRUART, et al., 2011; CORBERA, et al., 2006,
STALIKAS,2002).

Existem diferentes etapas de separagdao/pré-concentracdo que envolve diversos
processos, tais como eletroquimicos, precipitagao ou co-precipitacdo. Para o procedimento de
pré-concentragdo existem também outras técnicas que sdo utilizadas amplamente como a
extragdo liquido-liquido convencional, extragcdo por ponto nuvem, a extragdo em fase sélida e
a filtracdo em membrana (ANDRADE, 2010).

A extracdo liquido-liquido ¢ amplamente utilizada como técnica de separacao,
apresentam como caracteristicas a eficiéncia na remocdo de interferentes e na pré-
concentracdo de analitos. Apesar destas vantagens a mesma apresenta desvantagens pela
geracdo de grandes volumes de residuos orgéanicos (STALIKAS, 2002).

A extracdo em fase solida (SPE) apresenta vantagens devido ao baixo consumo de
reagentes, rapidez, simplicidade e facilidade de automacgdo, além da caracteristica de pré-
concentragdo do analito (ANDRADE, 2010). O SPE ¢ constituido de uma coluna de extragao
a qual em seu interior possui um material adsorvente inorganico, como a alumina, carvao
ativo, silica, ou adsorventes organicos, como as resinas quelantes, resinas de troca idnica entre
outros (OLIVEIRA, 1999).

O glifosato e o seu principal produto de degradacdo, o AMPA, apresentam diversas
caracteristicas que dificultam sua determinacdo analitica. Devido a alta polaridade e a
tendéncia em formar espécies anidnicas, o composto ¢ inicialmente ligado a espécie idnica do
solo por meio do grupo fosfato e passa a interagir com os ions da solugdo, por este motivo os
processos de extragdo se baseiam basicamente em reacdes acido-base. Nestas reagdes acido-
base sdo utilizadas geralmente solugdes de bases fortes, sais de bases forte, bases fracas, ou
acidos fracos para extracdo (BENETTI, 2001; YOSHIOKA, et al., 2011).

As eficiéncias para a extracdo do glifosato e do AMPA em solo estdo relacionadas
diretamente com o tipo de solo, ¢ em geral melhores resultados tem sido obtido para solos
composto de materiais organicos (ARAUJO, 2002). Para o processo de extragdo de glifosato e
seu metabolito em amostras de dgua, as maiores dificuldades na andlise se deve a sua alta
polaridade e solubilidade em dgua (CORBERA, et al., 2009).

Corbera e colaboradores, 2006, compararam a eficiéncia de duas resinas de troca
anidnica Amberlite IRA-416 e IRA-900 e uma de silica comercial modificada, (ISOLUTE-
NH) para extragao e pré-concentracdo do herbicida glifosato e AMPA. Os autores obtiveram
um fator de enriquecimento de 125 vezes empregando a silica comercial ISOLUTE-NH,

entretanto, uma baixa recuperagao para o AMPA foi observada.
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Devido as propriedades do glifosato e de seu principal metabolito, faz-se necessario o
desenvolvimento de matérias adsorventes que tenham a capacidade de pré-concentrar/extrair
de forma seletiva em matrizes ambientais. Além das resinas de troca cationica e anidnica para
extracdo e pré-concentracdo, o MIP (Molecularly Imprinted Polymers) vem sendo
amplamente empregado com grande destaque como material sorvente em Extragdo em Fase
Solida (SPE), pois oferecem elevado grau de seletividade quando comparado com outros
sorventes, como a silica modificada C;g e resinas de troca i6nica (CACHO, et al., 2009).

Além da seletividade, os MIPs, podem ser empregados para pré-concentrar os analitos
de interesse conferindo maior sensibilidade ao método, além de apresentar baixo custo.
Contudo, ainda podem ser aplicados como fases estaciondrias cromatograficas, catalizadores
seletivos ¢ componentes de sensores com seletividade pré-determinada para o analito de
interesse (ZHAO et al., 2011). Como ainda ndo ha relatos na literatura do desenvolvimento
destes materiais seletivos para pré-concentracdo/extracdo em fase soélida de glifosato e
AMPA, faz-se necessario o estudo, preparo e avaliagdo para aplicagdo em matrizes

ambientais.

2.3 METODOS DE DETERMINACAO DO GLIFOSATO E AMPA

ApoOs a etapa de extracdo, a determinacdo do glifosato utilizando técnicas de
cromatograficas necessita de adaptacdes, decorrente devido as propriedades fisico-quimicas e
a auséncia de grupos cromoforos dificultam as andlises deste herbicida. Estas adaptacdes
incluem basicamente reagdes de derivatizagdo ou alteragdo de alguma propriedade fisica que
possa ser relacionada a quantidade de glifosato na amostra (CORBERA, et al., 2006).

Assim sendo, diferentes métodos empregando diversas técnicas t€ém sido propostos para
a determinacdo do glifosato e seus metabolitos, dentre eles podemos citar os métodos por
eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem contato (SEE, et al, 2010),
eletroquimicos (MORAES, et al. 2010; SANCHEZ-BAYO, 2010) e cromatograficos.

O emprego de métodos cromatograficos tem sido realizada por diferentes técnicas
analiticas, das quais podemos citar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
detector Ultravioleta/visivel e fluorescéncia (AMARANTE, JR et al., 2002; ABREU, et al.,
2008), a HPLC com detector de espectrometria de massas (HPLC/EM) (AMARANTE JR, et
al., 2002), a cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo em chama (CG-DIC)

(KATAOKA, et al, 1991; EBERBACH E DOUGLAS, 1991) a cromatografia em fase gasosa

7
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acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (STALIKAS & PILIDIS, 1999; KUDZIN, et
al., 2002).

A determinagdo por HLPC com detector de UV/visivel e fluorescéncia ¢ dificultada,
como dito anteriormente, devido este herbicida ndo possuir em sua molécula grupos
cromoéforos observaveis satisfatoriamente por esses detectores. Entretanto, este problema pode
ser resolvido por meio de reacdes de derivatizacdo, onde sdo feitas modificagdes em sua
estrutura com a introdugdo de grupos cromoéforos ou fluorescentes (AMARANTE JR, et al.,
2002; SOUZA, et al., 2006). O processo de derivatizagdo em alguns casos ¢ feito na etapa de
extragdo, entretanto na maioria das vezes, os procedimentos sdo realizados em etapas que
antecedem (pré-coluna) ou procede (pos-coluna) a separagio cromatografica (KUSTERS &
GERHARTZ, 2010; MALLAT & BARCELO, 1998; SOUZA, et al., 2006).

A Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (EPA) recomenda um método
para determinag¢ao do glifosato e AMPA empregando-se a técnica HPLC com detector de
fluorescéncia, sendo a detecgdo feita depois de uma derivatizagdo pos-coluna do glifosato
(ALMEIDA, 2010). Os limites de deteccdo de métodos empregando essas técnicas sdo em
torno de 20 ng para Glifosato e 2 ng para AMPA, em uma determinacdo feita com Aexc = 340
nm € Aey = 550 nm (AMARANTE JR., et al, 2002). Além destes, alguns métodos
empregando a técnica de HPLC com detector de espectrometria de massas com ionizagdo por
eletrospray tém sido propostos para determinagdo deste herbicida (IBANEZ, et al. 2005;
IBANEZ, et al. 2006). Ibafiez e colaboradores, 2005, determinaram o glifosato e AMPA em
amostras de dgua e solo e obtiveram limites de detecgdo de 5 ng L™ em 4gua e 5 pg kg em
solo. Entretanto, esses autores destacam dificuldades na etapa de pré-concentracdo dos
analitos.

A técnica de cromatografia gasosa utilizando detectores especificos como detector de
ionizagdo por chama e por captura de elétrons (KATAOKA, et al, 1991; EBERBACH E
DOUGLAS, 1991) ou acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), também tem sido
empregada para determinacdo de glifosato e seus metabolitos (ROYER, et al., 2000;
STALIKAS E PILIDIS, 2000; MOTOJYUKU, et al., 2008). Entretanto, devido as
caracteristicas desses compostos como baixa volatilidade, elevada polaridade, bem como alta
solubilidade em 4gua, assim como para a maioria das técnicas analiticas faz-se necessaria uma

etapa prévia de derivatizagdo (HAO, et al., 2011).
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2.4 POLIMERO DE IMPRESSAO MOLECULAR (MIP)

2.4.1 Estratégia e procedimento de impressiao molecular

O procedimento para obtengdo do polimero molecularmente impresso ¢ composto em
trés etapas principais, a primeira ¢ o pré-arranjo do mondmero ao redor da molécula molde, a
segunda etapa ¢ a polimerizagdo que se inicia na presen¢a de um reagente de ligagcdo cruzada
(RLC) e a terceira etapa ¢ a remoc¢do da molécula molde da matriz polimérica por um
procedimento de extracdo, obtendo-se assim microcavidades seletivas do seu analito de
interesse (SOUZA E BARBOSA, 2009).

Como demonstrado na Figura 1, que ilustra o principio de impressdo molecular,
inicialmente para sintese do MIP deverd se escolher o analito e 0 mondmero a ser empregado,
ao qual o analito deve conter grupos funcionais capazes de interagir fortemente com o
mondémero, a fim de obter um polimero estavel. A escolha do mondmero ¢ ditada pela
natureza do analito, ou seja, analitos que possuem grupos basicos interagem mais facilmente
com mondmeros que contemplam grupos acidos. Em contrapartida, mondmeros com carater
basico interagem preferencialmente com analitos acidos. Mondmeros como acido acrilico,
acido meta-acrilico, acido p-vinilbenzbico, 2-vinilpiridina, 4-vinilimidazol tém sido
utilizados, entretanto a 4-vinilpiridina tem apresentado melhores resultados (bTARLEY, etal.,
2005).

A obtencdo do MIP ocorre através da polimerizagdo de uma molécula molde a ser
impressa, de tal forma que o esqueleto polimérico ¢ formado ao redor do analito ou de uma
molécula andloga (TURIEL, ef al., 2001). A interag@o entre analito-mondmero podem ocorrer
através de ligacdes covalentes ou ndo covalentes, ligagdo de hidrogénio, intera¢do dipolo-
dipolo, interag@o i6nica ou por interagdo hidrofobica (AL-KINDY et al., 2000).

Para que a reacdo de polimerizacao se inicie faz-se necessario a adi¢do de um iniciador
radicalar. Dentre varios iniciadores radicalares que tem sido empregado na sintese do MIP,
podemos citar o 2,2-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN), azo-bis-dimetilvaleronitrila (ABDV),
dimetilacetal de benzila, peréxido de benzoila (BPO) e o 4acido 4,4-azo-bis(4-ciano
pentaendico (TURIEL, et al., 2001).

A fim de assegurar a seletividade dos MIP, empregada-se reagentes que promovem
ligagdes cruzadas nos polimeros, contribuindo para melhorar a estabilidade do complexo

“analito-mondmeros” e, consequentemente a rigidez do sitio seletivo formado. Varios
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reagentes tém sido empregados, dos quais podemos citar o N,N’-metileno-bis-acrilamina,
N,O-bisacriloila-L-fenilalaninol, =~ N,N’-fenilendiacrilamida, sendo o etileno glicol
dimetacrilato (EGDMA) o mais utilizado, entretanto resultados semelhantes ou melhores tem
sido obtidos como o trimetilpropano trimetacrilato (TRIM) (MARTIN-ESTEBAN et al.,
2001, KOOHPAE], et al., 2008).

O polimero obtido apds a reagdo ¢ triturado resultando em pequenas particulas,
usualmente na escala de micrometro, a molécula molde ¢ removida da matriz polimérica por
meio de solvente, ou, quando necessario, por meio de clivagem quimica se a molécula
estabelecer ligagdo covalente com o monomero. O polimero resultante, apos a remogao da
molécula molde, dispora de microcavidades que sdo complementares em tamanho, forma e
funcionalidade para o modelo, capazes de reter seletivamente a molécula molde presente
numa amostra complexa. E, posteriormente, pode ser empregado como um material para

adsor¢do dos compostos de interesse analitico (“TARLEY et al., 2005).

Figura 1 Representacdo esquematica do processo de formacao do MIP

ay )

Sitio de ligacio
do monomero

Auto-rearranjo
_—

Reagente de
ligacao cruzada

Analito molécula
molde Iniciador

. Polimerizacao
Radicalar :

Extracao do analito |

microcavidade seletiva

Fonte: (Adaptado de TARLEY, et al., 2005)

A polimerizacdo em “bulk” ¢ o método mais comum de preparo do MIP, sendo este um
sistema homogéneo, onde a reagdo ¢ conduzida em frascos selados contendo mondmero,

analito, solvente, RLC e iniciador radicalar (NETO, 2010).
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Devido a estas caracteristicas o MIP apresenta diversas vantagens que torna sua
aplicagdo viavel em varias condi¢cdes dentro das técnicas analiticas, tais como extracdo em
fase solida (SPE), microextracao em fase solida, deteccdo quimica e técnicas de separagao
(BARAHONA et al., 2011; “TARLEY, et al., 2005).

A elevada seletividade da matriz polimérica por um composto de interesse em uma
matriz complexa tem se tornado muito atrativo para utilizagdo destes materiais como
adsorventes seletivos em extracdo em fase solida (SPE), além desta caracteristica os
polimeros impressos podem ser reutilizados varias vezes sem apresentar perdas significativas
no desempenho, sdo de facil preparacdo e baixo custo, e essas vantagens tem permitindo a
popularizagdo da técnica de preparagdo de amostras de extragdo em fase solida impresa
molecularmente (MISPE) e seu emprego no isolamento e quantificacdo de muitos analitos em

matrizes reais complexas (LAI et al., 2004).

2.4.2 Caracterizacao do adsorvente

A caracterizagdo do material adsorvente ¢ uma etapa importante, uma vez que a
capacidade de adsor¢do deste material ¢ determinada principalmente pela textura (area
superficial e porosidade) e pela capacidade de adsorcdo dos analitos de interesse, a qual
depende das caracteristicas quimicas de superficie. Porém, dentre todas as etapas que estdo
envolvidas durante o preparo dos MIPs, a caracterizagdo ¢ a mais dificil de ser feita, devido o
procedimento de impressdo sdo realizados em nivel molecular e os polimeros formados sao
nao soluveis (SHIMMEL, 2008).

Para a caracterizagdo fisica normalmente ¢ determinada a area superficial do adsovente
empregando-se N, e os dados da pressdo de vapor sdo ajustados pelo modelo de BET
(Brunauer, Emmett, Teller). J4 a caracterizacdo quimica da superficie do adsorvente tem
como principal objetivo a determinag¢do de heteroatomos, seus tipos de ligagdo e a natureza
dos grupos de superficie. A caracterizagdo quimica envolve também a micro analise
elementar de carbono, nitrogénio, hidrogénio, e etc. dos materiais sintetizados, permitindo a
verificagdo de co-polimeros (ANDRADE, 2010; SHIMMEL, 2008).

A espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier ¢ empregada para a
determinagdo dos grupos funcionais e para a verificagao de ligagdes quimicas nos MIPs. O
método € baseado no fato de que as ligacdes quimicas das substancias possuem frequéncia de
vibragdes especificas, as quais correspondem aos niveis de energia da molécula, ou niveis

vibracionais. Estas frequéncias vibracionais dependem de caracteristicas que cada molécula
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possui, tais como forma da superficie de energia potencial, geometria molecular, massa dos
atomos e, eventualmente, o acoplamento vibronico (ALMEIDA NETO, 2011; SCHIMMEL,
2008).

A caracterizacdo morfoldgica ¢ realizada através de técnicas como a microscopia
eletronica de varredura (MEV), porosimetria com sor¢do de nitrogénio € experimentos com
solventes, sdo utilizadas para verificar o tamanho e a quantidade dos poros distribuidos na
area superficial. O MEV tem como principio a exploragao da superficie da amostra, ponto a
ponto, por linhas sucessivas, através de um feixe de elétrons de pequeno diametro e transmitir
o sinal do detector a uma tela catddica, cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com
aquela do feixe incidente. Diferentes caracteristicas podem ser apresentadas na imagem
formada a partir do sinal captado na varredura eletronica de uma superficie, uma vez que a
imagem resulta da amplificacdo de um sinal obtido de uma interagdo entre o feixe eletronico
e o material da amostra (DEDAVID et al., 2010).

Para a identificagdo das fases, como para quantificacdo e a estabilidade dos polimeros
impressos a altas temperaturas sdo utilizadas as analises térmicas termogravimétricas (TG) e
analise térmica diferencial (DTG). As mesmas podem ser realizadas com quantidades
minimas de amostras (variando de miligrama a grama), onde s3o submetidas a um
aquecimento com controle de temperatura preciso, para que assim sejam monitoradas as
mudangas ocorridas em decorrencia, geralmente da temperatura. Na TG monitora-se e
quantifica-se com o intermédio de uma microbalanga de precisdo qualquer perda ou ganho de
massa da amostra durante o aquecimento controlado. J4 no caso da DTG, indica as
transformagdes endotérmicas e exotérmicas através da utilizagdo de um microtermopar, onde
analisa a temperatura da amostra e compara-o com a temperatura de um padrao inerte, que

geralmente ¢ a alumina, analisado simultaneamente por outro termopar (ALMEIDA NETO,

2011).

2.4.3 Cinética de adsorcao

A determinacdo da cinética de adsorcdo ¢ de suma importancia para avaliagdo dos
polimeros impressos, pois por meio dela pode-se determinar o tempo de equilibrio, o
mecanismo de adsor¢do, processos de reacdes quimicas e a velocidade de transporte de massa
em que ocorre a adsor¢cdo do analito na superficie da fase solida, ou seja, ela descreve a

velocidade com as quais as moléculas do adsorvato sdo adsorvidas pelo adsorvente, no caso o
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MIP, sendo que esta velocidade depende das caracteristicas fisico-quimicas do adsorvato, do
adsorvente e das propriedades das solugdes, como temperatura, pH e concentra¢do
(SCHIMMEL, 2008).

Diversos modelos cinéticos sdo propostos para demonstrar a adsor¢do de um analito
sobre um adsorvente. Dentre eles podemos citar os modelos pseudo-primeira ordem, pseudo-
segunda ordem, equacao de Elovich e difusdo intraparticula (ANDRADE, 2010).

O modelo pseudo-primeira ordem ¢ uma analise simplificada de cinética de adsorgdo, e
¢ uma das equagdes mais utilizadas para a velocidade de adsorcao de soluto em solugao
liquida, sendo esta a primeira equagdo proposta por Lagerdreen para a velocidade de adsor¢ao
de um sistema solido/liquido, baseado na capacidade do s6lido. O modelo pseudo-segunda
ordem, foi desenvolvido por Ho e McKay, este representa uma adsor¢do quimica dependente
do tempo (DEBRASSI et al., 2011; ANDRADE, 2010; FERNANDES, 2005).

A etapa de adsor¢do sobre a superficie interna ¢ um mecanismo instantaneo, quando o
mecanismo de difusdo intraparticula ¢ muito lento pode ser uma etapa limitante do processo
de adsor¢do. O modelo cinético de difusdo intraparticula indica que duas ou mais etapas
limitam o processo de adsor¢do, onde, a adsor¢do instantdnea ou adsor¢ao na superficie
externa ¢ a primeira etapa. A etapa limitante onde ocorre a difusdo dentro da particula ¢ a
segunda etapa, sendo o estagio de adsor¢do gradual. O estagio de equilibrio final ocorre na
terceira etapa, onde, decorrente das concentracdes extremamente baixas do adsorvato na
solugdo a difusdo dentro da particula comega a diminuir (DEBRASSI ef al., 2011; ROYER,
2008; FERNANDES, 2005).

A equagdao de Elovich ¢ uma equacdo cinética e descreve reacdes envolvendo
quimissor¢ao de gases. Nesta equacdo ocorre um decréscimo da velocidade com o tempo,
decorrente do aumento da cobertura da superficie. Sistemas em que a superficie do adsorvente
¢ heterogénea ¢ frequentemente representada por esta equagdo (FERNANDES, 2005;
ROYER, 2008).

2.4.4 Isotermas de adsorcao

Uma das informag¢des mais importantes para se modelar processos isotérmicos de
separacdo sdo as isotermas de equilibrios, pois elas descrevem quantitativamente a
distribuicao de equilibrio de um soluto entre as duas fases envolvidas no processo em uma
larga faixa de concentragdo. Existem varios modelos de equilibrio que estdo sendo
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desenvolvidos de acordo com o tipo de processo que serd utilizado. Dentre eles podemos
destacar as isotermas de troca ionica ou de adsor¢do (SCHIMMEL, 2008; ALMEIDA NETO,
2011).

Isotermas de troca idnica descrevem a adsor¢do dos ions liberados. Estes dados sao
obtidos por meio da relacio do emprego da Lei de agdo das massas que tem como
desvantagem a dificuldade de identificar as espécies quimicas que sdo liberadas pelo
adsorvente e suas respectivas concentragdes na solucao (ALMEIDA NETO, 2011).

As isotermas de adsor¢ao mostram a capacidade maxima de adsor¢do da fase solida e
também o tipo de interacdo que ocorre entre o adsorvato e o adsorvente através de modelos
matematicos, ou seja, € um processo pelo qual um componente presente em um gas ou liquido
adere a superficie de um solido, que no caso do estudo sdao os polimeros impressos, iSso
depende da presenca de cargas na superficie do adsorvato, ou por poros contidos na superficie
do material (OLIVEIRA, 2013).

A intensidade do efeito de adsor¢do depende de alguns fatores, dentre eles podem ser
citados a temperatura, a natureza, a concentracdo do adsorvente ¢ adsorvato, pH do meio,
solubilidade do soluto, tempo de contato, agitacdo, entre outros (DINIZ, 2013).

Existem duas classificagdes para os fendmenos de adsor¢do, que sdo a adsorcao fisica,
ou fisissor¢do, onde ocorre deposi¢do de mais de uma camada de adsorvato sobre a superficie
do adsorvente em um processo reversivel e rapido, e adsor¢do quimica, ou quimissor¢do, que
envolve interagdo entre o adsorvente e o adsorvato (ANDRADE, 2010).

Dentre as isotermas que sdo amplamente utilizadas para descrever a relagdo da
quantidade de determinado analito ou composto quimico adsorvido pelo adsorvente e a
quantidade remanescente na solugdo de equilibrio, podemos citar os modelos de isotérmicos
lineares e ndo lineares de Langmuir e Freundlich, os modelos simples e duplo nao lineares de
Langmuir-Freundlich (ANDRADE, 2010; OLIVEIRA, 2013).

A isoterma de Langmuir foi inicialmente utilizada para descrever a adsor¢do de gases
por solidos, em que a superficie de adsor¢do ¢ homogénea. Neste modelo a adsor¢do ocorre
em sitios especificos, ndo ocorre interagdo com a molécula do soluto, e quando a camada
monomolecular cobre totalmente a superficie do adsorvente a adsor¢do se torna méxima. A
superficie do material que ¢ representado por este modelo é composto por numeros finitos de
sitios que estdo distribuidos uniformemente com iguais energias onde ndo hé interacao entre
eles (OLIVEIRA, 2013).

O modelo linear e ndo linear de Langmuir estdo representados nas Equagdes 1 e 2,

respectivamente, onde a variavel K (L g"') indica a constante de Langmuir relacionada com a
14
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afinidade adsorvato-adsorvente Q. (mg g™') e C. (mg L) representam a concentragdo na fase
liquida no equilibrio ¢ na fase sélida, respectivamente e o pardmetro b (mg g") indica a

quantidade méxima adsorvida na monocamada (OLIVEIRA, 2013).

c 1
2 =_3 %
Qa lFg"l b
Equacao 1
KbC,
Q=
(1+KC,)
Equacio 2

Para o modelo isotérmico de Freundlich a energia de adsor¢ao decresce logaritmamente
a medida que o soluto cobre a superficie do adsorvente, ¢ a superficie de adsorcao ¢
heterogénea, onde os sitios de adsor¢do possuem energias de ligagdes diferentes (LIN & WU,
2001; DIAS et al., 2001).

O modelo linear e ndo linear Freundlich estdo representados pelas equagdes 3 e 4,
respectivamente, sendo que a variavel Q. ¢ definida como a capacidade de adsor¢ao no
equilibrio em mg g, K (mg g'L mg"') é a constante de Freundlich, relacionada com a
afinidade dos fons com a superficie, C. ¢ a concentragio no tempo de equilibrio (mg L") e n é
a constante caracteristica relacionada a intensidade de adsorcao (ANDRADE, 2010; DINIZ,
2013).

1
log(@,) = logK, + —xlogC,
n
Equacao 3

Q, =KC™

Equacao 4

O modelo hibrido de Langmuir-Freundlich apresenta que a superficie do material
adsorvente ¢ composta por diferentes sitios de ligagdes. No modelo hibrido para um sitio
(Equacdo 5), prediz que os sitios sdo energeticamente homogéneos. Ja para o modelo hibrido
de dois sitios (Equagao 6), também conhecido como modelo duplo de Langmuir-Freundlich,
representa que o material adsorvente pode apresentar sitios de ligacdo heterogéneos na
superficie, onde sob baixas concentracdes ¢ representado pelo modelo de Freundlich

considerando a adsor¢do em multicamadas, e a altas concentracdes considera a existéncia da
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saturagdo dos sitios de ligacdo ativos, representados pelo modelo de Langmuir (DINIZ, 2013;

OLIVEIRA, 2013).

_ b, (K,C,)"™
=1+ [:Klﬂg:]”'-
Equacao 5
. by (K€, )™ b,y (K,C, )"
1+ (K,C)" 1+ (K,C )™
Equaciao 6

Onde Q. representa a quantidade de adsorvato, adsorvido no equilibrio ¢ b indica a
capacidade maxima de adsorgdo mg g, K, ¢ a constante para um ou dois sitios de ligago, n
o grau de afinidade dado em L g'1 e C. a concentragdo na fase liquida no equilibrio (mg L™

(DINIZ, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar um polimero molecularmente impresso com o mondmero acrilamida e avaliar
o material como adsorvente de glifosato e seu principal produto de degradacdo, o acido

aminometilfosfonico (AMPA).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar os MIPs (Molecularly Imprinted Polymers), através da técnica de
polimerizacdo em “bulk” utilizando a molécula de glifosato e AMPA como molde, e dos NIPs
(Polymers non-imprinted) como polimero controle.

e Caracterizar o material sintetizado através de varias técnicas, tais como, a FT-IR,
MEV, TG e DTG e a analise elementar.

e Realizar estudo de isotermas de adsor¢do e parametros cinéticos a fim de verificar as
interagdes entre o analito de interesse e a cavidade seletiva dos polimeros.

e Realizar os estudos de impressdo dos MIPs a fim de avaliar a seletividade dos

materiais sintetizados.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

(A) Os seguintes materiais e equipamentos disponiveis no Laboratério de Estudos de
Ciéncias Ambientais (LECA), localizado no Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais

do IBILCE/UNESP/SJRP foram necessarios para o desenvolvimento do estudo proposto:

- Vidrarias (Laborglas, Brasil), Micropipetas (Eppendorf — Research, Estados Unidos),
Sistema de produgdo de agua deionizada Direct-Q® (Merck Millipore®, Billerica, MA, USA),
Balanca analitica (Shimadzu — AX200, Japao), pHmetro (Marcone, Brasil), Evaporador
Rotativo a vacuo (Fisatom, Brasil), Bomba de vacuo (Marcone, Brasil), Balanca analitica
(Shimadzu — AUW220D, Japao), dry-block (Solab, Brasil).

- O aquecimento do meio reacional para a sintese dos MIP foi realizado em uma chapa
de aquecimento Fisatom (Brasil) e a secagem dos polimeros foram feitos em estufa SP-Labor
(Brasil).

- O sistema cromatografico consistiu de um cromatografo liquido de alta eficiencia
(HPLC) modelo UFLC Prominence LC-20AT, modulo modelo CBM-20A e detector de
Fluorescéncia modelo RF-20AXS (Shimadzu, Japan).

- Para a extracdo das amostras foram utilizados cartuchos de SPE vazios Supelco
(Estados Unidos) e Frits de polietileno da Supelco para o empacotamento dos polimeros. Para
auxiliar na extracdo foi utilizado um sistema a vacuo (manifold) com capacidade para 12
cartuchos, (Marca Agilent, Estados Unidos).

(B) As caracterizagdes morfologicas do MIP foram realizadas no Laboratério do Prof.
Dr. César Ricardo Teixeira Tarley da Universidade Estadual de Londrina por meio das
seguintes técnicas:

- Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de um espectrometro
de infravermelho modelo FT-IR 8300 (Shimadzu, Japan).

- Microscopia eletronica de varredura (MEV) usando o microscopio de varredura
eletronica (modelo JEOL — JSM 300-LV, Tokyo, Japan) com voltagem de aceleragdao de 30
kV.

- Andlises térmicas foram realizados usando um analisador termogravimétrico (Perkin

Elmer, modelo TGA 4000, California, USA).
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- A andlise da area superficial especifica (Sggr), 0 volume dos poros e o didmetro foram
realizados a partir Quantachrome Autosorb Automated Gés Sorption, utilizando um
instrumento da (Quantachrome Instruments versao 11.0, modelo Nova Station A, Florida,
USA).

(C) Analises elementares foram realizadas na Central de Analises Quimicas
Instrumentais (CAQI), do Instituto de Quimica de Sao Carlos (USP), com o auxilio de um

analisador elementar CE Instruments, modelo EA 1110.

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Para a quantificacdo do glifosato e AMPA os reagentes utilizados foram de alta pureza
(Sigma-Aldrich e Fluka) e as solucdes estoques foram preparadas em dgua ultrapura.

Para a sintese dos MIPs utilizou-se padroes de glifosato ¢ AMPA (99%) Sigma-Aldrich
(EUA). O etilenoglicoldimetacrilato (EGDMA) e o 2,2’-azo-bis-iso-butironitrila (AIBN)
foram da marca Sigma-Aldrich (EUA) e a acrilamida (AAm) da Fluka (EUA).

Os reagentes cloreto de fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI), tetraborato de sodio,
metanol (MeOH), hidroxido de potéassio e hidrogenofosfato de potassio foram obtidos da
Sigma-Aldrich. Os reagentes éter dietilico e acido acético (HAc) foram adquiridos da Synth e
a acetonitrila (ACN) grau HPLC da Tédia.

Para a derivatizacdo do glifosato e AMPA foram utilizadas solugdes tampao de

tetraborato de sodio (B4sNa,O7. 10H,0) 0,05 mol L'e solucdo de FMOC-Cl 1 g L

4.3 PREPARACAO DOS POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSOS

4.3.1 Sintese dos MIPs

O procedimento de polimerizagdo em “bulk™ foi escolhido para o preparo dos MIPs. A
sintese do MIP consistiu de trés sinteses para o template glifosato e uma sintese para o
template AMPA. Foram feitos véarios testes de solubilidade do template glifosato em
diferentes solventes organicos, devido sua baixa solubilidade em solvente organico e sua alta
solubilidade em agua, tais como: tetraidrofurano, acetona, ACN, MeOH, cloroférmio, MeOH:

cloroférmio, DMSO: MeOH, DMSO: cloroféormio. Realizou-se a partir das solubilizagdes
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obtidas as sinteses dos MIPs com as misturas de solvente que se mostraram mais adequadas, a
saber:

Procedimento MIP-GF. 0,59 mmol de glifosato foi utilizado, dissolvido em 30,0 mL da

mistura (1:1) DMSO: cloroférmio. Manteve-se a agitagdo no banho de ultrassom por 20
minutos para que todo o template fosse solubilizado. Em seguida, adicionou-se 35,18 mmol
do monomero ligante, AAm, e agitou-se manualmente por 5 minutos. Em seguida, adicionou-
se 0,05 mmol do RLC, EGDMA, 1,83 mmol do iniciador radicalar, AIBN, em frascos de
vidros reacionais de 200,0 mL, onde borbulhou-se nitrogénio por 10 minutos, selou-se o
frasco e colocou em banho de 6leo por 24 horas a 60°C.

Procedimento MIP-M. Realizou-se todo o procedimento descrito anteriormente, porém

alterou o solvente de solubilizagao do template, onde inicialmente adicionou-se 10,0 mL de
agua ultrapura, e colocou-se no banho de ultrassom por 30 minutos. Apos total solubilizacdo
do analito, adicionou-se 20,0 mL de MeOH e agitou-se manualmente por 5 minutos.
Procedeu-se com a sintese da mesma forma que a anterior.

Procedimento MIP-A. Ja neste procedimento, apos a solubilizacdo do glifosato em 10,0

mL de dgua ultrapura com o auxilio do banho ultrassom por 30 minutos, adicionou-se 20,0
mL de ACN. Alterou-se a quantidade de mondémero AAm e de RLC, sendo utilizado
respectivamente 49,24 mmol e 0,08 mmol, a fim de testar a melhor sintese de polimerizacao
para o template glifosato.

Procedimento MIP-AMPA. Realizou-se o mesmo procedimento de sintese do MIP-A

para a sintese do template AMPA, alterando somente a molécula molde para o analito AMPA,
Jj& que o analito apresentou-se completamente soluvel a mistura de solvente ACN: agua

ultrapura (2:1 v/v), ndo necessitando realizar outras sinteses.

Tabela 1 Quantidade de reagentes empregados na sintese dos polimeros.

GF AMPA H;O ACN DMSO CHCl; MeOH AAm AIBN EGDMA

Polimero o) (mmol) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mmol) (mmol) (mmol)

MIP-GF 0,59 15 15 3518 1,83 0,05
MIP-M 0,59 10 20 3518 1,83 0,05
MIP-A 0,59 10 20 4924 1,83 0,08
MIP-

AMPA 0,9 10 20 4924 1,83 0,08

GF: glifosato, H,O: agua ultrapura; ACN: acetonitrila; DMSO: dimetilsulfoxido; CHCl;: cloroformio;
MeOH: Metanol; AAm: acrilamida; EGDMA: etileno glicoldimetacrilato; MIP-GF: polimero de impressdo
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molecular do glifosato sintetizado em DMSO: CHCl;; MIP-M: Polimero de impressdo molecular do glifosato
sintetizado em MeOH: H,0; MIP-A: Polimero de impressdo molecular do glifosato sintetizado em ACN: H,O0;
MIP-AMPA: Polimero de impressao molecular do AMPA sintetizado em ACN: H,O.

Os polimeros resultantes foram secos em estufa a 50°C por 12 horas, triturados, e
passados na peneira de 106 um e, posteriormente, lavados com a mistura MeOH: HAc (4:1
v/v) utilizando dois sistemas de extragdo (ver se¢ao 4.3.3).

Para ilustrar o procedimento de sintese dos polimeros impressos, segue um esquema

geral que esté ilustrado na Figura 2.

Figura 2 Esquema geral da sintese do MIP.
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Derivatizacao pré-coluna com FMOC-CI

Fonte: Arquivo Pessoal

4.3.2 Sintese dos NIPs

Apos a realizacdo dos testes prévios de adsor¢do para a escolha do polimero que
apresenta melhor capacidade adsortiva, realizou-se o procedimento de sintese dos NIPs dos
respectivos analitos de interesse, conforme procedimento descritivo abaixo.

Sintese do NIP-GF: adicionou-se 30 mL da mistura DMSO: cloroférmio (1:1 v/v) e

agitou-se no banho de ultrassom por 20 minutos. Em seguida adicionou-se 35,18 mmol do
mondmero acrilamida e agitou-se manualmente por 5 minutos. Na sequencia, foram
adicionados 0,05 mmol do EGDMA e 1,83mmol de AIBN, foi borbulhado nitrogénio por 10
minutos, lacrou-se o frasco e deixou em banho de 6leo por 24 horas a 60°C.

Sintese do NIP-AMPA: adicionou-se 10 mL de 4agua ultrapura, colocou-se em banho de

ultrassom por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 20 mL de ACN e agitou manualmente
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por 5 minutos. Na sequéncia foi adicionado 49,24 mmol do mondmero acrilamida e 0,08
mmol do EGDMA. Ainda foi adicionado nessa mistura 1,83 mmol do AIBN. Borbulhou
nitrogénio por 10 minutos, selou-se o frasco e colocou em banho de 6leo por 24 horas a 60°C.

Os polimeros foram secos em estufa a 50°C por 12 horas. Em seguida, o material foi

macerado em almofariz com pistilo e passados em peneira de 106 um.

Tabela 2 Quantidade de reagentes empregados na sintese dos polimeros

GF AMPA H;O ACN DMSO CHClz; AAm AIBN EGDMA

Polimero (mmol) (mmol) (mL) (mL) (mL) (mL) (mmol) (mmol) (mmol)
NIP-GF 15 15 35,18 1,83 0,05
NIP-
AMPA 10 20 o 49,24 1,83 0,08

GF: glifosato, H,O: agua ultrapura; ACN: acetonitrila; DMSO: dimetilsulféxido; CHCl;: cloroformio;
AAm: acrilamida; EGDMA: etileno glicoldimetacrilato; NIP-GF: polimero ndo-impresso controle do MIP-GF
sintetizado em DMSO: CHCl;; NIP-AMPA: polimero ndo-impresso controle do MIP-AMPA sintetizado em
ACN: H,0.

4.3.3 Extracoes do template das matrizes poliméricas (MIPs)

Para extra¢do do template da matriz polimérica (MIP), primeiramente foram realizadas
extracoes utilizando-se sistema de extragdao solido-liquido Soxhlet. Para isto, foi adicionada
uma massa de 1,0 g de MIP contendo o femplate glifosato e/ou o template AMPA envolvido
em um papel de filtro e 0 mesmo foi colocado dentro do thimble para iniciar entdo o processo
de extragdo. O solvente utilizado para extragao foi uma solucdo de MeOH: HAc, na proporcao
4:1 v/v em um volume de 140,0 mL, sendo que o processo de extracdo decorreu em um
periodo de 48 horas.

Para quantificar o glifosato e 0 AMPA extraido dos MIPs, o liquido obtido no final da
extracdo soxhlet foi submetido a um processo de secagem utilizando evaporador rotativo a
vacuo, onde a amostra ficou rotacionando em banho-maria a uma temperatura de 50°C até a
secura. A amostra foi entdo ressuspendida no balao de fundo redondo com um volume de 3,0
mL de dgua ultrapura e procedeu a derivatizacdo, ver item 4.9, e quantificagdo via HPLC-FD.
Para a remocgao completa do glifosato e do AMPA dos MIPs foi necessario, além do processo
de extracdo por soxhlet, fazer a eluicdo de 15 fracdes de 10,0 mL de MeOH: HAc 4:1 v/v. O

volume eluido foi seco sob fluxo de nitrogénio e aquecimento de 50°C em um sistema Dry-
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block. A amostra foi entdo ressuspendida em 3,0 mL de agua e realizou-se procedimento

descrito no item 4.9 para quantificagdo via HPLC-FD.

4.4 TESTES DA CAPACIDADE DE ADSORCAO

A fim de avaliar qual polimero sintetizado para o femplate glifosato (ver procedimentos
de sintese no item 4.3.1) apresenta melhor capacidade de adsorver o analito de interesse ¢ a
capacidade adsortiva do MIP sintetizado para o femplate AMPA, foi realizado um teste de
recuperacio para uma solucio de dgua ultrapura contendo 600 ng L™ de padrio de glifosato e
outra solucdo contendo 600 ng L' de padrido de AMPA. Os polimeros foram empacotados em
cartuchos vazios de SPE de 6,0 mL da marca Supelco, onde foram colocados 500 mg de cada

polimero limpos entre Frits (Figura 3).

Figura 3 Esquema da montagem dos cartuchos contendo o MIP.
—">
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paraa
amostra
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extratora) solida. polipropileno
? poro de 20um)

Fonte: Adaptado MARTINS, 2013

O experimento consistiu de 500 mL de solugdo padrao para cada polimero a ser testado,
das quais foram preparadas solucdes contendo somente dgua ultrapura (branco para cada
polimero em questdo), e as outras, continham solugdo padrdo de glifosato para andlise do
MIP-GF e solucdo padrdo de AMPA para andlise do polimero MIP-AMPA, ambas na
concentracdo de 600 ng L™ em 4gua ultrapura. Estas solu¢des foram entdio percoladas pelos
MIPs limpos, em um fluxo controlado com o auxilio do sistema de manifold sob vacuo

(Figura 4).
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Figura 4 Esquema da extracdo da amostra em frasco ambar com o cartucho de MISPE
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-

Fonte: Adaptado MARTINS, 2013.

Depois de feita a extragdo, os analitos foram eluidos com 50,0 mL da solu¢dao de
MeOH: HAc (4:1 v/v), o volume foi seco sob fluxo de N, e ressuspendido com 3,0 mL de
dgua ultrapura, em seguida realizou-se o procedimento de derivatizacdo (secdo 4.9) e
quantificagdo por meio da técnica de HPLC-FD. Como as solugdes padrdes partiram de um
volume inicial de 500,0 mL e resultou-se em um volume final de 3,0 mL, houve uma
concentragdo de aproximadamente 167 vezes da concentracdo inicial, sendo que a

concentracio final esperada seja de 100 pg L™

4.5 CARACTERIZACAO DOS MIPs E DOS NIPs

A fim de obter maiores informacdes sobre os polimeros sintetizados para ambas as
moléculas moldes, bem como, para compara-los com seus materiais controle, NIPs, foram
realizados diversos analises que caracterizam morfologicamente e estruturamente os materiais
obtidos. Dentre as técnicas utilizadas, podemos citar a espectrometria de infravermelho, a
microscopia eletronica de varredura, a analises elementares e por fim, as analises

termogravimeétricas.

4.5.1 Medidas de infravermelho
Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de um espectrometro

de infravermelho com transformada de Fourier modelo Shimadzu IR- FT 8300, operando no

modo de transmissdo entre 4000 e 400 cm™ e as pastilhas foram feitas de KBr.
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4.5.2 Medidas de microscopia eletronica de varredura

Realizou-se a andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) para avaliar as
caracteristicas morfologicas das particulas e suas respectivas superficies dos MIPs, como
também dos NIPs. A morfologia dos polimeros foram avaliadas a partir da MEV usando o
microscopio de varredura eletronica (modelo JEOL — JSM 300-LV, Tokyo, Japao) com
voltagem de aceleragdao de 30 kV. Para realizacdo desta analise as amostras foram montadas
em suportes de aluminio "sfubs", com o auxilio de fita adesiva de carbono dupla face, sendo
cinco com a face inferior do limbo voltada para cima e cinco para baixo. Em seguida foram

cobertos com ouro e observados em MEV.

4.5.3 Medidas de area superficial especifica (SBET)

Foram realizadas as medidas de area superficial a fim de obter a extensdo da superficie
dos MIPs sintetizados para o glifosato e AMPA. Empregou-se nestas analises um método que
basea-se na determinacdo do volume de nitrogénio adsorvido a pressdes diversas na
temperatura do nitrogénio liquido. Para realizacdo das analises de area superficial (Sggr)
utilizou-se um medidor da Quantachrome Autosorb Automated Gas Sorption (Quantachrome

Instruments versao 11.0, modelo Nova Station A, Florida, USA).

4.5.4 Medidas de volume especifico dos poros e diAmetro médio dos poros

Para a determinag¢do do volume especifico dos poros € o didmetro médio dos mesmos
utilizou-se também de um Quantachrome Autosorb Automated Gas Sorption. Onde, os dados
sdo fornecidos diretamente através de um microcomputador que se encontra interfaciado ao

equipamento.

4.5.5 Analise Elementar

As determinagdes da composi¢do elementar foram realizadas pela Central de Andlises
Quimicas Instrumentais (CAQI), do Instituto de Quimica de Sao Carlos, com o auxilio de um
analisador elementar CE Instruments, modelo EA 1110. Para isso, as amostras apds serem

retiradas a moléculas molde foram entdo secas em estufa a 50 °C. Como elas ja haviam sido
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maceradas em almofariz apos a sintese ndo houve necessidade de repetir a operacdo, e entdo

foram armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente até 0 momento das analises.

4.5.6 Medidas termogravimétricas

Foram realizadas as andlises termogravimétricas dos MIPs a fim de avaliar as
respectivas estabilidades térmicas. Para isso, foi usado um analisador termogravimétrico
(Perkin Elmer, modelo TGA 4000, California, USA), onde, através de uma micro-balanga, foi
possivel determinar a porcentagem de perda de massa da amostra com o aumento da
temperatura. As analises foram realizadas com fluxo de nitrogénio 40 mL min™', qual a
temperatura foi variada de 30°C até 900'C com uma taxa de variagio de 10°C min”. Os

gréaficos obtidos estdo representados no item 5.3.4.

4.6 MODELOS CINETICOS

A fim de verificar o0 mecanismo e a etapa limitante em cada processo adsortivo
especifico, diversos modelos cinéticos foram empregados para descrever a adsorcao de cada
adsorvato sobre os adsorventes. Dentre os modelos que foram estudados, podemos citar,
cinética pesudo-primeira ordem, cinética pseudo-segunda ordem, equagdo de Elovich e

difusdo intraparticula.

4.6.1 Cinética de Pseudo-primeira ordem

O modelo de pseudo-primeira-ordem ¢ uma analise simples de cinética de adsorcao,
onde o adsorvato se liga a um unico sitio ativo na superficie do adsorvente, como

demonstrado na Equagdo 7 (Karaday et al., 2006).

! —-Q)=1 ——t
09(Q, — Q) = logQ, 5303

Equacao 7

Onde, a constante da taxa de adsorcio do modelo pseudo-primeira-ordem (min™) é
representada por k;, O, ¢ Q,, a qual representa a quantidade adsorvida do analito (mg g") no

equilibrio e no instante de tempo ¢, respectivamente. Para obter a cinética de adsor¢ao pseudo-
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primeira-ordem constroe-se um grafico de log(Q. - Q) versus ¢, sendo que o valor obtido
através do coeficiente angular do grafico representa o valor da constante da taxa de adsor¢do

ki (KARADAY et al., 2006; OLIVEIRA, 2013).

4.6.2 Cinética de Pseudo-segunda ordem

Para o modelo de pseudo-segunda ordem no processo de adsorc¢do, o adsorvato se liga a
dois sitios ativos da superficie do adsorvente. A Equacdo 8 demonstra o calculo do modelo de

pseudo-segunda-ordem (KARADAY et al., 2006).

1 1 n 1 ;
Ql KEQEE QE

Equacio 8

Onde, k; é a constante da taxa de adsor¢do de pseudo — segunda — ordem (min g mg™),

Qe é a quantidade de adsorvato adsorvida no equilibrio (mg g) e Q, é a quantidade adsorvida
no instante ¢. Construindo o grafico #/Qt versus ¢ obtém os valores de Q. , e interceptando-se o

grafico pode-se calcular k; (KARADAY et al., 2006; DEBRASSI et al., 2011).

4.6.3 Modelo Equacio de Elovich

Este modelo cinético representa sistemas cujas superficies de adsor¢do sdo heterogéneas
(DEBRASSI et al., 2011). A equagdo que demonstra este modelo estd representada na
Equacdo 9.

Q= B(Inap) + B(Int)
Equacio 9
Onde, B ¢é a constante de dessor¢do (g mg™), a qual indica o nimero de sitios adequados
para a adsor¢do em cada sistema, e também ¢ relatada como a extensdo da cobertura da
superficie de energia de ativagdo para quimissor¢do; o ¢ a velocidade inicial de adsor¢ao (mg

g'1 min™); 0, é a quantidade adsorvida (mg g'l) no tempo ¢ (min) (DEBRASSI et al., 2011).
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4.6.4 Modelo difusio intraparticula

O modelo cinético difusdo intraparticula identifica um possivel mecanismo de difusao
intraparticula como etapa limitante (DEBRASSI et al., 2011). Este modelo esta representado
pela Equagao 10.

Q. =K,t** +¢C
Equacio 10
Sendo, K, ¢ a constante de difusdo intraparticula (mg ¢! min™), C é uma constante

relacionada com a resistensia 4 difusio (mg g') e O, é a quantidade adsorvida (mg g") no

tempo ¢ (min) (DEBRASSI et al., 2011).

4.7 CONSTRUCOES DAS ISOTERMAS DE ADSORCAO

Adsor¢do ¢ a aderéncia a superficie de um so6lido de um componente presente em um
gas ou liquido. O procedimento de andlise das isotermas de adsorcdo foi feito de acordo com
Andrade, 2010, onde o método em batelada é usado em uma faixa de concentracdo até a
obtenc¢do da concentragdo de equilibrio.

Para isto foram colocados em uma série de frascos de vidro uma quantidade de 100 mg
do polimero, onde esta massa foi suspensa em 25,0 mL de solucdo padrdo de cada analito em
seu respectivo polimero. Para o polimero MIP-GF a concentragdo variou de 2,0 a 30,0 mg L'l,
ja para o MIP-AMPA a concentracao inicial da solugdo teve uma variagdo de 2,0 a 54,0 mg L
'. O pH foi mantido constante em 6,5 em tampio tetraborato 0,05 mol L™ ¢ o tempo de
agitacao foi de 240 minutos para ambos os polimeros.

Os valores de pH e tempo de agitacdo foram obtidos em experimentos univariados e em
batelada, como descritos na se¢do 4.7.1. Apods agitadas as suspensdes foram separadas por
centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. Os analitos presentes na solugdo inicial e no
sobrenadante apds a agitacdo foram quantificados utilizando-se a técnica de HPLC-FD com
derivatizacdo pré-coluna. A quantidade dos analitos adsorvidos nos MIPs foram determinados
por meio da diferenga entre a concentracdo inicial e a concentragdo encontrada no

sobrenadante.
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4.7.1 Otimizac¢iao do pH e do tempo de agitacio

Para construcdo das isotermas de adsor¢do, sdo necessarios a otimiza¢do de dois
importantes parametros, tais como: o pH 6timo de adsor¢do e o tempo de agitacdo. Os valores
para os dois parametros foram obtidos a partir de experimentos em bateladas, sendo todos eles
feitos em duplicata.

Os experimentos para determinar o pH 6timo de adsor¢ao para cada polimero, foram
realizados em frascos de vidros contendo 100 mg do material adsorvente. Foram suspensos
25,0 mL de solucdo dos analitos, AMPA e glifosato para cada MIP, na concentragdo de 1,0
mg L' e variando a faixa de pH de 2,5 a 9,5. As suspensdes foram agitadas por 30 minutos a
temperatura ambiente (25°C) em uma mesa agitadora a 200 rpm.

Para determinagdo do tempo de agitagao de equilibrio foram colocados em frascos de
vidro 100 mg do material adsortivo, aos quais foram suspensos em 25 mL de solucdo de
AMPA ¢/ou glifosato na concentragdo de 1,0 mg L. As suspensdes foram agitadas em
tempos diferentes a temperatura ambiente (25°C) em uma mesa agitadora a 200 rpm. Os
tempos de agitacao utilizados foram variados na faixa de 5 a 270 minutos.

Para ambos os experimentos, em seguida, as suspensdes foram separadas por
centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min. Uma aliquota dos sobrenadantes foram derivatizadas
(secdo 4.9) e quantificadas. A quantidade de AMPA e de glifosato adsorvido no material foi
determinada pela diferenca entre a concentracdo inicial e a concentragdo encontrada no

sobrenadante, como segue na Equagdo 11 (Pereira, 2008).

Ad=1—-F
Equacao 11
Onde: Ad ¢ a quantidade de glifosato e/ou AMPA adsorvido pelo polimero (mg L™); 7 é
a concentragdo inicial da solugdo, no caso 1,0 mg L'eFéa concentracdo de analito livre no
sobrenadante (mg L™)
A porcentagem de glifosato e/ou AMPA adsorvida no MIP foi determinada através da

equagao 12 (Pereira, 2008).
Ad
P(%0) = (T)xmn

Equacao 12
Onde, Ad ¢ a quantidade de glifosato e/ou AMPA adsorvido pelo polimero (mg L") e P(%) é

a porcentagem de glifosato e/ou AMPA adsorvido no MIP-GF e/ou MIP-AMPA.
31



PARTE EXPERIMENTAL | MATA, 2014

4.8 ESTUDOS DE IMPRESSAO DOS MIPs

Para avaliar o efeito de impressao dos MIPs em relacdo ao analito alvo foram realizados
estudos de adsorcao de solugdes binarias glifosato/ AMPA no MIP-GF e NIP-GF, bem como
de solucdes binarias de glifosato/ AMPA no MIP-AMPA e NIP-AMPA. Ambos os analitos
foram escolhidos por apresentarem estruturas semelhantes e por apresentar a mesma forma de
preparagdo da amostra e quantificagcdo via HPLC-FD.

Estes experimentos foram realizados a temperatura ambiente, onde 100 mg de cada
polimero foram colocados em frascos de vidro com tampa e agitados durante 30 minutos com
25 mL de uma solugdo bindria contendo 1mg L' de cada analito em pH 6,5 com solugao
fosfato 0,05 mol.L"'. Apos esta etapa, o sobrenadante foi coletado, a amostra foi derivatizada
e a quantidade de glifosato e/ou AMPA foi detectado por HPLC-FD.

Com base nestes experimentos, foram determinados os parametros relacionados ao
desempenho da seletividade do adsorvente, tais como coeficiente de distribuicao (Ky),
coeficiente de seletividade (k) e coeficiente de seletividade relativo (k’). O coeficiente de
distribui¢do do analito e interferente foram calculados a partir da Equac¢do 13 (ANDRADE,
2010).

K, :[(Ci —C»} v, (mL)
C; massa do MIP (g)

Equacio 13

Onde C;, Cr e V; representam a concentragdo inicial, final e o volume da solucao,

respectivamente. O coeficiente de seletividade ¢ definido como a relagdo entre o coeficiente

de distribui¢do para os analitos e o coeficiente de distribuigdo para os interferentes. Para fazer

a comparagdo dos valores de k entre o polimero impresso e o polimero controle, ou seja, o

coeficiente de seletividade relativo (k”), a seguinte equacao 14 foi empregada. Esta equacao
permite uma estimativa do efeito da impressao na seletividade (ANDRADE, 2010).

K' _ KImpresso

KSem impressao

Equacao 14
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4.9 DERIVATIZACAO E QUANTIFICACOES DE GLIFOSATO E AMPA POR HPLC-FD

Para a quantifica¢dao de glifosato e de AMPA foi necessario efetuar o procedimento de
derivatizacdo dos mesmos com o auxilio do reagente derivatizante FMOC-CI, seguindo as
recomendacdes de FUR, et. al., 2000. Na Equagdo 15 estdo representadas as estruturas
quimicas de glifosato e de seu produto de degradacao, AMPA, e a reagdao de derivatizagao

com FMOC-CI. R: H ou um grupo alquila IBANEZ et al., 2005).

ﬁ 0
— —pP— I
Hi == CHp—#—OH HoN—CH, —P—OH
fI:H2 OH OH
C—OH |
i AMPA
Glifosato
RS A
[ )+ — [ )=
/,CHa R N—FR
H,C—0—C — 00—
2 o H,C—O C\\o
FMOC-Cl

Equacao 15

1) Limpeza vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas com solu¢do de extran 5% e enxaguadas com agua
abundante da torneira, posteriormente lavou-se trés vezes com agua ultrapura, deixou-se secar
a temperatura ambiente e passou-se MeOH grau HPLC, deixando-se na capela forrada com
papel aluminio até completa secura. Para as vidrarias utilizadas dos sistemas de Soxhlet e
evaporador rotativo, depois de passar agua ultrapura e seca elas foram levadas a mufla a

400°C por 4 horas, depois de resfriar, e lavou-se com MeOH grau HPLC.

1) Curva Analitica

A curva analitica para quantificagdo de glifosato e do AMPA foram feitas a partir de
uma solugdo estoque de padrio misto de concentragio igual a 1 mg L. Para construgio da
curva analitica e para verificar a linearidade do método foram injetadas concentracdes
crescentes dos analitos a partir de padrdes mistos de concentragdes de 10, 20, 40, 60 e 80 20

ng L, derivatizadas conforme item iii. Sendo o volume injetado no HPLC de 20 uL™.
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iii) Procedimento de derivatizagdo

Para a determinacao do glifosato e AMPA por HPLC-FD, primeiramente procedeu-se a
derivatizacdo. O procedimento consiste da adi¢do de 500 uL do tampao tetraborato 0,05 mol
L', 500 uL da solugdo de FMOC-C1 1,0 g L™ ¢ 500 uL de ACN em 3,0 mL da solugio padrio
estoque em um frasco de vidro com tampa. Deixou-se reagir por 30 minutos a temperatura
ambiente, e depois se pipetou 4500 pL de uma solugao de éter dietilico. Apos, transcorrido o
tempo de uma hora ¢ feita a separagao da fase aquosa com o auxilio de um funil de separagao
e procede a filtracdo em filtros Millipore 0,45 um imediatamente antes a inje¢do no HPLC-

FD.

iv) Condigoes instrumentais

A quantificacdo de glifosato e de seu produto de degradacdo, AMPA, nas matrizes
polimétricas (MIP) apds o procedimento de extracdo foram obtidas com o auxilio de um
HPLC-FD apos o procedimento de derivatizagdo pré-coluna. As separagdes foram realizadas
em coluna de fase reversa C-18 (0,46 mm i.d. x 15 cm e 5 um de didmetro de particula,
Phenomenex, Estados Unidos) a uma vazdo de 0,5 mL min" sob condi¢des isocraticas a
temperatura ambiente. O software LCsolution foi utilizado para adquirir € processar os dados
cromatograficos. Para a quantificagdo do glifosato e AMPA, o detector RF-20AXS foi
operado nos comprimentos de ondas de excitagdo e emissdo em 260 e 310 nm,
respectivamente. Os parametros utilizados para a andlises foram seguidos segundo o autor Fur
e colaboradores (2006). O tempo de corrida cromatografica foi de 30 minutos.

A fase movel empregada foi uma mistura de solugdo tampao de fosfato monobdsico
0.03 mol L' de hidrogenosfosfato de potassio (KH,PO4) pH 5,75 na propor¢do de 55% (linha
A) e ACN 45% (linha B). A fase movel de solugdo tampao fosfato monobasico foi filtrada em
filtro de acetato de celulose 0,45 um através de um sistema de filtracdo de solvente de vidro
da Millipore. As fases moveis foram desgaseificada em ultrassom, sendo o fluxo do solvente

.1 . L.
de 0,5 mL min~ e o modo isocratico.

v) Cdlculo dos limites

O limite de detec¢ao (LD) representa a menor concentracao do analito presente em uma

determinada amostra que pode ser detectado, porém que ndo pode ser quantificado. Ja o limite
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de quantificagdo (LQ) é a menor concentracdo da amostra que pode ser quantificada pela
técnica empregada, as quais podem ser feitas comparagdes com outros resultados obtidos
(INMETRO, 2010).

Existem trés maneiras para determinar os LD e LQ, aos quais podemos citar o método
visual, o método da relacdo sinal-ruido e o método baseado em parametros da curva analitica.
Onde o método da relagdo sinal ruido ¢ aplicavel somente a procedimentos analiticos que
apresentam ruido em sua linha de base, porém para analises cromatograficas e eletroanaliticas
estas respostas podem ser subjetivas. O método baseado nos parametros da curva analitica
leva em consideragdo o desvio padrao da resposta (s), que pode ser o desvio padrao do branco
da equagdo da linha de regressao ou do coeficiente linear da equagdo ou o coeficiente angular
da curva analitica que ¢ representado na equacdo por S. Nas Equagdes 16 e 17 estdo

representados os LD e LQ respectivamente (RIBANI, et al., 2004).

LD = 3,3x
—] X —
s
Equacio 16
s
LD =10x—
'S
Equacao 17

O método utilizado para determinag¢do dos limites foi o método visual, em que ¢é
necessario fazer adi¢do de padroes em uma amostra em branco (“spikes”) em replicatas para
que seja possivel a determinacdo dos LD e LQ, ja que em métodos cromatograficos nao
apresentam respostas nas provas em branco. Para a determinag¢do dos limites baseou-se nos
calculos do desvio padrao, onde utiliza-se a relacdo 3:1 para determinacao do LD e a relagdo

10:1 para determinacdao do LQ (LANCAS, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESES DOS POLIMEROS COM IMPRESSAO MOLECULAR

O método utilizado para a sintese do material impresso foi a polimerizacdo em “bulk”
pela sua simplicidade. O mondmero utilizado para sintese do polimero foi a acrilamida,
Figura 5, devido a possibilidade de estabelecer uma ligacdo de hidrogénio com o analito,

glifosato e AMPA (Figura 6), e formar uma espécie de complexo estavel.

Figura S Estrutura da acrilamida (AAm)

NH;
Hzcyw (
0]

Figura 6 Estrutura do glifosato e do AMPA

(o) o)
I
Ho_f’*--'NH\’LOH HO—I{L\—’NHz
HO HO
Glifosato AMPA

O solvente ¢ outro importante parametro que influencia na estabilidade da formacao do
complexo ‘“analito-monomero” (TARLEY et al., 2005%). Para sintese do MIP foram feitos
varios testes de solubilizagdo do glifosato e do AMPA em solvente organicos. Dentre eles,
podem ser citados: tetrahidrofurano, acetona, ACN, MeOH, cloroférmio, solugdes de MeOH:
cloroférmio, solugdes de DMSO: MeOH em diferentes proporgdes (1:1 v/v; 2:1 v/ve 1:2 v/v).
Para todos os solventes e solugdes, o glifosato e 0 AMPA apresentaram-se insolivel ou pouco
soluvel.

A solubilizag¢do do glifosato foi obtida em solu¢des de DMSO: cloroférmio (1:1 v/v),
MeOH: agua ultrapura e ACN: agua ultrapura nas proporgdes 2:1 v/v, e foram sintetizados
trés MIPs com as diferentes misturas de solvente citadas. A saber, que 0 DMSO: cloroféormio
(1:1 v/v) apresentou uma polimerizagdo rapida, em torno de 30 minutos, MeOH :agua

ultrapura: (2:1 v/v), apresentando-se inicialmente um aspecto gelatinoso e a ultima sintese
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com ACN: agua ultrapura (2:1 v/v) ndo apresentou caracteristicas significativas durante a
sintese.

Para o AMPA ocorreu solubilizagdo mais rapida com ACN: &gua ultrapura nas
proporg¢des 2:1 v/v, com isso foi feita somente uma sintese. Essa solubiliza¢do ocorreu para
ambos através da utilizagdo de um aparelho de ultrassom.

O EGDMA (Figura 7) utilizado como reagente de ligagdo cruzada (RLC), tem como
caracteristica a formacao de polimeros termicamente e mecanicamente estaveis € com rapida
transferéncia de massa. A quantidade de mondmero e de RLC para sintese do MIP-AMPA foi
alterada de 0,05 para 0,08 mmol a fim de obter um polimero mais rigido e estavel, decorrente
da utilizagdo de agua como solvente durante a sintese (TARLEY et al, 2005% SPIVAK,
2005).

Figura 7 Estrutura do etileno glicoldimetacrilato (EGDMA)

i i
CHz; —C—C—OCH,CH0O —C— C—CHa»

CHa CHjs

Fonte: PEREIRA, 2008

Na Figura 8 esta representada de forma esquematica a sintese do polimero de impressao
molecular para a template glifosato. Para a molécula molde AMPA, o procedimento de sintese

ocorre de forma similar.
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Figura 8 A representacdo esquematica da impressao e a remocao de glifosato a partir dos
polimeros molecularmente impressos
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Fonte: Adaptado de ZHAO et. al., 2011

5.1.1 Extrac¢ao do template da matriz polimérica

Para a extragdo do template da matriz polimérica foram testados dois métodos, um com
sistema de extragdo de Soxhlet com MeOH:HAc (4:1 v/v) seguido da extragdo com manifold
empregando a mesma mistura de solvente. Ja o outro método consistiu somente da extragao
com manifold empregando sucessivas lavagens com a mistura de solventes MeOH:HAc (4:1
v/V).

O método de extragdo utilizando o sistema de soxhlet, juntamente com o sistema de
extracdo manifold foi o que apresentou melhor resultado, quando comparado com a extragdao
utilizando somente o método de lavagens sucessivas através do manifold. Deste modo, a
remocdo da molécula molde dos polimeros foi realizada com a solugdo de MeOH: HAc na
proporg¢ao 4:1 v/v utilizando inicialmente sistema de extragdo sohxlet por 24 horas, seguido
de sucessivas lavagens (15 ao todo) com 10 mL do mesmo solvente empregando um sistema
manifold até total remogao do template. Sendo assim, as extracoes dos templates das matrizes
polimérica dos quatro polimeros sintetizados foram realizadas empregando esse procedimento
para que o mesmo dispusesse de microcavidades com tamanhos uniformes capazes de reter

seletivamente a molécula molde presentes numa amostra complexa.
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5.2 TESTES DE ADSORCAO

Realizou-se um teste de adsor¢cdo com os polimeros sintetizados a fim de obter qual
material apresentava maior capacidade adsortiva, e, portanto seria o mais adequado para o
estudo como adsorvente seletivo para o glifosato e AMPA. A partir destes resultados realizou-
se a sintese dos seus respectivos polimeros controles, NIPs, nas mesmas condi¢des da sintese
do MIPs As condigdes para este estudo estdo apresentadas na Tabela 3.

No apéndice estao apresentados os cromotogramas (Figura 45 a 48) obtidos para cada
polimero sintetizado a partir da técnica de HPLC-FD, onde apresentam os respectivos tempos

de retencdo versus intensidade gerada pelo analito apds o procedimento de derivatizagdo com
FMOC-CL

Tabela 3 Teste de adsor¢ao realizado nos polimeros sintetizados com diferentes solventes.

Amostras de MIPs (ngCIijl) (ugFIT'l) (‘:{82) (u(gjlilj.l) Pr% (1:173)
MIP-AMPA 600 100 11,43 73,99 74,0 500
MIP-A 600 100 2,20 30,00 30,1 500
MIP-M 600 100 1,59 21,72 21,7 500
MIP-GF 600 100 3,65 50,08 50,1 500

Onde: C; concentragao inicial da amostra, Crr € a concentragdo final tedrica, Area é o valor obtido a partir
da integragdo do pico cromatografico de interesse, Cgg € a concentragdo final experimental, Pr% € aporcentagem

de recuperagdo da amostra apds a extragcdo e V, € o volume inicial da amostra.

Como pode ser observado através da Figura 9, o MIP-GF sintetizado com os solventes
DMSO: cloroférmio (1:1 v/v) foi o que apresentou melhor porcentagem de recuperagdo do
analito, quando comparado com os outros polimeros, cerca de 50%, ou seja, resultou em uma
melhor capacidade adsortiva, e para o MIP-AMPA a recuperagdo foi de aproximadamente

73%.

40



RESULTADOS E DISCUSSAQ | MATA. 2014

Figura 9 Representacao grafica da porcentagem de recuperagdo de glifosato e AMPA a partir

do procedimento de extragdo.

- MIP-ANPA sintetizade com ACN HEO 2:1 wiv)
- MIP-A sintetizado com ACN: H,0 (2:1 wiv)

80 - - MIP-M sintetizado com MeOH: H, O (2:1 v/+)

T |:| MIP-GF sintetizado com DMSO: Cloroformio(2:1 v/v)

% de recuperagao

! I
MIP-AMPA MIP-A MIP-M MIP-GF

5.3 CARACTERIZACAO DOS MIPs E DOS NIPs

5.3.1 Espectrometria de infravermelho

Na Figura 9 (a) estdo representados os espectros de infravermelho do MIP-GF em trés
condigdes, tais quais sao: MIP-GF sem lavar, MIP-GF apos o procedimento de lavagem e
NIP-GF, polimero controle, sintetizado sem o template glifosato. Na Figura 11 (b) estdo

apresentados espectros semelhantes, porém para o MIP-AMPA.
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Figura 10 (a) Espectros IR do MIP-GF (1) sem lavar, MIP-GF (2) apos a lavagem e do NIP-
GF. (b) Espectros IR do MIP- AMPA (1) sem lavar, MIP-AMPA (2) ap6s a lavagem e do
NIP-AMPA.
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O espectro de IR-FT da matriz polimérica MIP-GF e para o MIP-AMPA apresentaram
em 3.440 cm™ uma banda forte, larga, corresponde as vibragdes de grupo OH de molécula
de agua adsorvida e do mondmero funcional acrilamida. As duas bandas de baixa
intensidade, que apresenta um pouco mais intensa no MIP-GF do que no MIP-AMPA,
proxima a 3000 cm’™ & atribuida a (CH) vibragdes de alongamento assimétricas -CH, e -CHj3
da cadeia de polimero que compreende acrilamida e espinha dorsal de EGDMA utilizado
como reagente de reticulacdo (SEGATELLI et al., 2010; OLIVEIRA ef al., 2013). A banda
em 1710 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da (C = O) de EGDMA e em 1669 cm’” e
1625 cm™ correspondem, respectivamente, ao estiramento C=0 da acrilamida e da ligagdo
C=C dos grupos vinilicos que nao reagiram (LV et al, 2012; LIU et al, 2012).]. As
absorgdes em 1450 cm™ e 1398 cm™ sdo referentes a deformagio angular dos CH, (scissors)

e deformagdo angular das metilas (umbrella) presentes na estrutura do EGDMA,
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respectivamente. Em 1265 cm™ observa-se o estiramento C-N da acrilamida. A banda em
1161 cm™ refere-se ao estiramento O-C(0)-C do grupo éster presente no EGDMA.

Pode ser observar na Figura 9 que ndo ha diferencas caracteristicas nas composigoes
quimicas dos polimeros MIP-GF apos realizar o procedimento de lavagem e seu respectivo
NIP-GF, o mesmo comportamento ¢ observado para o MIP-AMPA ap6s lavagem e seu
respectivo NIP. O MIP-GF ¢ o MIP-AMPA com a molécula molde, ou seja, sem ter
realizado o procedimento de lavagem, apresentaram similaridade nas bandas, porém com
uma intensidade muito maior que os outros polimeros. Este comportamento ¢ um indicio
que a lavagem do MIP-GF e MIP-AMPA se mostraram eficiente para a remocao dos
templates glifosato e AMPA e que ndo ouve incorporacdo da molécula a estrutura
polimérica. Nos espectros de infravermelho na Figura 9 nota-se grande similaridade do
conjunto de bandas em todos os espectros, tanto para a molécula molde glifosato, como para

o AMPA.

5.3.2 Medidas de microscopia eletronica de varredura

As morfologias dos polimeros estdo ilustradas na Figura 11 e 12. Como pode ser
observado nos resultados de MEV obtidos, tanto os polimeros impressos, MIP-AMPA e MIP-
GF, quanto os polimeros ndao impressos (NIPs) apresentam particulas irregulares e
distribui¢do dos tamanhos ndo uniformes, decorrente do processo de macera¢do do material
durante o procedimento de sintese. Os polimeros impressos, MIP-GF ¢ MIP-AMPA
apresentam particulas em escala nanométrica com maior grau de agregacdo em relacdao aos
correspondentes polimeros ndo impressos. Esta caracteristica sugere que o femplate exerce
influéncia na morfologia do polimero. Isto pode estar associada a maior solubilidade do
complexo acrilamida-template nos solventes porogénicos durante o crescimento da cadeia
polimérica. Para os polimeros ndo impressos, observam-se particulas com menor grau de
agregacao e com distribui¢do mais uniforme, sugerindo menor solubilidade da acrilamida nos
solventes porogé€nicos e maior solubilidade na cadeia polimérica em crescimento (DINIZ,

2013). De fato, a acrilamida possui elevada solubilidade em agua (204 g 100 mL).
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Figura 11 Micrografias eletronicas de varredura dos polimeros MIP-GF (A e B) e NIP-GF (C
e D). As imagens foram ampliadas em 1000 (A e C) e 3000 vezes (B e D).
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Figura 12 Micrografias eletronicas de varredura dos polimeros MIP-AMPA (E e F) e NIP-
AMPA (G e H). As imagens foram ampliadas em 1000 (E e G) e 3000 vezes (F ¢ H).
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5.3.3 Analise da area superficial

Foi confirmada a diferenga na porosidade dos materiais por ensaios de porosimetria de

sor¢do de nitrogénio, empregando o método BET (Tabela 4).

Tabela 4 Porosimetria dos polimeros impresso (MIPs) e ndo impressos (NIPs).

, Areas superficiais Volumes dos poros Diametro médio do poro
Polimeros 2 -1 3 -1
(m’ g") (em® g™ (nm)
MIP-AMPA 2227 0,312 1,570
NIP-AMPA 101,0 0,149 1,778
MIP-GF 17,5 0,609 5,597
NIP-GF 136,3 0,304 2,346

O MIP-AMPA ¢ um material que apresenta alta area superficial, por apresentar
microporos, ou seja, quanto maior sua area superficial, menor sera o diametro de poros.

Devido esta caracteristica 0 mesmo ¢ classificado como microporos, pois apresenta didmetros

45



RESULTADOS E DISCUSSAQ | MATA. 2014

menores que 2nm ou 20 A. Esta caracteristica reflete uma boa acessibilidade aos sitios ativos,
sendo uma caracteristica fundamental em processos adsortivos (Amgarten, 2006).

O MIP-GF apresentou uma éarea superficial menor, igual a 17,5 m* g, e um didmetro de
médio de poros de 5,597 nm, caracterizando assim um material mesoporoso, por apresentar
diametro de poros entre 2 nm — 50 nm. Materiais mesoporoso contribuem para a cinética de
transporte do analito de interesse e aumenta a reutilizagdo do polimero, e evita o “efeito de
memoria” durante etapas de pré-concentragdo/eluicao (Oliveira, et al., 2013; Diniz, et al.,
2013).

Os polimeros controles (NIPs) apresentaram areas superficiais proximas, porém com
diametros de poros distintos, caracterizando para o NIP-AMPA como sendo um material

microporoso € o NIP-GF como sendo um material mesoporoso (Amgarten, 2006; Oliveira, et

al., 2013; Diniz, et al., 2013).

5.3.4 Analise Elementar dos MIPs e dos NIPs

A fim de avaliar o grau de incorporagdao do mondmero poli(acrilamida), as composigdes
dos polimeros MIP-GF e MIP-AMPA, e seus respectivos polimeros controles, foram
analisada em rela¢do a quantidade de hidrogénio, carbono e nitrogénio presente, utilizando
um analisador elementar CE Instruments, modelo EA 1110. Para o MIP-GF os percentuais de
C, H e N foram, respectivamente, 51,9, 7,1 e 7,5 % ao passo que, para o NIP-GF os valores
foram, 33,1, 8,1 e 1,6%. Para o MIP-AMPA os percentuais foram 53,5 C, 7,4 He 7,9 N e para
o NIP-AMPA, 53,2 C, 7,5 H e 4,5 N. Estes resultados estdo representados na Figura 13.
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Figura 13 Porcentagens obtidas através da analise elementar de nitrogénio, carbono,
hidrogénio e enxofre dos polimeros, MIP-GF e seu respectivo NIP-GF, bem como do MIP-
AMPA e seu respectivo NIP-AMPA.
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A partir de calculo estequiométrico, foram determinados os percentuais (em % mol) de

cada mondmero na matriz polimérica (Tabela 5).

Tabela 5 Porcentagem molar do mondmero acrilamida empregado na sintese do MIP-GF,

NIP-GF, MIP-AMPA e NIP-AMPA.

Poli(acrilamida) (% mol)

Polimero Monomeros Antes da polimerizacio ApOs a polimerizacio
AAm 39,9 66,2
MIP-GF EGDMA 60,1 33,8
AAM 39,9 32,7
NIP-GF EGDMA 60,1 67,5
MIP- AAm 30,7 67,1
AMPA EGDMA 69,3 32,8
AAm 30,7 48,5
NIP-AMPA EGDMA 69,3 51,5

Para o MIP-GF, ¢ possivel observar que a porcentagem molar do mondémero funcional
na rede polimérica foi maior em 1,65 vezes que no material de partida. Por outro lado, para o
polimero controle, NIP-GF, a taxa de conversdo molar foi muito baixa com percentual molar
inferior ao material de partida. Para o MIP-AMPA a porcentagem molar do monomero foi

igual a 2,19 vezes maior que no material de partida, e seu polimero controle apresentou taxa
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de conversdo molar menor que o polimero impresso, sendo somente 1,58 vezes maior que o
material de partida.

A maior taxa de conversdo do monomero naqueles polimeros contendo o template
revela maior reatividade da acrilamida, sugerindo a adequada estratégia de sintese adotada
para os MIPs de ambos os analitos de interesse. Adicionalmente, a maior quantidade de
poliacrilamida ¢ um parametro que pode explicar a maior seletividade nos polimeros

impressos por conta da formagao de cavidades seletivas.

5.3.5 Medidas termogravimétricas

A Figura 14 apresenta as curvas termogravimétricas dos polimeros impresso e nao-
impresso referente ao glifosato (a) e ao AMPA (b). Essas curvas permitem determinar a faixa
onde o material ¢ termicamente estdvel até o momento em que toda fase organica ¢
consumida. E possivel observar que as curvas térmicas sio similares para os polimeros
impressos e seus respectivos polimeros nao-impressos, indicando semelhangas na composigao
dos materiais sintetizados.

Até 200°C o MIP-GF perde aproximadamente 7,29% de massa, enquanto para o NIP-
GF a perda foi de 8,70%. Provavelmente esta perda seja proveniente de agua adsorvida
fisicamente e/ou solvente de sintese cloroférmio que apresenta ponto de ebulicdo de 61,2°C e
do solvente de sintese DMSO que apresenta ponto de ebulicdo de 189°C. Entre 225°C e
aproximadamente 450°C ocorre degradagdao dos segmentos de poli(acrilamida) e também de
poli(EGDMA) (SEGATELLI et al., 2010; THAKUR et al., 2011).

Resultados termogravimétricos similares foram obtidos para o MIP-AMPA, exceto
pelas diferengas percentuais de perda de massa nos eventos, o que pode esta relacionado com
as diferentes composi¢des molares dos mondmeros entre os polimeros. Onde, ocorreu perda
de 12,72% de massa até 82°C, enquanto para o NIP-AMPA a perda foi de 8,90%,
provavelmente dgua adsorvida fisicamente, solventes de sintese, ACN, e/ou gases presentes
no material. Pode-se observar que a maior perda de massa ocorre entre 350°C e 430°C para
ambos os polimeros, apresentada pela acentuada queda na curva TG. Para ambos os
polimeros, impressos ou ndo, acima de 350°C e até¢ aproximadamente 450°C inicia-se uma
perda de massa em torno de 28,07% ou 42,93% para MIP-AMPA, respectivamente, que

provavelmente sao referentes a poli(acrilamida) (SILVA, 2006).
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Na curva de DTG para o MIP-GF ¢ possivel visualizar um pico referente a maior perda

de massa, em 350°C e 500°C, semelhante ao encontrado nas curvas de MIP- AMPA, onde

pode-se confirmar degradagdo da poli(acrilamida), sendo confirmada pelo acentuado pico

apresentado pela curva DTG.

Figura 14. (a) Curvas multivariadas das analises termogravimétricas (TG) e das anélises
termogravimétricas derivadas (DTG) dos adsorventes MIP-GF e NIP-GF. (b) Curvas
multivariadas de TG e DTG para o MIP-AMPA e NIP-AMPA.
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A Tabela 6 mostra a porcentagem de massa perdida entre as temperaturas de 30 a 630°C

até a temperatura final que correspondem a parte organica do polimero, sendo que a perda de

massa foi de 95,93% para o MIP-GF, 96,51% para o NIP-GF, 95,31% para o MIP-AMPA e

de 96,04% para o NIP-AMPA.
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Tabela 6 Porcentagem de perda de massa em fun¢do da temperatura do MIP-GF, NIP-GF,

MIP-AMPA e do NIP-AMPA.

Temperatura (°C)

MIP-GF (%)

NIP-GF (%)

MATA, 2014

30a130 7,12 8,52
130 a 230 0,27 0,27
230 a 330 3,62 3,37
3302430 42,65 43,61
430 a 530 41,65 40,15
5302630 0,62 0,59
Total 95,93 96,51
Temperatura (°C) MIP-AMPA (%) NIP-AMPA (%)
30a130 13,50 9,71
130 a 230 0,73 0,59
230 a 330 6,28 5,88
3302430 42,93 45,24
430 a 530 31,12 33,94
530 a 630 0,75 0,68
Total 95, 31 96,04

5.4 PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos avaliam o comportamento de adsorcdo do analito pelo
adsorvente através da aplicacdo de modelos cinéticos, como o de pseudo-primeira ordem,
pseudo-segunda ordem, Elovich e difusdo intraparticula. O modelo que apresentar melhor
ajuste linear, ou seja, maior coeficiente de regressao linear, menor serd a diferenca entre o Qe
calculado utilizando o modelo e o Qe obtido experimentalmente. (OLIVEIRA, et al., 2013;
DINIZ, et al., 2013). Para a realiza¢do destes estudos utilizou-se 100 mg do adsorvente com
25 mL de solugdo dos analito, glifosato e AMPA, para seus respectivos adsorventes em

concentracdo 1 mg L' sendo submetidos a agitacio em diferentes tempos.
5.4.1 Parametros Cinéticos MIP-GF

Na Figura 15 estdo reunidos os tempos estudados e os correspondentes valores de Qt
(quantidade de glifosato adsorvido no material para cada tempo de agitagdo) e de acordo com

a Figura 16, a quantidade adsorvida de glifosato sob condi¢des de equilibrio ¢ de 0,1670 mg

g'.
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Figura 15 Estudo de Qt para diversos tempos de agitacio MIP-GF (n = 2).
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Foram aplicados os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda
ordem, Elovich e difusdo intraparticula (Figuras 16 a 19) para os resultados obtidos com as
quantidades de glifosato adsorvido no material para cada tempo de agitacao.

Através dos ajustes dos dados experimentais nos modelos cinéticos através da regressao
linear, pode ser observado que a adsor¢do do glifosato no adsorvente MIP-GF ocorre via
mecanismo de pseudo-segunda ordem (Figura 16), com coeficiente de correlagdo igual a
0,9938. Outro fator relevante é o valor de Q. tedrico (0,1873 mg g), o qual aproxima-se do
valor obtido experimentalmente (0,1670 mg g). O mecanismo de segunda ordem indica que

o adsorvato, glifosato, se liga a dois sitios ativos da superficie do adsorvente, MIP-GF.
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Figura 16 Modelo cinético pseudo-segunda-ordem MIP-GF (n = 2).
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Em ordem decrescente de importancia o modelo de Elovich (Figura 17) também

apresentou um ajuste linear adequado (0,9841), este modelo também pode ser utilizado para

descrever a cinética pseudo-segunda ordem, pois ele assume que a superficie do adsorvente ¢

energeticamente heterogénea. Além disso, considera que a quimissor¢do ocorre rapidamente,

seguida posteriormente por uma ligeira adsor¢do, que ocorre de forma mais lenta, decorrente

do processo de dessorcdo que ocorre de dentro e para fora do adsorvente (OLIVEIRA, et al.,

2013).

Figura 17 Modelo cinético de Adsor¢ao Elovich para o MIP-GF (n=2).
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Como pode ser observado na Figura 18 o modelo pseudo-primeira ordem nao apresenta

um ajuste linear dos resultados maior que o modelo pseudo-segunda ordem quando
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correlacionado log(Q.-Q;) em fun¢do do Tempo (minutos). Isto pode ser observado em toda a
faixa de tempo estudada, e confirma que o adsorvato ndo adsorve na superficie do adsorvente
em apenas um sitio ativo, e sim a dois sitios ativos, caracterizando o modelo de pseudo-
segunda ordem. Além disso, verificou-se, que os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem
(Figura 18) e de difusdo intraparticula (Figura 19) ndo foram ajustadas apropriadamente em
diversos casos, principalmente quando comparado os valores de coeficiente de correlagao
obtidos, ao qual apresentaram valores de 0,8455, para o modelo pseudo-primeira ordem, ¢ de

0,9289 e 0,7080, para o modelo difusao intraparticula.

Figura 18 Modelo cinético pseudo-primeira-ordem MIP-GF (n = 2).
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Figura 19 Modelo Cinético difusao intraparticula do MIP-GF.
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Os parametros cinéticos estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 Parimetros cinéticos do MIP-GF. Valor de Qe experimental = 0,1670 mg g™

Cinética Q. ki Kk, K, C o B R’
Pseudo 1 ordem 0,407 0,003 0,8455
Pseudo 2% ordem 0,187 1,810 0,9938

Difusio de 0,011 0,027 0,9289
intraparticula 0,001 0,158 ~—  —  0,7080

Elovich 14,460 0,035 0,9841

Onde: Q, ¢ a quantidade adsorvida do analito (mg g”) no equilibrio, k; é a constante da taxa de adsor¢io
do modelo pseudo-primeira-ordem (min™), k, é a constante da taxa de adsor¢do de pseudo — segunda — ordem
(min g mg™), K, ¢ a constante de difusdo intraparticula (mg ¢! min™), C é uma constante relacionada com a
resistensia 4 difusdo (mg g™), B ¢ a constante de dessor¢io (g mg”) e a é a velocidade inicial de adsor¢do (mg g™

min™).

5.4.2 Parametros Cinéticos MIP-AMPA

Na Figura 19 estdo reunidos os tempos estudados e os correspondentes valores de
Qt(quantidade de AMPA adsorvido no material para cada tempo de agitacdo) e a partir disso
obteve-se que a quantidade adsorvida de AMPA sob condi¢des de equilibrio que ¢ de 0,2353

mg g'l.
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Figura 20 Estudo de Qt para diversos tempos de agitagdo MIP-AMPA (n = 2).
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A fim de avaliar a adsor¢do de um adsorvato em um adsorvente, foram empregados
modelos cinéticos, como o modelo de pseudo-primeira ordem, modelo pseudo-segunda
ordem, equagdo de Elovich e difusdo intraparticulas.

O MIP-GF pode ser observado que a adsor¢do do analito AMPA no adsorvente MIP-
AMPA ocorre via mecanismo de pseudo-segunda ordem (Figura 21), pois foi o modelo
cinético que apresentou melhor valor de correlacdo, linearidade, e valor de Q. teérico (0,2356
mg g) mais proximo do valor real (0,2353 mg g"). O mecanismo de segunda ordem indica
que o adsorvato, AMPA, se liga a dois sitios ativos da superficie do adsorvente com diferentes
energias de ligacdo e a quimissor¢do ¢ a taxa limitante quando envolve o compartilhamento
ou troca de elétrons entre o adsorvente e o adsorvato, e que a taxa de ocupagdo € proporcional

ao quadrado do numero de locais ndo ocupados.
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Figura 21 Modelo cinético pseudo-segunda-ordem MIP-AMPA (n = 2).
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Como pode ser observado na Figura 22, o modelo pseudo-primeira ordem ndo apresenta

segunda ordem.

um ajuste linear (0,8156) dos resultados maior que o modelo pseudo-segunda ordem quando
correlacionado log(Q.-Q;) em fun¢do do Tempo (minutos). Isto pode ser observado em toda a
faixa de tempo estudada, e confirma que o adsorvato ndo adsorve na superficie do adsorvente

em apenas um sitio ativo, e sim a dois sitios ativos, caracterizando o modelo de pseudo-

Figura 22 Modelo cinético pseudo-primeira-ordem MIP-AMPA (n = 2).
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O modelo cinético de adsorcao de Elovich (Figura 23) que também foi estudado, pode

ser utilizado para descrever a cinética pseudo-segunda ordem, onde este modelo assume que a
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superficie solida ¢ energeticamente heterogénea e que o processo de quimissor¢do ocorre de

maneira rapida (DINIZ, et. al., 2013).

Figura 23 Modelo cinético de Adsorcao Elovich para o MIP-AMPA (n = 2).
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O modelo de difusdo intraparticula (Figura 24) também foi estudado, e ndo apresentou
como sendo um modelo cinético que descreve a adsor¢do do adsorvato pelo adsorvente, isso

pode ser concluido através dos coeficientes de correlagdo (0,8972 e 0,4421).
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Figura 24. Modelo Cinético difusdo intraparticula do MIP-AMPA (n = 2).
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Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8 e os graficos para cada modelo

estdo representados nas Figuras 21 a 24.

Tabela 8. Pardmetros cinéticos para o MIP-AMPA. Valor de qe experimental = 0,2353 mg g’

Cinética Q ki k K, C o B R’
Pseudo 1? ordem 0,183 0,015 0,8126
Pseudo 2? ordem 0,236 7,704 0,9999

Difusio de 1,6x10° 0,213 0,8972
intraparticula 2,0x10% 0228 T T 04421
Elovich 3,4x10" 0,005 0,9543

Onde: Q. ¢ a quantidade adsorvida do analito (mg g") no equilibrio, k; é a constante da taxa de adsor¢io
do modelo pseudo-primeira-ordem (min™), k, é a constante da taxa de adsor¢do de pseudo — segunda — ordem
(min g mg™), K, ¢ a constante de difusdo intraparticula (mg ¢! min™), C é uma constante relacionada com a

resisténcias 4 difusdo (mg g™), B é a constante de dessor¢do (g mg™) e a é a velocidade inicial de adsor¢io (mg g

"min™).

5.5 ISOTERMAS DE ADSORCAO

Para constru¢do das isotermas foi levado em consideracdo os dois parametros relevantes

(descrito na se¢do 4.7.1), tais quais sdo o tempo de agitacdo e o pH 6timo da solugao.
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5.5.1 Isoterma de adsorciao MIP-GF

A Figura 25 mostra um grafico do efeito da variacdo do pH na adsor¢do do glifosato.
Observou-se que houve pouca variagao entre pH 4,5 ¢ 9,5, € uma variagdo um pouco mais
acentuada abaixo do pH de 4,0. Isso se deve provavelmente porque no pH 2,5 a molécula de
glifosato encontra-se com carga zero devido a uma dissociagdo no grupo fosfonico e a
protonagdo no grupo amino. E no pH 3,5, o glifosato apresenta-se com carga negativa e a
acrilamida com carga positiva. Como adsor¢do ¢ baixa neste pH, pode-se concluir que a
reten¢do do glifosato ndo ocorre por atracao eletrostatica na superficie do polimero, mas por
forgas intermoleculares, do tipo ligagdo de hidrogénio. Como o pH encontrado em &aguas
naturais da regido ¢ em torno de 6,0 e 7,5, e o material podera ser aplicado em futuros estudos
de matrizes ambientais da regido, o pH 6,5 foi escolhido para efetuar os experimentos de

adsor¢ao.

Figura 25 Efeito do pH na porcentagem de adsor¢do de GF no MIP. Concentragao de GF 1,0
mg L (n =2).
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A Figura 26 ilustra o efeito do tempo de agitagdo na adsor¢ao do glifosato. Como pode
ser visualizado o tempo de agitagdo em que a adsor¢do foi maxima e constante foi em torno
de 240 minutos, portanto esse tempo foi fixado para realizacdo dos estudos de isoterma. Para

o tempo de agitagio o meio foi mantido em tampdo fosfato 0,05 mol L™
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Figura 26 Efeito do tempo de agitacdo na capacidade de adsorcao Qe (mg de GF adsorvido/ g

de adsorvente) de GF no MIP (n =2). Concentragdo de GF 1,0 mg L™,
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A Figura 27 mostra a isoterma de adsor¢do do MIP-GF representado para os resultados
experimentais, a qual foi construida relacionando a concentracdo de equilibrio (eixo das

abscissas) e a porcentagem de glifosato adsorvida por grama de adsorvente.

Figura 27 Dados experimentais obtidos para construcao das Isoterma de adsor¢cao do MIP-GF

(n=2).
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A fim de obter a quantidade maxima de glifosato adsorvida pela quantidade de massa do
MIP-GF (capacidade maxima de adsor¢do do material) foi aplicado os modelos lineares de
Langmuir e de Freundlich.

Para a construg¢ao dos modelos de Langmuir aplicou-se a linearizagao através da relagao
da concentragdo de equilibrio glifosato (C. mg L) e a concentragio de equilibrio de glifosato
(Ce mg L") sobre a quantidade de glifosato pela quantidade de material adsorvente Q. (mg de
glifosato/g de MIP-GF) (Figura 28). Este modelo de isoterma sugere que os sitios de adsor¢ao
possuem a mesma energia independente da superficie coberta, ou seja, sdo energeticamente
homogéneos. Também assume que somente um sitio de ligacdo que se apresenta bem
separado e caracterizado pela estequiometria, apresentando forca de interacdo entre as
moléculas adsorvidas despresiveis, € que somente quando a superficie da adsor¢ao ¢ coberta
por uma monocamada de adsorvato ¢ que ocorreu a adsor¢do maxima (ANDRADE, 2010).
No experimento com o MIP-GF um coeficiente de determinacio relativamente baixo (R* =

0,2478) foi obtido, como pode ser observado na Figura 28.

Figura 28 Isoterma de Langmuir-Linear na adsor¢ao de GF no MIP (n =2).
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Ja para o modelo de Freundlich o valor do coeficiente de determinagdo (R?) foi de
0,6632 (Figura 29). Este modelo sugere que a superficie do adsorvente ¢ heterogénea o qual
decorre o decréssimo de energia de adsorcdo, e que as ligagdes dos analitos no material
adsorvente podem ocorrer com estequiometrias diferentes, decorrente da formacao de ligagdes
cooperativas devido a ligacao de clusters de moldes ou a ligagdo de uma molécula molde a

um sitio ja ocupado por outra molécula. Este modelo também sugere que existam dois ou
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mais sitios de ligagdo no material cada um com variedade na constante de ligagdes diferentes

(PEREIRA, 2008).

Figura 29 Isoterma de Freundlich-Linear na adsor¢cao de GF no MIP (n =2).
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As isotermas de Langmuir e Freundlich quando construidas com os parametros
linearizados apresentaram um comportamento inferior em relacdo as regressdes nao lineares
(R?). Contudo, as isotermas ndo lineares de Langmuir e Freudlich (Figuras 30 e 31) néo
apresentaram valores de coeficientes de correlagdes adequados para descrever o processo de
adsor¢do do MIP-GF e as capacidades de adsor¢do maxima se mostraram inferiores a

experimental.
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Figura 30 Isoterma de Langmuir ndo linear na adsor¢ao de GF no MIP
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Figura 31 Isoterma de Freundlich ndo linear na adsor¢do de GF no MIP.
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O modelo nado linear Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢dao (Figura 32)
apresentou o melhor ajuste linear (R* = 0,9954) quando comparados com os modelos de
isotermas trabalhados (Figuras 29 a 33). Isto sugere que existam dois sitios de adsorc¢do ativos
diferentes, os homogéneos e os heterogéneos, para a afinidade com o adsorvato glifosato. Este
modelo ¢ descrito por duas equagdes, Langmuir e Freundlich, onde ocorre uma efetiva
redugdo para baixas concentracdes de adsorvato na isotérmica de Freudlich. Em contrapartida
para isoterma de Langmuir a concentracdes elevadas de adsorvato prediz uma monocamada

caracteristica (OLIVEIRA, et al., 2013). A capacidade adsortiva maxima teérica do polimero
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impresso para o analito glifosato encontrada com este modelo foi de 3,37 mg g, sendo a

capacidade maxima adsortiva encontrada experimentalmente igual a 3,03 mg g

Figura 32 Isoterma de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢ao na adsor¢ao de GF

no MIP.
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O modelo de isoterma de Langmuir-Freundlich para um sitio de adsor¢do (Figura 33)
apresentou um coeficiente de corre¢do (R* 0,9572) menor do que o obtido para Langmuir-
Freundlich para dois sitios de adsorgdo (R 0,9954), ndo representando como sendo o modelo

que descreve a adsor¢do do glifosato pelo material molecularmente impresso, MIP-GF.

Figura 33 Isoterma de Langmuir-Freundlich para um sitio de adsor¢do na adsor¢ao de GF no
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Na tabela 9 sao apresentadas as equagdes dos modelos propostos € os valores dos parametros que sdo aplicaveis em cada situgao.

Tabela 9 Equagdes das isotermas de adsor¢do e estimativas dos pardmetros das isotermas ajustadas com respectivo erro padrao (EP) e

coeficiente de determinagdo R? do MIP-GF.

Modelos Equacao K, K, b b, n; n; R’
Linear de Langmuir Ceq /Qeq ~1/Kb +C€q /b 0,063 - 12,58 - - - 0,2478
Linear de Freundlich logQ,, =logK+1/nlog C., 0,149 - - - 0,92 - 0,6603
Nao linear de Langmuir 0, =KbC, /(1+KC,) 1,5x10* B 1251 - - 0,7887
Nio linear de Freundlich 0, = KCeq”" 0,131 ; - - 1,16 - 0,7682

Langmuir-Freundlich para . . -

um sitio de adsorcio 0., =bhKC,)" /1+(KC,) 0,120 2,88 - 27,83 - 09572
Langmuir-Freundlich para dois b(K,C,)" . b,(K,C, )" 0.119 0.105 | 87 150 7635 1966 0.9954

sitios de adsorgio YO1+(KC )" 1+ (KC)"

“Note: K, (Langmuir) (L mg ); K., (Freundlich) (mg g ) (L g "); b, e by: quantidade méaxima de adsorgdo (mg g"); n: constante empirica de Freundlich;
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5.5.2 Isoterma de adsorcao MIP-AMPA

A Figura 34 mostra um gréfico do efeito da variacdo do pH na adsor¢do do AMPA.
Pode-se observar, para o MIP-AMPA, insignificante diferenca no perfil adsortivo em toda a
faixa de pH estudada (2,5 a 9,5), indicando robustez analitica para esta variavel. A auséncia
de um valor 6timo de pH pode ser explicada considerando que a molécula de AMPA,
igualmente a acrilamida, possui diferentes sitios de ligacdo que podem estar disponiveis em
ampla faixa de pH. Mediante os resultados obtidos e, considerando que o pH em &guas
naturais que podera ser utilizado em estudos futuros ¢ em torno de 6,0 ¢ 7,5, o pH 6,5 foi

escolhido para efetuar os experimentos de adsorgao.

Figura 34 Efeito do pH na porcentagem de adsor¢dao de AMPA no MIP. Concentracdo de
AMPA 1,0 mg L' (n =2).
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A Figura 35 ilustra o efeito do tempo de agitagdao na adsor¢io do AMPA. Como pode
ser visualizado o tempo de agitagdo em que a adsor¢do foi maxima e constante foi em torno
de 240 minutos, portanto esse tempo foi fixado para realizacdo dos estudos de isoterma. Para

o tempo de agitagdo o meio foi mantido em pH 6,5.
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Figura 35 Efeito do tempo de agitacdo na capacidade de adsor¢ao (Qe) de AMPA no MIP-
AMPA. Concentragao de AMPA 1,0 mg L' (n =2).
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Para construgdo das isotermas foi levado em consideragao os dois parametros relevantes
(descrito na secdo 4.7.1), o tempo de agitacdo e o pH 6timo da solugdo. O tempo de agitagdo
utilizado foi de 240 minutos e o pH da solu¢ado foi de 6,50, sendo que em ambos foram feitos
em tampio fosfato 0,05 mol L. A Figura 36 apresenta a isoterma de adsor¢do do MIP-
AMPA, a qual foi construida relacionando a concentragdo de equilibrio (no eixo das

abscissas) e a capacidade de adsorcao Qe do AMPA pelo adsorvente.

Figura 36 Dados experimentais obtidos para construcdo das Isoterma de adsor¢do do MIP-

AMPA (n =2).

45

o _ j/i/ijif!/
/i}

)

35 F

3.0 L

d

251 E
I -
20 | i&

=}

o de AMPA adsorvido/e de adsorvente

=]
|

Qe (m

TP U TSN NP SO TS RPN NPU NS U RPR NS P REPRE RN S BAPR I
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Concentragdo de equilibrio (Ce) de AMPA (mg L"')

67



RESULTADOS E DISCUSSAQ | MATA. 2014

Assim como para o polimero MIP-GF foi aplicado os modelos lineares de Langmuir e
de Freundlich, e os modelos ndo lineares de Langmuir e de Freundlich, Langmuir-Freundlich
para um sitio de adsor¢do e de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢ao para obter a
quantidade maxima de AMPA adsorvida pela quantidade de massa do MIP-AMPA, ou seja, a
capacidade maxima de adsor¢do do material. Os resultados para estes modelos estdo
apresentados nas Figuras 37 a 42

No experimento com o MIP-AMPA, foi obtido um coeficiente de determinagao
relativamente baixo (R? 0,1531) para o tratamento isotérmico linear de Langmuir, como pode

ser observado na Figura 37.

Figura 37 Isoterma de Langmuir-Linear na adsor¢do de AMPA no MIP (n =2).

Dados experimentais
Langmuir Linear

>3] NI R RU PI R R S R U I B S
o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Concentracao de equilibrio (Ce) (mg LY

O modelo linear de Freundlich apresentou um ajuste linear mais adequado quando
comparado com o modelo linear de Langmuir, com valor de coeficiente de determinagdo (R?)
igual a 0,9300, como pode ser observado na Figura 38, contudo ndo representa o melhor
ajuste para descrever a isoterma de adsor¢ao do polimero. Este modelo sugere que a superficie
do adsorvente ¢ heterogénea o qual decorre o decréscimo de energia de adsor¢do. Este modelo

também sugere que existam dois ou mais sitios de ligagdo no material (PEREIRA, 2008).
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Figura 38 Isoterma de Freundlich-Linear na adsor¢ao de AMPA no MIP (n =2).
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As isotermas de Langmuir e Freundlich (Figuras 37 e 38) quando construida com os

parametros linearizados apresentaram um comportamento inferior em relagdo as regressoes

ndo lineares (Figuras 39 e 40). Contudo, as isotermas ndo lineares de Langmuir e Freudlich

ndo apresentaram maiores coeficientes de correlacdes em relacdo a isoterma de Langmuir-

Freundlich para dois sitios de adsorcao.

Figura 39 Isoterma de Langmuir ndo linear na adsor¢do de AMPA no MIP.
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Figura 40 Isoterma de Freundlich ndo linear na adsor¢do de AMPA no MIP.
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A isoterma de Langmuir-Freundlich para um sitio de adsor¢do (Figura 41) nao
apresentou coeficiente de correlagio ( R* 0,9836) capacidade méaxima de adsor¢do adequados

para descrever o MIP-AMPA.

Figura 41 Isoterma de Langmuir-Freundlich para um sitio de adsor¢ao na adsor¢ao de AMPA

no MIP.
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O modelo que melhor descreve as isotermas de adsor¢do do MIP-AMPA ¢ o modelo
ndo linear Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsorcdo (Figura 42), apresentando
coeficiente de correlacio (R) igual a 0,9916. Este sugere que existam dois sitios de adsor¢io

ativos diferentes, os homogéneos e os heterogéneos para a afinidade com o adsorvato AMPA.
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A capacidade adsortiva maxima teodrica do polimero impresso para o analito AMPA
encontrada com este modelo foi de 4,74 mg g, a qual se aproxima da capacidade maxima
encontrada experimentalmente, 4,37 mg g”'. Este modelo segue uma combinacio empirica de
duas equagdes, Langmuir e Freudlich, onde ocorre uma efetiva reducdo para baixas
concentragdes de adsorvato para a isoterma de Freudlich. Em contrapartida, na isoterma de
Langmuir as concentra¢des elevadas de adsorvato prediz uma monocamada caracteristica

(OLIVEIRA, et al., 2013).

Figura 42 [soterma de Langmuir-Freundlich para dois sitios de adsor¢ao na adsor¢ao de

AMPA no MIP.
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Na Tabela 10 sdo apresentadas as equagdes dos modelos propostos e os valores dos

parametros que sdo aplicaveis em cada situacdo.
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Tabela 10 Equacdes das isotermas de adsor¢do e estimativas dos parametros das isotermas ajustadas com respectivo erro padrao (EP) e

coeficiente de determinagdo R* do MIP-AMPA.

Modelos Equacao K, K, b b, n; n, R’
Linear de Langmuir Ceq /Qeq _ 1/Kb+Ceq /b 0,0174 - 13,72 - - 0,1531
Linear de Freundlich logQ,, =logK +1/nlogC, 0,405 - - - 0,78 0,9300
Nio linear de Langmuir 0, =KbC, [(1+KC,) 0,056 - 7,00 - - - 0,9281
Nio linear de Freundlich 0, =KC,"" 0,634 - - - 0,57 - 0,8707

Langmuir-Freundlich para . .

um sitio de adsorcio 0., =bKC,)" 11+(KC,) 0,125 - 4,41 - 2,38 - 0,9836
Langmuir-Freundlich para dois B b(K.C,)" N bZ(KZCeq)”z 0.121 0.1101 107 3.66 12.51 152 09916

sitios de adsorcio YOIHKC )" 1+(K,C,)"

“Note: K, (Langmuir) (L mg ); K, (Freundlich) (mg g ) (L g "); b, e by: quantidade méaxima de adsorgdo (mg g"); n: constante empirica de Freundlich;
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5.6 ESTUDOS DE IMPRESSAO DOS MIPS

5.6.1 Teste de Seletividade MIP-GF

A fim de avaliar o efeito de impressdo nos materiais sintetizados foi realizados estudos
de comparagdao dos MIPs com seus materiais controles (NIPs), conforme mencionando na
secao 4.8.

Na Tabela 11 s3o apresentados os valores obtidos de Ky, k& € k" para o glifosato (massa
molecular de 169,05 g mol™) e para 0 AMPA (massa molecular de 111,04 g mol™) através
dos experimentos de seletividade do MIP-GF a partir dos calculos descritos na se¢do 4.8.
Foram realizados dois ensaios para cada material, sendo que o primeiro foi realizado
utilizando o solvente H,O e o segundo a mistura de solvente DMSO: Cloroférmio (1:1 v/v).

Observa-se claramente que de acordo com os valores de K4 obtidos para o polimero
MIP-GF, o glifosato ¢ melhor adsorvido do que o AMPA para ambos os solventes
empregados no ensaio de seletividade, sendo que o mesmo ocorre com seu polimero controle.
Os valores de Ky quando sdo avaliados isoladamente para cada adsorvente ndo tem a
capacidade de inferir que a adsor¢do do analito de interesse ocorre preferencialmente nos
sitios impressos do MIP, pois os polimeros impressos contém sitios ndo seletivos que sdo
obtidos durante a sintese do adsorvente (ANDRADE, 2010).

Sendo assim, o coeficiente de seletividade ¢ dado pelo &, que ¢ calculado pela razao do
K4GF/K4AMPA. O valor de £ encontrado no MIP-GF utilizando o solvente H,O no ensaio foi
de 3,2, e do NIP-GF foi de 1,4. Para o MIP-GF utilizando a mistura de solvente
DMSO:clorofémio (1:1v/v), a razdo do K4GF/K4AMPA (8,75) que ¢ comparado aos
respectivos valores do adsorvente controle NIP-GF (17,0).

Pode-se afirmar que a adsor¢do do analito de interesse ocorre preferencialmente nos
sitios seletivos para o ensaio utilizando 4gua, 0 mesmo ndo ocorre com o ensaio utilizando a
mistura de solvente de sintese. Ja os valores do coeficiente de seletividade relativo (k) revela
a magnitude do efeito de impressao obtido do MIP-GF. Deste modo, observa-se que o MIP-
GF para o sistema glifosato/AMPA utilizando o solvente dgua foi 2,2 vezes mais seletivo para
o glifosato, quando comparado ao seu polimero controle, NIP-GF. J& o MIP-GF para o
sistema glifosato/AMPA utilizando a mistura de solvente DMSO:clorofémio (1:1v/v) foi
somente 0,52 vezes mais seletivo para o analito glifosato, quando comparado ao seu polimero

controle, NIP-GF. Assim sendo, € possivel inferir que quando se utiliza o solvente de sintese
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contendo o analito em contato com o adsorvente, ele diminui a seletividade do polimero pelo

analito interesse.

Tabela 11 Parametros relacionados ao efeito de impressao (Kd, k, k’) do MIP-GF.

Concentracio inicial

-1 R
Solvente  Adsorvente (mg.L™") KaLg") k k
glifosato AMPA glifosato AMPA MIP/NIP
Agua MIP-GF 1,0 1,0 0,23 0,07 33 29
NIP-GF 1,0 1,0 1,17 0,81 1,4 ’
DMSO: MIP-GF 1,0 1,0 13,24 1,51 8,75
Cloroformio .\, p 1,0 10 369 217 170 %
(1:1 v/v)

5.6.2 Teste de Seletividade MIP-AMPA

Realizou-se 0 mesmo estudo de seletividade para o MIP-AMPA a fim de avaliar o efeito
de impressao dos materiais sintetizados (secdo 4.8). Na tabela 12 estdo demonstrados os
valores obtidos de Ky, k € k" para o analito AMPA e para o analito glifosato.

Foram realizados dois ensaios para cada material, sendo que o primeiro foi realizado
utilizando o solvente H,O e o segundo a mistura de solvente ACN: H,O (2:1 v/v).

No ensaio realizado com solvente agua, observa-se claramente que quando comparado
os valores de Kq4 obtidos, o polimero MIP-AMPA adsorve mais analito AMPA do que o
analito glifosato, o mesmo nao ocorre com seu polimero controle. J4 com ensaio utilizando os
solventes ACN: H,O (2:1 v/v) observa-se que tanto o MIP-AMPA como o NIP-AMPA
apresentam maiores adsor¢do do analito AMPA do que do analito glifosato, o que pode ser
comprovado através do valor de Kg.

O coeficiente de seletividade (k) encontrado para o MIP-AMPA utilizando o solvente
H,O no ensaio, calculado pela razdao do K4yAMPA/K4GF (1,14), apresentou-se melhor
resultando quando comparado ao respectivo valores do adsorvente controle, NIP-AMPA
(0,48). O MIP-AMPA utilizando a mistura de solvente ACN: H,O (2:1v/v) também
apresentou coeficiente de correlacio do MIP-AMPA (1,35) maior do que seu polimero
controle (1,15).

A adsor¢do do analito de interesse, portanto, ocorre preferencialmente nos sitios
seletivos. Ja os valores do coeficiente de seletividade relativo (k) revela a magnitude do

efeito de impressao obtido do MIP-GF. Deste modo, pode-se verificar que o MIP-AMPA para

74



RESULTADOS E DISCUSSAOQ | MATA, 2014

o sistema AMPA/glifosato utilizando a solvente dgua ¢é 2,4 vezes mais seletivo para o analito
AMPA, quando comparado ao seu polimero controle, NIP-AMPA. J4 o MIP-AMPA para o
sistema AMPA/glifosato utilizando a mistura de solvente ACN: H,O (2:1v/v) € 1,2 vezes
mais seletivo para o analito AMPA, quando comparado ao seu polimero controle, NIP-

AMPA.

Tabela 12 Parametros relacionados ao efeito de impressao (Kd, k, k) do MIP-AMPA com
diferentes estudo de solventes para glifosato e AMPA.

Concentracio 1
. - L Kk’
Solvente  Adsorvente inicial (mg L D) Ka(L g7) k
AMPA glifosato AMPA glifosato MIP/NIP
i MIP-AMPA 1,0 1,0 0,07 0,06 1,14 24
B4 NIP-AMPA 1,0 1,0 0,83 1,72 0,48 :
ACN: MIP-AMPA 1,0 1,0 0,14 0,10 1,35
H,0 1,2
. NIP-AMPA 1,0 1,0 0,10 0,09 1,15
(2:1v/v)

5.7 METODO DE QUANTIFICACAO VIA HPLC-FD

Devido as dificuldades de reprodutibilidade encontradas no método analitico para
determinagdo de glifosato e AMPA pela técnica de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), outros métodos foram testados. O método de
quantifica¢do por derivatizagdo pré-coluna, utilizando a técnica de HPLC-FD ja ¢ um método
bem estabelecido na literatura, sendo que este foi testado e resultados com boa
reprodutibilidade foram obtidos para determinagdo de glifosato e AMPA. Os dados analiticos
se mostraram bem sucedido depois de uma série de testes realizados em laboratoério.

A Figura 43 mostra no detalhe um cromatograma gerado a partir da injecdo de um
padrdo misto contendo os padroes de AMPA e glifosato, respectivamente. O método por
HPLC-FD empregado foi segundo Fur et. al., 2000 e detalhes do processo de derivatizacao,

usando o reagente derivatizante FMOC-CI sao apresentados no item 4.9.
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Figura 43 No detalhe, cromatogramas gerados a partir das inje¢cdes de concentragdes de 60

ng L de glifosato e AMPA.
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As concentragdes para a construcio da curva analitica variaram de 10 a 80 pg L™, tanto
para o glifosato como para o AMPA, e os resultados estdo representados na Figura 44. A
equacdo da reta obtida para o glifosato foi y = 20808,64 + 72455,79x, sendo que esta
apresentou um coeficiente de correlagio R? de 0,9983. Para o AMPA, a equacio da reta foi

Y=-242385,01 + 157776,97x e coeficiente de correlagao R?de 0,9961.

Figura 44 Curva analitica obtidos para diferentes concentragdes de glifosato e AMPA: 10, 20,
40, 60 e 80 ug L. Técnica aplicada de HPLC-FD, fase mével: tampéo tetraborato: ACN

(55:45), vazdo de 0,5 mL min™'; deteccio em 310 nm e excitagio em 260 nm.
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Foram calculados os LD e LQ relativos de acordo com o método proposto na se¢do 4.9
item iii. Os resultados obtidos de LD e LQ para o glifosato foram 0,5 pg L' ¢ 2,0 pg L, e
para 0 AMPA foram de 03 pg L' e 1,0 pg L', respectivamente. Estes resultados

demonstraram que o método estd adequado para detec¢do e quantificagao do glifosato, e de

seu produto de degradagao.
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6. CONCLUSAO

Através deste estudo foram apresentados o preparo, a caracterizagdo e aplicagdo
analitica de dois novos materiais como adsorvente para glifosato e AMPA.

O procedimento de extragao utilizando o sistema de Soxhlet se mostrou mais eficiente
para remocdo do template da matriz polimérica do que os sistemas utilizando somente
lavagens sucessivas com o manifold. Através do teste de recuperagdo, o MIP-GF sintetizado
com os solventes DMSO: Cloroférmio (1:1 v/v) apresentou maior capacidade adsortiva que
os outros polimeros sintetizados para o mesmo analito de interesse, a partir deste resultados
foram sintetizados os polimeros controles (NIPs) para estudos posteriores. Através dos
estudos de caracterizagdo foi possivel observar que os materiais apresentaram adequadas
propriedades para ser usado como adsorvente.

Foram empregados quatro modelos cinéticos para descrever o mecanismo de adsor¢do
dos analitos glifosato e AMPA sobre a pliacrilamida molecularmente impressa ¢ o melhor
ajuste para ambos os materiais foram apresentados para o modelo de pseudo-segunda ordem,
a qual sugere um processo de quimissor¢do, envolvendo dois sitios ativos na superficie do
adsorvente. E 0 modelo de difusdo intraparticula apresentou dois segmentos lineares, o qual
indica que ocorre um processo mais lento na camada limitante seguida por um mecanismo de
difusdo dos analitos para as camadas mais internas do adsorvente. O modelo isotérmico de
adsorcdo que melhor se ajustou para descrever os dados experimentais foi o Langmuir-
Freundlich para dois sitios, apresentando uma capacidade méaxima de adsor¢ao de 3,03 e 4,74
mg g para o MIP-GF e MIP-AMPA, respectivamente. Ambos os polimeros apresentaram
melhor capacidade adsortiva em pH 6,5 e equilibrio no tempo de reagdo de 240 minutos.

Ambos os polimeros demonstraram ser um material seletivo, ocorrendo adsor¢ao do
analito preferencialmente nos sitios seletivos. O que indica que os materiais sintetizados
apresentam caracteristicas adequadas para ser utilizados como material adsorvente seletivo
para o glifosato e AMPA. E em estudos futuros podem ser aplicados como fase solida
molecularmente impressa em métodos analiticos de extra¢do para monitoramento ambiental e

ser comparado com técnicas de extragdo ja existentes na literatura.
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Apéndice

Figura 45 No detalhe, cromatograma obtido a partir da inje¢ao da amostra fortificada extraida

do MIP-GF sintetizado com a mistura de solvente DMSO: cloroférmio (1:1 v/v).
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Figura 46 No detalhe, cromatograma obtido a partir da inje¢do da amostra fortificada extraida

do MIP-GF sintetizado com a mistura de solvente HO: ACN (1:2 v/v).
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Figura 47 No detalhe, cromatograma obtido a partir da inje¢do da amostra fortificada extraida

do MIP-GF sintetizado com a mistura de solvente H;O: MeOH (1:2 v/v).
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Figura 48 Cromatograma obtido a partir da injecdo da amostra fortificada extraida do MIP-

AMPA sintetizado com a mistura de solvente H,O: ACN (1:2 v/v).
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