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RESUMO

Os polimeros monoliticos podem ser definidos como polimeros continuos
altamente porosos, sintetizados in situ em um molde. Esses materiais tém sido
empregados em aplicacbes cromatograficas devido a combinacdo de alta area
superficial com excelentes propriedades de permeabilidade e transporte de massa.

Nesse trabalho, polimeros monoliticos a base de estireno e divinilbenzeno
foram sintetizados por iniciacdo térmica, via polimerizacdo em massa na presenca
de diferentes diluentes; e via polimerizacdo em emulsdo de alta fase interna, na

presenca e na auséncia de tolueno como diluente.

Os monolitos produzidos via polimerizagcdo em massa, que foram sintetizados
na presenca das misturas binarias tetrahidrofurano/decanol e tolueno/decanol como
diluentes de polimerizagdo na proporcdo 15:85 (v/v) apresentaram resisténcia
mecanica para serem aplicados como fases extratoras. Ambas as formulagbes
produziram polimeros com caracteristica macroporosa e a mistura
tetrahidrofurano/decanol apresentou canais maiores, resultando em menor
resisténcia a vazao, desta forma este foi utilizado como fase extratora para técnica
de preparo de amostras baseada em dispositivo de extragcdo sortiva em ponteira
(DPX) aplicado a determinacéo de triazinas em amostras de agua. Nas condi¢bes

otimizadas a recuperacéo absoluta para as triazinas variou de 28 a 64%.

Para os monolitos produzidos via polimerizacdo em emulsdo de alta fase
interna, o efeito do solvente é mais significativo para o aumento da area superficial e
do volume e diametro médio de poros do que o efeito da reducdo desses pelo
aumento da velocidade de agitagdo. Com isso o monolito preparado na presenca de
tolueno na velocidade de 3000 rpm obteve maior area superficial e maior volume e
didmetro de poro, resultando em menor resisténcia a vazédo e sua superficie foi
modificada com polipirrol. Quando submetidos ao processo de extracdo empregando
dispositivos de extracdo em fase sélida (SPE), o monolito recoberto com filmes de
PPY, apresentou maior eficiéncia de extracdo sendo entdo seus parametros
otimizados para determinacdo de triazinas em amostras de agua pelo método
SPE/LC-UV (SPE/cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV-vis).

Segundo as figuras de mérito avaliadas o método SPE/LC-UV proposto, apresentou



linearidade na faixa de concentracéo de 0,5-50 ng.mL™ e recuperacéo absoluta de
75 a 105 %, com precisdo demonstrada pelos coeficientes de variacdo menores que

15%. O limite de quantificacdo do método foi de 0,5 ng.mL™ para todos os analitos.

Assim sendo, foi possivel desenvolver novas fases monoliticas de baixo custo
com resisténcia quimica e mecéanica e caracteristicas fisico-quimicas adequadas
para emprego como fase extratora em técnica miniaturizada de preparo de amostras
DPX, assim como em SPE. As fases desenvolvidas foram avaliadas para
determinacdo de triazinas em amostras de agua apresentando seletividade e
sensibilidade adequada. Com base nos resultados, as fases desenvolvidas

apresentam se como promissora alternativa as fases extratoras comerciais.

Palavras chaves: Polimeros monoliticos, extracdo em fase sodlida, herbicidas

triazinicos.



ABSTRACT

Monolithic polymers can be defined as continuous porous polymers,
synthesized in situ in a mold. These materials have been used in chromatographic
applications due to the combination of high surface area with excellent permeability
and mass transport properties.

In this work, monolithic polymers based on styrene and divinylbenzene were
synthesized by thermal initiation via bulk polymerization in the presence of different
diluents; and via high internal phase emulsion polymerization in presence and

absence of toluene as diluent.

The monoliths produced via bulk polymerization, which were synthesized in
the presence of binary mixtures tetrahydrofuran/decanol and toluene/decanol as
polymerization diluents in the ratio 15:85 (v/v) showed mechanical resistance to be
applied as extractive phases. Both formulations produced polymers with
macroporous characteristics and the tetrahydrofuran/decanol mixture presented
larger channels, resulting in higher permeability, in this way it was used as extraction
phase for the technique of preparation of samples based on a device of sorptive
extraction of micropipette tip (DPX) applied to the determination of triazines in water
samples. Under optimized conditions the absolute recovery for the triazines varied
from 28 to 64%.

The monoliths produced by high internal phase emulsion polymerization
showed macroporosity. We have found that the effect of the solvent is more
significant for the increase in surface area and the volume and mean diameter of
pores than the effect of the reduction of these by the increase in velocity. With this,
the monolith prepared in the presence of toluene at a speed of 3000 rpm obtained a
larger surface area and a larger volume and pore diameter, resulting in a higher
permeability. The surface of this monolith was modified with polypyrrole, to verify this
film on the selectivity of the resulting phase. When submitted to the extraction
process using solid phase extraction devices (SPE), the monolith covered with PPY
films presented better extraction efficiency and its parameters were optimized for
determination of triazines in water samples by the SPE/LC-UV method (SPE/high

performance liquid chromatography with UV-vis detection). According to the figures



of merit evaluated, the proposed SPE/LC-UV method presented linearity in the
concentration range of 0.5-50 ng.mL™ and absolute recovery of 75 to 105%, with
precision demonstrated by the coefficient of variation lower than 15%. The limit of

quantification of the method was 0.5 ng.mL™ for all the analytes.

Thus, it was possible to develop new low-cost monolithic phases with chemical
and mechanical resistance and physicochemical characteristics suitable for use as
extractive phase in the miniaturized technique of preparation of DPX samples, as
well as SPE. The developed phases were evaluated for the determination of triazines
in water samples with adequate selectivity and sensitivity. Based on the results, the
developed phases present themselves as promising alternative to the commercial

extractive phases.

Keywords: Monolithic polymers, solid phase extraction, triazine herbicides.
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1 INTRODUGCAO

O preparo da amostra nas analises quimicas e biolégicas € uma etapa critica
no processo analitico, pois por mais moderna que possa ser considerada uma
técnica analitica, na maior parte dos casos, ainda ndo é possivel a insercao direta da
amostra bruta, devido ao grande numeros de interferentes presentes, além da

incompatibilidade com os equipamentos analiticos.

O preparo da amostra para as analises de herbicidas se faz necessario, uma
vez que existem diversos interferentes na matriz que afetam sua identificacdo e
guantificacdo e também devido aos limites rigorosos estabelecidos para agua e
alimentos. Esse pré-tratamento proporciona o isolamento e a pré-concentracdo
necessarios para a detec¢ao dos herbicidas em niveis adequados.

Devido as limitacdes inerentes aos materiais de silica, tais como a presenca
de grupos silanois polares, relativa baixa area superficial, e estreita estabilidade na
faixa de pH (2-8), os suportes poliméricos estdo se tornando uma alternativa viavel,
uma vez que as fases poliméricas possibiltaram estender a faixa de pH (1-13) e
podem ser quimicamente modificada para adicdo de grupos funcionais deixando 0s

suportes mais seletivos (FARIA et al., 2006).

Uma alternativa, para o aumento da seletividade dos suportes poliméricos, é o
recobrimento com polimeros condutores, como o polipirrol, que devido a sua estrutra
quimica e possibilidade de dopagem por protonacédo, podem exercer diferentes tipos

de interacdes como o analito, tais como: &cido-base, =n-w, troca ibnica, interacdes
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com afinidades hidrofébicas ou com grupos funcionais polares (WU; PAWLISZYN,
2001). O polipirrol tem sido estudado em métodos de separacdo devido sua
caracteristica de alta estabilidade no estado oxidado e devido a sua capacidade de
extracdo de compostos polares e aromaticos (MOHAMMADI; YAMINI; ALIZADEH,
2005), (BAGHERI; AYAZI, 2011).

A polimerizagcdo do pirrol pode ser alcancada empregando oxidacao
eletroquimica ou oxidacdo quimica. No método eletroquimico existe a desvantagem
em obter, em larga escala, um filme na superficie do polimero hospedeiro. Na
oxidagdo quimica, a quantidade de polipirrol obtida € menor, no entanto apresenta a
vantagem de facilitar a produgcédo em larga escala em menor tempo. No entanto a
fragilidade dos filmes de polipirrol restringe o potencial de suas aplicacdes (AYDINLI,
TOPPARE; TINCER, 1999).

Para superar a fragilidade do polipirrol, uma alternativa é preparar compositos
de polipirrol utilizando um suporte com melhores propriedades mecanicas. Dentre os
suportes que podem ser utilizados, os polimeros porosos, como o0 estireno-
divinilbenzeno apresentam vantagens devido a possibilidade de controlar suas

caracteristicas morfoldgicas pelas variaveis de seu processo de sintese.

Uma classe de polimeros porosos que vem despertando o interesse no
cenéario cientifico sdo os polimeros monoliticos. Esses polimeros podem ser
definidos como polimeros continuos e altamente porosos. Esses polimeros sao
sintetizados por meio da mistura de um agente iniciador, com 0s mondmeros
especificos (inclusive o agente formador de ligagcbes cruzadas) e os solventes
apropriados incluindo, neste caso, o agente formador de poros, seguido da
polimerizacdo in situ em um molde. Normalmente, uma mistura binaria de solventes
pode ser empregada com a finalidade de se obter polimeros com um conjunto de

caracteristicas apropriadas a sua aplicacao final (FARIA et al., 2006).

A alta porosidade, a escolha do agente iniciador e sua proporcdo, o grau de
ligacdes cruzadas, dependem do tipo de polimerizacéo, da compatibilidade entre os
reagentes e do tipo de aplicacdo do material polimérico (SVEC; FRECHET, 1995).
Assim, por meio do controle destes fatores é possivel obter polimeros monoliticos

com um conjunto de propriedades fisico-quimicas que os habilitam como fases
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extratoras. Dentre essas propriedades podemos citar: a sua permeabilidade que é
controlada pelo diametro médio dos poros e pela sua alta porosidade externa; a sua
eficacia de extracdo que é controlada pelo diametro médio dos poros e pela
velocidade da fase movel; e a sua capacidade de retencdo que esta relacionada
com a éarea superficial especifica do adsorvente e a distribuicdo de tamanho de
poros (GUIOCHON; BEAVER, 2011).

Portanto, as fases monoliticas organicas apresentam-se como alternativa
altamente viavel como fase estacionaria para técnicas de separagcdo e preparo de
amostra devido a sua alta porosidade, rapida transferéncia de massa, estabilidade e

flexibilidade para realizacdo de modificacées quimicas.

Nesta tese, sera investigada a preparacdo e caracterizacdo de polimeros
monoliticos, a base de estireno-divinilbenzeno, como fases extratoras para métodos
de preparo de amostra de herbicidas triazinicos em amostras de agua aplicados a
analises LC-UV.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MATERIAIS MONOLITICOS

Uma classe de polimeros que vem se destacando dentro do cenario das
pesquisas cientificas sdo os chamados polimeros monoliticos 0s quais possuem
uma ampla variedade de aplicacdes. Esses materiais monoliticos porosos tém sido
empregados principalmente em aplicacdes cromatogréficas devido a combinacao de
alta area superficial com excelentes propriedades de permeabilidade e transporte de
massa (SVEC; TENNIKOVA; DEYL, 2003).

Uma fase monolitica € um meio continuo de separagcédo que possui o formato
do molde no qual foi produzido. A sua estrutura soélida € fixa e continua (contendo
uma “particula unica”), formada pelos pequenos dominios e pelos canais
macroporosos comumente maiores que lcum de didametro. Os dominios podem ser
microporosos (< 2 nm) ou mesoporosos (2-50 nm), ter estrutura dupla de poros
(micro e mesoporos), ou podem ser ndo porosos. Os dominios porosos contribuem
para 0 aumento da area superficial especifica do monolito e também na separacao
cromatografica (FARIA et al., 2006).

A fase movel passa pela coluna principalmente através dos canais do

monolito, que oferecem uma menor resisténcia a vazéo, devido a sua elevada
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permeabilidade, sendo possivel realizar analises em vazdes elevadas (> 5 mL.min™)

mas sem perdas significativas da eficiéncia de separacao.

Dependendo da natureza do precursor empregado o material monolitico se
enquadra em duas categorias: baseados em polimeros organicos e baseados em
silica. Nos monolitos de silica (Figura 1A), os esqueletos de silica e os longos canais
dentro da estrutura monolitica apresentam-se em uma sequéncia ordenada e
ininterrupta, enquanto que, nos monolitos poliméricos organicos (Figura 1B), os
dominios sdo normalmente constituidos de microglébulos interligados (FARIA et al.,
2006)

FIGURA 1 MICROGRAFIAS DE FASES MONOLITICAS DE (A) SILICA E (B) POLI
(METACRILATO DE BUTILA-CO-DIMETACRILATO DE ETILENO).

Fonte: (FARIA et al., 2006)

Os polimeros monoliticos estdo se tornando cada vez mais populares como
materiais adsorventes e, juntamente com monolitos de silica, sdo apresentados
como substitutos das particulas usadas como fases estacionarias em cromatografia

liguida de alta eficiéncia.

Uma ampla variedade de moldes de tamanhos diferentes que variam de
canais microfluidicos a grandes colunas de varios centimetros de didmetro podem
ser utilizados. Os materiais do molde incluem aco inoxidavel, silicio, polimeros
sintéticos (poliéter-éter-cetona, polimetacrilato de metila), polipropileno, silica
fundida, quartzo e vidro. As formas variaram de tubulares (tubos rigidos, capilares
flexiveis) a areas planas com canais (chips microfluidicos), (SVEC; TENNIKOVA;
DEYL, 2003).
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2.2 PREPARACAO DE POLIMEROS MONOLITICOS ORGANICOS

A preparacédo de polimero monolitico organico € um processo simples e direto
usando uma "moldagem”. O molde é selado em uma extremidade, preenchido com
uma mistura de polimerizacdo e depois selado na outra extremidade. A
polimerizacdo € entdo iniciada por aquecimento ou por irradiagcdo UV, a partir de
uma solu¢cdo contendo monémeros, um iniciador e solventes porogénicos. Ao final
da polimerizacao, o monolito é lavado com um solvente para remover os residuos de

polimerizacao.

Os fatores que afetam na formacdo da porosidade sdo os que afetam
diretamente a extensdo da separacdo de fases. Entre esses fatores estdo a
concentracédo de agente de reticulacéo, a temperatura, a relagédo entre a quantidade
de diluente e de monémero (grau de diluicdo) e a afinidade quimica do polimero pelo
solvente, ou seja, o poder solvatante do diluente (BUCHMEISER, M.; 2007), (OKAY,
2000).

A escolha do solvente formador de poros € uma ferramenta que pode ser
usada para o controle da porosidade sem afetar a composi¢cado quimica do polimero
final. A separacdo de fases de nucleos reticulados € um pré-requisito para a
formacdo de macroporos. A fase polimérica separa da solucdo durante a
polimerizagdo, como resultado de sua limitada solubilidade na mistura de

polimerizagao.

Se o sistema diluente dos mondmeros € um bom agente de solvatacdo para o
polimero em formacéo, as cadeias poliméricas ficam mais estendidas e a separacao
de fase, devido a insolubilidade do polimero reticulado, ocorre mais tarde produzindo
poros pequenos. Quando o diluente € um mau solvente de solvatacdo, as cadeias
poliméricas ficam mais retraidas e a separacdo de fases ocorre mais cedo, como
resultado, poros maiores sédo gerados. O diluente solvatante e ndo-solvatante podem
ser chamados de diluentes microporogénicos e macroporogénicos, respectivamente
(COUTINHO, F. et al.; 1998), (OKAY, 2000), (BUCHMEISER, 2008).
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7

Outro fator importante na formacdo de poros € a temperatura de
polimerizacdo. Esse fator, afeta especialmente a taxa de iniciagdo, pois € a etapa
gque mais depende da temperatura por possuir uma maior energia de ativacao.

Quanto mais baixa a temperatura, maiores 0s poros.

A taxa de decomposicdo do iniciador, bem como a taxa de polimerizacao
global sdo mais altas em temperatura elevada, com isso, mais nucleos sao formados
de uma s6 vez e todos competem com 0os monémeros remanescentes. Como a taxa
de nucleacao é mais rapida do que o crescimento a oferta de mondémeros se exaure
apos um menor periodo de tempo e o numero de nucleos que crescem até o
tamanho globular é grande, mas seus tamanhos permanecem relativamente
pequenos e 0s vazios intersticiais entre glébulos menores também sdo menores.
Assim, o tamanho dos poros esta inversamente relacionado a temperatura tanto

para as esferas quanto para o monolito (SVEC; FRECHET, 1995).

Em contraste com a temperatura, 0 aumento na propor¢do do agente de
reticulacdo presente na mistura de mondémeros afeta ndo apenas as propriedades
porosas, mas também a composicdo quimica dos monolitos finais. O tamanho médio
dos poros diminui como resultado da formacdo precoce de globulos altamente
reticulados com uma menor tendéncia de coalescer. No entanto, a polimerizacao de
misturas com um elevado teor de agente de reticulacdo € util para a preparacao de
monolitos com elevadas areas superficiais (SVEC; TENNIKOVA; DEYL, 2003).

Assim, por meio do controle das condi¢Bes reacionais € possivel controlar o
didametro médio e distribuicdo de poros e a area superficial especifica, para obter
polimeros monoliticos com um conjunto de propriedades fisico-quimicas que o0s

habilitam como possiveis fases extratoras ou estacionarias em separagoes.
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2.2.1 POLIMERIZACAO EM MASSA

Os polimeros porosos sdo caracterizados por uma estrutura porosa
permanente formada durante a sua preparagado que persiste mesmo no estado seco.
Sua estrutura interna é composta por inUmeras cavidades interconectadas (poros)
de diferentes tamanhos, e sua rigidez estrutural é resultado de uma extensa
reticulacdo. Estes polimeros séo tipicamente produzidos como esferas por um
processo de polimerizagcdo em suspensao (OKAY, 2000). Portanto, € conveniente
rever aqui os conceitos que sdo fundamentais para a formacdo e controle de

estruturas macroporosas.

O mecanismo classico da formacdo de poros durante a polimerizacdo
heterogénea (polimerizacdo em suspensao para formacao de pérolas) na presenca
de solvente néo solvatante usado como porogénico ndo permite uma previsdo das
propriedades porosas resultantes em uma polimerizacdo em massa. O
conhecimento atual dos fatores que controlam o tamanho dos poros dos polimeros
macroporosos produzidos via polimerizagdo em massa permanece principalmente
empirico, pois é derivado em grande parte dos estudos publicados sobre esferas
macroporosas (OKAY, 2000). Além disso, o conhecimento adquirido para a
preparacao de esferas porosas ndo parece ser diretamente aplicavel as espécies
monoliticas macroporosas. Por exemplo, a distribuicdo de tamanho dos poros do
monolito € da ordem de 10 vezes maior que da observada para as esferas
preparadas com mesma mistura de polimerizagdo usando ambos 0 mesmo tempo
de reacdo e mesma temperatura. Outra caracteristica dos monolitos € a presenca de

canais que nao séo encontrados nas esferas (SVEC; FRECHET, 1995).

O mecanismo de formag&o de poros durante a polimerizagcdo em massa €
afetado pela auséncia tanto da tensao interfacial quanto das forgas dinamicas que
sao tipicas para o processo de polimerizacdo em suspensao, resultando em poros
maiores e canais. No entanto, 0 mecanismo basico da polimerizacdo na presenca de
um solvente porogénico € geral e permanece independentemente da técnica de
polimerizacao (SVEC; FRECHET, 1995).
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Na polimerizacdo em massa, o conteudo do molde permanece estaciondrio
durante a polimeriza¢do, com isso, no inicio da polimeriza¢do, os ndcleos e seus
aglomerados sedimentam no fundo do molde formando uma estrutura solta,
altamente porosa e desorganizada. Nesse inicio, 0s ndcleos mantem sua
individualidade, no entanto, a medida que a polimerizagdo continua, eles entram em
contato um com o outro e se interconectam como resultado da formagéo continuada
de novos ndcleos, e a estrutura solta torna-se mais coesa. O processo de
polimerizacdo continua tanto na solucdo de mondmero acima dos nucleos
poliméricos precipitados inicialmente, quanto na solugcédo que permeia 0s poros muito
grandes entre os aglomerados de microesferas. Com isso ocorre o desaparecimento
dos poros muito grandes nos ultimos estagios da polimerizacdo e a reducdo da
individualidade dos nucleos levam a uma diminuicdo no volume de poros e nas
areas superficiais dos monolitos (SVEC; FRECHET, 1995).

Em contraste com os monolitos, 0s nlcleos em crescimento nas goticulas da
mistura de polimerizacdo em suspensdo dispersos na fase aquosa mantem sua
individualidade por mais tempo crescendo separadamente, e com iSSO empacotam
melhor dentro da esfera (gota). Como resultado, os vazios entre os glébulos que
constituem uma esfera sdo menores. Portanto, a dindmica do sistema € a principal
causa da diferenca na distribuicdo do tamanho dos poros entre os monolitos e as
esferas (SVEC; FRECHET, 1995).

No entanto, como os efeitos dindmicos ndo sédo afetados pela temperatura, as
diferencas nos perfis de porosidade entre as duas formas persistem. Se a
polimerizacéo é realizada em um molde a uma temperatura mais baixa, o nimero de
ndcleos é menor e, portanto, eles tém mais tempo para crescer. Isso resulta em
glébulos e aglomerados de tamanho maior. Portanto, o0os vazios entre 0s
aglomerados também séo maiores e o perfil de distribuicdo de tamanho dos poros é
deslocado para poros maiores (SVEC; FRECHET, 1995).
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2.2.2 POLIMERIZACAO EM EMULSAO DE ALTA FASE INTERNA

Os polimeros sintetizados via polimerizacdo em emulsao de alta fase interna,
sdo obtidos a partir de emulsbes altamente viscosas na qual a fase interna
corresponde a mais de 74% do volume, e esta dispersa na fase continua externa
(LISSANT; MAYHAN, 1973). Como em emulsdes comuns, as emulsdes podem ser

tanto 6leo em agua como agua em 6leo.

A preparacao dessas emulsdes concentradas requer uma selecdo cuidadosa
do surfactante, onde o mesmo precisa ser muito insollvel na fase das goticulas para
evitar a inversao da emulsdo em frac6es de volume de fase interna alta (CAMERON,
2003).

Conceitualmente, a preparacdo de materiais porosos pela modelagem da
estrutura de emulséo de alta fase interna, envolve a polimerizacédo da fase continua
em torno das goticulas da fase dispersa. Assim, as goticulas criam o0s vazios na
estutura e levam a morfologia porosa e permeavel. Em principio, qualquer liquido
polimerizavel pode ser usado para preparar o monolito poroso, no entanto, na
pratica, é limitado a liquidos que (i) sdo suficientemente hidrofilicos ou hidrofébicos
para formar uma emulséo estavel e (i) ndo sdo adversamente afetados pela agua,

pois uma das fases é geralmente aquosa (CAMERON, 2003).

O procedimento usado para preparar esses materiais, consiste em adicionar
lentamente a solucdo da fase interna aquosa a solucdo monomeérica de fase
continua (externa) contendo o surfactante, com constante agitagdo mecanica, para
formar a emulsdo, seguido da polimerizacdo dos mondmeros Esse processo é

representado na Figura 2.
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FIGURA 2 ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA FORMACAO DA EMULSAO E
SINTESE DO MONOLITO QUE CONTEM UMA FASE INTERNA AQUOSA
DISPERSA DENTRO DE UMA FASE EXTERNA MONOMERICA.

D

N N

Fase orgéanica

(sob agitagao) Emulsao Monolito

Fase aquosa

Fonte: adaptado de (SILVERSTEIN, 2014)

Nesse tipo de material os poros sdo grandes cavidades de dimensdes
micrométricas produzidas pela remocdo da fase aquosa (interna), que sao
conectados por uma série de pequenas conexdes chamadas gargantas de poro. As
gargantas de poros sao formadas nas areas de pontos de contato entre goticulas
vizinhas da emulsédo e permitem que 0s poros vizinhos comuniguem uns com 0S
outros. A Figura 3 ilustra a definicdo dos poros e das gargantas de poros em um
polimero monolitico sintetizado pela referida técnica (MENNER; BISMARCK, 2006),
(CAMERON et al., 1996).

FIGURA 3 DEFINICAO DE POROS E GARGANTAS DE POROS

Fonte: adaptado de (MENNER; BISMARCK, 2006)
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Os polimeros monoliticos preparados por polimerizacdo em emulsédo de alta
fase interna possuem propriedades Unicas, como a baixa densidade e a estrutura de

poros interconectados.

2.3 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostras constitui, em geral, a etapa de maior consumo de
tempo, insumos quimicos e trabalho dentro de um método analitico. Isso ocorre
principalmente devido ao fato de que, por mais moderna que possa ser considerada
uma técnica analitica, ainda ndo é possivel a insercdo direta da amostra bruta, na
maior parte dos casos, devido ao grande numeros de interferentes existentes na

amostra, além da incompatibilidade com os equipamentos analiticos.

Para a resolucdo desse problema, varios métodos de preparo de amostras
foram e tém sido desenvolvidos até hoje para isolar e concentrar os analitos,

separando-os dos interferentes existentes na matriz da amostra.

Atualmente existem diversas técnicas empregadas, no preparo de amostras,
tais como os processos de extracdo liquido-liquido (LLE), a extracdo em fase soélida

(SPE) e todas as suas vertentes atuais.

A técnica de extracdo liquido-liquido apresenta desvantagens, tais como o
uso de grandes volumes de solventes orgéanicos, o rendimento de extragdo é muitas
vezes insuficiente e outro passo de pré-concentracdo se faz necessario, 0
procedimento de extracdo tende a ser tedioso, lento e dificil de automatizar, a
separacao de fases € muitas vezes complicada pela formacéo de emulsdes entre as
fases; resultando na perda do soluto (LANCAS, 2004).

A extracdo em fase sdlida (Solid Phase Extraction - SPE) foi introduzida em

1976 para suprir as desvantagens apresentadas pela extracdo liquido-liquido e,
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hoje, consiste no método mais popular de preparo de amostra, sendo utilizada pela
maioria das andlises cromatograficas de rotina. A SPE superou a técnica de
extracdo liquido-liquido, uma vez que € mais rapida, apresenta melhor
reprodutibilidade, consome menos solventes organicos, e sua automacdo é mais
facil (JARDIM, 2010).

A SPE é uma técnica de separacdo do tipo liquido-solido baseada nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, onde os
analitos contidos numa matriz sdo extraidos, juntamente com 0S compostos
interferentes, apds passarem por um cartucho contendo a fase adsorvente. Um
solvente organico seletivo é utilizado para remover os interferentes e entdo, outro
solvente é usado para lavar os analitos de interesse, de forma a coletar o analito em

concentracdo ja apropriada para analise (LANCAS, 2004).

A extracdo em fase sdlida apresenta uma grande variedade de fases
extratoras, resultando em diferentes tipos de interagcdes com o analito, favorecendo
a seletividade analitica. As fases comerciais mais comuns sdo as baseadas em
silica, conhecidas como C4, C8, C18, fenil ligado a silica, cianopropil ligado a silica e
a fase chamada de “fase normal” constituida de silica ligada a um grupo diol, para
extragdo de compostos muito polares, porém ndo id6nicos. H4 ainda as fases
baseadas em alumina, em silicato de magnésio (Florisil), e carvéo ativo, empregadas
nas extracbes por adsorcdo, e as resinas de troca ibnica. Além da variedade
comercialmente disponivel, esse numero continua em expansdao devido ao
desenvolvimento de novos materiais e suas aplicagbes como fases extratoras
(LANCAS, 2004), (JARDIM, 2010), (SIMPSON; MARTHA, 2000).

A Figura 4 apresenta o cartucho em fora de seringa que o formato mais
popular em SPE. Um cartucho tipico contem cerca de 50 a 500 mg de fase extratora
com 40 a 60 um de tamanho de particula, fixado no tubo por meio de dois filtros
(frits) de tamanho de poros de 20 um. Sua popularidade reside no fato de permitir a
aplicacdo de grandes volumes de amostra, no caso de analise de aguas, e
apresentar uma variedade interessante de volumes. Os cartuchos comerciais de
SPE podem ser adquiridos em capacidades que vao desde 1 mL até 60 mL de
amostra (LANCAS, 2004).
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FIGURA 4 ESQUEMA DE UM CARTUCHO EMPREGADO EM SPE

Polipropileno Reservatorio

B - Disco de polietileno

(20 pm)

Fase Extratora

h..,.__n-* Disco de polietileno

(20 pm)

Fonte: (LANCAS, 2004)

Em geral, a SPE pode ser usada para trés importantes propositos: extracao
e/ou concentracao do analito, isolamento da matriz e estocagem da amostra. Assim,
0 primeiro proposito refere-se aos analitos que ficam retidos na fase extratora para
posterior eluicdo; o segundo, aos analitos que séo eluidos diretamente, enquanto as
substéancias interferentes ficam retidas, sendo que, nesse caso, tem-se o clean-up
da amostra e ndo a concentragcdo do analito; e o terceiro, aos analitos que ficam
retidos na fase extratora, em seguida o cartucho é armazenado e transportado até o
laboratorio, evitando assim, o transporte de grandes volumes de amostras (JARDIM,
2010).

A Figura 5 mostra as principais etapas envolvidas no processo de SPE,
quando o objetivo é isolar um composto (ou uma classe) presente em uma amostra
complexa: (1) condicionamento do cartucho; (2) adicdo da amostra; (3) eliminagéo

dos interferentes (clean up); (4) eluicéo dos analitos.
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FIGURA 5 ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE SPE
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Fonte: adaptado de (LANCAS, 2004)

Uma vez que as fases sélidas empregadas em SPE séo similares aquelas
empregadas em cromatografia liquida em coluna, os mecanismos de separagdo
também s&o similares e a fase podera ser classificada como nédo-polar, polar ou
trocador de ions. A SPE de fase normal envolve uma fase estacionaria polar e a
retencdo € decorrente da interacdo entre grupos funcionais polares do analito e
grupos polares na superficie do adsorvente. A SPE de fase reversa envolve um
adsorvente apolar com uma fase movel polar ou moderadamente polar, €
geralmente usada para amostras aquosas, cuja principal forca de interacdo sédo as
forcas de van der Waals. A SPE de troca ibnica possui resinas trocadoras de ions e
pode ser usada para compostos que sdo carregados quando em uma solugao
(OTLES; KARTAL, 2016).

A extracdo em fase solida segue a tendéncia no campo de preparo de
amostra no sentido de reducdo de reagentes, solventes, quantidade de amostra e
tempo de analise. Nesse contexto, tem-se a miniaturizacdo da extracdo em fase
sélida. Exemplos de técnicas miniaturizadas de extracdo em fase soOlida,
representadas na Figura 4, séo a microextracdo em fase solida (SPME - solid-phase
microextration), a microextracdo com adsorvente empacotado (MEPS -
microextraction by packed sorbent), a extracdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE
— stir bar sorptive extraction) e a extracdo sortiva com ponteira descartavel (DPX -

Disposable pipette extraction).



40

FIGURA 6 TECNICAS MINIATURIZADAS DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA.

Extracdo em Fase Solida
Miniaturizada

SPME MEPS SBSE DPX
Revestimento polimérico
Fibra de
silica fundida Sorvente Ponteira
empacotado descartavel

Barra magnética Envoltério
Revestimento de vidro
polimérico

Agulha

Sorvente
empacotado

Filtro

Fonte: adaptado de (DUAN et al., 2011)

A SPME é uma fibra de silica fundida recoberta com a fase extratora, e a
MEPS é considerada uma miniaturizacdo da SPE em cartucho, uma vez que a fase
encontra-se dentro de um pequeno cartucho acoplado a ponta de uma seringa, com
a vantagem de, nesse formato, permitir o fluxo bidirecional tanto no processo de
amostragem, como nha dessor¢cdo dos analitos. O fluxo bidirecional € uma
caracteristica que é compartilhada pela DPX, que é baseada na utilizacdo de uma
ponteira de pipeta descartavel, contendo a fase extratora. Na SBSE, uma barra
magnética é recoberta com a fase extratora e deixada em contato com a solucéo

contendo o analito a ser extraido (DUAN et al., 2011).

A DPX é um dispositivo a base de extragdo em fase sdlida (SPE) no qual uma
pequena quantidade de fase extratora é colocada dentro de uma ponteira de pipeta
equipada com uma tela na extremidade inferior estreita e uma barreira proxima ao
topo da ponta. Embora a DPX seja uma técnica derivada da SPE, a eficiéncia de
extracdo € baseada no tempo de equilibrio de sor¢cdo entre a amostra e a fase
extratora dispersiva; consequentemente, este processo ndo é dependente da taxa
de fluxo da amostra (BREWER, 2003). Além disso, o formato miniaturizado para
DPX resulta em menores volumes de eluicdo de solvente do que a técnica

convencional de SPE.
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2.4 HERBICIDAS

Segundo a legislacdo vigente (Lei 7802/89), agrotoxicos sdo produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, utilizados nos setores de
producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens,
protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais. O agrotoxico visa alterar a composicédo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos. Também sdo considerados agrotdéxicos as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento (BRASIL, 1989).

Existem diversas classificagcbes para os agrotéxicos, entretanto as mais
utilizadas classificam essas substancias quanto a sua acao (Inseticidas, fungicidas,
herbicidas, raticidas, acaricidas), ao grupo quimico a que pertencem (S-triazinas,
organofosforados, organoclorados, carbamatos, piretroides, etc) e quanto ao seu
poder de toxicidade (classe I, classe Il, classe Il e classe V).

Herbicidas sdo compostos quimicos que tem a capacidade de matar ou inibir
drasticamente o crescimento de determinadas plantas, muitas vezes sem afetar as
culturas. Eliminam assim os prejuizos da interferéncia das plantas daninhas sobre as

culturas.

Existe uma grande variedade de herbicidas, que atuam de diferentes
mecanismos de acdo, ajudando a controlar as ervas daninhas. A classificacdo dos
herbicidas de acordo com seu modo de acdo tem sofrido mudancas ao longo do
tempo, tanto pela descoberta de novos herbicidas quanto pela elucidac&o dos sitios
de atucdo nas plantas. A classificacdo internacional aceita atualmente é aquela
proposta pela Herbicide Resistence Action Committee (HRAC). Dentre os
mecanismos de acdo podemos citar os inibidores da acetil CoA Carboxilase,
inibidores acetolactato sintase, mimetizadores da auxina, inibidores da sintese do

caroteno, inibidores da fotossintese (FSI e FSII), inibidores da protoporfirinogenio
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oxidase, inibidores da biossintese de carotenoides, inibidores da glutamina
sintetase, inibidores da divisdo celular, e outros (MARCHI; MARCHI; GUIMARAES,
2008).

2.4.1 HERBICIDAS TRIAZINICOS

A descoberta inicial e o desenvolvimento de herbicidas triazinicos ocorreram
entre 1950 e 1970. O primeiro herbicida triazinico registrado foi a simazina
(produzido por J. R. Geigy, Ltd.), que foi aprovado na Suica em 1956, e no final da
decada de 1950 a atrazina foi introduzida na Europa. Os herbicidas triazinicos
trouxeram uma nova era de controle de ervas daninhas pré-emergentes e poés-
emergentes para a tecnologia agricola (LEBARON; MCFARLAND, 2015).

Os herbicidas do grupo das triazinas sdo empregados em diversos tipos de
cultura inibindo o transporte de elétrons durante a fotossintese. De acordo com o
seu mecanismo de acdo, as triazinas sao classificadas como inibidores do
fotossistema Il (FSIl) e apresentam uma toxicidade considerada entre baixa e
mediana. Dentre os efeitos toxicos aos mamiferos, sdo destacados como principais,
os efeitos de toxicidade reprodutiva e atraso na maturacdo sexual de individuos
(NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016).

A maioria dos herbicidas triazinicos sdo derivados da s-triazina (Figura 7), um
heterociclo de seis membros com atomos de nitrogénio localizados simetricamente,

nas posicoes 2, 4 e 6.
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FIGURA 7: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA S-TRIAZINA.

Rq R,

N
X
NYN
R3

Os nomes das s-Triazinas e suas propriedades principais sédo determinados

Fonte: Do autor

principalmente pelo substituinte na posicdo 1 (R1). De acordo com esse substituinte,
as s-triazinas sédo divididas em trés grupos perfeitamente caracteristicos:
clorotriazinas possui 0 substituinte -Cl e o0 nome comercial termina em AZINE,
metoxitriazinas possui 0 substituinte -OCH3 e o0 nome comercial termina em TON,

metiltiotriazinas possui 0 substituinte -SCH3; e o nome comercial termina em TRYN.

As clorotriazinas sdo triazinas de primeira geracdo, ja a metoxitriazinas e
metiltiotriazinas sao triazinas de segunda geragdo, obtidos pela introdugdo dos

radicais metoxila e tiometila, respectivamente com um terceiro substituinte.

Os compostos do grupo das triazinas sao polares, fracamente alcalinos e a
sua estabilidade € explicada pela configuracédo eletronica de seu anel heterociclico.
A acidez das s-triazinas diminui de acordo com a seguinte ordem -OCH3 <-SCH3

<-Cl e a solubilidade em agua é maior em condi¢fes acidas.

Os herbicidas, ametrina, atrazina, propazina, prometrina, simazina, simetrina,
terbutrina e prometon sao representantes das s-triazinas cujas estruturas, algumas

caracteristicas e usos encontram-se ilustradas na Tabela 1.
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TABELA 1 ESTRUTURA E PROPRIEDADES DAS TRIAZINAS MAIS COMUNS.

L Dso LMR? Tipos de
HERBICIDA Pka
(mg/kg) (mg/kQg) culturas

ATRAZINA

mandioca,
Cl N NHCH,CH, sorgo, cana-
\( \( de-acucar,
1,7 1869-3090 0,02-0,25 pastagem,
N P N
macadamia,
abacaxi e
NHCH(CHy),» sisal.
PROPAZINA
Cl N NHCH(CH,),
\( AN
| sorgo, cenoura
1,7 >3100 -
N \‘/ N e salsa.
NHCH(CHs),
SIMAZINA ,
cana-de-agUcar,
cl N NHCH,CHg .
XN abacaxi, banana,
| sisal, uva, cacau,
1,62 500-10000 0,02-0,2
N = N maga, café,
\( sorgo, milho, e
NHCH,CH; seringueira.
AMETRINA

abacaxi, cacau,

NHCH,CH3 café, milho, uva,
X
‘ cana-de-acucar,
4.1 1160 0,02-0,07 .
N = N banana, algodao,
Y mandioca, e terra
NHCH(CHs),

nao cultivada
Continua
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CONTINUACAO TABELA 1 ESTRUTURA E PROPRIEDADES DAS TRIAZINAS.

HERBICIDA Pka LDso LMR? Tipos de
(mg/kg) (mg/kg) culturas
PROMETRINA )
algodao, feijao,
HsCS N NHCH(CHa),
Y Y cebola, girassol,
‘ 4,1 >3100 0,02-0,05 amendoim,
N / N
Y batata, ervilha,
alho e cenoura.
NHCH(CHa),
SIMETRINA
Usado em
H,CS N NHCH,CHj L
Y Y combinacao
N‘ | 4,0 750-1195 - com
= thiobencarb, em
cultura de arroz.
NHCH,CHj
TERBUTRINA
H,CS N NHC(CHy); Cereal de
Y Y inverno, cana
| 4,3 2500 - de acucar,
N / N
girassol e
mandioca.
NHCH(CHy),
PROMETON
HCO N NHCH(CH), Controle anual
Y Y de ervas
‘ 4,3 2980 - daninhas em

N

—~

NHCH(CHj3),

areas nao

cultivadas

Concluséo
Fonte: Do autor
LDsq (Dose Letal) para ratos (TOMLIN, 2003)

! LMR (Limite Maximo Residual) - Monografia de Agrotéxicos da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Campo preenchido somente para os ingredientes ativos autorizados no Brasil.
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2.4.2 MONITORAMENTO AMBIENTAL

Os agroquimicos possuem diferentes propriedades fisico-quimicas e sao
geralmente encontrados em concentracdes baixas, dificultando sua deteccdo em
analises quimicas. O método analitico escolhido deve levar em consideragéo o tipo
de amostra (por exemplo, tracos ou multiplos analitos em amostras complexas) e as
propriedades fisico-quimicas do analito para medi¢do (por exemplo, absorbancia no
UV, espectro de massas, interacbes seletivas, etc). Dessa forma, alguns
procedimentos devem ser adotados para a realizagdo das analises, como:

amostragem, pré-tratamento das amostras e tratamento dos dados.

O preparo da amostra nas andlises quimicas e biolégicas € uma etapa critica
no processo analitico e tem sido um obstaculo a ser transposto para atingir
resultados adequados em relacdo a exatidao, precisdo e uma boa detectabilidade. O
pré-tratamento da amostra para as analises de herbicidas se faz necessario, haja
vista que, diversos interferentes afetam sua identificacdo e quantificacdo e o pré-

tratamento proporciona o isolamento e a pré-concentracdo dos analitos.

Assim sendo, varios métodos de extracdo sdo adequados para a
préconcentracdo e separacao do analito na matriz, seguida de varias técnicas de
deteccdo e suas combinacfes para a determinacdo real. Na Tabela 2 estéo
apresentados resultados, como limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacao
(LOQ) e taxa de recuperacdo, da literatura para analise das triazinas em agua e
alimentos, utilizando a extracdo em fase solida convecional (SPE) e sua
miniaturizacdo na forma da extracdo em ponteira descartavel (DPX) com diversas

fases extratoras e diferentes técnicas cromatograficas.
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TABELA 2 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA E ANALISE NA
DETERMINACAO DE TRIAZINAS.

- , . Preparo de amostra/ o
Herbicida/matriz Fase de extracao Referéncia

método de analise

Nanofibras de BAGHERI;
Atrazina, Ametrina bt u-SPE/GC-MS (REZVANI
olibutileno 1 ;
e Terbulrina em ]E) lato/polipirrol SO Ao na BANIHASHEMI
4qua ¢ tigo tereftalato/polipirol  gecyneracio 82-97% ,
(PBT/PPy) 2016)
Triazinas e -1l- -

e Cleanert PCX d-u-SPE/UPLC-MS CHEN eta
compostos de _ 1 et al.,
q pd . (polimero de troca ~ -OP 0:2-30.0ng.L 2015)
egradacdo em X 700

9 ' ¢ catinica) Recuperagio 70-112%
agua
Fenuron, Simeton,
Atraton Simazina, o )
MIL-101 (hibrido d-p-SPE/LC-DAD

Clortoluron, LOD 0,585-1,04 pg.L™?

Recuperacéao 87-107%

de estrutura (LI et al., 2015)

Secbumeton e

organometalica)
Terbumeton em

oleo vegetal
Triazinas e . .
OASIS HLB (N- on-line SPE/ UPLC- (RODRIGUEZ-
produtos de o )
. vinilpirrolidona/ tandem MS GONZALEZ et
degradacéao em o 1
] divinilbenzeno) LOQ 0,023-0,657 ug L al., 2016)
agua do mar
Simazina,
Prometon,
Prometrina, MIP para triazinas SPE/LC-UV (CHIMUKA et
-1
Terbumeton e (Technologies AB) LOD 1,3-3,0 ug kg al., 2011)
Atrazina em
alimentos

Continua
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CONTINUACAO TABELA 2 METODOS DE PREPARO DE AMOSTRA E ANALISE

NA DETERMINACAO DE TRIAZINAS.

Herbicida/matriz

Fase de extracao

Preparo de amostra/

método de analise

Referéncia

Cianazina e
Atrazina em

pepino

Multiresiduos
incluindo
triazinas em
aguas

superficiais

Atrazina e
Simazina em

agua

Propazina,
Simazina e
Atrazina em

milho e solo

Multiresiduos
incluindo
triazinas em
aguas

superficiais

hibrido de tetraetil

o-silicato e vy-
(metacriloiloxi)
propil trimetoxi

silano

PLRP-s (esferas
de poliestireno-

divinilbenzeno)

Amberlie XAD-4
(esferas de troca
ibnica/Sty-DVB)

MIP ligado em
TiO;

PLRP-s (esferas
de poliestireno-

divinilbenzeno)

DPX/LC-UV
LOD 3,5-5,2 pg.kg™"
LOQ 11,6-17,5 ug.kg™
Recuperacéo 87,6-93,8%

On line SPE/UPLC-
MS/MS.
LOD 6,0 ng.L™
LOQ 18,0 ng.L™

SPE/LC-DAD
LOD 0,084-0,121 pg.L™
Recuperacao 99,6-104,8%

SPE/LC-UV
LOD 3,32-7,06 nmol.kg™"
Recuperacéo 78-103,3%

SPE/GC-MS
LOD 0,06-20 ng.L™
LOQ 0,2-65 ng.L™
Recuperagéo 65,6-100,3%

(WANG et al.,
2015)

(HURTADO-
SANCHEZ et
al., 2013)

(AKDOGAN;
DIVRIKLI;
ELCI, 2013)

(GENG et al.,
2015)

(PURDESOV
Aetal., 2013)

Fonte: Do autor.

Com o propésito de evitar impactos adversos da agricultura no meio ambiente

e na saude publica, grande parte dos paises estabeleceu limites maximos permitidos

para determinados herbicidas em amostras de agua e alimentos.

Com o
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desenvolvimento de técnicas de quantificacdo mais sofisticadas e a constante
preocupacao da sociedade, em diversos paises o numero de moléculas com limites
maximos permitidos estabelecidos aumentou e, em alguns casos, os limites
tolerados foram reduzidos. No Brasil os 6rgdos que estabelecem esses limites sédo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa) e O Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA).

A Anvisa estabelece, para todos os ingredientes ativos de agrotoxicos
autorizados no Brasil, o Limite Maximo de Residuos (LMR), ou seja, a quantidade
méaxima de residuo de agrotéxico que pode estar presente em cada cultura apos
aplicacdo do mesmo desde sua producéo até o consumo. De acordo com a Anvisa,
para as triazinas atrazina, simazina, ametrina e prometrina, esses limites variam de
0,02 a 0,2 mg/kg.

As triazinas possuem baixa biodegradabilidade e elevado potencial de
contaminacdo de aguas superficiais e de profundidade. A alta persisténcia destes
compostos tem exigido um rigoroso controle da contaminacdo ambiental. O
CONAMA, em sua resolucao 357/2005, estabelece as diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de aguas superficiais. A presenca dos pesticidas nas
aguas superficiais regulados pela referida resolucédo, estabelece um méaximo de

concentracdo de 2 pg.L™ para atrazina e simazina.

Devido principalmente aos limites rigorosos de pureza da agua e matrizes de
alimentos com muitos interferentes, sdo necessarios métodos de extracdo e pré-

concentracéo dos pesticidas presentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver polimeros monoliticos
organicos para serem empregados como fases extratoras para técnicas de preparo

de amostra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos principais do presente trabalho foram:

a — Preparar polimeros monoliticos porosos a base de estireno (Sty) e
divinilbenzeno (DVB), via polimerizagdo em massa e polimerizagdo em emulsao de

alta fase interna.
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b — Estudar os efeitos dos agentes formadores de poros (diluentes) nas
propriedades fisico-quimicas e na porosidade dos polimeros monoliticos produzidos.

¢ — Avaliar modificacdes na superficie do monolito com polipirrol.

d — Avaliar a eficiéncia de extracdo dos polimeros monoliticos sintetizados via
polimerizacdo em massa como fases extratoras para extracdo sortiva com ponteira

descartavel (DPX) de herbicidas triazinicos em amostras de agua.

e — Avaliar a eficiéncia de extracao dos polimeros monoliticos sintetizados via
polimerizacdo em emulséo de alta fase interna como fases extratoras para extracao

em fase sdlida (SPE) de herbicidas triazinicos em amostras de agua.

f — Otimizar o método SPE-LC-UV empregando a fase extratora que

apresentar maior eficiéncia para o preparo de amostra de herbicidas triazinicos.

g — Avaliar as figuras de mérito do método SPE/LC-UV proposto.
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4 METODOLOGIA

4.1 PADROES E REAGENTES ANALITICOS

Os mondmeros, estireno e divinilbenzeno grau comercial foram gentilmente
cedidos pela Nitriflex (Rio de Janeiro, Brasil) e posteriormente destilados a pressao
reduzida.

Os iniciadores de polimerizagdo azo-bis-isobutironitrila (AIBN) e persulfato de
potassio (K2S,0g) grau analitico P.A. foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis,
USA).

Os diluentes de polimerizacdo, heptano, tolueno, isopropanol e
tetrahidrofurano (THF) grau analitico P.A. foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil), e o diluente n-decanol grau analitico P.A. foi adquirido da Sigma Aldrich (St.
Louis, USA).

O surfactante de fase organica, nao iénico, monooleato de sorbitol (Span 80)
grau analitico P.A. foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, USA).

O monodmero pirrol grau analitico P.A. foi adquirido da Sigma Aldrich (St.
Louis, USA).
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O agente oxidante, cloreto de ferro Il hexahidratado (FeCls.2H,0), grau
analitico P.A foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

O metanol e acetonitrila, grau HPLC foram adquiridos da Scharlau (Barcelona,

Espanha).

A agua utilizada nos ensaios foi purificada pelo sistema Milli-Q, Millipore (Séo

Paulo, Brasil) apresentando condutividade de 18,2 MQ.

Os padrbes primarios das triazinas ametrina, atrazina, prometrina, propazina,

simazina, simetrina e terbutrina foram adquiridos da Supelco (Bellefonte, USA)

4.2 SINTESE DOS POLIMEROS MONOLITICOS

Os polimeros monoliticos foram sintetizados in situ, empregando um molde
para obtencdo do formato desejado. Os moldes utilizados foram seringa descartavel
de 5 mL sem o embolo (cartucho) e ponteira descartavel de pipeta de 1 mL, ambos
de polipropileno

Dois procedimentos de polimerizacdo foram utilizados para sintese:
polimerizacdo em massa e polimerizagdo em emulsdo de alta fase interna. Estes

procedimentos estao descritos nas proximas sec¢oes.
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4.2.1 POLIMERIZACAO EM MASSA

O processo de sintese via polimerizagcdo em massa, € relativamente simples e
ocorre praticamente em uma Unica etapa na qual ndo ha necessidade de introduzir

outras fases ao sistema reacional.

O iniciador de polimerizagdo azo-bis-isobutironitrila (3 % em relagdo ao
namero de mols total dos monémeros) foi solubilizado na mistura dos mondémeros
formada por 16 % (v/v) de estireno (Sty) e 84% (v/v) de divinilbenzeno (DVB). Em
seguida, foi adicionada a mistura binaria de diluentes, cuja relacao percentual foi de
15 % de diluente solvatante e 85% de diluente ndo-solvatante na proporcao de 1:1,5
em relagdo ao volume total de monémeros. A Tabela 3 apresenta os monolitos

sintetizados por polimerizagdo em massa com diferentes pares de solventes.

TABELA 3 DILUENTES UTILIZADOS PARA A SINTESE DOS MONOLITOS VIA
POLIMERIZACAO EM MASSA.

Diluentes
Monolito
Solvatante (15%) N&o-solvatante (85%)
M1 THF Isopropanol
M2 Tolueno Isopropanol
M3 THF Decanol
M4 Tolueno Decanol
M5 Tolueno Heptano

Fonte: Do autor

A mistura reacional foi adicionada ao molde com auxilio de uma bomba
seringa, o qual foi fechado nas duas extremidades com fita teflon e colocado em
estufa a 60°C durante 24horas. Ao cartucho foi adicionado 1 mL e na ponteira de

pipeta descartavel foi adicionado 0,2 mL da mistura reacional.
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Decorrido o tempo de polimerizagdo, as amostras foram retiradas da estufa e
resfriadas a temperatura ambiente e purificadas eluindo metanol pela fase para
eliminar os monémeros e diluentes residuais. A purificacdo do monolito presente no
cartucho e nas ponteiras foi feita em um sistema de filtracdo a vacuo manifold
(SUPELCO). Apés purificagdo os monolitos foram secos em estufa a 70 °C por 24

horas para serem caracterizados.

4.2.2 POLIMERIZACAO EM EMULSAO DE ALTA FASE INTERNA

Os polimeros monoliticos porosos foram sintetizados também via
polimerizacdo em emulséo, a partir da polimerizacédo da fase externa (fase organica)
na presenca da fase interna (fase aquosa) empregando um template (molde) para

obtencéo do formato desejado.

A fase organica (FO) foi preparada pela mistura dos monémeros, Sty (38 %
v/v) e DVB (38% v/v), com o surfactante Span 80 (24 % v/v). Quando mencionado
(Tabela 4), foi adicionado a fase orgéanica tolueno como diluente, na proporcédo de
1:1 em relacdo ao volume de monbmeros. A mistura foi agitada com agitador

mecanico durante 10 minutos a 300 rpm.

A fase aquosa (FA) foi preparada pela solubilizagéo do iniciador persulfato de
potassio (8% m/v) e do eletrdlito cloreto de calcio dihidratado (1,5% m/v) em agua

destilada.

A fase aquosa foi gotejada na fase organica a um fluxo de 1 mL.min, sob
agitacdo constante para produzir uma emulsdo homogénea. A relacdo entre fase
organica e fase aquosa foi mantida constante e a velocidade de agitacao foi variada,

e encontram-se na Tabela 4.
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TABELA 4 MISTURA REACIONAL E CONDISZC)ES DE SINTESE PARA OS
MONOLITOS VIA POLIMERIZACAO EM EMULSAO DE ALTA FASE INTERNA.

Monolito Diluente FO:FA (v/v) Velocidade de Agitacao (rpm)
El - 1:5 3000
E2 Tolueno 1:5 3000
E3 Tolueno 1:5 10000

Fonte: Do autor

A mistura reacional foi adicionada ao molde com auxilio de uma bomba
seringa, o qual foi fechado nas duas extremidades com uma fita teflon e colocado
em estufa a 60 °C durante 24 horas. Ao cartucho foi adicionado 1 mL e na ponteira
de pipeta descartavel foi adicionado 0,2 mL da mistura reacional.

Decorrido o tempo de polimerizacdo, as amostras foram retirada da estufa e
resfriadas a temperatura ambiente e purificadas eluindo metanol pela fase para
eliminar os monémeros e diluentes residuais. A purificagcdo do monolito presente no
cartucho e nas ponteiras foi feita em um sistema de filtracdo a vacuo manifold
(SUPELCO). Apos purificacdo os monolitos foram secos em estufa a 70 °C por 24

horas para serem caracterizados.

4.3 MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO MONOLITIO COM POLIPIRROL

O polimero monolitico preparado via polimerizacdo em emulsdo de alta fase
interna foi utilizado como suporte para o polipirrol por apresentar menor resisténcia a
vazao em comparagdo ao polimero monolitico preparado via polimerizacdo em

massa.
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Inicialmente foi preparada uma solugdo com o agente oxidante cloreto de
ferro 11l hexahidratado dissolvido em tetrahidrofurano na concentracao de 24% (m/v),
e outra solucdo com o monémero pirrol (70 % v/v) e tetrahidrofurano (30 % v/v). O
volume tanto de solucdo oxidante quanto de solucdo monomérica, utilizada nas
etapas de modificacdo, foi de 1 mL de cada solugcéo para o monolito presente no
cartucho e de 0,2 mL para o monolito presente na ponteira de pipeta descartavel.

A modificagdo quimica ocorreu em trés etapas na temperatura de 25 °C: |)
percolacdo da solugdo oxidante saturando o monolito; 1) secagem por 10 minutos
com fluxo de ar, numa vaz&o de 2 mL.min*; Ill) percolagdo da solugdo monomérica.

A percolacao das soluc¢des ocorreu a pressdo ambiente.

O monolito EO2/PPY obtido foi lavado eluindo metanol em um sistema de
filtracdo a vacuo manifold (SUPELCO) para remover os residuos de sintese. Apos
purificagdo o monolito foi seco em estufa a 70 °C por 24 horas para ser

caracterizado.

4.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS OBTIDOS

Todo material foi caracterizado por Espectroscopia de Absor¢ao na Regiao do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), para a caracterizacdo qualitativa
de grupos funcionais caracteristicos dos polimeros monoliticos puros. A porosidade
dos monolitos foi avaliada por adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio e a estrutura

morfologica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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441 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Para obtencdo dos espectros de absorgcéo na regido do infravermelho dos
monolitos utilizou-se um espectrdmetro de infravermelho com transformada de
Fourier, marca Perkin Elmer, modelo Spectrum 400, com resolucdo de 4 cm™ na
faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™, utilizando a técnica de refletancia total
atenuada (ATR).

4.4.2 MEDIDAS DE ADSORCAO FiSICA DE NITROGENIO

A area superficial especifica (Sger), 0 volume total de poros (Vp), 0 diametro
médio dos poros (Dp) e a distribuicdo de tamanho de poros dos materiais obtidos
neste trabalho foram determinados por meio de dados de adsorcéo de nitrogénio a
diferentes pressées relativas na temperatura do nitrogénio liquido, em um aparelho
automético de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio Micromeritics, modelo ASAP-
2020. A area superficial especifica foi calculada com o auxilio da equacdo de BET
(Brunauer-Emmett-Teller) e o volume total de poros, o diametro médio dos poros e a
distribuicdo de tamanho de poros foram determinados pelo método BJH (Barrett-
Joyner-Halenda) (WEBB; ORR, 1997).

A massa de amostra analisada foi em torno de 0,2 g. As amostras foram

analisadas inteiras, ou no maximo com uma fratura.
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4.4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A morfologia dos monolitos foi analisada por meio de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV). As imagens de alta resolugdo foram geradas por um
Microscopio Eletrénico de Varredura, Jeol, JSM — 6610, Thermoscientific NSS
Spectral Imaging no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucéo
(LabMic) da Universidade Federal de Goids. As amostras foram fraturadas e

metalizadas com ouro para analise.

45 AVALIACAO COMO FASE EXTRATORA PARA ANALISE DE
TRIAZINAS

Todos os reagentes utilizados no processo de extracdo em fase sélida e
analises cromatograficas foram grau analitico HPLC. A &gua utilizada nesses

processos foi Agua ultrapura apresentando condutividade de 18,2 MQ.

4.5.1 CURVA ANALITICA

Para quantificacdo dos analitos extraidos no preparo de amostra foi
preparado uma solucdo estoque de cada um dos padrbes (ametrina, atrazina,

prometrina, propazina, simazina, simetrina e terbutrina) em metanol grau HPLC na


http://labmic.ufg.br/pages/45686
http://labmic.ufg.br/pages/45686
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concentracdo de 100 mg.L™. A partir dessa solucdo estoque foi feita diluicdo em
metanol para obter a curva de calibragcdo nas concentrac¢des de 0,1, 1,0, 5,0, 10,0,
25,0 e 50,0 mg.L™.

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo Agilent
1220 Infinity LC com detector UV e injetor automatico. A coluna cromatografica
utilizada foi uma Kinetex C18 5um, 4,6 mm de diametro interno e 150 mm de
comprimento. As condicbes cromatograficas utilizadas estdo apresentadas na
Tabela 5.

TABELA 5 CONDICOES CROMATOGRAFICAS LC-UV PARA ANALISE
SIMULTANEA DAS TRIAZINAS.

Parametro Valor
Coluna C18, 4,6 mm x 150 mm, 5 pm d.p, 35°C
Fase Movel H,O:Acetonitrila gradiente

85-70% H,0 de 0 a 3 min:1,1 mL min™*
70-60% H,O de 3 a5 min; 1,1 mL min*
60-52% H,0 de 5 a 10 min; 1,1 mL min*
Gradiente/Vazao
52-50% H,0 de 10 a 22 min; 0,3 mL min™
50-85% H,O de 22 a 25 min; 0,3 mL min*t
85% H,O por 5 min; 1,1 mL min™

Deteccgao UV A= 228 nm

Volume injecao 20 pL

Fonte: Do autor
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45.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO SORTIVA EM
PONTEIRA DESCARTAVEL (DPX)

As fases extratoras avaliadas, pela técnica de extragdo sortiva em ponteira
descartavel (DPX), foram os monolitos preparados via polimerizacdo em massa.

Apos o processo de polimerizacdo e purificacdo do monolito a ponteira foi
realizada a etapa de condicionamento da fase eluindo 500 uL de metanol grau HPLC

e posteriormente 500 uL de agua ultrapura.

Os parametros otimizados foram volume de amostra (500, 750, 1000, 1500 e
2000 uL), solvente de dessorcéo (acetato de etila, acetonitrila e metanol) e volume

do solvente de dessorcao (250, 750, 1000, 1250 e 1500 plL).

Para cada parametro otimizado, foi utilizado 1 mL (exceto volume de amostra
que foi variado) de uma amostra de agua ultrapura fortificada, na concentracédo de
10 ng.mL™?, com cada um dos herbicidas avaliados, a saber: ametrina, atrazina,

prometrina, propazina, simazina, simetrina e terbutrina.

A amostra fortificada foi adicionada na ponteira e eluida através de um
sistema de filtracdo & vacuo manifold, em seguida dessorvida com o solvente
apropriado que, posteriormente, foi evaporado com fluxo de nitrogénio gasoso. Os
analitos extraidos foram solubilizados em 1 mL de uma solu¢do H,O:Acetonitrila

50:50(v/v) e analisados por LC de acordo com o método definido.
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4.5.3 EFICIENCIA DE EXTRACAO E OTIMIZACAO DO PROCESSO DE
EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

As fases extratoras avaliadas, pela técnica de extracdo em fase soélida (SPE)
utilizando cartuchos, foram os monolitos preparados via polimerizacdo em emulséo
de alta fase interna e o monolito preparado via polimerizacdo em emulsédo de alta

fase interna modificado com polipirrol.

Apss 0 processo de polimerizacdo e purificacdo do monolito o cartucho foi
condicionado eluindo 5mL de metanol grau HPLC e posteriormente 5 mL de agua

ultrapura.

Para avaliar a eficiéncia de extracdo da fase foi preparado uma amostra de
agua ultrapura fortificada na concentracdo de 20 ng.mL™, com cada um dos
herbicidas avaliados, a saber: ametrina, atrazina, prometrina, propazina, simazina,
simetrina e terbutrina. Foi eluido através de um sistema de filtracdo a vacuo
manifold, 200 mL da amostra fortificada em fluxo de 2 mL.min™. A dessorcédo do
analito foi realizada eluindo 5 mL de acetato de etila, que posteriormente foi
evaporado com fluxo de nitrogénio gasoso. Os analitos extraidos foram solubilizados
em 1 mL de uma solugdo H,O:Acetonitrila 50:50(v/v) e posteriormente

encaminhados ao sistema cromatografico.

Em seguida, o processo de extracdo em fase soélida foi otimizado. Os
parametros otimizados foram volume de amostra (100, 200, 300 e 500 mL), fluxo de
extracdo (2, 6, 10 e 15 mL.min™), solvente de dessorcdo (acetato de etila,
diclorometano, heptano, 2-propanol, tetrahidrofurano e tolueno), volume do solvente
de dessorcéo (1, 3e 5 mL), pH (3,0, 7,0 e 9,0) e adicdo de cloreto de sodio (0, 5, 10,
15 e 20%).

Para cada parametro otimizado, exceto volume de amostra, foi utilizado
150 mL de uma amostra de agua ultrapura fortificada na concentracdo de

20 ng.mL™, com cada um dos padrées.
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A amostra fortificada foi eluida pelo cartucho, utilizando um sistema de
filtracdo a vacuo manifold, em seguida dessorvida com o solvente de dessorcéo que,
posteriormente, foi evaporado com fluxo de nitrogénio gasoso. Os analitos extraidos
foram solubilizados em 1 mL de uma solucdo H,O:Acetonitrila 50:50(v/v) e
analisados por LC de acordo com meétodo definido, para calcular a taxa de
recuperacao dos analitos.

4.5.4 VALIDACAO ANALITICA DO PROCESSO DE EXTRACAO EM FASE
SOLIDA

A validacao analitica foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos no
manual de garantia da qualidade analitica do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento sobre validacao de métodos analiticos de residuos e contaminantes
em alimentos (BRASIL - MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2011).

45.4.1 Linearidade

A linearidade do método SPE/LC-UV desenvolvido foi avaliada por meio de
amostras branco de referéncia, fortificadas com as triazinas em estudo nas
concentracdes de: 0,5, 1,0, 5,0, 10,0, 20,0 e 50,0 ng.mL™. Para cada ponto da curva

o méetodo SPE/LC-UV foi avaliado em triplicata, onde cada replicada foi injetada no
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instrumento de medi¢do analitica duas vez, sendo o valor médio e seus respectivos

desvios considerados para a construcao da curva analitica.

4.5.4.2 Recuperacéao

Para os célculos de recuperacao, trés niveis de concentracdo de matriz
branca fortificada foram avaliados: baixa (0,5 ng.mL™) , média (10,0 ng.mL™) e alta

(50,0 ng.mL™). A recuperacéo absoluta foi estimada segundo a equac&o:

me_m
%Rec = % 100
ad

Onde:
m; = massa medida apds fortificacdo da matriz branca,;
mys = massa medida na matriz branca néo fortificada;

Mag = Massa do analito puro adicionado a matriz branca.

4.5.4.3 Precisao Inter-Ensaio

A precisao inter-ensaio representa o grau de repetibilidade entre os resultados
de andlises individuais, quando o procedimento € aplicado diversas vezes sobre a

mesma amostra, amostras idénticas ou padrbes, utilizando o mesmo método,
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mesmo laboratorio, mas alterando algumas condic¢des, tais como: dias de analise,

analistas, equipamentos e condicfes ambientais, entre outras, se necessario.

A repetibilidade do método foi determinada em dias diferentes (precisao inter-
ensaio) e a precisao expressa pelo coeficiente de variagdo (C.V.), ndo sendo aceito
valores superiores a 15%. Foram realizadas 5 extracbes em dias consecutivos em
trés niveis de concentracdes: baixa (0,5 ng.mL™?) , média (10,0 ng.mL™) e alta
(50,0 ng.mL™).

4.5.4.4 Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo (LOQ) foi determinado por meio de extracdes de
amostras de &gua branco de referéncia, enriquecidas com solucdes em

concentracfes decrescentes dos analitos.

Os critérios adotados para estabelecer o limite de quantificacdo foram os
seguintes: sinal analitico dos analitos dez vezes maior que o ruido de linha de base

do cromatograma e coeficiente de variacao inferior a 20%.

O LOQ tedrico foi determinado com base em parametros da curva analitica
(SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011):

S
LOQ =10 x =
Q S

onde s € a estimativa do desvio padréo do coeficiente linear da equacdoe S é

o coeficiente angular da curva analitica.
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4.5.4.5 Limite de Deteccgéo

O limite de deteccdo (LOD) foi determinado por meio de extracbes de
amostras de agua branco de referéncia, enriqguecidas com solugbes em

concentracfes decrescentes dos analitos.

O método adotado para estabelecer o limite de deteccéo foi com base em
parametros da curva analitica (SHRIVASTAVA; GUPTA, 2011):

LOD =3 x>
- S

onde s é a estimativa do desvio padréo do coeficiente linear da equacao e S é

o coeficiente angular da curva analitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS MONOLITOS STY/DVB

Os polimeros monoliticos estireno-divinilbenzeno (Sty-DVB) foram preparados
por meio da reacao de polimerizagcdo em massa e polimerizacdo em emulsao de alta
fase interna, sendo a mistura reacional composta por dois monémeros vinilicos, o
estireno (Sty) e o divinilbenzeno (DVB). O DVB é responsavel pela formacdo das
ligacbes cruzadas, pelo aumento da resisténcia mecéanica do polimero e pela
insolubilidade em qualquer meio. A reacdo de sintese do copolimero estireno-

divinilbenzeno por ambos os métodos de sintese pode ser vista na Figura 8.

FIGURA 8: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA REACAO DE SINTESE DO
MONOLITO ESTIRENO E DIVINILBENZENO.

H

CH,——=CH ——(CH,——CH)n (CHZ—C)m—
CH,—C
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n
HC==CH, ——CH——CH,—
estireno divinilbenzeno copolimero monolitico estireno/divinilbenzeno

Fonte: Do autor
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Para a confirmacao da estrutura quimica do monolito estireno-divinilbenzeno,
primeiramente purificou-se a amostra com metanol, objetivando remover os residuos
de mondmeros, iniciador e diluentes. Depois das amostras purificadas e secas, as

mesmas foram submetidas a andlise por espectroscopia na regiao do infravermelho
com transformada de Fourrier (FTIR).

As Figuras 9 e 10 apresentam os espectros na regidao do infravermelho
obtidos para 0s monolitos sintetizados via polimerizacdo e massa e via
polimerizacdo em emulsdo de alta fase interna, respectivamente. Pode-se notar que
as bandas de absorcdo na regido do infravermelho das diferentes amostras,
independente da técnica de polimerizacao, foram bem semelhantes uma vez que 0s
precursores monomeéricos foram os mesmos. A Tabela 6 apresentam as bandas de
absorcdao referentes aos espectros das Figuras 9 e 10.

FIGURA 9 ESPECTRO FTIR DOS MONOLITOS: M1-THF/ISOPROPANOL;
M2-TOLUENO/ISOPROPANOL; M3-THF/DECANOL; M4-TOLUENO/DECANOL;
M5-TOLUENO/HEPTANO.
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FIGURA 10 ESPECTRO FTIR DOS MONOLITOS EO1 (SEM DILUENTE,
3000 rpm), EO2 (TOLUENO, 3000 rpm) e EO3 (TOLUENO, 10000 rpm).
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Fonte: Do autor

TABELA 6 BANDAS DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DOS
MONOLITOS STY-DVB.

Banda de Absorcdo (cm™) Evento
3025 Estiramento simétrico de C-H do anel aromatico
2923 Estiramento simétrico de C-H do grupo CH,
1601 Estiramento vibracional de C=C do anel aromatico
1492 e 1451 Deformacéao angular no plano de C-H de alceno
900 Deformacao angular fora do plano do grupo vinil
755 e 702 Deformacao angular fora do plano de =C-H

Fonte: Do autor
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A espectroscopia na regido do infravermelho confirmou a estrutura quimica do
copolimero, pela presenca de bandas de absorcéo, listadas na Tabela 6, que sdo
caracteristicas do copolimero Sty-DVB (ZIPPI; KABALKA, 1996).

5.1.1 MONOLITOS STY/DVB VIA POLIMERIZACAO EM MASSA

As imagens (a) e (b) mostradas na Figura 11 s&o dos polimeros monoliticos
sintetizados via polimerizacdo em massa MO0l (THF/Isopropanol) e
MO2 (Tolueno/lsopropanol), respectivamente, onde foi utilizado como diluente néo
solvatante o Isopropanol. Podemos verificar que esses polimeros apresentaram
duas fases ap0Os o processo de sintese: uma fase opaca caracteristica de material
poroso e uma fase amarela translicida (superior) que é caracteristico de uma
estrutura ndo porosa (COUTINHO; RABELO, 1992). Essa separacdo de fases pode
ter ocorrido devido a esse diluente ser mais volatil podendo ter havido evaporacao
do mesmo, diminuindo assim a sua concentracdo na mistura reacional, ficando na
parte livre do cartucho, como vapor. Isso favoreceu a formacédo de um material ndo
poroso na superficie. Nesses materiais notamos também rachaduras, que geram
canais preferenciais para a passagem de amostra, 0 que o0s inviabilizam para

utilizacdo em extracdo em fase solida.

As imagens (c) e (d) na Figura 11 sao relativas aos polimeros monoliticos
MO3 (THF/decanol) e MO04 (Tolueno/decanol), respectivamente, sintetizados
empregando como diluente ndo solvatante o decanol. Podemos verificar, nas
imagens, que esses polimeros apresentam uma fase solida homogénea opaca que é
caracteristica de polimero poroso. Esse material mostrou-se viavel para utilizacao

em extracdo em fase solida.

A imagem (d) na Figura 11 é relativa ao monolito M0O5 (Tolueno/Heptano).

Percebe-se que esse polimero apresenta uma Unica fase branca que € caracteristica



FIGURA 11 FOTOGRAFIA DOS MONOLITICOS: (A) M1-THF/ISOPROPANOL;
(B) M2-TOLUENO/ISOPROPANOL; (C) M3-THF/DECANOL; (D) M4-TOLUENO/
DECANOL; (E) M5-TOLUENO/HEPTANO.

Fonte: Do autor

do material poroso. Podemos verificar também que esse material, apds a secagem,
apresentou grandes rachaduras, que geram canais preferenciais para a passagem

de amostra, o que o inviabiliza em extracdo em fase solida.

Os monolitos que apresentaram viabilidade para a aplicacdo de extracdo em
fase sdlida, MO3 (THF/decanol) e M04 (Tolueno/decanol) foram caracterizados por
adsorcao/dessorcdo de nitrogénio utilizando o método BET para obtencdo da area
superficial especifica e caracterizados por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) objetivando uma visualizacdo morfologica da estrutura porosa do material.

Os valores de area superficial especifica obtidos foram de 0 m%g™ para o
monolito MO3 e 0,46 m.g™* para o monolito M04. A adsorcéo de nitrogénio utilizando
0 método BET é aplicada na caracterizacdo de materiais micro € mesoporosos,
apresentando limitagdo para a caracterizagdo de macroporos (TEIXEIRA;
COUTINHO; GOMES, 2001). A baixa area superficial para os monolitos M03 e M04,
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indica pequena tendéncia a micro e mesoporosidade, sugerindo, portanto, uma

estrutura macroporosa.

A morfologia da estrutura macroporosa pode ser melhor observada nas
imagens de microscopia eletrénica de varredura, apresentadas nas Figuras 12 e 13,
para os materiais monoliticos M03 e MO04, respectivamente. As imagens foram
obtidas em uma regido de fratura, para verificacdo da parte interna do material. Em
ambas as imagens, percebe-se que a estrutura morfologica dos monolitos
poliméricos organicos é formada por aglomerados (dominios) da ordem de 5 um e
entre estes se encontram os canais, confirmando a macroporosidade do material. O
monolito M03, apresentou canais da ordem de 10-20 um, enquanto que os canais do
monolito M04 da ordem de 5 um. A presenca de canais maiores no monolito M03,
resulta em menor resisténcia a vazdo, com isso, 0 mesmo foi selecionado para

avaliacdo como fase extratora.

FIGURA 12 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MONOLITO
M3- THF/DECANOL COM AUMENTO DE (A) 1500X E (B) 3000X.

-

Fonte: Do autor
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FIGURA 13 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MONOLITO
M4- TOLUENO/DECANOL COM AUMENTO DE (A) 1500X E (B) 3000X.
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X3000 5pum T

Fonte: Do autor

5.1.2 MONOLITOS STY/DVB VIA POLIMERIZACAO EM EMULSAO DE
ALTA FASE INTERNA

Os monolitos foram caracterizados por adsorcao/dessorcdo de nitrogénio
utilizando o método BET para obtengdo da area superficial especifica e 0 método

BJH para obtencao do volume de poros e diametro de poros.
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A Figura 14 mostra as isotermas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio na
temperatura de 77 K, para os monolitos preparados via polimerizagdo em emulséo
de alta fase interna. As isotermas apresentadas para todos os monolitos sdo do tipo
lll, que é tipica de material onde as moléculas do nitrogénio apresentam maior
interacdo entre si do que com o solido. As histereses apresentadas sao do tipo H3
que é associada a agregados néo rigidos de particulas em forma de placas, que
foram originadas pelos poros interconectados (gargantas de poros). Verificamos que
0 volume maximo adsorvido para o monolito E02 (Tolueno, 3000 rpm) é
consideravelmente maior quando comparado aos monolitos EO3 (Tolueno,
10000 rpm) e EO1 (Sem diluente, 3000 rpm). Isso nos leva a concluir que a presenca
do tolueno no monolito EO2 é mais significativa para a macroporosidade do material

do que a reducdo da porosidade pelo aumento da velocidade de agitacao.

FIGURA 14 ISOTERMAS DE ADSORCAO/DESSORCAO DE NITROGENIO PARA
OS MONOLITOS EO1 (SEM DILUENTE, 3000 rpm), E02 (TOLUENO, 3000 rpm) e
E03 (TOLUENO, 10000 rpm).
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Um fator importante para a formacdo de polimeros porosos € a presenca de
um diluente de solvatacdo das cadeias poliméricas. Os monolitos E02 e EO3 foram
preparados na presenca do diluente solvatante, tolueno. Na Tabela 7 podemos
verificar que a presenca do diluente produziu monolitos com maior area superficial e
poros maiores, e que o monolito EO1 preparado na auséncia do diluente foi o que

obteve menor area superficial e menor volume e didmetro de poros.

A agitacdo é um fator muito importante na formacdo da emulsdo. Quanto
maior a agitacdo, mais estavel € a emulsdo formada, e consequentemente menor
sdo as gotas da fase aquosa interna (TEBBOTH; KOGELBAUER; BISMARCK,
2015). A velocidade de agitacdo no monolito EO3 (10000 rpm) foi maior quando
comparado com EO02 (3000 rpm), onde ambos foram preparados na presenca do
tolueno, com isso, podemos verificar na Tabela 7, uma menor area superficial e

menor volume de poros para o0 monolito EO3.

Verificamos, de acordo com os resultados da Tabela 7, que o efeito do
solvente é mais significativo para o aumento da area superficial e do volume e
diametro médio de poros do que o efeito da reducdo desses pelo aumento da
velocidade. Com isso, temos o monolito E02 (Tolueno, 3000 rpm) com maior area
superficial e volume e didmetro médio de poros, seguido pelo monolito
EO03 (Tolueno, 10000 rpm) e depois pelo monolito EO1 (Sem diluente, 3000 rpm).

TABELA 7 AREA SUPERFICIAL, VOLUME E DIAMETRO DE POROS PARA OS
MONOLITOS EO1 (SEM DILUENTE, 3000 rpm), E02 (TOLUENO, 3000 rpm) e
E03 (TOLUENO, 10000 rpm)

E01 E02 EO03
Sger (cm.g™) 37 114 55
Vp(em®.g™?) 0,08 0,27 0,13
Dp (A) 53 61 69

Fonte: Do autor
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Na Figura 15 temos o grafico de volume de poros em funcéo da distribuicéo
do diametro médio de poros. Verificamos que nas regides de microporos (<20 A) e
mesoporos (20-500 A), ha um aumento do volume de poros a medida que se
aproxima da regido de macroporos. Verificamos que o grafico mostra um perfil de
porosidade tendendo a macroporosidade para os monolitos preparados na presenca
do tolueno, EO2 e EO3, enquanto que o monolito EO1, que foi preparado na auséncia
de diluente ndo solvatante, tende a um maximo de distribuicAo de poros em

aproximadamente 100 A.

FIGURA 15 CURVA DE DISTRIBUICAO DO DIAMETRO MEDIO DE POROS
PARA OS MONOLITOS EO1 (SEM DILUENTE, 3000 rpm), E02 (TOLUENO,
3000 rpm) e E03 (TOLUENO, 10000 rpm).
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As Figuras 16, 17 e 18 mostram as imagens obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura para os monolitos E1 (Sem diluente, 3000 rpm),
E2 (Tolueno, 3000 rpm) e E3 (Tolueno, 10000 rpm), respectivamente, preparados

via polimerizacdo em emulsado de alta fase interna.
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O monolito E1 foi preparado sem a presenca do diluente formador de poros e
o monolito E2 na presenca do diluente formador de poros. Podemos perceber que
no monolito E1 os poros ndo se mostraram muito definidos e foram da ordem de
5 um e as gargantas de poro de 2 um. J4 no monolito E2 a presenca do diluente
resultou em uma estrutura de poros bem definida com poros da ordem de 10 um e
as gargantas de poros de 4 um. A presenca do diluente tolueno, resultou em poros e
gargantas de poros maiores o que deixou o material com canais maiores, resultando

em uma menor resisténcia a vazao.

O monolito E3 também foi preparado na presenca do diluente, porém a
velocidade de agitacdo para a formagdo da emulsédo foi maior que no monolito E2
resultando em poros da ordem de 2 um e as gargantas de poros menores que 1 um,
resultando em um aumento na resisténcia a vazdo. Essa reducdo dos poros é
resultado do aumento da estabilidade da emulsdo (TEBBOTH; KOGELBAUER,;
BISMARCK, 2015).

As imagens de microscopia eletronica de varredura mostram mais claramente
a macroporosidade dos monolitos preparados via polimerizagcdo em emulsdo de alta

fase interna e corroboram com os resultados de adsorcao/dessorcdo de nitrogénio.
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FIGURA 16 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MONOLITO
E1- SEM DILUENTE COM AUMENTO DE (A) 7000X (B) 4000X E (C) 1500X
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Fonte: Do autor
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FIGURA 17 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MONOLITO
E02- TOLUENO/3000 rpm COM AUMENTO DE (A) 7000X (B) 4000X E (C) 1500x

5kV x7,000 2um
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HIPEQ3- LabMic - UFG

Fonte: Do autor



80

FIGURA 18 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO MONOLITO
E3- TOLUENO/10000 rpom COM AUMENTO DE (A) 7000X (B) 4000X E (C) 1500x.
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5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DO MONOLITO E02/PPY

Visando avaliar a seletividade dos monolitos polimerizados frente as técnicas
de preparo de amostra, o0 monolito EO2 foi submetido a uma etapa de modificacao
com o recobrimento da superficie com filmes de polipirrol, resultando no monolito
denominado EO02/PPY. O monolito EO2 (Tolueno, 3000 rpm) foi selecionado para a

modificacdo quimica, pois apresentou menor resisténcia a vazao.

A Figura 19 mostra os espectros na regiao do infravermelho para o monolito
EO2 e para o monolito modificado com polipirrol, EO2/PPY. A espectroscopia na
regido do infravermelho confirmou a presenca de polipirrol, pelas bandas de
absorcao caracteristicas do polipirrol, apresentadas na Tabela 8 (WAGHULEY et al.,
2008), (CETINER et al., 2010).

FIGURA 19 ESPECTRO FTIR DOS MONOLITOS EO02 E E02/PPY
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Fonte: Do autor.
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TABELA 8 BANDAS DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO
MONOLITO E02/PPY.

Banda de Absorgéo

(cm'l) Evento
1559 Estiramento simétrico de C-C do anel polipirrol
1488 Estiramento simétrico de C-N do anel polipirrol
1296 e 1040 Estiramento vibracional no plano de =C-H do anel polipirrol
1209 Estiramento simétrico de C-N
927 Estiramento vibracional fora do plano de C-H do anel polipirrol

Fonte: Do autor.

Os monolitos E02 e E02/PPY foram caracterizados por adsorcao/dessorcao
de nitrogénio utilizando o método BET para obtencédo da area superficial especifica e
o método BJH para obtencdo do volume de poros e diametro de poros. De acordo
com os dados da Tabela 9, Figura 20 e Figura 21, verificamos reducdo da area
superficial indicando que houve recobrimento da superficie do monolito com o

polipirrol.

TABELA 9 AREA SUPERFICIAL, VOLUME E DIAMETRO DE POROS PARA OS
MONOLITOS EO2 E E02/PPY

E02 E2/PPY
Sger (cm*.g™?) 114 89
Vp(em®.g™h 0,27 0,30
D» (A) 61 89

Fonte: Do autor
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FIGURA 20 ISOTERMAS DE ADSORCAO/DESSORCAO DE NITROGENIO PARA
OS MONOLITOS EO2 E E02/PPY
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Fonte: Do autor

FIGURA 21 CURVA DE DISTRIBUICAO DE DIAMETRO MEDIO DE POROS PARA
OS MONOLITOS EO2 E E02/PPY
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A Figura 22 ilustra o cartucho contendo os monolitos EO2 e EO02/PPY. A
coloracdo preta € caracteristica do polipirrol, mostrando que o recobrimento foi
efetivo, tanto externamente, como mostrado na imagem (a) como internamente (b).
Fato que é corroborado pelos dados de adsorcdo/dessorcao de nitrogénio.

FIGURA 22 FOTOGRAFIA DO CARTUCHO SPE (A) MONOLITOS EO2 E E02/PPY
E (B) PARTE INTERNA DO MONOLITO EO02/PPY

Fonte: Do autor.

Na Figura 23 estdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de
varredura para o monolito EO2/PPY. Podemos verificar o recobrimento efetivo pela
presenca de granulos que néo estavam presentes no monolito EO2 (Figura 17) e que

estdo presentes no monolito E02/PPY.



FIGURA 23 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO
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5.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS LC-UV

Para obter sensibilidade analitica adequada a analise das triazinas, a
resposta do detector ultravioleta foi avaliada e o comprimento de onda de 228 nm foi

selecionado para analise simultanea das triazinas em estudo.

A ordem de eluicdo dos herbicidas triazinicos foi determinada por injecdes
individuais dos padrdes e seus respectivos tempos de retencdo sao ilustrados na
Tabela 10. Para a resolucéo cromatogréfica dos herbicidas, uma solugédo contendo a
mistura da solucdo padrdo de todas as triazinas, em estudo, na mesma

concentracdo foi injetada em triplicata, o cromatograma resultante € ilustrado na

Figura 24.

TABELA 10 ORDEM DE ELUICAO DAS TRIAZINAS E SEUS RESPECTIVOS
TEMPOS DE RETENCAO.

Triazina Tempo de Retencao (min)
Simazina 7,0

Simetrina 9,1

Atrazina 10,4

Ametrina 15,8
Propazina 17,3
Prometrina 23,2
Terbutrina 24,2

Fonte: Do autor.



87

FIGURA 24 CROMATOGRAMA REFERENTE A ANALISE SIMULTANEA DA
SOLUCAO PADRAO DAS TRIAZINAS NA CONCENTRACAO DE 1,0 ng.mL™,
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Fonte: Do autor.

5.4 MONOLITOS STY/DVB COMO FASE EXTRATORA PARA DPX

Foram produzidas cinco fases monoliticas via polimerizagdo em massa. As
gue apresentaram viabilidade para uso como fase extratora para preparo de amostra
foram as formulagdes M03 (THF/decanol) e M04 (Tolueno/decanol). O monolito M03,
por apresentar canais maiores resultou em uma menor resisténcia a vazao e por
isso foi selecionada como fase extratora para DPX. O dispositivo DPX contendo a

fase monolitica M03 foi avaliado para extracdo de herbicidas triazinicos (ametrina,
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atrazina, prometrina, propazina, simazina, simetrina e terbutrina) em amostras de

agua branco de referéncia.

A Figura 25 mostra a imagem das ponteiras de pipeta contendo a fase
monolitica M03. A massa de fase presente na ponteira foi de 19 mg, sendo
reprodutivel, uma vez que o volume da mistura reacional adicionada a ponteira é

gquantitativa.

FIGURA 25 FOTOGRAFIA DO DISPOSITIVO DPX UTILIZADO PARA O
PREPARO DE AMOSTRA

Fonte: Do autor

Para avaliar a eficiéncia da fase extratora, as variaveis do processo de
extragdo otimizadas foram: volume de amostra (500, 750, 1000, 1500 e 2000 pL),
solvente de dessorcao (acetonitrila, metanol e acetato de etila) e volume de solvente
de dessorcdo (250, 750, 1000, 1250 e 1500uL) foram otimizados. Todos os
parametros de otimizacdo foram realizados em triplicata. Os extratos foram secos
com nitrogénio gasoso e em seguida solubilizados em 500 yL de uma mistura 50:50
de agua:acetonitrila e posteriormente injetados no cromatégrafo.
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Para otimizar o solvente de dessorcdo, 1000 uL de uma amostra de agua
branco de referéncia fortificada com os herbicidas em estudo na concentracdo de
10 ng.mL™ foi eluido pela ponteira contendo a fase. Em seguida os analitos foram
dessorvidos com 1000 uL de solvente. Os solventes avaliados foram: acetonitrila,
metanol e acetato de etila. Dentre os solventes avaliados, o acetato de etila
apresentou maior eficiéncia de extracdo, evidenciada pela maior area do pico, para a
maioria dos herbicidas, conforme pode ser observado no grafico apresentado na

Figura 26.

FIGURA 26 OTIMIZACAO DO SOLVENTE DE DESSORCAO DO METODO
DPX/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS

700000 - B ACN
T I MeOH
600000 - I AcetatoEtila

500000 -

400000 -

Area (mAU)

300000

200000 -

100000 -

04

Simazina Simetrina Atrazina Ametrina PropazinaPrometrinaTerbutrina

Fonte: Do autor

A eluicdo do analito ocorre melhor com um solvente com a maior forca
eluotropica em relagdo a fase extratora utilizada, e que apresente compatibilidade
com a instrumentacéo analitica para a determinacao final, para facilitar o processo
de automacao. Para otimizar o volume de solvente de dessorcao, 1000 puL de uma

amostra fortificada com os herbicidas de estudo na concentracdo de 10 ng.mL™ foi



90

eluido pela fase. Em seguida os analitos foram dessorvidos com acetato de etila e 0s
volumes de 250, 750, 1000 e 1500uL foram avaliados para maior eficiéncia do
método DPX proposto. Conforme pode ser observado no grafico da Figura 27, a
maior area dos picos cromatograficos para a maioria dos herbicidas avaliados foi

obtido com dessor¢gédo em 750 L de acetato de etila.

FIGURA 27 OTIMIZACAO DO VOLUME DE SOLVENTE DE DESSORCAO DO
METODO DPX/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Por ultimo foi otimizado o volume de amostra eluindo a amostra fortificada
com os herbicidas de estudo na concentracdo de 10 ng.mL™. Os analitos foram
dessorvidos com 750 uL de acetato de etila. Segundo os volumes de amostra
avaliados (500, 750, 1000, 1500 e 2000 pL) a maior porcentagem de recuperacéo
para a maioria dos herbicidas, foi obtida em 1000 uL de amostra. Volumes de
amostras maiores que 1000 uL apresentaram recuperacédo inferior, como mostrado

na Figura 28, indicando dessorcéao dos analitos pela amostra.
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FIGURA 28 OTIMIZACAOA DO VOLUME DE AMOSTRA DO METODO DPX/LC-UV
PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Desta forma, as condi¢cdes otimizadas para processo de extragdo DPX
empregando como fase extratora o monolito MO03 (Sty-DVB preparado via
polimerizacdo em massa na presenca de THF e decanol) em ponteira descartavel de
pipeta foram 1000 uL de amostra de agua branco de referéncia fortificada com os
herbicidas de estudo na concentracdo de 10 ng.mL™ e dessorcdo com 750 uL de
acetato de etila. Nas condi¢fes otimizadas, o fator de concentracdo da técnica foi de
2X e a recuperacao absoluta para as triazinas foi de: 64% para a simazina, 49% para
a simetrina, 54% para a atrazina, 38% para a ametrina, 28% para a propazina, 33%

para a prometrina e 35% para a terbutrina.

Para aumentar o fator de concentracdo um volume maior de amostra em
concentragdo inferior a estudada deve ser realizado. Porém, nédo foi possivel o
estudo devido a baixa permeabilidade, resultando em fluxo de analise menor que

1 mL.min™, o que levaria a um tempo de preparo de amostra muito longo.
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Estudos em concentragdes inferiores ndao foram realizados, pois o fator de
concentracdo da técnica para as condicdes otimizadas foi de duas vezes e
concentracfes menores estavam abaixo do limite de quantificacdo da analise por
LC-UV.

O método DPX/LC-UV néo foi validado pois apresentou baixa sensibilidade

analitica.

5.5 MONOLITOS STY/DVB COMO FASE EXTRATORA PARA SPE

Os monolitos avaliados como fases extratoras para cartucho SPE foram os
sintetizados via polimerizacdo em emulséo de alta fase interna. O monolito EO3
apresentou uma baixa permeabilidade da amostra limitando o fluxo de extracdo a
3 mL.mim™, aumentando o tempo de andlise, o inviabilizando para o método
proposto. Os monolitos E01, E02 e EO02/PPY, apresentaram limite de fluxo de
extracdo de 15 mL.min™, sendo portanto selecionados para serem avaliados como

fase extratora para o0 método SPE.

Em cartuchos comerciais de 6 mL a massa de fase extratora varia de 500 a
1000mg. Como exemplo desses cartuchos contendo estireno-divinilbenzeno como
fase extratora podemos citar: BOND ELUT PLEXA® (Agilent) possui 500 mg de fase;
ENVI-CHROM P® (Supleco) possui 500 mg de fase com poros de 110-175 A;
SAMPLIQ PS-DVB® (Agilent) possui 1000 mg de fase com area superficial de
600m?.g™* e tamanho de particulas 75-160 um

A massa de fase extratora empregada nos cartuchos foi de 200 mg, inferior a
massa dos cartuchos comerciais. A fase de fase presente no cartucho é
reprodutivel, uma vez que o volume de emulsdo adicionado ao cartucho é

guantitativo.
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5.5.1 EFICIENCIA DA FASE EXTRATORA PARA O METODO SPE

Para a avaliacdo da eficiéncia de extracdo SPE das fases monoliticas
selecionadas, as variaveis intrinsecas ao método SPE (vaz&o, volume de amostra,
pH da amostra, solvente de dessorcdo e volume do solvente de dessorgéo) foram
mantidas constantes e somente a fase extratora foi modificada.. Os monolitos EO01,
E02 e EO02/PPY foram utilizados para verificar a eficiéncia de extracdo de 200 mL de
uma amostra de agua branco de referéncia fortificada com os herbicidas triazinicos
ja mencionados anteriormente, na concentracdo de 20 ng.mL™. O fluxo de extrac&o
foi de 2 mL.min™, os analitos extraidos foram dessorvidos com 5 mL de acetato de

etila.

O grafico da Figura 29 mostra os valores de recuperagcdo absolutos dos
analitos nas diferentes fases extratoras avaliadas. O monolito E02 apresentou uma
maior eficiéncia de extracdo, quando comparado ao monolito EO1, como mostrado
no grafico da Figura 29, que pode ser atribuido a maior area superficial devido a
presenca do diluente tolueno, durante o processo de sintese. Podemos verificar uma
maior porcentagem de recuperacdo e consequentemente uma maior eficiéncia de

extracdo para o monolito EO02/PPY. Essa melhor recuperacdo € resultado das

interag6es do tipo 4cido-base e = - 7 entre o polipirrol da fase extratora e o soluto.

Conforme resultados apresentados na Figura 29, fica evidenciada a melhor
eficiéncia de extracdo para o monolito EO2/PPY, assim sendo, o mesmo foi

selecionado para otimizar e validar o método de extracéo.



94

FIGURA 29 EFICIENCIA DE EXTRAQAO DAS FASES EO01, E02 E E02/PPY PARA
O METODO SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

5.5.2 REUSO DA FASE EXTRATORA EO02/PPY

Para avaliar a possibilidade de reutilizagdo do cartucho contendo a fase
EO02/PPY, foi realizada uma etapa de limpeza eluindo 5 mL de metanol grau HPLC.
Apos a limpeza, foi verificado que ndo houve a presenca de sinal analitico relativos

aos picos de interesse, indicando o0 seu reuso.

Foi avaliado e eficiéncia de extracdo do cartucho EO2/PPY apds 10 extracdes.
Os valores de recuperacdo absoluta dos herbicidas e os coeficientes de variacao

estao ilustrados na Tabela 11.
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TABELA 11 RECUPERACAO ABUSOLUTA E COEFICIENTE DE VARIACAO DO
CARTUCHO E02/PPY APOS 10 EXTRACOES

Recuperagédo Absoluta  Recuperacdo Absoluta

Triazina 12 Extracao (%) Apos 10 Extracdes (%) CV. (%)
Simazina 75,9 66,0 9,9
Simetrina 86,5 77,4 7,8
Atrazina 86,7 78,3 7,2
Ametrina 81,0 75,5 50
Propazina 73,3 71,7 1,6
Prometrina 80,1 82,9 2,4
Terbutrina 84,4 82,8 1,4

Fonte: Do autor

A auséncia de sinal analitico relativos aos picos de interesse ap0s a etapa de
limpeza e coeficiente de variagdo de recuperagdo absoluta abaixo de 15% apés 10
extracdes no cartucho indicam que a fase extratora pode ser reutilizada sem perda

de sua eficiéncia.

5.5.3 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO SPE

As variaveis do processo de extragdo otimizadas foram: fluxo de extracao,
volume de amostra, solvente de dessorcdo, volume de solvente de dessorcdo e
adicdo de sal (NaCl). Todos os parametros de otimizacdo foram realizados em
triplicata. O extrato foi seco com nitrogénio gasoso e em seguida resuspendido em

1 mL de uma mistura 50:50 (v/v) de agua:acetonitrila.
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Para garantir resultados reprodutivos, a velocidade de eluicdo da amostra
pelo cartucho (fluxo de extracdo) deve ser quantitativa. O fluxo de extracao através
dos cartuchos é um fator muito importante, uma vez que diminui o tempo de preparo
das amostras e, consequentemente, de analise. Em contrapartida, altos fluxos
podem diminuir o tempo de equilibrio necessério na adsorgéo, levando a diminuigédo
na eficiéncia da recuperacdo dos compostos estudados (CAVALCANTE et al,
2007).

Para otimizar o fluxo de extragéo, foi eluido 150 mL de uma amostra de agua
branco de referéncia fortificada com os herbicidas de estudo na concentracdo de
20 ng.mL™, os analitos foram dessorvidos com 5 mL de acetato de etila. Os fluxos de
extracdo avaliados foram: 2, 6, 10 e 15 mL.min™. O fluxo que obteve uma maior
porcentagem de recuperacdo para todos os herbicidas, foi o de 10 ml.min™, onde o
tempo de equilibrio de adsorcao foi favorecido (Figura 30).

FIGURA 30 OTIMIZAC}AQ DO FLUXO DE EXTRACAO DO METODO SPE/LC-UV
PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor
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A eluicdo do analito ocorre melhor com um solvente com a maior forca
eluotropica em relacdo a fase extratora utilizada, minimizando assim o volume total
de eluicio e maximizando o efeito de concentracdo. No entanto, outras
consideracdes, como a compatibilidade do solvente com a instrumentacéao analitica
para a determinacgéo final, ou a necessidade de reduzir manipulagédo de amostras
adicionais, tais como troca de solvente, pode ditar a selecédo de solvente. (WELLS,
2000). Para otimizar o solvente de dessorcao, foi eluido, no fluxo de 10 ml.min™,
150 mL de uma amostra de agua branco de referéncia fortificada com os herbicidas
em estudo na concentracdo de 20 ng.mL™. Os analitos foram dessorvidos com 5 mL
de solvente. Os solventes de extracdo avaliados foram: acetato de etila,
diclorometano, heptano, 2-propanol, tetrahidrofurano e tolueno. A forca eluotropica

(¢°) de cada um desses estd ilustrada na Tabela 12.

TABELA 12 SERIE ELUOTROPICA UTILIZADA NA SELEGAO DO SOLVENTE DE
DESSORCAO

Solvente g’
Acetato de Etila 0,45
Diclorometano 0,32
Heptano 0,00
2-Propanol 0,63
Tetrahidrofurano 0,35
Tolueno 0,22

Fonte: adaptada de (LANCAS, 2004)

A Figura 31 mostra os dados de recuperacdo absoluta para os herbicidas,
obtidos com cada um dos solventes utilizados para otimizar o solvente de
dessor¢cdo. De acordo com os resultados da Figura 31 as porcentagens de
recuperacdo, em fungédo do uso do solvente, para a maioria dos herbicidas diminui
com seguinte ordem: THF>diclorometano>2-propanol>acetato de etila>tolueno>
heptano.
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FIGURA 31 OTIMIZACAO DO SOLVENTE DE DESSORCAO DO METODO
SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Apesar do THF se mostrar o melhor solvente para dessor¢cao dos analitos, ele
também extraiu polipirrol da fase, o que resulta em perda da eficiéncia da fase,
inviabilizando a reutilizacdo do cartucho. O diclorometano também se mostrou um
bom solvente de dessorcdo para os analitos, no entanto um solvente ruim para a
fase extratora uma vez que tornou o monolito E2/PPY quebradi¢co. O 2-propanol se
apresentou inviavel, pois formou aze6topo com a agua tornando a etapa de
secagem do extrato demorada. Com isso 0 solvente selecionado para estudos

posteriores foi 0 acetato de etila.

Para otimizar o volume do solvente de dessorcéo, foi eluido, no fluxo de
10 mL.min™, 150 mL de uma amostra de 4gua branco de referéncia fortificada com
os herbicidas de estudo na concentracdo de 20 ng.mL™*. Empregando acetato de
etila como solvente de dessorcao os volumes de 1, 3 e 5 mL foram avaliados para
obtencdo de maxima eficiéncia de dessor¢cdo em menor tempo de analise. O volume
de solvente que obteve a maior porcentagem de recuperagao para os herbicidas, foi
a dessorgcdo com 5 mL de acetato de etila (Figura 32). Volumes maiores que 5 mL
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nao foram avaliados para reduzir o consumo de solvente e reduzir os efeitos nocivos

gerados pelo uso excessivo de solventes organicos.

FIGURA 32 OTIMIZACAO DO VOLUME DE SOLVENTE DE DESSORCAO DO
METODO SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Para otimizar o pH da amostra, foi eluido, no fluxo de 10 mL.min™, 150 mL de
uma amostra de agua branco de referéncia fortificada com os herbicidas de estudo
na concentracdo de 20 ng.mL™. Os valores de pH avaliados foram 3, 7 e 9. Os
analitos foram dessorvidos com 5 mL de acetato de etila. De acordo com as
porcentagens de recuperacdo verificamos que o preparo de amostra é pouco
dependente do pH, para a maioria do herbicidas, sendo levemente favorecido em pH
neutro (Figura 33). Em pH neutro os herbicidas triazinicos encontram-se totalmente
na forma nao i6nica (pKa entre 1,65 e 4,30). Em pH 3,0 o polipirrol esta na sua
forma protonada e os herbicidas totalmente ou parcialmente na forma i6nica. Em
pH 9,0 o polipirrol esta na sua na forma desprotonada e os herbicidas na forma nao
idnica (PEI; QIAN, 1991). Esses resultados indicam que o mecanismo de interacao
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entre os analitos e a fase extratora ndo € favorecida por mecanismos ibnicos e sim

por interacdes n-m.

FIGURA 33 OTIMIZACAO DO pH DA AMOSTRA DO METODO SPE/LC-UV PARA
ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Outro parametro a ser avaliado trata-se da adicdo de sal (forca ibnica) na
matriz aquosa. Com a adicdo de sal em solucdo aquosa, as moléculas de agua
tendem a formar uma esfera de hidratacdo em volta dos ions do sal, reduzindo a
disponibilidade das moléculas de agua livres para dissolver o soluto. Dessa forma, a
atividade ou a concentracdo efetiva do soluto em solugdo aumenta a eficiéncia do
processo SPE. Para solutos na forma nao dissociada o efeito “salting out” é
esperado. Em contrapartida, com o aumento da forca ibnica, os ions do sal
adicionado podem interagir com o0 soluto em solugcdo por meio de interacdes
eletrostaticas ou covalentes, diminuindo a difusdo do soluto para a fase extratora
(WELLS, 2000), (WELLS; RIEMER; WELLS-KNECHT, 1994).
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Para otimizar a adicdo de sal na amostra, 150 mL da amostra de agua branco
de referéncia fortificada com os herbicidas em estudo na concentracdo de
20 ng.mL™ foi eluida no fluxo de 10 mL.min™* com dessorgéo em 5 mL de acetato de
etila. Foi adicionado na amostra concentracfes de 5, 10, 15 e 20% de NaCl (m/m). A
concentracédo de sal de 10% obteve a maior porcentagem de recuperacao para a
maioria dos analitos (Figura 34). Para concentracdes acima de 10%, pode ter havido
aumento da viscosidade do meio, diminuindo, portanto, a velocidade de difusdo do

soluto da amostra para a fase extratora (ALBANIS et al., 1998).

FIGURA 34 OTIMI;ACAO DA ADICAO DE SAL DO METODO SPE/LC-UV PARA
ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: do autor

7z

Para que se obtenha a eficiéncia maxima de extracdo, € necessario
determinar o volume maximo de amostra que deve ser utilizado para que se obtenha
a maior recuperagdo possivel do analito. Para otimizar o volume de amostra, a
amostra de agua branco de referéncia foi fortificada com os herbicidas de estudo na

concentracdo de 20 ng.mL™. Os volumes de amostras avaliados foram: 100, 200,
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300 e 500 mL de amostra, com eluicdo de 10 mL.min™ e dessor¢do com 5 mL de
acetato de etila.

O volume de amostra que obteve a maior porcentagem de recuperacao, foi de
300 mL. Acima desse volume observou-se a saturacdo da fase, o que resulta em

uma menor porcentagem de recuperacéo (Figura 35).

FIGURA 35 OTIMIZA(;AOADO VOLUME DE AMOSTRA DO METODO SPE/LC-UV
PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor

Desta forma, segundo pardmetros avaliados a condi¢do otimizada para o
processo de extracdo SPE utilizando como fase extratora o monolito E02/PPY
foram: 300 mL de volume de amostra com adicéo de 10% de cloreto de sodio, fluxo

de 10 mL.min™, 5 mL de acetato de etila como solvente de dessorcao.



103

5.5.4 VALIDACAO DO METODO SPE/LC-UV

Empregando as condicbes otimizadas, algumas figuras de mérito foram

verificados para o método SPE-LC/UV proposto.

O método SPE/LC-UV proposto foi validado segundo normas estabelecidas
no manual de garantia da qualidade analitica do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) sobre validacdo de métodos analiticos de residuos e

contaminantes em alimentos.

5.5.4.1 Seletividade do método SPE/LC-UV

Segundo o manual de garantia da qualidade analitica do MAPA, a
seletividade é a capacidade do procedimento analitico de discriminar entre a
substancia a analisar e substancias analogas (isbmeros, metabdlitos, produtos de
degradacdo, substancias endogenas, componentes da matriz, isGbaros e
componentes que possam gerar interferéncia poliatbmica, entre outras). A
verificagdo da seletividade do procedimento analitico deve ser realizada a partir da
comparacao entre os sinais (resposta instrumental) advindos do processamento da
matriz, do extrato da matriz fortificada e do analito puro em solvente (BRASIL -
MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011).

A seletividade do método SPE/LC-UV é demonstrada por meio dos
cromatogramas da agua branco de referéncia fortificado no LOQ, e da agua branco
de referéncia ilustrados na Figura 36. Na amostra branco de referéncia, o sinal

analitico dos interferentes no tempo de retencdo das triazinas foi inferior a 20% do
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sinal cromatografico dos analitos em concentracfes correspondentes ao limite de
quantificacao

FIGURA 36 CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE AGUA BRANCO DE
REFERENCIA E DA AMOSTRA DE AGUA BRANCO DE REFERENCIA
FORTIFICADA NO LIMITE DE QUANTIFICACAO REFERENTE AO METODO
SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS.
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Fonte: Do autor.

5.5.4.2 Linearidade do método SPE/LC-UV

A linearidade do método padronizado foi determinada utilizando amostras de
agua branco de referéncia fortificadas com os herbicidas de estudo nas
concentracdes de 0,5, 1, 5, 10, 20 e 50 ng.mL™. Os intervalos avaliados

apresentaram-se lineares com coeficientes de correcdo maiores que 0,982 conforme
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Tabela 13. As curvas analiticas obtidas e os gréficos de residuos podem ser

observadas nas Figuras 37, 38, 39, 40, 41, 42 e 43. Nos gréficos de residuos

podemos observar aleatoriedade dos residuos, mostrando heterocedasticidade.

TABELA 13 LINEARIDADE, LIMITE DE QUANTIFICACAO E COEFICIENTE DE
VARIACAO DO METODO SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS.
Regresséo Linear LOQ
Triazina r?
0,5-50 ng.mL™ (hg.mL™)
Ametrina y=12561,15+94561,80x 0,996 0,5
Atrazina y=5158,66+97124,79x 0,997 0,5
Prometrina y=4168,76+89649,57x 0,999 0,5
Propazina y=3173,84+94915,30x 0,997 0,5
Simazina y=43602,19+114061,49x 0,982 0,5
Simetrina y=6457,17+124632,85x 0,992 0,5
Terbutrina y=-2058,02+78726,40x 0,993 0,5

Fonte: Do autor.

A faixa de linearidade avaliada no método SPE/LC-UV (0,5-50 ng.mL™)
abrange desde os limites de monitoramento ambiental de agua estabelecido pelo

CONAMA (< 2ug.L™) até os limites méximo residual em alimentos estabelecidos pela

ANVISA (0,02-0,25 mg.kg™).
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FIGURA 37 (A) CURVA ANALITICA DA AMETRINA E (B) GRAAFICO DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS
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FIGURA 38 (A) CURVA ANALITICA DA ATRAZINA E (B) GF{AFICO DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS

- ANOVA
L DF  Sumof Squares  Mean Square FYalue Prob=F
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FIGURA 39 (A) CURVA ANALITICA DA PROMETRINA E (B) GFgAFlco DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS

- ANOA
OF  Sum of Squares | Mean Square F Value Prob=F
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FIGURA 40 (A) CURVA ANALITICA DA PROPAZINA E (B) GRAFICO DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS
-1 ANOVA
L OF | Sum of Sguares | Mean Sguare FWzlue Prob=F
Model 1 118327397 11832,7397 | 170076527 | 2,06615E-6
Mean Error 4 27,82921 6,9573
Total & 11860,56891
5000000
a
®  Propazina
= +
4000000 y2 3173,84+94915,30x
r'=0,997
.8 3000000
o
o
©
©
§ 2000000 -
<
1000000
A
0—II T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Concnetragéo ( ng.mL'ﬂ)
[ m  Residual of Mean
200000 -
| |
& 100000 -
[}
=
©
g
[
g o :
[0}
Y | |
| |
-100000 -
B
T T T
0 20 40 60

Fonte: Do autor.

Independent Variable



110

FIGURA 41 (A) CURVA ANALITICA DA SIMAZINA E (B) GRAAFICO DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS
- ANOA
L OF  Sumof3guares  Mean Square FValue Prob=F
Model 1 3911 68275 3911 68275 27257013 T BB218E-5
Mean | Error 4 5740442 14, 35111
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FIGURA 42 (A) CURVA ANALITICA DA SIMETRINA E (B) GFiAFICO DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS

- ANOA
L OF | Sum of 3guares  Mean Square FValue Prob=F
Model 1 183965704 183965704 63085195 | 1,49183E-5
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FIGURA 43 (A) CURVA ANALITICA DA TERBUTRINA E (B) GFgAFlco DE
RESIDUOS DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS

TRIAZINAS
- ANOA
DF  Sum of Squares  Mean Sguare FWalue Prob=F
Model 12349 42706 12349 42706 73575081 1,09841E-5
Mean  Error G7,13913 16,7848
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5.5.4.3 Limites de Deteccao e de Quantificagdo do método SPE/LC-UV

O limite de quantificacdo (LOQ) foi determinado como a menor concentracao
da curva analitica, onde se pode quantificar os analitos com precisdo e exatidao,
considerando o coeficiente de variagdo (C.V.) inferior a 15%. O LOQ foi também
determinado pelo sinal cromatografico dez vezes superior a qualquer interferéncia

da amostra branco, no tempo de retencao das triazinas.

O cromatograma obtido da andlise simultanea das triazinas em amostras de
agua na concentracao referente ao limite de quantificacdo pode ser observado na

Figura 44.

FIGURA 44 CROMATOGRAMA REFERENTE AO LIMITE DE QUANTIFICACAO
DO METODO SPE-LC/UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS
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Fonte: Do autor.
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Para a determinacdo dos limites de quantificacdo e deteccdo, em técnicas
analiticas em geral, o método mais utilizado € o da relacdo sinal-ruido, porém em
técnicas analiticas de separacdo, como as cromatograficas, a medicao do ruido néo
e trivial e as vezes subjetiva (ja que a curva analitica é construida com a area e nao
somente o sinal do detector). Além disso, tanto o LOD quanto o LOQ podem ser
afetados pelas condi¢cdes cromatogréficas. Picos maiores aumentam a relacao sinal-
ruido, resultando em LOD e LOQ mais baixos. Além disso, a determinacao
cromatografica desses parametros deve considerar tanto o tipo quanto o tempo de
uso da coluna. O melhor caminho para resolver este problema do calculo do LOD e
LOQ é utilizar o método baseado nos parametros da curva analitica contendo a

concentracdo do LOQ, que é estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al., 2004).

Os Limites de deteccéo e quantificacdo, com base nos parametros da curva
analitica estdo apresentados na Tabela 14.

TABELA 14 LIMITES DE DE'[ECQAO E QUANTIFICACAO DO METODO SPE/LC-
UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS

Triazina LOD (ng.mL™) LOQ (ng.mL™")  LOQesperimental (Ng.ML™)
Ametrina 0,22 0,72 0,5
Atrazina 0,07 0,23 0,5
Prometrina 0,12 0,42 0,5
Propazina 0,18 0,62 0,5
Simazina 0,10 0,34 0,5
Simetrina 0,13 0,44 0,5
Terbutrina 0,18 0,59 0,5

Fonte: Do autor.
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5.5.4.4 Recuperacdo do método SPE/LC-UV

Na Tabela 15 encontram-se os valores de recuperagao absoluta e C.V. inter
ensaio das triazinas para o método SPE/LC-UV em amostras de agua branco de
referéncia enriquecidas em trés niveis de concentracdo, baixo (0,5 ng.mL™*- LOQ),
médio (10 ng.mL™) e alto (50 ng.mL™); para cada concentracdo os testes foram

realizados em replicata (n=5).

TABELA 15 RECUPERAGAO E COEFICIENTE DE VARIAGAO INTER-ENSAIO
DO METODO SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS NAS
CONCENTRACOES DE 0,5 ng.mL™?, 10 ng.mL™* E 50 ng.mL™

Concentragao Massa Massa  Recuperacao cv.

Triazina ~ Amostra Fortificada Adicionada  Obtida Absoluta %)
(ng.mL™) (ng) (ng) (%)

0,5 150,00 157,35 104,9 12,2

Ametrina 10,0 3000,00 2295,00 76,5 1,7

50,0 15000,00 12495,00 83,3 1,8

0,5 150,00 153,75 102,5 14,0

Atrazina 10,0 3000,00 2328,00 77,6 0,6

50,0 15000,00 13410,00 89,4 3,5

0,5 150,00 157,50 105,0 7,5

Prometrina 10,0 3000,00 2358,00 78,6 2,2

50,0 15000,00 13350,00 89,0 1,0

Continua
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CONTINUAGAO TABELA 15 RECUPERAGAO E COEFICIENTE DE VARIAGAO
INTER-ENSAIO DO METODO SPE/LC-UV PARA ANALISE SIMULTANEA DAS
TRIAZINAS NAS CONCENTRACOES DE 0,5 ng.mL™?, 10ng.mL™* E 50ng.mL™.

Triazina Concentracao Massa Massa Recuperacéo C.V.
Amostra Fortificada Adicionada  Obtida Absoluta (%)
(ng.mL™) (ng) (ng) (%)

0,5 150,00 124,95 83,3 11,6

Propazina 10,0 3000,00 2244,00 74,8 2,4
50,0 15000,00 11325,00 75,5 1,1

0,5 150,00 136,50 91,0 9,1

Simazina 10,0 3000,00 2250,00 75,0 1,5
50,0 15000,00 11265,00 75,1 8,5

0,5 150,00 126,30 84,2 8,5

Simetrina 10,0 3000,00 2430,00 81,0 2,7
50,0 15000,00 13200,00 88,0 4,7

0,5 150,00 151,50 101,0 11,1

Terbutrina 10,0 3000,00 2508,00 83,6 1,2
50,0 15000,00 14250,00 95,0 1,2

Fonte: Do autor.

De acordo com os resultados obtidos verificamos que a recuperagao absoluta
e o0 coeficiente de variacdo para 0 método se mostraram satisfatorios para o
monitoramento ambiental segundo o manual de garantia da qualidade analitica do
MAPA. No entanto podemos ressaltar que a diminuicdo das taxas de recuperacéo
com aumento da concentracdo pode ser atribuida as caracteristicas adsortivas da
fase extratora. Em baixas concentracfes diminuem a competicdo pelos sitios da

superficie, aumentando, portanto, a capacidade da fase extratora.
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5.5.5 APLICABILIDADE DO METODO SPE/LC-UV

As figuras de mérito avaliadas e apresentadas na Tabela 16 estdo de acordo
com o manual de garantia da qualidade do MAPA (BRASIL - MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011) e apresentou limite de
qguantificacdo que atende as exigéncias da ANVISA e CONAMA para monitoramento

ambiental.

TABELA 16 FIGURAS DE MERITO AVALIADAS NO METODO SPE/LC-UV PARA
ANALISE SIMULTANEA DAS TRIAZINAS

Parametro Exigido Pelo MAPA Parametro Validado

N&o houve sinal analitico

O sinal do interferente deve ser < 30% dos interferentes no tempo

Seletividade do sinal na concentracdo do menor de retencao das triazinas

nivel calibrado. em concentragoes

correspondentes ao LOQ.

Os intervalos avaliados

Os residuos de regresséo individuais apresentaram-se lineares

. _ ndo devem ser maiores que * 20% em com coeficientes de
Linearidade o . . .
relacdo a resposta obtida na curva de correcao maiores que
calibragao. 0,982 e os residuos
heterosedasticos.

O procedimento analitico deve ser
. ) As taxas de Recuperagao
Recuperacdo capaz de recuperar, em cada nivel de _ )
absoluta obtidas variaram

de 74,8-105,0% com
CV<s14,0

e Preciséo fortificacdo de 70% a 120% em média
Inter-Ensaio para todos os analitos, com uma
precisao de CV < 20%.

Continua
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CONTINUACAO TABELA 16 FIGURAS DE MERITO AVALIADAS NO METODO
SPE/LC-UV

Parametro Exigido Pelo MAPA Parametro Validado

Nivel mais baixo no qual foi

o demonstrado que os critérios de 1 .
Limite de _ o _ 0,5 ng.mL™" para analise
. veracidade e precisédo foram atendidos, R o
Quantificacéo o ] . simultanea das 7 Triazinas
desde que a relacao sinal/ruido seja

superior a seis (S/R = 6).

Limite d Nivel onde a concentracdo do analito 0,10-0,22 ng.mL™ para
imite de
. produz um sinal de trés vezes a razao analise simultanea das
Deteccgéo . ] , o
sinal/ruido do equipamento. 7 Triazinas

Fonte: Do autor.

Atualmente, existem varios métodos de extracdo e estdo disponiveis
comercialmente varias fases de SPE, e ha ainda um grande namero de novas fases
reportadas em artigos cientificos. Nao foram encontradas referéncias citando o
copolimero Sty-DVB recoberto com polipirrol (PPY), sendo empregado como fase

extratora.

Para fins de comparacdo, com a fase desenvolvida nesse trabalho, foram
buscadas referéncias em métodos de extracao para preparo de amostras contendo
herbicidas triazinicos, com o intuito de ratificar a eficiéncia da fase EO02/PPY
desenvolvida, é apresentada a seguir, uma breve comparacéao frente a outras fases

extratoras e outros métodos de analise.

O herbicida prometrina foi analisado empregando o método de extracao
denominado Extragdo por Ponto de Nuvem, e analisado por LC-UV, tendo sido
obtidos valores de recuperacdo entre 96-99% para amostras de agua e entre
87-93% para amostras de solo. Em ambos os casos, as amostras foram fortificadas

nas concentracdes entre 0,4-10 mg.kg™ (ZHOU et al., 2009).

A técnica de extracdo in-tube foi empregada para a extracdo de herbicidas
triazinicos e posterior analise através de cromatografia liquida capilar e deteccao por
arranjo de fotodiodos, c-LC-UV-DAD. Neste trabalho foram analisados os herbicidas
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atrazina, propazina e terbutilazina, na faixa de 0,25-50 pg.L™, sendo obtidos valores
de LOD de 0,02 pg.L™" para a terbutilazina, e 0,04 pg.L™ para a atrazina e propazina,
com taxas de recuperacdo absoluta maximas de 106%, 114%, e 120%
respectivamente (MOLINER-MARTINEZ et al., 2015).

Os herbicidas propazina e terbutrina em matrizes de solo e agua tratada
foram determinados aplicando a microextragdo com sorvente empacotado (MEPS)
seguida de analise por LC-UV. Na faixa de linearidade estudada (1-500 ng.mL™), os
limites de quantificacdo obtidos variaram entre 0,175-1,98 ng.mL™?, os limites de
deteccdo para a propazina foram de 0,042 ng.mL™ (4gua) e 0,039 ng.mL™ (solo) e
para a terbutrina, 0,043 ng.mL™ (4gua) e 0,040 ng.mL™ (solo), com percentuais de
recuperacdo de 87,8% (agua) e 86,7% (solo) e 84,8% (agua) e 82,1% (solo),
respectivamente (KAUR et al., 2014).

A microextracdo em fase solida foi empregada, acoplada on-line a
cromatografia liquida capilar, SPME/c-LC, e comparada a extracao in-tube/c-LC (nas
modalidades de coluna empacotada e coluna aberta), para a andlise de herbicidas
em amostras de agua. Os herbicidas analisados foram simazina, atrazina,
propazina, ametrina, prometrina e terbutrina. Usando SPME convencional o0s
percentuais de recuperacdo obtidos variaram entre 0,27 -1,96% e os limites de
deteccdo de 25-125 pg. L™ usando in-tube/coluna aberta as recuperacées variaram
de 0,84-6,2% e os limites de deteccdo de 0,1-1,0 pg.L™; usando in-tube/coluna
empacotada as recuperacbes variam de 79-131% e os limites de deteccéo
0,025-0,5 pg.L™* (CHAFER-PERICAS; HERRAEZ-HERNANDEZ; CAMPINS-FALCO,
2006).

Nanofibras ocas de polibutileno tereftalato recobertas com polipirrol
(PBT/PPY) foram sintetizadas e aplicadas para a extragdo de triazinas via
SPME/CG-MS, a linearidade do método foi de 0,3-500 ng.mL™ (ametrina e
terbutrina) e de 0,5-500 ng.mL™ (atrazina) onde foram obtidos limites de deteccéo
entre 0,05 ng.mL™ (ametrina e terbutrina) e 0,09 ng.mL™ (atrazina) e taxas de
recuperacdo entre 94% (atrazina) e 95% (ametrina e terbutrina) (BAGHERI,
REZVANI; BANIHASHEMI, 2016).
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Uma fase baseada em nanofios de polipirrol, sintetizados em solugéo
contendo brometo de cetiltrimetilamdnio foi aplicada em MEPS/CG-MS na analise de
atrazina, ametrina e terbutrina. Os valores de recuperacédo foram de 55% (atrazina),
98% (ametrina) e 96% (terbutrina), a linearidade do método foi de 0,5-500 ng.mL™ e
os limites de deteccéo foram de 0,04 ng.mL™ (atrazina) 0,05 ng.mL™ (ametrina) e
0,02 ng.mL™ (terbutrina) (BAGHERI; AYAZI, 2011).

Considerando os valores apresentados na bibliografia e comparando-os com
aqueles obtidos para a fase E02/PPY sintetizada, € possivel afirmar que os limites
de deteccéo e as taxas de recuperacao alcancados estdo em acordo com a maior
parte dos trabalhos citados, e inclusive apresenta valores de LOD e LOQ inferiores

aos previstos na legislacdo nacional.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Polimeros monoliticos a base Sty/DVB foram sintetizados via polimerizacao
em massa e emulsdo de alta fase interna. Os monolitos apresentaram
preferencialmente  estrutura  macroporosa indicada pelas analises de

adsorcao/dessorcao de nitrogénio e microscopia eletronica de varredura.

O monolito via polimerizacdo em massa foi preparado em ponteira de pipeta
descartavel e o monolito via polimerizacdo em emulsdo de alta fase interna foi

preparado em cartucho.

A superficie do monolito preparado via polimerizacdo em emulsao de alta fase
interna (E02) foi modificada com polipirrol, onde o recobrimento da superficie do
monolito foi efetiva. A morfologia do monolito foi mantida apdés a modificacdo

quimica.

O monolito preparado via polimerizagdo em massa, foi aplicado como fase
extratora para DPX para andlise de triazinas em agua. O monolito avaliado (M03)
apresentou um fator de concentracdo de duas vezes e a recuperacdo absoluta

variou de 28 a 64% para as triazinas.

O monolito preparado via polimerizagdo em emulséo de alta fase interna e o
monolito modificado com polipirrol foram avaliados como fase extratora para SPE, e
o monolito modificado (E02/PPY) apresentou maior seletividade e por isso maior

porcentagem de recuperacao devido a presenca do polipirrol.
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O monolito E02/PPY, apresentou condi¢cdes de reuso, sem perda da eficiéncia

de extracao apos 10 extracoes.

As condicbes de extracdo do cartucho contendo o monolito E02/PPY foram
otimizadas, e a condicéo otimizada foi utilizada para a validacdo do método SPE/LC-
uVv.

O método SPE/LC-UV validado apresentou linearidade na faixa de
concentracdo de 0,5-50 ng.mL™ e recuperacéo que variou de 75 a 105 % com C.V.

menores que 15%.

O limite de quantificacdo do método SPE/LC-UV foi de 0,5 ng.mL™ para todos
os analitos, atendendo a legislacdo nacional para a analise de alimentos e aguas

superficiais.

Desta forma, os resultados obtidos apontam para o uso de fases monoliticas
como promissora ferramenta em técnicas de preparo de amostras desde escala
convencional (SPE) a miniaturizadas como DPX. Os métodos desenvolvidos neste
estudo apresentaram sensibilidade e seletividade adequados para analises de

triazinas em amostras de agua por cromatografia liquida com deteccao UV.
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