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RESUMO

Titulo: Preparacdo e Caracterizagdo de Fases Estacionarias de Dimetil-Metil-Fenil
Siloxano Sobre Silica Para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Autora: Josimara Lourenco

Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a coluna ¢ freqiientemente
considerada como o “coracdo do sistema cromatografico”, pois ¢ nela que ocorre a
separagdo. Dessa forma, a busca por fases estaciondrias capazes de realizar separagdes com
alta eficiéncia e desempenho tem sido uma constante em muitos laboratdrios de pesquisa.

Polissiloxanos fenil substituidos tém sido extensivamente utilizados em
cromatografia gasosa, mas a sua aplicacdo em CLAE tem despertado pouca atencdo. Neste
trabalho foram preparadas fases estaciondrias para CLAE, com grupos fenil, a partir da
sor¢cao e subseqiiente imobilizacdo por tratamento térmico do copolimero de dimetil(52-
48%)-metil-fenil(48-52%) siloxano sobre a silica (Kromasil, 5 pm).

Medidas da quantidade de carbono, volume de poro, area superficial especifica,
espectroscopia no infravermelho ¢ RMN de °C e *’Si foram realizadas para caracterizar
fisico-quimicamente as fases estaciondrias. Também foram feitas avaliagdes
cromatograficas utilizando misturas teste de compostos organicos de diferentes polaridades.

As fases estaciondrias preparadas a partir do copolimero de dimetil(52-48%)-metil-
fenil(48-52%) siloxano sobre a silica e imobilizadas termicamente a 150 °C, por 4,5 horas
apresentaram alta eficiéncia (77000 N m’), picos simétricos (As = 0,9) e bom desempenho
cromatografico. Os parametros cromatograficos indicaram que o tratamento térmico
melhorou o desempenho das fases estaciondrias e proporcionou um aumento da

estabilidade frente a fases moveis neutras e alcalinas.
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ABSTRACT

Title: Preparation and Characterization of Stationary Phases of Copolymer of Dimethyl-
Methyl-Phenyl Siloxane on the Silica for High Performance Liquid Chromatography.
Author: Josimara Lourenco

Supervisor: Dr. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

In high-performance liquid chromatography (HPLC), the column is frequently
considered as the “heart of the chromatographic system”, because is in the column that the
separation occurs. In this way, the search for stationary phases able to achieve separations
with high efficiency and performance has been a constant in many research laboratories.

Phenyl substituted polysiloxanes have been used extensively in gas
chromatography, but their application in HPLC has received little attention. In this work
were prepared stationary phases for HPLC, with phenyl groups, using sorption and
subsequent thermal immobilization of the copolymer of dimethyl(52-48%)-methyl-
phenyl(48-52%) siloxane on silica (Kromasil, 5 pm).

Measurement of amount of carbon, pore volume, specific surface area, infrared
spectrum and NMR of °C and *’Si were used to physical-chemically characterize the
stationary phases. Chromatographic evaluations using test mixtures of organic compounds
of different polarity were also carried out.

The stationary phases prepared from the copolymer of dimethyl(52-48%)-methyl-
phenyl(48-52%) siloxane on silica gel and thermally immobilized for 4.5 h at 150 °C show
high efficience (77000 N m™), symmetrical peaks (As = 0.9) and good chromatography
performance. The chromatographic parameters show that the thermal treatment improved
the performance of stationary phases and provided an increase of stability in neutral and

basic mobile phases.
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1. INTRODUCAO

A analise qualitativa e quantitativa de uma substancia compreende varias etapas, como a
amostragem, preparagdo da amostra, separa¢do, identificacdo, integracdo e calculos. A separagao,
identificagdo e determinagdo das substancias presentes em uma amostra pode ser realizada
usando cromatografia.

Essencialmente, a cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas
fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria (fase estaciondria)
enquanto a outra (fase movel) ¢ percolada através dela em uma dire¢io definida'. Durante a
passagem da fase moével através da fase estaciondria, os componentes da mistura sao distribuidos
entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes ¢ seletivamente retido, resultando
em migragdes diferenciais destes componentes”.

Existem varias formas de realizar o processo cromatografico. A cromatografia liquida foi
inicialmente feita em colunas de vidro com diametros de 1 a 5 cm e comprimento de 50 a 500
cm. Para assegurar vazdes razodveis a pressdo atmosférica, o didmetro das particulas de fase
estaciondria estava geralmente no intervalo de 150 a 200 um. No inicio do desenvolvimento da
cromatografia liquida, percebeu-se que a eficiéncia da coluna podia ser aumentada através da
diminuicdo do tamanho das particulas da fase estacionaria. Entretanto, somente no final da
década de 1960 foi desenvolvida a tecnologia para a producdo e uso de fases estacionarias com
particulas de didmetro de 3 a 10 um. O nome Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
foi empregado para denominar esses novos procedimentos, que utilizavam equipamentos
sofisticados a altas pressdes”.

As vantagens da CLAE sobre a outra forma de cromatografia liquida, a cromatografia
liquida classica, sdo a resolucdo e eficiéncia alcancadas, que excedem de longe a do método mais
antigo; alta reprodutibilidade, possibilidade de automagdo, reutilizagdo das colunas sem
necessidade de regeneracio e diminuigdo do tempo de analise”.

Como a CLAE, a cromatografia gasosa (CG) ¢ também uma técnica de alto desempenho.
A diferenca mais marcante entre as duas ¢ que em CG sdo analisadas somente substincias
volateis ou volatilizaveis a altas temperaturas sem degradagdo; ou substancias que possuem um

derivado volatil. Cerca de 20% dos compostos organicos conhecidos podem ser analisados por



CG sem tratamento prévio’. Independente da volatilidade e estabilidade térmica, a CLAE requer
somente que a amostra seja solivel na fase mével®. Exceto para algumas substancias, a maioria
dos produtos organicos e inorgdnicos satisfazem essa condigio’. Gragas as suas vantagens e 4 sua
versatilidade, a CLAE tornou-se uma das mais importantes técnicas de separagao.

Atualmente, a CLAE ¢ considerada a técnica mais empregada na industria quimica, mas
suas aplicacdes se estendem a muitas outras areas. Na industria farmacéutica a CLAE ¢
indispensavel no controle de qualidade desde a matéria-prima até o produto final. Em
laboratorios de controle ambiental, a CLAE ¢ utilizada para monitorar e analisar pesticidas e
outros contaminantes em agua e solo. Na industria alimenticia ¢ utilizada para controle e
determinagdo de toxinas e quantificagdo de nutrientes mesmo na presenca de aditivos. Isto sem
contar as suas aplicacdes na area médica, investigagcdes forenses e, desde o final da década de
1980, na area esportiva em exames anti-dopping’.

Convencionalmente, em cromatografia liquida sdo empregadas fases estacionarias polares
e fases moveis apolares. Em CLAE, tornou-se comum a pratica do uso de fases estacionarias
apolares com fases moveis aquosas, contendo varias propor¢des de modificadores organicos
misciveis. Este sistema ¢ conhecido como cromatografia liquida em fase reversa e, em virtude de
sua ampla faixa de aplicacdo, tornou-se, por volta de 1980, o modo de cromatografia dominante’,
sendo até hoje o método mais utilizado para a separacdo de moléculas organicas polares ou
apolares®. Os recheios mais utilizados em fase reversa consistem do suporte e da fase estacionaria

liquida em si.

1.1. Suportes Para Fases Estacionarias

As matrizes dos principais suportes sdo inorganicas ou polimeros organicos. Cada tipo de
material tem seus pros e contras ¢ a escolha de um material apropriado ¢ governada pelas
necessidades da separagao desejada.

Com o avango da tecnologia de polimerizacdo em suspensdo, ¢ possivel preparar
polimeros semi-rigidos macroporosos, principalmente de polimetacrilato ou poliestireno, com
consideravel resisténcia mecanica e boa estabilidade quimica. Contudo, tais polimeros organicos
apresentam baixas eficiéncias e incham quando certos solventes sdo usados como fases moveis,

resultando em uma limitada resisténcia a pressdes elevadas. Os inconvenientes referentes aos



polimeros organicos sdo as razdes pelas quais se utilizam matrizes inorganicas como carbono,
hidroxiapatita, alumina e silica, além de outros dxidos inorganicos’.

A silica gel (SiO;) tem sido o material de suporte preferido em CLAE, pois ¢
mecanicamente estavel as pressdes necessarias para o enchimento das colunas, assim como nas
separacoes; ¢ comercialmente disponivel em uma ampla faixa de tamanho de particulas e poros e
pode ser facilmente modificada para produzir fases estacionarias com diferentes funcionalidades.

Entender a superficie da silica ¢ importante para a interpretacdo de suas propriedades
cromatograficas. Ela consiste em uma rede de grupos silanois (Figura 1), alguns dos quais podem

formar ligacdes de hidrogénio com a 4gua, e grupos siloxano (=Si-0-Si=)®.

H H
SN S
(0] OH OH OH (0) 0]
s N [ 0
Si Si Si: Si: Si > Si:
Siloxano Silanol Silanol Silanol
Geminal Livre Vicinal

Figura 1. Grupos funcionais presentes na superficie da silica.

Os grupos silanois sdo os centros de adsor¢do na cromatografia em fase normal. Eles s3o
hidrofilicos e interagem com grupos funcionais da fase movel e das moléculas dos analitos. Em
cromatografia em fase reversa, podem atuar como ancoras para ligagdes covalentes de polimeros
ou substancias que possuam um grupamento funcional apropriado’.

Comparada a outros suportes, a silica apresenta inimeras vantagens em termos de
eficiéncia e desempenho, mas ela ndo ¢ um suporte perfeito para CLAE. Os grupos silanois sao
acidos e, dependendo do pH, eles se dissociam, tornando a superficie da silica carregada
negativamente. Nas fases estaciondrias quimicamente ligadas, a interacdo dos silandis
dissociados com analitos carregados positivamente pode resultar em picos assimétricos. Além
disso, a estabilidade quimica do esqueleto de silica frente a fases moveis alcalinas € restrita, pois
a sua solubilidade aumenta exponencialmente em pH acima de 8,0, devido a formagao do anion
silicato®, causando perda da fase estacionaria e, conseqiientemente, o colapso da estrutura do leito

cromatografico, com perda irreversivel da eficiéncia.



Impurezas metélicas sdo outra fonte de perda da eficiéncia cromatografica e assimetria
dos picos. Dependendo da quantidade de metal, a silica pode ser classificada em tipo A, com alta
quantidade de metais, e tipo B, com menor quantidade de metal. O teor de metais depende do
processo de sintese e das matérias-primas utilizadas, mas geralmente, a silica usada em
cromatografia contem cerca de 0,1 a 0,3 % de metais. Diferentes autores demonstraram que sitios
de adsorcdo fortes sdo, provavelmente, devido as impurezas metélicas, as quais interagem com
solutos 50 vezes mais fortemente que os analitos com os silandis livres. Além disso, alguns
metais aumentam a acidez dos silandis vizinhos, interagindo indiretamente com compostos

) 1
basicos'’.

1.2. Fases Estacionarias Quimicamente Ligadas

A sintese da silica quimicamente modificada pode ser realizada de duas maneiras. Na
primeira, a ligacdo ¢ realizada durante a formagdo dos poros do suporte. Organo-halo ou
alcoxissilanos sdo comumente empregados como materiais de partida e sdo convertidos por
hidrolise, condensagdo ou polimerizagdo em poli(organossiloxanos) rigidos, insoluveis e porosos
ou em xerogéis de organossilicones. No produto final, os grupos organofuncionais sao
distribuidos sobre a superficie. Este modo ¢ chamado modificag¢do do “bulk”. O segundo método,
chamado modificacdo de superficie, envolve a reacdo entre os grupos silandis da silica e
organossilanos reativos apropriados'”.

A modificacdo de superficie ¢ considerada mais facil e ¢ mais comumente utilizada.
Dependendo da técnica empregada, quatro tipos de ligagdes podem ser formadas: =Si-O-C, =Si-
C, =Si-N, =Si-0-Si="". A ligacdo =Si-O-C, geralmente, induz a problemas de estabilidade,
enquanto a ligacdo =Si-C ¢ a mais estdvel. Entretanto, em virtude da disponibilidade dos
reagentes e a facilidade do processo, a ligagdo siloxano, =Si-O-Si=, tornou-se o procedimento
padréo para todas as classes de fase ligadas®.

Os modificadores mais utilizados sdo os cloro e alcoxissilanos, que podem ser mono, bi
ou trifuncionais (Figura 2). Dependendo dessas fungdes, as fases estacionarias podem apresentar

diferentes caracteristicas.
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Figura 2. Modificadores organossilanos (a) monofuncional, (b) bifuncional e (c) trifuncional. X = Cl ou
OR; R, Ry, Ry, R; = radicais organicos.

Através da reacdo dos grupos hidroxilas da superficie da silica com silanos mono ou
bifuncionais, ou ainda, silanos trifuncionais na auséncia de agua, obtém-se as fases estacionarias
monoméricas. Utilizando-se silanos bi e trifuncionais na presenga de dgua ocorrem reagdes
cruzadas que levam a polimeriza¢do vertical do modificador e, conseqiientemente, as fases
estacionarias poliméricas.

As fases estacionarias poliméricas apresentam caracteristicas cromatograficas
interessantes, tais como melhor seletividade para separacdo de isOmeros geométricos de
compostos rigidos quando comparadas as fases estacionarias monoméricas, entretanto, podem
apresentar alguns problemas como baixa eficiéncia e reprodutibilidade, lote a lote, além da
dificuldade de determinar seu grau de polimerizagio'*".

O maior problema das reagdes de silanizacdo da superficie da silica € que somente um
numero limitado de grupos silandis reage devido a impedimento estéreo. Os silanois residuais sdo
fracamente acidos e podem alterar o mecanismo de retencdo, contribuindo para a retengdo
indesejada e desempenho pobre, principalmente, de substincias basicas'’. Além disso, o pH da

fase movel nao deve ser menor que 2,0, pois as ligagdes =Si-C podem ser hidrolisadas.

1.3. Fases Estacionarias com Polimeros Sorvidos ou Imobilizados

Embora colunas capilares com a parede recoberta venham sendo utilizadas ha muito
tempo em cromatografia gasosa, somente a partir do final da década de 1980, o recobrimento de
suportes por polimeros tornou-se uma ferramenta importante em cromatografia liquida'*. Silicas

recobertas por polimeros apresentam uma melhor blindagem dos silandis residuais quando



comparadas com as silicas silanizadas e conferem uma maior protecdo ao esqueleto da silica
contra ataques de fases moveis agressivas’.

A excelente estabilidade mecanica da silica pode ser combinada com a inércia quimica e
seletividade unica de polimeros através da sua imobilizacdo sobre a silica. A seletividade dos
compositos silica-polimero pode ser amplamente variada e depende, principalmente, dos grupos
funcionais do polimero imobilizado, da espessura da camada de polimero e da area superficial do
suporte de silica’.

O polimero pode formar um filme fino sobre a superficie do poro da silica ou preencher
todo o volume do poro. Também pode existir uma combinagdo das duas formas, ou uma forma
intermediaria, na qual o polimero ¢ ligado a silica por uma de suas extremidades e sua cadeia
projeta-se, preenchendo parcialmente o poro. E muito dificil se obter uma monocamada uniforme
de polimero sobre a silica e, na maioria das vezes, o que ocorre ¢ uma combinac¢do dessas
formas’.

A imobilizagdo de polimeros sobre silica € um processo complexo e ¢ influenciado por
diferentes tipos de interagcdes adsortivas. Nao somente as propriedades cromatograficas das fases
estacionarias como também o processo de imobilizagdo em si sdo influenciados pelas
propriedades da matriz de silica. Assim, a escolha do suporte apropriado é muito importante para
a preparagdao de uma fase estaciondria. As propriedades quimicas e de sorcao da silica nao
modificada dependem principalmente da concentragdo e do tipo de grupos silandis, geminais,
vicinais ou isolados, presentes na superficie’.

Muitas das propriedades cromatograficas dos materiais de recheio para CLAE sdo
influenciadas pela estrutura das particulas do suporte. Silicas ndo porosas sdao usadas para
preparacdo de um tipo de material pelicular que possui apenas uma fina camada de polimero
semipermedavel sobre um nucleo solido da silica que atua como fase estaciondria. Entretanto,
silica porosa ainda é o material preferido. A estrutura de poro da silica determina essencialmente
a possibilidade da imobilizagao e as propriedades do composito resultante.

Suportes macroporosos sdo necessarios para a imobilizagdo de moléculas de alta massa
molar, pois se evita o bloqueio dos poros, o que pode diminuir a eficiéncia da coluna. Em casos
especiais, a silica tem seus poros preenchidos por géis organicos. Nestes casos, propriedades
vantajosas dos géis ndo rigidos e semi-rigidos podem ser combinadas a estabilidade da silica a

altas pressoes.



A superficie especifica do material composito, geralmente, ¢ menor do que aquela do
material de partida, provavelmente devido ao entupimento dos poros menores pelas moléculas de
polimeros. Contudo, se a silica for modificada apropriadamente, a diferenca na area especifica do
material de partida e do material compésito ¢ relativamente pequena’.

A forma mais simples de preparar o compdsito suporte-polimero ¢ pela deposicdo da
camada polimérica sobre a superficie do suporte, sem promover o entrecruzamento entre as
cadeias de polimero e sem nenhum tipo de ligacdo quimica entre o suporte e polimero. Neste
caso, ocorre a contribuicdo de um ou mais tipos de interagdes como dipolo-dipolo, ligagdes de
hidrogénio e interagdes eletrostaticas entre o polimero e o suporte. A insolubilidade do polimero
na fase movel ¢ crucial neste tipo de fase estacionaria’.

A necessidade de imobilizacdo em fases estaciondrias modificadas com polimeros ¢
praticamente um consenso desde as décadas de 1970 e 1980, quando pesquisadores apontavam
resultados negativos para fases estaciondrias sorvidas sobre a superficie da silica. Os trabalhos
indicavam perda da fase estaciondria por sua solubilidade na fase mével. Na maioria dos casos,
houve a necessidade de reacdes entre as cadeias do polimero ou entre o polimero e a superficie da
silica para estabilizar a camada de polimero®.

Existem varias maneiras de se imobilizar o polimero sobre o suporte, sendo mais comum
a sor¢ao de polimeros de composicdo quimica definida sobre o suporte e subseqiiente
imobilizagdo. O processo de imobilizagdo pode ocorrer por entrecruzamento das cadeias ou
ainda, promover a ligacdo covalente entre o suporte € um polimero com grupos funcionais
reativos, produzindo uma monocamada ancorada, sendo induzidas por peroxidos’, tratamento
térmico'®, radiacdo ionizante'’, radiagdo por microondas'®, autoimobilizacdo'.

Polimeros, quando tratados por radiagdo gama, sofrem cisdo ou entrecruzamento da
cadeia principal com mudangas em suas propriedades fisico-quimicas. Enquanto a cisdo da cadeia
principal diminui a massa molar média, com perda das propriedades poliméricas, o
entrecruzamento leva ao aumento da massa molar, com melhoria das propriedades mecanicas.
Espera-se que a radiagdo gama promova modificagcdes estruturais no polimero que permitam seu
entrecruzamento, levando a um aumento da massa molar e sua estabiliza¢ao através da formagao
de um filme fino sobre a superficie do suporte, blindando os grupos hidroxilas ou reduzindo uma

possivel solubilizacio do polimero da fase mével através do aumento de sua viscosidade'”.



No caso da radiacdo de microondas e do tratamento térmico o agente de imobilizagdo ¢ a
temperatura. A radiacdo microondas ¢ um tipo de energia ndo ionizante que causa movimento
molecular pelos fendmenos de migracao idnica e rota¢do dipolar. O campo elétrico gerado pela
radia¢do microondas € capaz de alinhar as moléculas polarizadas e, quando o campo decresce, as
moléculas voltam ao estado inicial de desordem. Dependendo da freqiiéncia aplicada, essa
movimentagdo de estado ordenado para desordem molecular pode ocorrer milhdes de vezes por
segundo, proporcionando um aquecimento muito rapido do meio. A radiacdo microondas em si
ndo tem energia suficiente para romper ligagdes quimicas, mas o aquecimento rapido induzido ¢
o responsavel pela imobilizagdo do polimero sobre o suporte de silica. Alguns trabalhos neste
sentido foram realizados no LabCrom e mostraram resultados promissores'*2’.

A autoimobiliza¢do ¢ um processo de adsorcao irreversivel da camada polimérica sobre a
silica a temperatura ambiente, na auséncia de iniciadores que induzem a imobilizagdo. O
polimero autoimobilizado torna-se insoluvel, provavelmente devido ao rearranjo de suas
moléculas que apresentam varios pontos de adsor¢io sobre o suporte®'. O processo de
autoimobilizagdo leva um tempo consideravel para tornar-se completo e esse tempo depende das
caracteristicas especificas do suporte de silica e do polimero®.

Virios polimeros podem ser utilizados como fase estacionaria em CLAE, proporcionando
ampla faixa de polaridade e seletividade a estas fases. A seletividade destas fases pode ser
amplamente variada e depende, principalmente, dos grupos funcionais do polimero imobilizado,
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da espessura da camada de polimero e da area superficial do suporte de silica’. Entre os

21,23 6, 24
, €

polimeros mais utilizados estdo o poli(metiloctilsiloxano)” " *~, poli(metiloctadecilsiloxano)

o polibutadieno'®** #°.

A busca por fases estacionarias capazes de realizar separacdes cromatograficas de
compostos de carater basico como peptideos, por exemplo, ¢ uma constante nos laboratérios de
pesquisas. O reflexo disso pode ser observado na grande quantidade de trabalhos publicados em
revistas especializadas®® 2" 2% %

Polissiloxanos fenil substituidos tém sido extensivamente utilizados em cromatografia
gasosa30, entretanto, sua imobilizag¢do sobre a superficie da silica para utilizagdo em CLAE tem
despertado pouca atengdo. Neimark e Chertov’' foram os primeiros a ligarem grupos fenil a

superficie da silica utilizando feniltriclorossilano e difenildiclorossilano. Posteriormente >,



diferentes polissiloxanos fenil substituidos foram utilizados para modificar a superficie da silica
obtendo-se fases estaciondrias de diferentes polaridades.
A presenga de anéis aromaticos confere a fase estacionaria uma polaridade intermediaria e

33,34 Qalo e Herrala™

tem um papel importante, gracas a interacdes m-m com os analitos
observaram o aumento da reten¢do de retindides quanto maior o niimero de elétrons m em sua
molécula, quando separados em uma fase estaciondria aromatica.

Em outro estudo realizado, Goss™ comparou o desempenho de duas colunas disponiveis
comercialmente, uma com grupos fenil e outra C18, na separagdo do acido salicilico, algumas de
suas impurezas e metabolitos. Os resultados mostraram uma melhora na simetria e resolugdo
entre os picos quando separados com uma coluna com grupos fenil e, além disso, houve uma
alteracdo na ordem de eluicdo dos compostos, sugerindo diferentes intera¢des entre os analitos e
os dois tipos de fases estaciondrias.

1% sintetizaram cinco fases estacionarias com grupo fenil com diferentes graus

Yang et a
de polimerizagdo através da ligacdo de poli(metilfenilsiloxanos) com OH terminais na superficie
da silica gel. As fases preparadas foram avaliadas e comparadas com uma coluna C18 disponivel
comercialmente. O resultado das analises de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
ciclossiloxanos indicaram, claramente, uma contribui¢do significativa das interagdes n-m das
fases estacionarias com grupo fenil no processo de separagao.

Trés diferentes fases estacionarias foram preparadas por Szabé et al.* utilizando silica
modificada por fenil-metil-di-clorossilano, di-fenil-di-clorossilano e tri-fenil-clorossilano. O
efeito na separacdo e a seletividade das diferentes fases fenil preparadas foram avaliados e
comparados com uma fase octadecil. A comparagdo entre as fases revelou que uma maior
retencdo foi observada para solutos menos polares na fase octadecil e para compostos aromaticos
polares foi observada maior retencdo nas fases com grupo fenil. A silica gel modificada por fenil
mostrou ser uma fase estacionaria melhor para compostos aromaticos polares que a fase octadecil
e uma boa alternativa a ela.

Szabd e Csatd’® realizaram um estudo comparativo utilizando trés fases estacionarias
preparadas com diferentes polissiloxanos fenil substituidos sobre a silica e uma fase estacionaria
monomérica preparada com fenil-metil-di-clorossilano. A ordem de elui¢do dos analitos
utilizados foi a mesma para todas as fases estacionarias preparadas, entretanto as silicas

modificadas por polissiloxanos mostraram-se melhores que a fase monomérica para separagao de
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compostos aromaticos apolares. Em relacdo a fase monomeérica, as silicas modificadas por fenil-
polissiloxanos ndo apresentaram diferencas significativas na porcentagem de carbono e
concentragdo dos grupos organicos na superficie, entretanto apresentaram caracteristicas
hidrofobicas significativamente maiores. O aumento da hidrofobicidade observado foi causado
por interacdes adicionais das ligagdes siloxano (essencialmente hidrofobicas) do modificador
polimérico com os solutos.

Em virtude das caracteristicas interessantes j& mencionadas anteriormente € o nimero
limitado de estudos realizados utilizando-se polissiloxanos fenil substituidos sobre a silica, neste
trabalho sera explorada a aplicacdo de um novo polimero com grupos fenil, com polaridade

intermediaria, como fase estacionaria para CLAE.

1.4. Enchimento das Colunas

Em CLAE, a coluna ¢ freqlientemente descrita como o “coragdo do sistema
cromatografico”. Controlar a separagdo significa entender e controlar como os recheios sdo
preparados e como as colunas sdo recheadas®’. O enchimento de colunas ndo pode ser reduzido a
uma ciéncia exata e, apesar de boas colunas serem produzidas utilizando uma ampla variedade de
procedimentos diferentes, tentativas de otimizar as muitas varidveis e identificar as melhores
técnicas tém encontrado sucesso limitado®™ * .

O enchimento de colunas para CLAE pode ser feito a seco ou usando uma suspensdo da
fase estacionaria em um solvente apropriado. Para particulas pequenas (<20 um) e de grande area
superficial (>300 m* g"') o método da suspensdo ¢ o mais adequado, pois as particulas ficam
dispersas no liquido de tal maneira que ndo formam agregados. O enchimento a seco pode
provocar a formagdo de aglomerados, resultando em um recheio instdvel com muitos espagos
vazios'.

O objetivo ¢ conseguir um leito o mais denso possivel sem, contudo, quebrar as
particulas. A suspensdo ¢ deslocada para dentro da coluna sob pressdo e o leito cromatografico ¢
retido por um filtro. As particulas devem entrar na coluna com uma alta velocidade para que estas
superem as forgas friccionais exercidos pelo solvente de suspensao e pelas paredes da coluna. A
velocidade de enchimento ¢ dependente da pressdo aplicada, viscosidade do solvente de
suspensdo e do didmetro das particulas.

Os quesitos que devem ser observados ao se rechear uma coluna sdo os seguintes:
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a) As particulas ndo devem formar agregados e sedimentar-se rapidamente durante o

procedimento de enchimento;

b) Devem acomodar-se no leito rapidamente;

c) Cada particula deve estar perfeitamente acomodada antes que outra particula se choque
com ela;

d) O solvente de suspensdo deve ser puro e conseguir ‘molhar’ toda a superficie da particula;

e) O solvente de suspensdo deve ser prontamente removido do leito cromatografico sem

. .1
reagir com o recheio .

1.5. Avalia¢ao Cromatografica

A avalia¢dao do desempenho cromatografico da coluna ¢ feita através da analise de alguns
parametros calculados a partir de valores extraidos do cromatograma. A Figura 3 mostra um

cromatograma tipico obtido na separacdo de uma mistura de dois componentes.

tR2

INJECAO

Figura 3. Cromatograma tipico para calculos dos parametros cromatograficos’.

Tempo de retencdo do soluto (tg): € o tempo gasto desde o ato de injecdo até a saida do maximo

. . r 2
do pico do componente do sistema cromatografico”.

Tempo de retencdo de um composto ndo retido (ty): O tr engloba todo o tempo que o

componente em questdo fica no sistema cromatografico, quer na fase movel, quer na fase
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estacionaria. Quando as moléculas do soluto ficam na fase movel, elas devem movimentar-se
com a mesma velocidade que as moléculas da propria fase mével. Entdo, a parte do tempo que as
moléculas do soluto estdo na fase movel € igual ao tempo gasto para as moléculas da fase movel

. 2 , . ~ ~ .
percorrerem o sistema“, que ¢ denominado de tempo de retengdo de um composto nao retido.

Tempo de retencdo ajustado (t’g): é o tempo que o soluto fica retido na fase estacionaria’. E

calculado pela diferenca:

Fator de retencdo (k): é calculado pela razdo entre os tempos em que o soluto fica retido na fase

estaciondria e caminhando junto com a fase mével”, sendo calculado por:

k (tR _tM)

Ly

Os valores ideais de k devem variar entre 2 ¢ 10. Valores maiores indicam uma interagao
muito forte entre a fase estacionaria e o soluto e, conseqlientemente, um longo tempo de anélise.
O inverso ocorrera quando os valores forem menores que 2, prejudicando o processo de

5 41
separagdo .

Resolucdo entre os picos (Rs): a resolucao refere-se a separagdo entre dois picos adjacentes e

pode ser calculada pela equagdo abaixo:

Rs=2 tRZ _tRl =1177 tRz _tRl
Wy + Wy, Wy + Wy

tr] € trz = tempos de retencao de dois picos adjacentes envolvidos no célculo
Wp1 € Wiy = largura dos picos na base, em unidade de tempo
Wn1 € Wh2 = largura dos picos a meia altura, em unidades de tempo
Valores acima de 1,5 sdo considerados ideais*', indicando uma boa separagdo entre os

picos até a linha de base..
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Fator de assimetria do pico a 10% da altura do pico(A4s;y): ¢ a medida da proporcdo entre as

duas partes de um pico cromatografico no sentido longitudinal a 10% de sua altura. O formato do
pico pode afetar significativamente os valores de N. A eficiéncia da coluna s6 pode ser
determinada em picos simétricos (com valores de assimetria entre 0,9 e 1,2, sendo que valores até
1,6 sdo admitidos) ou os erros podem ser suficientes para invalidar quaisquer resultados™.

Outra maneira de definir a forma de um pico ¢ através do fator de alargamento a 5 % da
sua altura (Tf, do inglés “Tailing Factor”). Nesta abordagem a assimetria ¢ medida a 5 % da
altura do pico®. O valor ideal de Tf seria 1,0 indicando que o pico cromatografico ¢ totalmente
simétrico.

A Figura 4 mostra como ¢ calculada a assimetria utilizando as duas maneiras:

Fator de assimetria do pico=B Fator de alargamento = A+B

2A
10 % da 5% da
altura do .{'"""“ R altura do
pico R JI A~ } pico

Figura 4. Determinagdo da assimetria e fator de alargamento do pico.
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Numeros de pratos (N). a eficiéncia apresentada por uma coluna ¢ medida em termos de numero

de pratos. Um prato pode ser considerado equivalente a uma etapa de equilibrio do soluto entre as
duas fases, estacionaria e movel, analogo aos pratos teoéricos da teoria de destilagdo. Quanto
maior o numero de pratos, mais equilibrios existirdo, maior serd a eficiéncia e, portanto, melhor

sera a separagﬁoz.

Diversos sao os fatores que afetam a eficiéncia de uma coluna, tais como o enchimento da
coluna, temperatura, vazao da fase movel, volume da amostra, tempo de retencdo, técnica de
inje¢do, além de propriedades fisico-quimicas da fase estaciondria, como tamanho das particulas
e dimensdes da coluna.

Como existem colunas de diferentes tamanhos, ¢ conveniente em CLAE expressar a

eficiéncia em ntimero de pratos por metro:

N

N/m=—

L

L = comprimento da coluna em metros

Quando h4 a necessidade de se comparar eficiéncias de colunas com fases estaciondrias de
tamanho de particulas diferentes utiliza-se o conceito de prato reduzido (h), que ¢ a eficiéncia da
coluna considerando-se também o tamanho da particula do suporte. O calculo pode ser feito

através da equacao:

L
N xdp

dp = tamanho da particula em metros
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Altura de um prato (H): os parametros operacionais de uma coluna podem também ser avaliados

e comparados com outras colunas através da altura de um prato (H), que corresponde a razio

entre o comprimento da coluna e o nimero de pratos.

L
H=—
N
A equagdo de van Deemter utiliza o conceito de altura de prato para calcular a vazao

Otima de trabalho para uma coluna levando em consideragdo também a influéncia de outros

fatores determinantes da eficiéncia:

H=A+£+C,u
Y7

n = velocidade linear da fase movel, determinada pela equacgao:

O termo A, ou difusdo turbilhonar, é responsavel pelo alargamento dos picos devido aos
diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto no interior da coluna cromatografica.
Uma forma de minimizar este efeito ¢ utilizar colunas de didmetro interno reduzido e particulas
pequenas e uniformes*'. O termo B, difusdo longitudinal, estd relacionado com a difusio
molecular do soluto na fase moével e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades
lineares de fase movel. O termo C equivale a transferéncia de massa e corresponde ao
alargamento da banda devido a dificuldade de transferéncia de massa do soluto entre a fase movel
e a fase estaciondria. O termo C estd subdividido em Cy e Cs, no qual Cy € a transferéncia de
massa na fase moével e Cg, a transferéncia de massa na fase estacionaria. Para minimizar o termo
C, o ideal ¢ que a espessura da fase estacionaria que recobre o suporte seja a menor possivel.

O grafico de H versus p fornece uma curva, como a da Figura 5, que € conhecida como

curva de van Deemter. A curva de van Deemter mostra que existe uma vazao Otima que esta
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diretamente relacionada com a velocidade linear 6tima (stima), Nna qual H terd um valor minimo e
corresponde ao valor maximo de eficiéncia da coluna. Na pratica, esta ¢ a maneira de selecionar a

vazao 6tima de uma corrida cromatografica.

H=A+B/p + C.pn

C.p

Figura 5. Curva de van Deemter hipotética mostrando a relacéo entre eficiéncia e velocidade linear média
da fase movel.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho, propde-se a utilizacdo de um novo polimero, o copolimero de dimetil-(48-
52%) fenil-metil(52-48%) siloxano, como fase estaciondria para CLAE. O objetivo ¢ investigar a
eficiéncia e a estabilidade das fases estacionarias preparadas a partir da sor¢ao e imobilizagao por

tratamento térmico do copolimero sobre a silica.

3. ETAPAS DO TRABALHO

Para alcangar os objetivos propostos, este trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

1. Preparagdo da fase estacionaria sorvida através do método de evaporacdo do solvente.
Nesta etapa verificou-se a porcentagem ideal da carga do polimero sobre o suporte;

2. Preparacdo da fase estaciondria imobilizada por meio de tratamento térmico. Nesta etapa
foram testados a temperatura e o tempo de imobilizagao;

3. Caracterizagio, através de espectros de absor¢io no infravermelho, de RMN de °C e *’Si,
analises termogravimétricas e porcentagem de carbono, do polimero, do suporte ¢ das
fases estacionarias preparadas;

4. Caracterizagao das fases estacionarias preparadas através de testes cromatograficos;

5. Verificagdo da estabilidade das fases estaciondrias preparadas através de lavagem por

solvente.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes
- Acetona p.a., Merck
- Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore
- Acenafteno 99%, Aldrich
- Acido nitrico p.a., Synth
- Benzeno p.a., Synth
- Benzonitrila p.a., Riedel-de Haen
- Cloroférmio p.a., Merck
- Cloroférmio grau HPLC, Tedia
- Diclorometano p.a., Merck
- Fenol p.a., Ecibra
- Isopropanol grau HPLC, Malllinkrhodt
- Metanol grau HPLC, Tedia
- Naftaleno p.a., Vetec Quimica Fina
- N,N-dimetilanilina p.a., Fluka
- Padroes de Poliestireno Tosh, TSK Standarts:
5,00x107, lote TS 505
2,63x10°, lote TS 502
5,97x10%, lote TS 503
9,10x10%, lote TS 203
- Pasta para esmerilhar valvulas nimero 360 F, Carborundum
- Tetraidrofurano grau HPLC, Tedia
- Uracila 98%, Aldrich

4.2. Equipamentos

- Cromatografo a liquido constituido de bomba de alta pressao, tipo reciproca, pistao duplo,
Waters modelo 515; detector UV/Vis por arranjo de diodos, Waters modelo 996; injetor
Rheodyne, com alga de amostragem de 10 pL, modelo 7725i; sistema de aquisi¢do e

tratamento de dados Millenium® 32, versdo 3.05;
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Cromatografo a liquido, constituido de bomba de alta pressdo, tipo reciproca, cabeca
dupla, Waters modelo 510; detector por indice de refracdo, Refratdmetro diferencial
Waters, modelo 410; injetor Rheodyne, com al¢ca de amostragem de 200 pL, modelo
77251; forno Waters modelo CHM; sistema de aquisi¢do e tratamento de dados Millenium
2000, coluna por permeagdo em gel, American Polymer Standards Corporation,
temperatura limites de 40 a 150 °C, dimensdes de 7,8 x 300 mm, massa molar de 1000 a
20000;

Agitador de frasco, Marconi modelo MA 161;

Agitador magnético, Corning Glass Works modelo PC-351;

Agitador roto torque, Cole-Parmer modelo 7637-01;

Analisador elementar, Perkin-Elmer, modelo CHN-2400;

Analisador termogravimétrico, TA Instruments modelo TGA-2050;

Balanga analitica, Fischer Scientific modelo A-250;

Banho de ultrassom, Thorton modelo T14;

Bomba de alta pressdo, pneumadtica, pressurizada com nitrogénio, para enchimento de
colunas, com faixa de pressdao de 1000 a 30000 psi, Haskel modelo 51769;

Bomba para enchimento de coluna de alta pressdo, com faixa de pressao de 1000 a 10000
psi, Alltech, modelo 1666 Slurry Packer;

Bomba de alta pressdo, pneumatica, pressurizada com nitrogénio, para enchimento de
colunas, com faixa de pressdao de 1000 a 19000 psi, Haskel;

Espectrofotometro de absor¢do no infravermelho, Perkin Elmer modelo FTIR 1600;
Espectrofotometro de absor¢do no infravermelho, Bomer Hartman & Braun, modelo MB;
Espectrofotometro de ressonancia magnética nuclear, Bruker AC/300 MHz;

Estufa a vacuo, Yamoto modelo ADP-21;

Furadeira, Shulz, modelo FSB;

Medidor de area superficial, Micrometrics, modelo ASAP 2010;

Sistema Milli-Q Plus, Millipore.
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4.3. Suporte Cromatografico

Como suporte cromatografico foi utilizada a silica porosa Kromasil, tipo B, forma
esférica, tamanho de particula 5 um, lote AT 0235. O contetido de alguns elementos metalicos
presentes neste tipo de silica foram determinados através de espectrometria de absor¢ao atomica

(Tabela 1) por J.S. Barone e encontram-se na tese de Lopes'®.

Tabela 1. Contetido de alguns elementos metélicos presentes na silica Kromasil, lote AT 0235.

Metais Quantidade (ug g™)
Aluminio 12

Ferro 12

Sodio 20

Titanio <2

Célcio -
Magnésio 16

4.4. Fase Estacionaria Liquida

Como fase estacionaria liquida foi utilizado o copolimero de (48-52%) dimetil-(52-48%)
fenil-metil siloxano, United Chemical Technologies Inc., Petrarch® Silanes and Silicones, codigo
do produto PS063, lote 125009. Massa molar aproximada de 2500 daltons, viscosidade 125 cSt e
densidade 1,07 g cm™ a 25 °C.

O

(le3 (|3H3 (le3
CH;—S8i—0 |—$i—0 || —$i—0 | —8i—CH;
CH, CH; CH; CH;

n m

Figura 6. Estrutura molecular do copolimero.
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4.5. Coluna Cromatografica

Para a confec¢do das colunas cromatograficas, foram utilizados tubos de ago inoxidavel
316, sem costura, polidos internamente. Dentre as muitas variaveis que podem, em principio,
afetar de maneira negativa a qualidade da separacdo cromatografica estd a rugosidade da
superficie interna das colunas cromatograficas. Desta forma, uma superficie interna bem polida ¢
extremamente importante, pois, assim, a resisténcia a vazao da fase movel ¢ minimizada e a
eficiéncia ¢ maximizada.

A superficie interna da coluna foi polida utilizando-se um procedimento desenvolvido no
LabCrom*, no qual uma haste metélica, envolta com 1i de ago e pasta de polimento com
particulas abrasivas, foi fixada a uma furadeira e passada através dos tubos (Figura 7) até que se
obtivesse uma superficie lisa e isenta de imperfeicdes, quando observada a olho nu. Apds o
polimento, os tubos foram deixados em uma solucdo aquosa de acido nitrico 50% (v/v) por 24 h,

lavados com detergente, dgua e etanol.

e /y Mandril

Haste de ferro envolta

por palha de aco e pasta
7 e polimento

/ Garra
/ Coluna

Figura 7. Polimento do tubo para confec¢do da coluna cromatografica*.

A dimensdo média das colunas, confeccionadas na oficina mecanica da Unicamp, foi de

60,2 mm de comprimento e 3,98 mm de didmetro interno.
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4.6. Cromatografia de Exclusao por Tamanho

Na andlise cromatografica por exclusdo foi utilizada uma coluna American Polymer
Standards Corporation (7,8 x 300 mm), cuja faixa de trabalho ¢ de 1000 a 20000 daltons, fase
movel tetraidrofurano, a uma vazdao de 1,0 mL min'l, deteccdo das amostras por indice de
refracdo, a temperatura de 40 °C. Os padrdes, de massas molares menores que 1000 daltons,
foram diluidos em tetraidrofurano, a uma concentragdo de aproximadamente 0,05% (m/v). Os
padroes com massas molares maiores que 1000 daltons e a amostra do copolimero foram diluidas

no mesmo solvente a uma concentra¢do de aproximadamente 0,1% (m/v).

4.7. Espectroscopia de Absorc¢ao no Infravermelho

Os espectros de absor¢ao no infravermelho (IV) foram obtidos na regidao de 400 a 4000
cm’. Os espectros das amostras de silica e das fases estaciondrias, sorvida e imobilizada, foram
obtidos utilizando o acessorio de reflectancia difusa, enquanto que, para amostras liquidas, os

espectros foram obtidos a partir de um filme do material sobre uma janela de NaCl.

4.8. Analise Termogravimétrica
As andlises termogravimétricas foram realizadas sob atmosfera inerte (nitrogénio ou
argodnio) e atmosfera oxidante, de 25 a 1000 °C, a uma velocidade de aquecimento de 10 °C min’

1 .
. Os termogramas foram obtidos em porcentagem de perda de massa versus temperatura.

4.9. Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono 13 e Silicio 29 (RMN “C e
Si)

Os espectros de RMN de »Si e °C com CP/MAS (polarizacdo cruzada segundo rotagdo
em angulo magico) foram obtidos em um espectrometro Bruker ASX 300, usando um rotor de
zirconia, em velocidade de rotagcdo de 3500 Hz, contendo amostras de 200-250 mg. Os espectros
foram obtidos utilizando a técnica de polarizagdo cruzada e rotacdo do angulo magico. O tempo
de contato foi de 5 ms e o intervalo entre os pulsos de 1,5 s. O alargamento de banda usada foi de

30 Hz e a largura espectral para todos os espectros foi de aproximadamente 25 kHz.
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4.10. Area Superficial, Volume e DiAmetro de Poro

O volume de poro total foi avaliado pela conversdao do volume de nitrogénio adsorvido
para o volume do adsorbato liquido. O didmetro de poro foi determinado a partir do volume total
de poro e da area de superficie BET. Esta medida foi feita para a silica nua, para a fase
estacionaria sorvida contendo 50 % de copolimero e para a fase estaciondria imobilizada

termicamente a 150 °C, por 4,5 h.

4.11. Preparacio das Fases Estacionarias

O método utilizado na preparacdo das fases estaciondrias sorvidas foi o método de
evaporagdo do solvente, amplamente empregado em outros trabalhos®’. A suspensdo da silica,
previamente ativada a 150 °C, por 16 h, e a solucdo do copolimero foram preparadas
separadamente em diclorometano na propor¢do de 12 mL de diclorometano para cada grama de
material. A solu¢do do copolimero foi entdo agitada em agitador magnético por 10 min e tanto ela
quanto a suspensao de silica foram sonicadas por 10 minutos. Adicionou-se a solug¢do polimérica
lentamente a suspensdo de silica e esta mistura foi agitada durante 10 min, sonicada por 10 min e
mantida sob agitacdo durante 3 horas. A seguir o frasco foi deixado na capela para evaporagao do
diclorometano, que permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 7 dias, obtendo-se,
assim, a fase estacionaria sorvida.

As fases estacionarias sorvidas foram colocadas em um reservatorio fechado, de acgo
inoxidavel 316 L, de dimensdes de 10 x 105 mm e aquecidas em diferentes temperaturas por

diferentes periodos de tempo, utilizando um forno comum para obtencao das fases imobilizadas.

4.12. Extracao por Solvente

As fases estacionarias foram colocadas em um reservatorio de dimensdes de 10 x 105 mm
para extracdo. Através do reservatorio, conectado a bomba de alta pressao do cromatografo, fluiu
o solvente extrator, hexano ou a seqiiéncia cloroférmio e metanol, a uma vazao de 1,0 mL min'l,
por diferentes periodos de tempo.

Apds o periodo de extracdo, as fases estaciondrias foram retiradas do reservatorio,

transferidas para um béquer e deixadas em capela para evaporagao total do solvente.
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4.13. Enchimento das Colunas

As suspensdes das fases estacionarias foram preparadas em tubos de vidro com tampas, a
uma concentragdo de 10 % (m/v), utilizando cloroférmio como solvente de suspensdo. As
suspensoOes ficaram sob agitacdo, em agitador roto-torque, por 16 h, no minimo. As colunas
foram recheadas utilizando-se bomba pneumatica, pressurizada com nitrogénio, a uma pressao de
5000 (35 MPa) ou 6000 psi (42 MPa), e metanol como solvente de propulsao.

Inicialmente, o reservatorio de suspensao foi limpo com etanol, seguido de cloroférmio. A
coluna vazia, com filtro e demais acessorios em uma de suas extremidades, foi conectada ao
reservatorio da suspensdo. A suspensdo da fase estaciondria foi transferida ao reservatorio e seu
volume foi completado com cloroféormio. A valvula controladora do solvente propulsor foi
aberta, deixando-se passar 80 mL do solvente. Apds a passagem do solvente, a valvula foi
fechada, a coluna desconectada e sua outra extremidade foi fechada com os acessorios
adequados. Antes da avaliacdo cromatografica, a coluna foi condicionada por 3 h, utilizando-se a

fase mével MeOH:H,0 60:40 (v/v), a uma vazio de 0,2 mL min".

Valvula de
controle
R
Reservatorio de
solvente
. Regulador \ .
Nitro- de ?/:zéo - Reservatério
génio
NN
—y ]
Manémetro I
Bomba amplificadora
de pressao
Béquer

Valvula de controle
de vazao

Figura 8. Esquema representativo do sistema de enchimento da coluna.
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4.14. Preparacio das Fases Moveis

Fases moveis de MeOH:H,O nas propor¢des de 50:50, 60:40 e 70:30 (v/v) foram
preparadas medindo-se separadamente as quantidades adequadas de cada solvente e misturando-
as. A mistura foi filtrada em uma membrana de Nylon de 0,45 mm e desgaseificada, utilizando-

se, simultaneamente por 10 minutos, vacuo e ultra-som.

4.15. Avaliacao Cromatografica

A avaliagdo das FE preparadas foi realizada através da determinacdo de parametros
cromatograficos obtidos de compostos eluidos de misturas sintéticas. Os parametros
cromatograficos foram determinados no comprimento de onda de 254 nm, através do sistema de
aquisigdo e tratamento de dados Millenium® 32, versdo 3.05.

Foram utilizadas duas misturas teste para a avaliagdo cromatografica: a mistura teste um
contendo uracila, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno; e a mistura teste dois
contendo uracila, fenol, N,N-dimetilanilina, naftaleno e acenafteno, ambas dissolvidas em
MeOH:H,0 50:50 (v/v). Na primeira mistura teste foram utilizados o tg obtido para o naftaleno,
N, As e k calculados para o naftaleno e a Rs calculada para o par tolueno-naftaleno. Na segunda
mistura teste foi utilizada a As da N,N-dimetilanilina.

As misturas ndo foram preparadas quantitativamente, mas sim de forma que os compostos
tivessem uma concentragao suficiente para que 0s seus picos nos cromatogramas possuissem uma
altura razoével.

Inicialmente, a vazdo utilizada foi de 0,2 mL min™ e foi definida com base em outros
estudos desenvolvidos no Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia Liquida do Instituto de
Quimica da Unicamp (LabCrom). Apos a escolha da melhor composicao da fase movel, foi

construida a curva de van Deemter, para a determinagao da vazao otima.

4.16. Testes de Estabilidade

Os testes de estabilidade quimica foram realizados através da passagem de fase movel
pela coluna cromatografica seguida da avaliacdo peridodica dos parametros cromatograficos
obtidos apés a injecdo da mistura teste um. Antes de cada avaliacdo, as colunas foram
condicionadas por 10 min com a mesma fase movel utilizada na anélise da mistura, na vazao 0,3

mL min’.
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O teste de estabilidade com fase mével de pH neutro foi realizado com MeOH:H,0O 50:50
(v/v), a uma vazao de 1,0 mL min'l, a temperatura ambiente, até 20.000 vezes o volume da
coluna. Para avaliar a estabilidade das colunas cromatograficas em condigdes drasticas, foi
utilizado como fase movel MeOH:NaHCO; 0,05 mol L™ + NaOH, pH 9,0, 50:50 (v/v); a uma

vazdo de 0,6 mL min'l, a temperatura de 40 °C.

4.17. Analise Elementar

ApoOs o teste de estabilidade, os recheios foram submetidos a analise elementar em um
equipamento 2400 da Perkin Elmer, para determinagdo da quantidade de carbono. As analises
foram realizadas em duplicata, utilizando-se 1 mg de amostra adicionada a 1 mg de mistura

oxidante composta de Pb,O4 e NaF na propor¢do 1:1 (m/m).

4.18. Espessura da Camada de Copolimero Sobre a Silica
Para que a espessura da camada de copolimero, T, seja calculada, assume-se que os poros
da silica sdo cilindricos com didmetro constante, d, € que o polimero depositado nos poros da

silica forme uma camada homogénea. E possivel calcular essa espessura pela seguinte equagio'®:

o Vd* —Fd’ —d
2

A fracdo F representa a relacdo entre a quantidade de copolimero efetivamente presente
nos poros do suporte de silica e a quantidade de copolimero necessaria para preenché-los

completamente:

F= M op reigo

InCOP poros cheios

A Mg .0 € calculada utilizando o valor obtido da porcentagem de carbono através da

analise elementar.
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Através da analise elementar, obteve-se que 52,4% da massa do copolimero ¢ referente ao

carbono, assim, deve-se utilizar a equagdo abaixo para seu célculo:

_ _ %C
M cop retido = m

A M6 pores cheios € ODtIda através da equagéio abaixo:

1’nCOP poros cheios = Vp silica X 10 polimero

, o -1 , .
Onde vpg, ¢ o volume do poro da silica, em mL g, € P, im0 ¢ @ densidade do

r -1
copolimero, em g mL™".
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cromatografia de Exclusao por Tamanho

A cromatografia de exclusdo por tamanho ¢ a modalidade cromatografica na qual o perfil
de eluicdo representa uma distribui¢do da massa molar dos analitos. Quando aplicada a uma série
homoéloga de polimeros, determina de maneira rapida e util a massa molar e a forma dessas
macromoléculas’.

Uma caracteristica essencial de materiais poliméricos ¢ a sua massa molar, pois a massa
molar e sua distribui¢do t€ém profunda influéncia em suas propriedades e nos processos de
adsorcao. Isto se deve ao fato de que a adsor¢do ¢ restringida pela extensdo da superficie e tem-se
observado que a adsor¢do aumenta com o aumento do comprimento da cadeia do material
polimérico. Mas, no caso de materiais porosos a adsor¢do diminui com o aumento da massa
molar do material polimérico. A explicagdo para este fato ¢ que o material poroso oferece apenas
poros de tamanhos compativeis com os tamanhos das moléculas poliméricas, isto ¢, somente
moléculas com massas molares pequenas entraram nos poros de menores didmetros e volumes.

E util definir varias médias da massa molar de polimeros, sendo as mais comuns a
numérica, M, , e a ponderal, M s,
Baseado em um numero de moléculas, N,, de uma massa particular, M ., tem-se a Massa

Molar Média Numérica, ]\7,, , definida por:

w2

Uma conseqiiéncia importante desta defini¢do € que a M, , em gramas, contem o NUimero

de Avogadro de moléculas. Para o copolimero analisado, o valor de ]\Tn encontrado foi de 1843.
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Utilizando-se a fragdo de massa, w,, de moléculas de uma determinada massa, M, tem-

se a defini¢do de Massa Molar Média Ponderal, ]\Tw .

L o

M ¢éprovavelmente mais til que M, para expressar a massa molar de um polimero,

pois ela reflete mais precisamente as propriedades fisicas de um polimero. A M determinada

para o dimetil metil-fenil siloxano foi de 2791, muito préximo a massa molar indicada no
catdlogo do fabricante, de aproximadamente, 2500. A polidispersividade encontrada foi de 1,5.
A Figura 9 mostra o cromatograma obtido no teste realizado com o copolimero de

dimetil-metil-fenil siloxano.

40-
304
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Figura 9. Cromatograma do copolimero de dimetil-metil-fenil siloxano. Condi¢des cromatograficas:
coluna para cromatografia por permeagao em gel American Polymer Standards, volume de injegdo: 250 uL,
fase movel: THF, vazdo 1,0 mL min™, temperatura de 40 °C, detecgao por indice de refracao.

5.2. Analise Termogravimétrica

A termogravimetria (TG) faz parte de um conjunto de ferramentas importantes utilizadas
para a caracterizagdo de materiais e ¢ especialmente util para a determina¢do de qualquer

constituinte volatil em sélidos. Na andlise termogravimétrica, a massa da amostra ¢
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continuamente monitorada enquanto a temperatura ¢ aumentada a uma razao constante. A perda
de massa ocorre quando compostos volateis adsorvidos sdo eliminados e, a temperaturas mais
altas, quando ocorre degradagdo da amostra com formagdo de produtos volateis*.

Observa-se nos termogramas A e B da Figura 10, que o copolimero ¢ altamente estavel,
pois suporta temperaturas proximas a 300 °C, tanto em atmosfera inerte, quanto em oxidante.
Dessa maneira, ele pode ser utilizado em imobilizagdes térmicas até essa temperatura sem sofrer
degradacgdo consideravel.

J& no termograma C da Figura 10, referente a silica, pode-se observar a perda das camadas
mais externas de dgua adsorvidas fracamente até 120 °C. A partir de 200 °C, inicia-se a perda da
primeira camada de agua, fortemente adsorvida por ligacdes de hidrogénio. Nessas duas etapas, a
perda de agua ¢é reversivel. A partir de 450 °C, os grupos silandis perdem agua e produzem

ligagdes tipo siloxano, sendo que esta perda é irreversivel a partir de 650 °C'°,

100+ 1004

80+ 804

S 60, £ 60
3 3

g 40 & 401
= =

20 204

T T T T 1 0 T T T T 1
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)
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99,5+

99,0
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200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 10. Termogramas: A) do copolimero em atmosfera inerte, B) do copolimero em atmosfera
oxidante e C) da silica.



31

5.3. Avaliacdo Cromatografica

5.3.1. Avaliacio da carga de copolimero

Na primeira etapa do trabalho, foi avaliada a carga de copolimero, utilizando fases
estacionarias sorvidas. Nas Tabelas 2 a 4 encontram-se os valores dos pardmetros
cromatograficos obtidos com a injecdo das misturas 1 e 2 na avaliacdo da influéncia da carga do
copolimero no desempenho cromatografico das fases preparadas.

Com todas as cargas testadas foram obtidas fases estaciondrias capazes de resolver os
componentes das misturas teste com alta eficiéncia. Os resultados foram semelhantes nas trés
cargas testadas, podendo-se observar, de um modo geral, eficiéncia ligeiramente melhor com a
carga inicial de 50%. A fase preparada com carga de 60% apresentou aspecto imido mesmo apds
a evaporacao total do solvente, indicando que h4d um excesso do copolimero.

Foram utilizadas trés composi¢des de fase mével MeOH:H,O, 70:30, 60:40 e 50:50 (v/v),
e verificou-se que em todos os casos foram obtidas separacdes dos componentes das misturas
teste.

Deve-se ressaltar os bons resultados de assimetria obtidos para a N,N-dimetilanilina,
indicando que houve um bom recobrimento dos silandis livres na superficie da silica,

responsaveis pelo alargamento de picos de substancias basicas.

Tabela 2. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia da carga do

copolimero, usando fase mével MeOH:H,O 70:30 (v/v).

Carga (%) | tg* (min) k* As* N/m* (m™) Rs** AsFE*
40 6,6 1,1 1,3 75000 2,4 1,4
50 @ 6,3 1,1 1,3 80000 2,4 1,3
60 @ 6,0 1,0 1,2 78000 2,3 1,3

() Resultados referentes a média de 3 injegdes em 1 coluna.

@ Resultados referentes & média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

***Calculado para a N,N-dimetilanilina.
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Tabela 3. Pardmetros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia da carga do

copolimero, usando fase mével MeOH:H,0O 60:40 (v/v).

Carga (%) | tr* (min) k* As* N/m* (m™) Rs** AsFE*
40" 10,6 2,3 1,2 80000 4,6 1,3
50 @ 10,0 2,3 1,1 83000 4,6 1,3
60 @ 9,0 2,0 1,1 82000 4,3 1,4

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.
@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).

* Calculado para o naftaleno.
**Calculado para o par tolueno-naftaleno.
***(Calculado para a N,N-dimetilanilina.

Tabela 4. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia da carga do

copolimero, usando fase moével MeOH:H,0 50:50 (v/v).

Carga (%) | tg* (min) k* As* N/m* (m'l) Rs**
40® 19,3 5,0 1,0 83000 7,7
50 @ 19,3 52 1,0 85000 7,9
60 @ 17,6 4,7 1,0 86000 7,9

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.
@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).

* Calculado para o naftaleno.
**Calculado para o par tolueno-naftaleno.
*#*(Calculado para a N,N-dimetilanilina.

Observa-se que a retencdo na fase estacionaria com carga inicial de 50 % ¢ ligeiramente
maior que na fase estacionaria com carga inicial de 60 %. Isto pode ocorrer em fun¢do de uma
melhor distribuicdo do copolimero sobre a silica na fase estaciondria com 50 % de carga, que
justifica também a ligeira melhora na eficiéncia.

Baseado nos resultados obtidos, a fase estaciondria escolhida para os estudos

subseqiientes foi a de carga inicial de 50%. Considerando-se como prioridade a eficiéncia e

simetria dos picos, as melhores composicdes de fase movel foram MeOH:H,O 50:50 (v/v) e

MeOH:H,0 60:40 (v/v), para as misturas 1 e 2, respectivamente.
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Para a determinacdo da vazao 6tima, foram construidas as curvas de van Deemter para as

duas misturas teste, nas melhores condigdes.

A B
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Figura 11. Curvas de van Deemter A) para a mistura teste 1 (fase movel MeOH:H,O 50:50 (v/v)) ¢ B) para a
mistura teste 2 (fase movel MeOH:H,0O 60:40 (v/v)), utilizando uma coluna recheada com fase estacionaria sorvida

com 50 % de carga.

Como se pode observar na curva A da Figura 11 praticamente ndo existe diferenca entre a
altura de um prato nos pontos que representam a vazio 0,2 e 0,3 mL min™. Assim, determinou-se
como vazdo 6tima para a analise da primeira mistura teste 0,3 mL min™', com o objetivo de
diminuir o tempo de retencdo e, conseqiientemente, o tempo de analise sem perda significativa de
eficiéncia (menos de 500 pratos por metro). J& na curva B da Figura 11, referente a andlise da
mistura teste 2, ha uma diferencga significativa de eficiéncia entre 0,2 e 0,3 mL min’! (4000 pratos

por metro), que nao justifica a utilizacdo de uma vazao maior.
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Na Figura 12 estdo os cromatogramas obtidos na avaliagdo da carga do copolimero, nas

condi¢des determinadas pela curva de van Deemter.

A B

N
N

1 60 % 1
50%
40% 40%

50 100 150 200 50 100 150 200
Tempo (min) Tempo (min)

I e

50 %

Resposta do detector
Resposta do detector

Figura 12. Cromatogramas obtidos na avaliagdo da influéncia da carga. A) Mistura teste 1: Identificagéo
dos picos: (1) uracila, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno e (6) naftaleno. Condigdes
cromatograficas: volume de injegdo: 10 uL, MeOH:H,O 50:50 (v/v), vazdo 0,3 mL min™, detecgdo UV a
254 nm. B) Mistura teste 2: Identificagdo dos picos: (1) uracila, (2) fenol (3) N,N-dimetilanilina, (4)
naftaleno e (5) acenafteno. Condi¢des cromatograficas: volume de injecdo: 10 uL, MeOH:H,O 60:40
(v/v), vazdo 0,2 mL min™, detec¢do UV a 254 nm.

5.3.2. Avaliacio da temperatura de imobilizacao
Neste ponto do trabalho, em virtude de problemas mecanicos, foi necessaria a utilizacao
de uma nova bomba para o recheio das colunas cromatograficas. Varias colunas recheadas nesta
nova bomba, utilizando-se o procedimento anterior, apresentaram resultados de assimetria em
torno de 0,3, inclusive a coluna recheada com a fase sorvida, indicando que a mudanga da bomba
alterou profundamente o enchimento das colunas ocasionando problemas no leito cromatografico.
A adi¢do de uma etapa de extragdo do excesso de copolimero da fase estacionaria com

CHCI;, 1,0 mL min'l, por 2 h, seguido de MeOH, 1,0 mL min'l, por 2 h, melhorou o enchimento
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das colunas e os resultados obtidos foram muito bons, apesar de ndo se igualarem aqueles obtidos
com a bomba Haskel. Além da etapa de extragdo, a pressdo utilizada durante o enchimento foi
alterada para 6000 psi.

Determinado o novo procedimento, foi fixado o tempo de 4 h de tratamento térmico e
foram testadas as temperaturas de 80, 100, 120 150, 180 e 200 °C. Na Figura 13 estdo os
cromatogramas obtidos na avalia¢do da influéncia da temperatura de imobilizagdo e na Tabela 5

estdo apresentados os valores dos parametros cromatograficos obtidos.

Tabela 5. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia da temperatura de

imobilizacdo, em um tempo fixo de 4 h.

te* (min) | k* |Rs** | As* |[N/m* (m™")| As***

Sorvida ¥ 15,3 59 | 83 1,0 75000 1,4

80 °C ¥ 12,8 51 | 6,7 1,0 63000 1,2
100 °C @ 14,9 6,1 | 7,6 | 09 72000 12
120°C @ 12,7 50 | 6,7 1,0 63000 1,2
150 °C @ 237 [ 11,0 | 86 | 09 72000 1,2
180 °C @ 225 | 10,5 | 8,5 1,0 71000 1,3
200 °C 27,6 | 134 | 3.8 1,2 13000 0,9

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.

@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

*#*(Calculado para a N,N-dimetilanilina.

Com excecdo da fase estacionaria imobilizada a 200 °C, todas as colunas apresentaram
bom desempenho cromatografico. Os melhores resultados foram obtidos com as fases
estacionarias sorvida e com tratamento térmico a 100 e 150 °C. As fases estaciondrias
imobilizadas termicamente nao apresentaram melhores resultados de eficiéncia que as fases
estacionarias sorvidas, entretanto, apresentaram uma melhor simetria para o composto bésico, a

N,N-dimetilanilina, indicando que houve melhor recobrimento dos silandis livres.
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Nao foi observado um aumento do tempo de reten¢do proporcional a temperatura de
aquecimento, o que indicaria um aumento gradual na camada do copolimero sobre a silica. Como
em outros trabalhos do grupo'®, observou-se um salto no fator de reten¢io dos analitos a partir de
uma determinada temperatura, o que indicaria a formagdo de uma dupla camada do copolimero
sobre a silica.

As fases imobilizadas a 100 e 150 °C apresentaram retencdo ligeiramente maior que as
fases imobilizadas a 120 e 180 °C, respectivamente. Isto ocorreu também, provavelmente, em

funcao da melhor acomodacdo do copolimero sobre a superficie da silica nessas temperaturas.

2 2
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3 4 1 4 5 200°C
5 6 o
1 200°C
180°C

J ~__ 150°C

Resposta do detector
€>
Z
o
Resposta do detector
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o
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50 100 150 20,0 250 30,0 50 150 250 350 450
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 13. Cromatogramas obtidos na avaliagdo da influéncia da temperatura de imobilizagdo. A)
Mistura teste 1: Identificacdo dos picos: (1) uracila, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno
e (6) naftaleno. Condigdes cromatograficas: volume de injecdo: 10 uL., MeOH:H,O 50:50 (v/v), vazdo 0,3
mL min™, detecgio UV a 254 nm. B) Mistura teste 2: Identificacdo dos picos: (1) uracila, (2) fenol (3)
N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno. Condi¢cdes cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL,
MeOH:H,0 60:40 (v/v), vazdo 0,2 mL min’, detec¢ao UV a 254 nm.
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5.3.3. Avaliacao do tempo de imobilizacao

Para a avaliagdo do melhor tempo de tratamento térmico, foram selecionadas as
temperaturas de 100 e 150 °C, que, dentre as fases estacionarias imobilizadas, apresentaram
melhor desempenho cromatografico.

Neste ponto do trabalho, foi necesséria outra mudanca da bomba de enchimento, o que
afetou novamente, de maneira negativa, o recheio das colunas. Foram testadas mudancas de
alguns parametros na extragdo, que se revelou uma etapa crucial para obtengao de colunas com
bom desempenho cromatografico. Variou-se o tempo de extracdo com o CHCI; e foi testada
extracdo com hexano, a 50 °C, pois este procedimento mostrou-se eficiente em outros trabalhos
do grupo®”*. O enchimento com hexano como solvente de propulsio, apesar de ter apresentado

7. % foi ineficiente com a fase sorvida (Tabela 6). O

bons resultados em outros trabalhos
cromatograma da coluna recheada utilizando-se hexano como solvente propulsor apresentou
picos muito baixos e largos, e tempo de andlise longo, indicando que ndo houve extragdo

suficiente do excesso de copolimero.

Tabela 6. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia das condigdes de

extragdo para fase sorvida.

Fase sorvida tg* (min) | k¥ Rs** | As* |N/m* (m'l)
Sem extracao 13,5 5.4 7.4 0,7 78000
CHCl;, 2 h, MeOH, 2 h® 13,4 53 7,3 0,6 80000
CHCl3, 3 h, MeOH, 2 h 13,7 58 79 | 08 85000
CHCl3, 4 h, MeOH,2h @ 13,9 5,8 73 | 06 73000
Hexano, 3 h ¥ 16,7 7,0 8.1 0,7 78000

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.

@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Nos testes realizados com a fase sorvida, apesar de todos os pardmetros estarem fora do
intervalo aceito para simetria (0,9 a 1,2, sendo que valores de 1,6 sao admitid0s42), eles foram
ligeiramente melhores para extragdo com CHCls, 1,0 mL min™, por 3 h seguida de 2 h com

MeOH, a 1,0 mL min'l, que para a extragdo com hexano a 1,0 mL min'l, a 50 °C, que apresentou
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resultado semelhante ao obtido com a coluna recheada sem extragdo. As duas condicdes de

extracao foram entdo testadas com a fase imobilizada a 100 °C.

Tabela 7. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia das condi¢des de

extracdo para fase imobilizada a 100 °C, por 4 h.

Imobilizacao a 100 °C tg* (min) | k* Rs** | As* |N/m* (m™)
Sem extracio 13,0 5,3 74 | 0,7 77000
CHCl;, 3 h, MeOH, 2 h® 13,1 5.4 70 | 07 73000
Hexano, 3 h ¥ 13,6 5,4 6,2 | 0,6 54000

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.

@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Como pode-se observar na Tabela 7 nenhuma das colunas obtidas apresentou resultados
de simetria dentro dos parametros aceitaveis. Por isso, foram realizados testes com a fase
imobilizada a 150 °C, com as melhores condi¢des de extragdo observadas para a fase imobilizada

a 100 °C.

Tabela 8. Parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo da influéncia das condigdes de

extracdo para fase imobilizada a 150 °C, por 4 h.

Imobilizacao a 150 °C tg* (min) | k¥ Rs** | As* |N/m* (m'l)
Sem extracio 20,1 8,9 8.4 0,7 77000
CHCl;, 3 h, MeOH, 2 h @ 17,4 7,4 7,7 1,0 72000

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.

@ Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Com a fase imobilizada a 150 °C foram obtidas colunas com resultados de simetria dentro
dos parametros aceitaveis quando realizada a extragdo com CHCls, 1,0 mL min™ por 3 h, seguida
de MeOH, 1,0 mL min”, por 2 h (Tabela 8). Os pardmetros cromatograficos obtidos foram

praticamente os mesmos que os obtidos anteriormente com a segunda bomba de enchimento.
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Assim, a fase imobilizada a 150 °C foi a escolhida para os testes subseqiientes com a variagcao do
tempo de tratamento térmico.

Inicialmente foram testados 3 e 5 h de tratamento térmico (Tabela 9), porém ambos
apresentaram piores resultados quando comparados ao tempo de 4 h. Tentou-se, assim, o tempo
de tratamento intermedidrio de 4,5 h, que mostrou, além de maior eficiéncia, uma melhor
assimetria para o composto basico N,N-dimetilanilina. Portanto, a melhor condi¢do de
imobilizagao foi determinada como sendo a de 150 °C, por um periodo de 4,5 h.

Na Figura 14 estdo os cromatogramas obtidos na avaliacdo do tempo de tratamento

térmico.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos na avaliacdo da influéncia do tempo de tratamento térmico. A)
Mistura teste 1: Identificagdo dos picos: (1) uracila, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno
e (6) naftaleno. Condigoes cromatograficas: volume de injecdo: 10 uL, MeOH:H,0 50:50 (v/v), vazdo 0,3
mL min™, detecgio UV a 254 nm. B) Mistura teste 2: Identificagdo dos picos: (1) uracila, (2) fenol (3)
N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno. Condi¢des cromatograficas: volume de inje¢cdo: 10 pL,
MeOH:H,0 60:40 (v/v), vazio 0,2 mL min™, detec¢io UV a 254 nm.
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Tabela 9. Parametros cromatograficos obtidos na avaliacdo da influéncia do tempo de

imobilizagdo, na temperatura de 150 °C.

Tempo tg* (min) | k* | Rs** | As* |N/m* (m'l) As*F*
30h® 15,9 6,7 | 7,0 1,1 58000 1,4
40h® 17,4 74 | 1,7 1,0 72000 1,4
45hnh® 17,6 74 | 7,7 | 09 77000 1,1
50h? 17,5 75 | 7,7 | 05 70000 -

() Resultados referentes a média de 3 inje¢des em 1 coluna.

@ Resultados referentes & média de 3 inje¢des em 2 colunas (total de 6 injegdes).
* Calculado para o naftaleno.

**Calculado para o par tolueno-naftaleno.

*#*(Calculado para a N,N-dimetilanilina.

5.4. Espectroscopia de Absorciao no Infravermelho

Na Figura 15 estdo apresentados os espectros no infravermelho da silica (B), do
copolimero (A) e das fases estaciondrias sorvida (C) e tratada termicamente a 150 °C por 4,5 h
(D). No espectro infravermelho (IV) do dimetil metil-fenil siloxano, Figura 15 A, pode-se
ressaltar a presenca de algumas bandas mais importantes, como uma banda média em 2961 cm™ e
bandas fracas acima de 3000 cm™, referentes ao estiramento das ligagdes C-H de carbonos sp’ e
sp, respectivamente. De 1800 a 2000 cm™, aproximadamente, pode-se observar bandas fracas,
caracteristicas de anéis aromaticos, chamadas “overtone”. Também caracterizando o anel
aromatico, observa-se um par de bandas em 1429 e 1593 cm™, correspondente ao estiramento das
ligagdes C=C de aromatico.

No espectro da silica, Figura 15 B, observam-se bandas em torno de 3400 e 1640 cm’,
referentes as vibragdes de grupos hidroxilas ligados a agua fisicamente adsorvida por ligacdes de
hidrogénio e também aos grupos hidroxilas geminais. E importante também ressaltar a presenga
das bandas em 1100 e 970 cm™, correspondentes ao estiramento da ligagdo Si-O e & deformagio
da ligagao Si-O-H dos silanois livres, respectivamente.

Nos espectros das fases estacionarias, Figura 15 C e Figura 15 D, além das bandas em
3400, 1640 ¢ 1100 cm™ presentes na silica, observam-se bandas fracas proximas a 3000 e 1400
cm’', referentes, respectivamente, ao estiramento das ligagdes C-H de carbonos sp® e sp” e ao
estiramento das ligacdes C=C do anel aromatico do copolimero sorvido e imobilizado na

superficie do suporte.
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Figura 15. Espectros de absor¢do no infravermelho A) copolimero de dimetil metil-fenil siloxano; B) silica; C)
fase sorvida; e D) fase imobilizada termicamente a 150 °C, por 4,5 h.

5.5. Area Superficial, Volume e Didmetro de Poro

Tabela 10. Caracteristicas dos materiais de recheio.

Area superficial

Volume Porcentagem de T
) Diametro de
Material especifica Sgpr (m de Poro carbono (%) (nm)
1 Poro (nm) _
g) (em” g7)

Silica nua 313 11,4 0,890 - -
FE sorvida 209 8,04 0,608 6,70 0,457
FE 208 7,71 0,570 8,90 0,649

imobilizada

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que, com a sor¢do e imobilizagdo

térmica do copolimero sobre a silica, houve uma diminui¢do de todos os parametros analisados,

principalmente da area superficial. Estes resultados ja eram esperados, ja que com a sor¢do e/ou

imobilizacdo do copolimero ocorre obstrugdo dos poros menores da silica pelo copolimero.

Apesar disso, como se pode avaliar através dos parametros cromatograficos obtidos com as
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misturas teste, a espessura da camada de polimero formada ¢ suficientemente fina para que haja

transferéncia de massa adequada.

5.6. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 e Silicio 29 (RMN “C e
Si)

A funcionalidade dos silanos e os tipos de ligagdes quimicas encontradas nas fases
estacionarias podem ser determinados pela espectroscopia de RMN de 2°Si. A Figura 16 mostra a

nomenclatura e os deslocamentos quimicos caracteristicos das espécies de silicio que podem ser

encontrados na superficie da silica modificada®.
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Figura 16. Nomenclatura e deslocamentos quimicos das espécies de silicio®.
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No espectro de *’Si da silica gel mostrado na Figura 17 pode-se observar os grupos que
compdem a estrutura da silica, que consiste basicamente de ligagdes tipo siloxano e silandis. Os
grupos silanois sdo representados por picos em aproximadamente -92 ppm, atribuidos aos silandis
geminais, chamados Q% e em aproximadamente -101 ppm, atribuidos aos silanois livres e

Ce . . 3 . - . . ~ . .
vicinais, denominados Q°. As ligagdes tipo siloxano sdo representadas por um pico, denominado

Q*, em aproximadamente -110 ppm.

40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 ppm

Figura 17. Espectros de RMN *Si de A) silica nua; B) fase estacionaria sorvida e C) imobilizada
termicamente a 150 °C, por 4,5 h.

Os espectros das fases estaciondrias sorvida e imobilizada termicamente ndo apresentam

nenhuma diferenca significativa entre si. Pode-se notar em ambas a presenca de espécies M,
. . . . ’ ) 2 r :

referentes aos grupos trimetil terminais do copolimero, e duas espécies D”, também devido ao

copolimero. Em -22 ppm, existe um pico referente a espécies difuncionais ligadas a cadeias
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alquilicas, ja a espécie observada em — 35 ppm ¢ em virtude da presenca de anéis aromaticos
ligados ao silicio, que altera seu deslocamento quimico para valores proximos a -34 ppm em
relagdo aos substituintes do tipo n-alquila®.

Apesar dos espectros de RMN medidos pela técnica CP/MAS ndo serem quantitativos,
pode-se ressaltar a diminuicdo quase total do pico referente aos silandis geminais da silica,
indicando que houve um bom recobrimento dessas espécies pelo copolimero. Pode-se inferir
também que ocorreu uma alteragio na proporgdo entre as espécies Q° e Q*, com diminuigdo das
espécies Q° em relagdo as espécies Q°, indicando que parte dos grupos silanois livres e vicinais
também interagiram com o copolimero.

A Figura 18 apresenta os espectros de RMN de "°C das fases estacionarias sorvida e
imobilizada termicamente. Assim como nos espectros de RMN de *’Si, ndo se observa nenhuma
diferenca significativa entre as duas fases estaciondrias. Os espectros apresentam um pico em 0
ppm, que representa as espécies Si-CHj3, e picos entre 120 e 140 ppm, referentes aos carbonos dos

anéis aromaticos do copolimero™.

A

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 ppm

Figura 18. Espectros de RMN C de fases estaciondrias A) sorvida e B) imobilizada termicamente a 150
°C por 4,5 h.



5.7. Testes de Estabilidade

45

Os testes de estabilidade foram realizados com duas colunas, uma recheada com a fase

estacionaria sorvida e outra com a fase estacionaria imobilizada na melhor condigdo encontrada,

ou seja, 150 °C por 4,5 h. Na Figura 19 estdo representados os resultados obtidos.
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Figura 19. Teste de estabilidade com a fase mével MeOH:H,0 50:50 (v/v): e Fase Imobilizada a 150 °C;

m Fase sorvida.

Pode-se observar que em ambos os casos as colunas mostraram boa estabilidade. Na

coluna recheada com a fase sorvida houve uma perda de 20 % em relacdo a eficiéncia inicial apos

a passagem de 20.000 volumes de coluna, enquanto que na fase imobilizada termicamente houve
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pouca modificagdo no mesmo intervalo. Na fase imobilizada, houve um ligeiro aumento da
eficiéncia logo no inicio do teste, talvez em virtude de uma melhor acomodag¢do da fase
estacionaria e alteragdo no leito cromatografico. Nao houve, em nenhum dos testes, diminuicao
significativa do fator de retencao, o que poderia indicar perda do copolimero.

Analisando o fator de assimetria para o naftaleno, nota-se que ele sofreu um aumento
inicial na coluna recheada com a fase estaciondria sorvida atingindo valores de 1,1 até muito
proximos a 1,3, que ainda estdo dentro dos valores aceitaveis na literatura, permanecendo estavel
até 20.000 volumes de coluna. Ja na coluna recheada com a fase imobilizada termicamente, o
fator de assimetria variou de 0,9 a 1,0, estando assim dentro do intervalo aceito e com melhores
valores™.

Na Figura 20 estdo os resultados obtidos no teste de estabilidade em condi¢des mais
drésticas para colunas recheadas com as fases estaciondrias, sorvida e imobilizada termicamente
por 4,5 h, a 150 °C.

A fase estacionaria imobilizada termicamente manteve 90 % de sua eficiéncia inicial até
cerca de 690 volumes de coluna, quando diminuiu drasticamente para 40 % em torno de 790
volumes de coluna. J4 a fase estaciondria sorvida apresentou uma diminui¢do gradativa de sua
eficiéncia, sendo que, em 475 volumes de coluna, a perda de eficiéncia tornou-se mais acelerada,
atingindo 50 % de sua eficiéncia inicial com a passagem de 650 volumes de coluna de fase movel
alcalina.

Como observado em outros trabalhos no LabCrom ', apds o colapso do leito
cromatografico, com uma queda brusca da eficiéncia e um grande aumento do fator de assimetria,
houve uma ligeira recuperacao, provavelmente em virtude de uma reacomodagao das particulas
da fase estacionaria no leito cromatografico.

Em ambos os casos, observou-se que o fator de retencdo diminuiu progressivamente. Nos
experimentos com fase movel neutra, essa diminui¢do da retengdo ocorreu em virtude da perda
do copolimero arrastado fisicamente pela fase movel. J& nos experimentos com fase movel
alcalina, além da perda de copolimero em virtude do arraste da fase movel ocorreu também a
perda do material de recheio, com a dissolucdo da silica. Isso pode ser comprovado visualmente,
pois quando a coluna foi aberta para desempacota-la foi observado um grande espago vazio no

leito cromatografico.
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Figura 20. Teste de estabilidade com fase movel MeOH:NaHCO; 0,05 mol L' + NaOH, pH 9,0, 50:50

(v/v), a 40 °C: e Fase Imobilizada a 150 °C; m Fase sorvida.

Tabela 11. Porcentagem de carbono presente nas fases estaciondrias, sorvida e imobilizada.

Fase Antes do teste de | Apos teste de estabilidade | Apds teste de estabilidade
estacionaria estabilidade com fase movel neutra em condicoes drasticas
Sorvida 6,7 % 5,5% 4,6 %
Imobilizada a
150°C, 4,5 h 8,9 % 7,3 % 6,6 %
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a utilizacdo do copolimero de dimetil(48-52%)-
metil-fenil(48-52%) siloxano sobre a silica produz fases estaciondrias com grande potencialidade
em cromatografia liquida de alta eficiéncia. A maioria das colunas obtidas apresentou bom
desempenho cromatografico, boa eficiéncia e estabilidade quimica.

Avaliando o processo de imobilizagdo por tratamento térmico, pode-se concluir que,
dentre as condigdes testadas, a imobilizagdo a 150 °C apresentou os melhores resultados de
eficiéncia e simetria e, para esta temperatura, o tempo de 4,5 h de tratamento foi considerado o
mais adequado.

Os bons resultados do fator de assimetria para a N,N-dimetilanilina indicaram que houve
um bom recobrimento dos silanois livres pelo copolimero. A diminui¢cdo quase total do pico
referente as espécies Q7, silandis geminais, e a diminuigdo das espécies Q°, silandis livres e
vicinais, em relacdo as espécies Q*, siloxanos, nos espectros de RMN de *’Si reforam essa
hipotese, e indicam que os silanodis geminais e vicinais também interagiram com o copolimero.

A espessura da camada de copolimero formada foi bem menor que aquelas obtidas em

outros trabalhos do grupo®!

, ndo sendo suficiente para formar uma monocamada uniforme sobre
a silica. Assim, pode-se afirmar que os bons resultados do fator de assimetria para a N,N-
dimetilanilina ndo s6 se devem ao recobrimento dos silandis livres pelo copolimero, mas também
a sua seletividade diferencial promovida pelos grupos fenil.

As colunas recheadas com as fases estaciondrias preparadas a partir da sorcdo e
imobilizagdo por tratamento térmico do copolimero sobre a silica apresentaram boa estabilidade,
tanto com fase mével neutra quanto com fase moével alcalina, sendo que o tratamento térmico
promoveu um ligeiro aumento da estabilidade.

O copolimero de dimetil(48-52%)-metil-fenil(48-52%) siloxano como fase estacionaria
para CLAE ¢ muito promissor e sua utilizagdo deve continuar sendo investigada, para verificar a
sua potencialidade na aplica¢do em diversos tipos de amostra, como por exemplo hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos, ¢ a eficiéncia de diferentes agentes de imobilizacdo, tal como radiagao

por microondas e autoimobilizagao.
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