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RESUMO

PREPARACAD DE COLUNAS PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA RECHEADAS COM POLISSILOXANOS (C1, C8 & C14) IMOBILIZADOS
SOBRE PARTICULAS DE SiLICA POROSA DE 5 um,

Autor: Edivan Tonhi

Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Neste trabalho foram obtidas e caracterizadas fases estacionarias reversas para
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) pela deposico de polissiloxanos com
cadeias laterais C1 (polidimetilsiloxano), C8 (polimetiloctilsiloxanc) e C14
(polimetiltetradecilsiloxano} sobre particulas de silica porosa, seguido de imobilizacao
por tratamento térmico, auto-imobilizagdc e irradiacdo com radiacbes microondas e
gama. Para as fases estacionarias obtidas foram feitas a caracterizagdo fisico-quimica,
a avaliagdo cromatografica e um estudo de estabilidade comparativo. Os resuitados
mostraram que os diferentes processos de imobilizacao promovem fases estacionarias
com diferentes caracteristicas fisicas e elas se mostraram bastante promissoras para
utilizagcdo em cromatografia liquida, na separagic de compostos de naturezas e
polaridades variadas e tambeém em condices reais de analise. As principais vantagens
destas fases estao relacionadas com a facilidade e o custo da preparacéo e também ao
maior recobrimento dos grupos silandis do suporte de silica, que as tornam bastante
promissoras na separagdc de composios basicos. Todas as fases se mostraram
bastanie estaveis frente & fase modvel neutra, mas menos estaveis frente a fase movel

basica.
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ABSTRACT

PREPARATION OF HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC
COLUMNS PACKED WITH POLYSILOXANES (C1, C8 AND C14) IMMOBILIZED ON
POROUS 5um SILICA .

Author: Edivan Tonhi

Supervisor: Profa. Dra. Carof Hollingworth Collins

In this work, reversed phases for High-Performance Liguid Chromatography
(HPLC) were obtained by deposition of polysiloxanes with different lateral chains, C1
(polydimethyisiloxane), C8 {poiymethyioctylsiloxane) and Ci4
(polymethyltetradecylsiloxane), in HPLC silica particles, foliowed by immobilization
using different processes: thermal treatment, self-immobilization and irradiation with
rnicrowaves and gamma radiation. Physical-chemical characterization, chromatographic
evaluation and a comparative stability study of the stationary phases were carried out.
The results show that different immobilization processes provide different physical
characteristics in the prepared phases and that they are appropriate for
chromatographic use in the separation of compounds with varied natures and polarities
and also under real analysis conditions. The main advantages of these stationary
phases are related to facility and cost of preparation and greater covering of the silanol
groups of the silica suport that results in superior performance in the separations of

basic compounds. All the stationary phases were quite stable to neutral mobile phase,
with less stability at higher pH.
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Tabela 27. Porcentagem de carbono, porcentagem de carga, massa especifica e
area superficial das fases estaciondrias SiO,(PMTDS) imobilizadas-extraidas apos
a extracadc do excesso do PMTDS e da fase estacionaria ndo imobilizada sem
extracao do excesso de PMTDS,
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Tabela 28. Porcentagem de perda de massa durante a analise termogravimétrica

de 25°C a 950°C das fases estaciondrias SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas e
nzo imobilizada.

Tabela 29. Fator de retengdo dos compoesios acido, basico e neutros da mistura
ieste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO.(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Colunas: 50 x 4 mm; fase movel metanol:agua 7:3 (vv);
vaz&o: 0,5 mbL min™".

Tabelz 30. Fator de assimetlria para os compostos acido, basico e neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOz(PMTDS)
imobilizadas-exiraidas. Coluna: 80 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3 (viv);
vazdo: 0,5 mL min™.

Tabela 31. Resolugao entre picos adjacentes para os compostios acido, basico e
neuiros da mistura {este para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiO(PMTDS) imobilizadas-exiraidas. Coluna: 50 x 4 mm: fase mobvel
metarol:agua 7:3 (viv); vazao: 0,5 mL min™,

Tabela 32. Fator de separacéo entre picos adjacentes para os compostos acido,
basico e neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO(PMTDS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase
mével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™".

Tabela 33. Eficiéncia (nimero de pratos) para os compostos acido, basico e
neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiO(PMTDS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase movel
metanol:agua 7:3 (Viv); vazao: 0,5 mL min™".

Tabela 34. Fator de retencdo dos compostos neutros da mistura teste para as
colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS) imobilizadas-
extraidas. Colunas: 50 x 4 mm; fase movel: metanol:agua 7:3 (v/v); vazdo: 0,5 mL

min .

Tabela 35. Fator de assimetria para os compostos neutros da mistura teste para as
colunas recheadas com as fases estaciondrias SiO(PMTDS) imobilizadas-
extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mdvel metanol:dgua 7:3 (v/v); vazéo: 0,5 mL

min .

Tabela 36. Resolugdo entre picos adjacentes para os compostos neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS)

imobilizadas-exiraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase movel metancl:agua 7:3 (viv);
vazao: 0,5 mL min™".
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Tabela 37. Fator de separacdo entre picos adjacentes para os compostos neutros
da mistura tesle para as colunas recheadas com as fases esiacionsrias
SiO(PMTDE) imobilizadas-exiraidas. Coluna: 50 x 4 mm: fase movel
metanol:dgua 7:3 (vv); vazdo: 0,5 mbL min™".

Tabela 38. Eficiéncia (nimero de pratos) para os compostos neutros da mistura
teste para as colunas recheadas com as fase estaciondrias SiO(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm: fase moével metanol:agua 7.3 (vv);
vazdo: 0,5 mL min,

Tabela 39. Fator de separaco para os picos separados no cromatograma das
fases estacionarias SiO(PDMS), SiOx(PMOS) e SiO,(PMTDS) imobilizadas por
aguecimento a 120°C/16 horas.

Tabela 40, Fator de separacio para os picos separados nos cromatogramas das
fases estacionarias SiO(PDMS), SiC,(PMOS) e SIOL(PMTDS) com porcentagem
de carga similares.

Tabela 41. Porcentagem de carbono das fases estacionarias baseadas em
diferentes polimeros imobilizadas por tratamento térmico.
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Figura 25. Cromatogramas obfidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiC(PMOS) imobilizadas por: a) aguecimento a 220°C/4 horas, b)
aguecimento a 120°C/16 horas, c) aquecimento a 120°C/4 horas, d) irradiagio
com microondas, e) irradiacio com radiag@o-y, ) auto-imobilizacdo; e g} coluna
recheada com fase estaciondria comercial Rainin C8. Condicdes: fase movel
metanclagua 7:3 (v/v), vazéo de 0,5 mL min™. Detecgdo: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracll, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzenc e &-
acenafieno.

Figura 26. Atividade silanofilica em funcao da porcentagem de carbono para as
fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-extiraidas.

Figura 27. Curvas de eficiéncia (caiculada para o pico do acenafteno) em funcio
da vazado de fase mobvel para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SI0(PMOS) Imobilizadas-extraidas e a fase estacionaria comercial Rainin C8.
Condigdes: colunas: 50 x 4 mm, fase mével metanol:agua 7:3 {viv).

Figura 28. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO.(PMOS) imobilizadas por: a) aquecimenio a 220°C/4 horas, b)
aquecimento a 120°C/16 horas, ¢} aquecimento a 120°C/4 horas, d) irradiagao
com microondas, e) irradia¢do com radiaggo-y, f) auto-imobilizacdo; e g) coluna
recheada com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Condicdes: fase movel
metanol:agua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min™", Deteccao: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracil, 2-acetona, 3-benzonitrila, 4-benzeno, 5-tolueno e 8-naftalens.

Figura 29. Hidrofobicidade em funcdo da porcentagem de carbono das fases
estacionarias SiOx(PMOS) imobilizadas-extraidas.

Figura 30. Parametros cromatograficos para o pico do fenol em funcao do volume
de fase movel neutra passado pelas colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO.(PMOS) imobilizadas por: ® aquecimento a 120°C/4 horas: e
aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiacdo com microondas; A irradiagéo com

radiagdo-y; T auto-imobilizacdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.

Figura 31. Par@metros cromatograficos para o pico da N,N-dimetilanilina em
fungio do volume de fase movel neutra passado pelas colunas recheadas com as
fases estacionarias SiO(PMOS) imobilizadas por: ® aquecimento a 120°C/4 horas;
e aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiacdo com microondas: A irradiagéo

com radiagdo-y; T auto-imobilizacao; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.
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Figura 32. Par@metros cromatograficos para o pico do naftaleno em funcio do
volume de fase mével neutra passado pelas colunas recheadas com as fases
estacionarias SiOx(PMOS) imobilizadas por: ® aquecimento a 120°C/4 horas;
aguecimento a 120°C/18 horas; o irradiagéo com microondas; A irradiaco com

radiagao-y; T auto-imobllizacBio; e + coluna recheada com a fase estaciongria
comercial Rainin C8.

Figura 33. Par@metros cromatograficos para os compostos da mistura teste em
funcao do volume de fase mével neutra passado pela coluna recheada com a fase
estacionaria SiO2(PMOS) imobilizada por aquecimentc a 120°C/4 horas.
Compostos da mistura teste: T fenol; ® N, N-dimetilanilina: e o naftaleno,

Figura 34. Cromalogramas obtidos com a coluna recheada com a fase
estacionaria Si02(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/4 horas {(a) antes &
{b) apés passar 30.000 v. de fase mével neutra pela coluna. Condicdes: fase
movel metanol:agua 7.3 {(vi), vaziic de 05 mL min’ Deteccao: 254nm.
Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naftalenc.

Figura 35. Parametros cromatograficos para o pico do fencl em funcéo do volume
de fase movel alcalina (pH 8,4) passado pelas colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas por: = aquecimento a 120°C/4 horas: e
aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiagéo com microondas; A irradiacdo com

radiagdo-y; T auto-imobilizagdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.

Figura 36. Parametros cromatograficos para o pico da N ,N-dimetiianilina em
funcgo do volume de fase mdvel aicalina (pH 8,4) passado pelas colunas
recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas por. ®
aquecimento a 120°C/4 horas; » aguecimento a 120°C/16 horas; o irradiacdo com
microondas; A irradiagdo com radiagdo-y: T auto-imobilizacdo; e + coluna
recheada com a fase estacionaria comercial Rainin C8.

Figura 37. Parametros cromatograficos para o pice do naftaleno em funcéo do
volume de fase mével aicalina (pH 8,4) passado pelas colunas recheadas com as
fases estacionarias Si0»(PMOS) imobilizadas por: ® aguecimento a 120°C/4 horas:
 aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiacio com microondas; A irradiacdo
com radiagao-y; T auto-imobilizagéo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.
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Figura 38. Cromatogramas obfidos com as colunas recheadas com a fase
estacionaria SiOz(PMOS) imobilizada por aguecimento 2 120°C/18 horas (a) antes
e (b} apds passar 1.500 v, de fase méve! alcalina pH 8.4 peia coluna e com a fase
estaciondria comercial Rainin C8 (c) antes e (d) apés passar 1.500 v, de fase
movel aicalina pH 8,4 pela coluna. CondicBes: fase movel metanohagua 7.3 (viv),
vazao de 0,5 mbL min". Detecgao: 254nm. Compostos injetados: 1-uracil, Z-fenol,
3-N, N-dimetilanilina e 4-nafialena.

Figura 39. Pardmetros cromatograficos para o pico do fencl em funcao do volume
de fase moével alcalina pH 10,0 passado pela coluna recheada com: ® fase
estacionaria SiO,(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas; e o fase
estacionaria comercial Rainin C8.

Figura 40. Par8metros cromatogréficos para o pico da N N-dimefilanilina em
fung@o do volume de fase mével alcalina pH 10,0 passadc pela coluna recheada
com: & fase estacionaria Si0O,(PMOS) imobilizada por aquecimente a 120°C/18
horas; e o fase estaciondria comercial Rainin C8.

Figura 41. Parametros cromatograficos para o pico do naftaleno em fungéo do
voiume de fase mavel alcalina pH 10,0 passado pela coluna recheada com: ® fase
estacionaria SiOz(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas; e o fase
estacionaria comercial Rainin C8.

Figura 42. Fotomicrografias da fase estacionaria SiC(PMOS) imobilizada a
120°C/16 horas :a) antes e b) apds o teste de estabilidade com fase moével alcalina
pH 10,0; e da fase estacionaria comercial Rainin C8; ¢) antes e d) apds o teste de
estabilidade com fase mével alcalina pH 10,0. Aumento de 20.000 vezes.

Figura 43. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com a fase
estacionaria SiO(PMOS8) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas {a) antes
e {b) apos passar 1.600 v, de fase mével alcalina pH 10,0 pela coluna e com a
fase estacionaria comercial Rainin C8 (¢} antes e (d) apos passar 2.000 v, de fase
mével alcalina pH 10,0 pela coluna. Condigdes: fase mave! metanol:agua 7:3 (viv),
vazao de 0,5 mL min™. Deteccéo: 264nm. Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenol
3-N,N-dimetilanilina e 4-naftalenc.

¥

Figura 44. Cromatogramas de GPC de: a) PDMS puro; e PDMS extraidos das
fases estacionarias SiOx(PDMS) imobilizadas por: (b) aquecimento a 80°C/30
horas; (c) aquecimento a 120°C/16 horas; (d} aquecimento a 240°C/4 horas: (e)
aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagdo com microondas; () auto-imobilizacao +
irradiagao com microondas; e (g) auto-imobilizacéo + irradiacdo com radiagao-y.

Figura 45: Porcentagem de carbono em fungdo da area superficial das fases
estacionarias SiC{PDMS) imobilizadas-extraidas.
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Figura 46. Curvas termogravimétricas de: (a) silica nua; e fases estacionarias
Si0{PDMB) imobilizadas por: (b) aguecimento a 80°C/30 horas; (¢) aquecimento
a 120°C/18 horas; (d) aguecimento a 240°C/4 horas; (e) aguecimento a 80°C/30
horas + irradiagdo com microondas; (f) auto-imobilizacdc + irradiacdo com
microondas; (g) auto-imobilizaglo + irradiacdo com radiacdo-y; e (h) fase
estacionaria ndo imobilizada.

Figura 47. Espectros no infravermelho das fases estaciondrias SiOu(PDMS)
imobilizadas por: (a) aguecimento a 80°C/30 horas; (b) aquecimento a 120°C/18
horas; (¢} aquecimento a 240°C/4 horas; (d) aguecimento a 80°C/30 horas +
irradiagdo com microondas; (&) auto-imobilizagdo + irradiacio com microondas; e
(f) auto-imobilizacao + irradiagdo com radiacao-y.

Figura 48. Cromatograma oblido com a coluna recheada com a fase estacionaria
Si0(PDMS) imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas. Condicdes: fase mave!
metanol:dgua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min’. Detecgdo: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracll, 2-fenol, 3-N,N-dimelilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzeno e 6-
acenafteno.

Figura 48. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (¢) aquecimento a 240°C/4 horas; {d) aquecimenio
a 80°C/30 horas + irradiagdo com microondas; (e) auto-imobilizagdo + irradiacao
com microondas; e (f) auto-imobilizagéo + irradiagdo com radiagdo-y. Condictes:
fase movel metanoi:agua 7:3 (viv), vazdo de 0,5 mL min™. Detecgdo: 254 nm.
Compostos injefados: 1-uracil, 2-fenol, 3-N N-dimetilanilina, 4-naftalenc e 5-
acenafteno.

Figura 50. Curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) em fungéo da
vaz&o de fase movel para a coluna recheada com a fase estacionaria Si0C(PDMS)
imobilizada por aguecimento a 80°C/30 horas. Condigdes: coluna: 50 x 4 mm, fase
mével: metanol:agua 7:3 (viv).

Figura 51. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas: (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (¢) aquecimento a 240°C/4 horas: (d) aguecimento
a 80°C/30 horas + irradiacdo com microondas; () auto-imobilizacao + irradiacao
com microondas; e (f) autc-imobilizagao + irradiagcdo com radiagéo-y. Condicbes:
fase movel metanol:agua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min™. Deteccao: 254 nm.
Compostos injetados: 1-uracil, Z-acetona, 3-benzonitrila, 4-benzeno, 5-naftalenc e
8-tolueno.
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Figura 52. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em
fungao do volume de fase mdvel neutra passado pela coluna recheada com a fase
estacionaria Si0(PDMS) imobilizada por aguecimento a 120°C/16 horas.
Compostos da mistura teste: T fenol; N N-dimetilanilina: e o nafialeno.

Figura 53. Cromatogramas obtidos da coluna recheadz com a fase estacionaria
SIOL(PDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b) apos
passar 30.000 v, de fase movel neutra pela coluna. Condigdes: fase mével
metanclagua 7:3 (v}, vazdo de 0,5 mL min'. Deteccio: 254nm. Compostos
injetados: 1-uracil, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naftalenoc.

Figura 54. Parametros cromatograficos para 0s compostos da mistura teste em
fung@o do volume de fase moével aicalina (pH 8,4) passado pela coluna recheada
com a fase estacionaria SiO,(PDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16
horas. Compostos da mistura teste: T fenol; 8 N, N-dimetilanilina;, e o naftaleno.

Figura 55. Cromatogramas obtidos da coluna recheada com a fase estacionaria
Si0(FDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b) apds
passar 1.600 v. de fase movel alcalina (pH 8,4) pela coluna. Condicdes: fase
mével metanol:idgua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min"'. Detecgdo: 254nm.
Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naffaleno,

Figura 56. Cromatogramas de GPC de: (a) PMTDS antes da exiracdo; (b) PMTDS
apds a primeira extragao com isopropanol; e (c) PMTDS apds a segunda extragéo
com isopropanol.

Figura 57. Cromatogramas de GPC de: a) PMTDS purc;, e PMTDS extraidos das
fases estacionarias SiO,(PMTDS) imobilizadas por: (b) aquecimenio a 80°C/30
horas; (c) aquecimento a 120°C/16 horas; (d) aguecimento a 80°C/30 horas +
irradiagdo com microondas; (e) auto-imobilizagdo + irradiagdo com microondas; e
{f) auto-imobilizagdo + irradiacdc com radiagdo-y.

Figura 58. Porcentagem de carbono em fungdo da area superficial das fases
estacionarias SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas.

Figura 59. Curvas termogravimétricas de: (a) PMTDS antes da exiracidoc dos
oligdmeros e (b) apos a extragdo dos oligdmeros.

Figura 60. Curvas termogravimétricas de: (a) silica nua; fases estacionarias
Si0x(PMTDS) imobilizadas por: (b) aquecimento a 80°C/30 horas; (¢} aquecimento
a 120°C/16 horas; (d) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiacdo com microondas;
(e} auto-imobilizacao + irradiagdo com microondas; (f) auto-imobilizacdo +
irradiacao com radiacéo-v; e (g) fase estacionéria nao imobilizada.
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Figura 61. Espectros no infravermelho das fases estacionarias SiO.(PMTDS)
imobilizadas por: () aguecimento a 80°C/30 horas; {(b) aguecimenio a 120°C/16
horas; (c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagBo com microondas; (d) auto-
imobilizagao + irradiaggdo com microondas; e (&) auto-imobilizagio + irradiacao
com radiac&o-y.

Figura €2. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estaciondrias SiOx(PMTDS) imobilizadas por: {a) aguecimento a 80°C/30 horas;
(b} aguecimento & 120°C/18 horas; (c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiacso
com microondas; (d) auto-imobilizagao + irradiacdo com microondas; e (e) auto-
imobilizagaéo + irradiacac com radiacio-y. Condigbes: fase mével metanol:agua 7:3
{v/v), vazdo de 0,5 mL min”'. Deteccio: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracil, 2-
fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-efilbenzenc e 8-acenafteno.

Figura 63. Curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) em fungéo da
vazdo de fase mobvel para a coluna recheads com a fase estacionaria
SiO(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizagao + radiag@o-y. Condices: coluna:
50 x 4 mm, fase movel: metanolagua 7:3 (v/v).

Figura 64. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com fases
estacionarias SiC2(PMTDS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiacéc com
microondas; (d) auto-imobilizacdo + irradiagdo com microondas; e {e) auto-
imobilizag&o + irradiacéo com radiagdo-y. Condicbes: fase mavel metanol:agua 7:3
(viv), vazao de 0,5 mbL min™ . Detecgdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracil, 2-
acetona, 3-benzonitrila, 4- benzeno, 5-tolueno e 6-naftalenc.

Figura 65. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em
funcdo do volume de fase mével neutra passado pela coluna recheada com a fase
estacionaria SiOx(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizacdc + radiagao-y.
Compostos da mistura teste: T fenol; m N,N-dimetilanilina; e o naftalenoc.

Figura 66. Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a fase
estaciondria SiO(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizagao + radiacdo-y (a) antes
e (b) ap6s passar 30.000 v, de fase movel neutra pela coiuna Condicdes: fase
movei metanolagua 7:3 (viv), vazdo de 0,5 mL min” . Deteccdo: 254 nm.
Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenoi, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naﬁateno.

Figura 67. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em
fung@o do volume de fase mével alcalina (pH 8,4) passado pela coluna recheada
com a fase estacionaria SiOx(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizacdo +

radiagcdo-y. Compostos da mistura teste: T fenol; m N, N-dimetilanilina; e o
naftaleno.
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Figura ©68. Cromatogramas obfidos com a coluna recheada com a fase
estacicnaria SiO{(PMTDS) imobilizada por autc-imobilizacao + radiaggo-y (1) antes
e (b} apds passar 1.600 v, de fase mdvel aicalina pH 8,4 pela coluna. Condigdes:
fase mével metanol:agua 7:3 (w/v), vazdo de 0,5 mbL min’. Detecc@io: 254nm.
Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenol, 3-N N-dimetilanilina e 4-nafialenoc.

Figura 69. Cromatogramas oblidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias  Si0(PMOS), SiO,(PDMS) e SiC{PMTDS) imobilizadas por
aquecimento a 120°C/16 horas . Condigbes: fase movel metanol:dgua 7:3 (viv),
vazao de 0,5 mL min". Detecgao: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracil, 2-fenoi
3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzeno e 8-acenafteno.

¥

Figura 70. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estaciondrias SiOx(PDMS), Si0{PMOS) e SIiOx(PMTDS) com porceniagem de
cargas similares. Condigdes: fase modvel metanol:dgua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL
min'. Deteccgo: 254 nm. Compostos injetados:  1-uracii, 2-fenol, 3-N,N-
dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzeno e 8-acenafteno.

Figura 71. Hidrofobicidade e afividade silanofilica em funcdc do nimero de
carbonos nas cadelas laterais dos polissiloxanos imobilizados na fase estacionaria.

Figura 72. Separacdc dos compostos da mistura de pesticidas utilizando as
colunas recheadas com: (a) fase estacionaria SiOx(PDMS) imobilizada por
aquecimento a 240°C/4 horas; (b) fase estacionadria SiO,(PMOS) imobilizada por
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) fase estacionaria SiOx(PMTDS) imobilizada por
auto-imobilizacdo + radiagdo-y; e (d) coluna Purospher C18 5um (Merck).
Condigbes: fase mdvel acetonitrila:dgua 35:85 (v/v) pH 10, vazao de 0,7 mL min™".
Detecgao com arranjo de diodos a 235 nm. Compostos injetados: 1-carbendazin,
2-simazina, 3-atrazina, 4-diuron e 5-ametrina.

Figura 73. Especiros de absor¢do no UV dos pesticidas separados pelas
diferentes colunas utilizando fase mével alcalina (pH 10).

Figura 74. Separagdc dos compostos da mistura de pesticidas utilizando as
colunas recheadas com: (a) fase estacionaria SiOx(PDMS) imobilizada por
aquecimento a 240°C/4 horas; (b) fase estacionaria Si0,(PMOS) imobilizada por
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) fase estacionaria SiOx(PMTDS) imobilizada por
auto-imobilizagac + radiag@o-y; e (d) coluna Novapak C18 4um (Waters).
Condigbes: fase movel metanol:dgua 1:1 (viv) pH 3,75, vazdo de 0,8 mL min™.
Deteccdo com arranjo de diodos a 230 nm. Compostos injetados: 1-bentazona, 2-
cianazina, 3-cimazina, 4-atrazina, 5-diuron e 8-linuron.

Figura 75. Espectros de absor¢do no UV dos pesticidas separados pelas
diferentes colunas utilizando fase modvel acida {pH 3,75).
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fiii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Asq = Faior de assimetria a 10% da altura do pico
CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLAE-FR = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa

C1, C8 e C14 = Representacdes do numero de carbonos na cadeiz iaferal das fases
estacionarias

CP-MAS-NMR = Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear com Polarizagao
Cruzada segundo Rotacdo em um Angulo Magico

*C-RMN = Ressonancia Magnética Nuclear de °C

GPC = Cromatografia por Exclusdo (Permeacio em Gel)
HPLC = High Performance Liquid Chromatography

I/ = Espectroscopia no infravermetho

k = Fator de retengac

LABCROM = Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia Liquida
MEV = Microscopia Eletrdnica de Varredura

N = Eficiéncia (nimero de praios)

N,N-DMA = N,N-dimetilaniiina

PBD = Poli(butadieno)

PDMS = Polidimetilsiloxano (C1)

PMOS = Polimetiloctilsiloxano (C8)

PMTDS = Polimetiloctadecilsiloxano {C14)

Rs = Resolugio entre picos adjacentes

25i.RMN = Ressonancia Magnética Nuclear de Si

TGA = Termogravimetria



ty = Tempo de retencdo de um composto ndo retido pela fase estacionaria

ir = Tempo de retengdo de um compaosio
o = Fator de separacao entre picos adjacentes

um = Micrémetro
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I INTRODUCAO

1.1. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) & uma técnica de separacéoc
gue, em menos de quarenta anos, passou a ser um dos metodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e guantitativos. As raz8es para este crescimenio estao
relacionadas a sua adaptabilidade para determinacBes quaniitativas com boa
detectabilidade, a possibilidade de separar espécies n2o volateis e termicamente
instaveils, com destague para a indidstria farmacéutica, bem como as suas aplicagdes
em determinacbes ambientais € em muitos outrcs campos da ciéncia, como ¢ da
medicina, alimentos, satde publica, combustivels, dentre cutros campos.

Durante muitos anos se praticou a Cromatografia Liquida de uma forma
chamada “classica’, que consiste basicamente em colunas de vidro preenchidas com
adsorventes, a qual utiliza a forca da gravidade para forcar a passagem do eluente
(solvente) atraveés de uma coluna onde ocorre a separagé&.

A utilizacdo de colunas de tamanho reduzido, preenchidas com material
finamente pulverizado oferecendo grande resisténcia ao fluxo da fase moével, resultou
no uso de sistemas de bomba de alta pressao, denominando-se Cromatografia Liquida
de Alta Pressao.

Entretanto, no inicic da década de 70 verificou-se que a alta pressdoc nao era um
fator importante na separagdo cromatografica mas, sim, uma exigéncia decorrente da
diminuicdo sucessiva do tamanho das particulas dentro da coluna. Apesar das
controvérsias da nomenclatura da técnica, decidiu-se manter o simbolo HPLC,
internacionaimente reconhecido, alterando o nome para High Performance Liquid
Chromatography, literalmente cromatografia liquida de alto desempenho. No Brasil o
nome mais encontrado & CLAE, enfatizandc o seu aspecto mais importante, a alta
eficiéncia obtida, comparada com as colunas abertas (“classicas”).

O grande crescimento e a popularidade da CLAE foram impulsionados por
vantagens na tecnologia em coluna e na instrumentacdo. O desenvolvimento de

microparticulas como material de enchimentc de melhor eficiéncia e estabilidade,



infroducao 2

iniciadas por Halasz, Horvath e Kirkland®™ e a2 infrodugéo de fases ligadas,
aumentaram a versatilidade da fécnica e aperfeicoaram 2 analise de misturas de varios
componentes. Desde a década de 70 a CLAE tem se tornado uma valiosa ferramenta
analitica e com grande aplicag8o para pesquisadores de diversos campos.

Um sistema de CLAE (Figura 1) é constituido basicamente de bomba de altz

pressdo, injetor, coluna, detector e um sistema de aguisigao de dados.

Bomba de alta i
pressdo “alvuis de

injecéo
Coluns
1 ; ! m
53 ——mﬂ@mﬁ ]

Reservaldrio da
fase movel

Sistems de
aguisicio de dades

'ﬁ L_|

Colets do
efuente

Figura 1. Componentes basicos de um cromatégrafo a liquido.

Com relacao aos aspectos positivos desta técnica, pode-se citar:
- as separagdes em CLAE podem ser realizadas em escala de tempo diminuta, quando
comparadas com outras técnicas de separacéo;
- a possibilidade de separar um elevado namero de componentes de uma mistura com
alto grau de pureza;
- a grande versatilidade, podendo ser utilizada para uma ampla variedade de amostras,
tanto orgénicas como inorgénicas, além de permitir a analise de moléculas de uma
vasta faixa de massas molares, desde baixas até polimeros de massas molares de
varios milhdes de daltons. Quanto a natureza da amostra, liquidos, solidos (idnicos ou
covalentes), gases (soluveis na fase movel) e até compostos termicamente instaveis
podem ser analisados;
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- com relagdo a instrumentacido, uma variedade muito grande de detectores so
disponivels, gque podem detectar quantidades tao pequenas quanto picogramas {1077 g)
ou até 107"° g com detecgdo por fluorescéncia, tornando-a impertante na analise de
poluentes, alimentos, produtos medicinais e outros; e

- a automacao em CLAE, atualmente, permite a programacio ndo soments da parte de
analise como também no processamenio de dados.

Embora tenha muitas vantagens, esta técnica apresenta algumas limitages, as
principais delas s20:

- o custo elevado de instrumentacdo e sua manuiencdo, com destague para os
suprimentos como as fases movels; e

- assim como em outros metodos cromatograficos, a CLAE n&o possui a capacidade de
fornecer informagtes que permitam a identificacao definitiva dos picos, exceto com um
detector qualitativo especial.

Dentre as modalidades de CLAE com mecanismos fisicos de adsorcao/absorgdo,
existem duas delas que sao0 baseadas na natureza da fase estacionaria e movel:

- Fase Normal: quando a fase estacionaria possui grupos de natureza polar (-CN, -OH
ou -NHz), com o uso de fase movei apolar (n-hexano ou diclorometano/isopropanol); e

- Fase Reversa: quando a fase estacionaria possui grupos de natureza apolar (silica
modificada por grupos octil (C-8) ou octadecil (C-18), entre outros), com uso de fase
movel polar (geralmenie uma mistura de metanol ou acetonitrila com agua).

Na fase normal a fase estacionaria pode ser a propria silica ou outros éxidos, ou
ainda pode envolver a silica como suporte, coberta ou quimicamente ligada a outros
grupos polares. Na fase reversa um suporte é coberto por um liquido fisicamente
adsorvido ou guimicamente ligado, que € imiscivel com a fase moével; geraimente a fase
estacionaria € um hidrocarboneto. Ha certas limitacbes no uso da fase estacionaria
fisicamente adsorvida em suporte sélido; a maior delas &€ que a fase estacionaria
poderd ser solubilizada pela fase mével. Isto pode ser eliminade guando se utiliza a
fase estacionaria guimicamente ligada ou imobilizada.
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1.2. Fases estacionarias para CLAE

.2.1. Suportes cromatograficos

Por mais de 30 anos a silica tem sido o material preferido para a preparagao das
fases estaciondrias para CLAE em fase reversa (FR), sendo gue & mecanicamente
estavel a altas pressdes, pode ser faciimente modificada, existe um vasto conhecimento
de sua estrutura e suas propriedades e é comercialmente disponivel em uma grande
varigdade de tamanhos de particulas, formas e tamanhos de poros.

Por outro lado, as fases baseadas em silica tendem a serem limitadas em dois
aspectos importantes. Um destes aspectos esta relacionado a nio homogeneidade da
sua supetficie, que apresenta diferentes tipos de grupos silancis®®, os quais afetam a
funcionalizacao e, consequentemente, o mecanismo de retencio. Os silanéis (=Si-OH)
sdo acidos e podem interagir forlemente com varios tipos de moléculas basicas
(farmacos, bio-orgénicos, etc.) e adsorvé-las. Quando a adsorcao é reversivel, tem-se 0
problema de picos largos, assimétricos e com cauda, que séo dificeis de serem tratados
quantitativamente, alem de poderem se sobrepor ou interferirem nos picos de outros
solutos que eluem com tempos de retenc@o similares. Muitas vezes, a adsorgdo pode
ser irreversivel e os compostos depositados na superficie cromatografica podem
restringir o transporte de massa, blogquear sitios de interac&o normal e criar sitios ativos
nac especificos, afetando o desempenho da coluna, podendo até leva-la a deterioracao
irreversivel’.

O segundo aspecto € a instabilidade da silica e das fases estaciondrias
sintetizadas baseadas em silica, tantc frente a fases moveis acidas como bésicas. Os
grupos silandis e siloxanos (=Si-O-Si=) reagem com estas fases moveis, sofrendo
dissolugdo, causando perda da fase estacionaria e, eventualmente, colapso da
estrutura do leito da coluna®®. Este problema de instabilidade em solugbes de pH
baixo' ou alto’"® & muito importante em CLAE-FR, sendo que solugdes com pH 2,5 ou

pH 8,0 sdo recomendadas ™ para a analise de diversos compostos contendo, em sua
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estrutura, grupos &cidos como carboxilicos e fendlicos e basicos como aminas e
amidas, tais como 08 enconirados em, por exemplo, farmacos e pesiicidas.

Para evitar o problema de instabilidade da fase estacionaria em solugdes acidas
ou basicas, existe a possibilidade de substituir 2 silica utilizada como suporte. Fases
estacionarias com suportes de celulose ou polimeros de estireno-divinilbenzeno'® foram
as primeiras a serem testadas, mas estas fases apresentam problemas de baixa
resisténcia a altas pressdes empregadas em CLAE. Qutros suportes em uso $80 os
6xidos inorganicos como alumina, titania e zircbnia .

A alumina®"® tem resisténcia mecanica comparavel 2 silica e maior resisténcia
quimica, mas ndo é disponivel comercialmente com tanta variedade. Uma vantagem da
utilizagéo da alumina como suporte € a sua esiabilidade frente a fases méveis com pH
acima de 12, podendo separar composios basicos sem a necessidade de utilizar
reagente par-idnico. Entretanto, uma desvantagem do seu uso ocorre na separacio de
acidos carboxilicos, pois estes compostos se ligam irreversivelmente na sua superficie.
Para separagfes com fase mével em pH menores gue 10 a alumina tem aplicagao
muito similar a silica, entretanto, colunas de alumina apresentam menor nimero de
pratos que as colunas de silica.

A alumina n&o meodificada é bastante ufilizada como fase normal para separacio
de solutos fracamente polares. Em fase reversa, a alumina pode ser utilizada tanto com
ligagbes covalentes de cadeias alquilas na sua superficie ou através de recobrimento
superficial com uma camada de polimero. Por cufre lado, fases comerciais disponiveis
com esie suporte sa0 muito limitadas,

A zircdnia'®""'%22 tanto porosa como ndo porosa, também esta sendo utilizada
como material de recheio ou suporte para CLAE, sendo que € guimicamente estavel a
pH extremos e temperaturas elevadas {maiores que 100°C), aiém de possuir alta
resisténcia mecanica. O grande problema da utilizacdo da zirconia é que a sua
superficie tem sitios que sao classificados como acidos fortes de Lewis. Estes sitios
acidos sao promovidos por atomos de zirconio (IV) gue ndo estdo com todas as suas
ligacbes de coordenacgéo completas e podem interagir com bases fortes de Lewis, como
fosfatos, hidroxidos, fluoretos, e outros, produzindo picos com caudas ou até mesmo

favorecendo a adsorgdo irreversivel. Para prevenir o efeitc dos sitios acidos sobre a
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superficie da zirconia, adicionam-se bases fortes de Lewis a fase mével para competir
com os grupos basicos do soluto, ou entdo pode-se modificar 2 sua superficie com
fluoretos ou fosfatos.

A titania'"'®* tem as mesmas propriedades mecanicas da silica, mas possui
maior estabilidade quimica. E um éxido metdlico anfétero que pode ser utilizado como
trocador anidnico em pH acido e trocador catibnico em pH alcalino. Em sua superficie
existem o0s chamados grupos titandis acidos que, come a silica, também adsorvem
compostios basicos.

Como citado anteriormente, a silica ainda & o dxido mais utilizado como suporte
em CLAE-FR e muilos estudos vém sendo feltos para tentar melhorar a sua
estabilidade em pH extremos. Uma possibilidade ¢ a modificacio da sua superficie,
aproveitando as suas propriedades favoraveis, tais como rigidez e reprodutibilidade de
tamanho de poro e de particula. A modificacao superficial da silica cromatografica com
os oxidos de magnésio®, zirconio™® e titanio? ™ j& foi relatada com resuitados
promissores, apos a preparagdo de fases estacionarias com polimero adsorvido e
imobilizado na sua superficie.

Outra possibilidade € a utilizacdo de fases estacionarias hibridas com matriz
organica-inorganica. Estas fases sdo comercializadas pela Waters com o nome de X-

Terra™>3"

e sao obtidas pela reacdo de um tetraalcoxissilano com um
alquiltrialcoxissilano para formar um precursor, que é entdo utilizado para criar as

particulas (reag¢ao 1)
(RO)sSE+ n(RO)SSIR™ + (1,5n+2) HoO - SiO(R’ Si045), + (3n+4)ROH (1)

Como resultado final obtém-se uma particula contendo unidades inorganicas
(8i0,) e orgénicas (R'Si05), com o grupo alquila (R’) incorporado na matriz. O uso de
diferentes grupos alquilas, assim como diferentes proporcdes dos materiais de partida,
foram investigados e o material com as melhores propriedades foi aquele com
composigao SiOx(CH3SiO15)0s”°. As fases estacionarias quimicamente figadas obtidas

dos materiais hibridos, s&c mais estaveis que as fases quimicamente ligadas
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convencionais & tambem apresentam um menor nimero de grupos silandis, devido ao
malor recobrimento superficial pelos grupos alguilas.

1.2.2. Fases reversas

Dentro da CLAE, estima-se gque mais de 90% dos laboratérios de analise
espalhados pelo mundo utilizam pelo menos um meétodo que aplica a modalidade de
CLAE-FR®. Esta modalidade apresenta varias vantagens, tais como: uso de fases
moéveis menos tdxicas € de menor custo, como metano! e agua; fases estacionarias
estaveis de muitos tipos diferentes; rapido equilibrio da coluna apds a mudanca da fase
mbvel; facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em analises e boa
repetitividade dos tempos de retengdo. Além disso, é muito aplicada na separacéo de
solutes de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas.

Como as fases estacionarias para utilizacdo como fase reversa devem
apresentar carater apolar e a superficie dos 6xidos utilizados como suporte séo polares,
deve-se entdo introduzir grupos organicos apolares nas suas superficies. Existem
varias formas de se obterem as camadas organicas apolares sobre a superficie dos
diferentes Oxidos. O método mais comum ocorre através da introducdc de
monocamadas orgénicas via reag¢dc com reagentes apropriados, produzindo as
chamadas fases gquimicamente ligadas. Quiros envolvem ¢ recobrimento superficial dos
oxidos com polimeros organicos.

1.2.2.1. Fases estacionarias quimicamente ligadas

A modificagao da superficie da silica e dos éxidos metalicos com a introdugio de
uma camada quimicamente ligada ao suporte tem como objetivo principal unir, em um
s0 material, as propriedades quimicas dos grupos orgénicos com a rigidez e a
estabilidade termica e hidrolitica do éxido inorgénico.

Existem varios procedimentos descritos para a formac@o de uma camada

guimicamente ligada sobre a superficie de oOxidos. Denire eles, os principais sio:
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esterificacdo, cloracdo seguida de reacdo com reagente de Grignard ou composto
organo-litic e organossilanizacio. Outros dois procedimentos de menor importéncia nos
dias de hoje sao: organossilanizagio calalisada por aménia e organossilanizacdo em
fase de vapor®>*. As reagbes mais importantes sao descritas nos paragrafos a seguir.
A esterificacao™ foi utilizada no passado para modificar a superficie da silica e

envolve a reagdo de um alcool com o grupo silanc! superficial, como mostrado na
reacac 2.

=3i-OH + ROH - =3i-OR + Hz0 {2}

Devidc a simplicidade, este método foi o primeiro a ser ulilizado para obterem
fases quimicamente ligadas. Enftretanio, a ligago =Si-O-C é muito instavel
hidroliticamente e ndo pode ser utilizada com fases moveis aquosas ou alcodlicas. Por
i380, estas fases foram rapidamente abandonadas.

A cloracao seguida de reacdo com reagente de Grignard ou composto organo-
litio também foi empregada® na modificacio da silica e consiste de uma etapa de
cloragdo supetficial com cloreto de tionila (reagdo 3), seguida pela ligacao da cadeia
alquila através de um reagente de Grignard (reagdo 4) ou um composto organo-itio
(reacao 5).

=Si-OH + SOChL  -» Si-Cl  + 80, + HCI (3)
=Si-Cl  + BrMgR — Si-R  +  MgCIBr (4)
=Si.Cl + LR N SR+ LiCl (5)

Além do fato da figagéo =Si-C ter menor estabilidade que as ligagdes Si-O-Si-R,
formada na reacao de organossilanizagdo {descrita a seguir), o uso do reagenie de
Grignard ou o composto organo-litic na sintese torna este procedimenio
economicamente inviavel e também foi abandonado rapidamente.

A organossilanizacdo em condicBes anidras é o método mais utilizado
atualmente para a modificacao da superficie da silica e dos 6xidos metalicog2®33.38-40
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Primeiramente, & necessario ativar os grupos hidroxilas da superficie do éxido através
de aguecimento, removendo as moleculas de agua ligadas & superficie do oxido por
ligagbes de hidrogénio. Em seguida, promove-se a reacdo entre um organossilanc
monofuncional e os grupos hidroxilas superficiais, como mostrade na reacio 6, onde M
pode ser Si, Al Ti ou Zr. O agenie séiaﬁizant.e & representado por XSiR';R, onde X
representa o grupo funcional reativo, que usualmente &€ um cloreto ou um grupo
alcoxido (etoxi ou metoxi), R pode ser uma cadela alifatica ou uma cadeia alifatica com
grupos polares terminais, que se deseja introduzir no suporte, & R’ geralmente € um
grupo metila. Em fase reversa, R representa as cadeias C-8 e C-18, gue 380 as mais
utitizadas, sendo gue cadeias de C-1 a C-30 também s&o encontradas®’. Em fase
normal, uliliza-se geralmente grupos lerminais ciano ou amino ligados a uma cadeia
alifatica curta. As fases assim produzidas sdo comumentie chamadas fases “fipo

escova” *? ou fases “monoméricas” .

M-OH +  XSiR,R = M-O-SiR.R +  HX (6)

Reacao similar, em condigbes anidras, também pode ser obtida utilizando
reagenies difuncionais e frifuncionais, representados por X;SiIR'R e XsSiR,
respectivamenie, mas, neste caso, as condicbes da reacdo devem ser muito bem
controladas, evitando principalmente a presenga de agua, que pode hidrolisar ¢ agente
silanizante, ocorrendo reacbes de condensacg&o ou enirecruzamento enire os reagenies
silanizantes. A reacéo pode acontecer entre um ou dois grupos hidroxilas do suporte,
como mostrado nas reagbes 7 e 8. Em uma etapa final, os grupos X residuais so

hidrolizados, produzindo outros grupos =Si-OH.

M-OH + X3SiR —~ M-O-SiXzR + HX {7)
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| M-—OH L, M X
2 M _ g N
l s | + A2SiR — g /S% + Z2HX &)

O grande problema das reagbes 6, 7 e 8§ é que njo se consegue reagir todos os
grupos hidroxilas superficiais, devido aos impedimentos esiéricos. Para resolver este
problema e eliminar os grupos hidroxilas residuais, promove-se mais uma reacdo
posterior de silanizacdo com um reagente organossilano com cadeias laterais pequenas
como o clorotrimetilsilano. Este procedimento é chamado de capeamento™®®. Com o
capeamenio consegue-se reduzir substancialmente o ndmero de silandis residuais, mas
nac totalmente. Apesar dos inconvenientes, as colunas obtidas com estas fases
apresentam alta eficiéncia.

Cutra forma de melhorar a estabilidade das fases estacionarias quimicamente
ligadas é utilizar as chamadas fases estacionarias estericamente protegidas'®“®. Neste
tipo de fase estacionaria o reagente organossilano, além de possuir a cadeia alquila
lateral que se deseja introduzir na fase estacionaria, também tem dois grupos alquilas
volumosos como o isobutil, qgue promovem a protegao dos grupos silandis (Figura 2).
Neste caso, obtém-se um menor recobrimento do suporte devido a limitagdo estérica
durante a reacado de silanizagdo, exibindo assim menor retencio dos solutos quando
comparado com as fases estericamente n&o protegidas com mesma cadeia alquila
lateral. Por outro lado, os sitandis s&o bem menos disponiveis para interagir com os
solutos presentes na fase modvel, ndo necessitando de reacdo de capeamento para
obter uma fase estacionaria capaz de separar os compostos basicos sem cauda.

Dentre as variadas estruturas mostradas na literatura de fases esiacionarias
quimicamente ligadas, vem se destacando aquelas provenientes de reagentes
silanizantes contendo grupos polares inseridos no meio das cadeias alquilas, por
exemplo, um reagente como XSiR2(CHz)aY(CsHi7) ou XSiR(CHz)sY{C1eHar), sendo que
Y representa grupos de amido, uréia, carbamato ou amina*"®'. Estas fases exibem
diferentes seletividades para compostos polares, sio estaveis e reprodutivies em fases

moveis altamente aguosas e promovem picos bastante simétricos para compostos
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basicos™. Uma vantagem da utilizacdo destas fases, em comparacac com as fases gue
possuem somenie cadeias alquilas, esié relacionada com a necessidade de menor
concentragdo de modificador orgénico na fase mbvel. Com a presencga do grupo polar

na fase estacionaria, e dependendo do solulc que se deseja separar e das condicbes

da fase movel, ¢ mecanismo de retencdo pode ocorrer por particdo, froca-idnica ou
50,52

ainda interactes dipolo-dipolo

a b
i (}Es
o e (e
5 3
B e OH B e OH
L ER g Si—R

Figura 2. Fases estacionarias quimicamente ligadas: a) estericamente protegida por
grupo volumoso e b) n&o protegida.

O grande problema destas fases esta relacionado com a sua baixa estabilidade
em pH extremos, quando comparada com as fases que ‘possuem somente cadeias
alquilas longas. Para resolver este problema Kirkland et al. desenvolveram uma fase
estacionaria com grupos carbamatos no meio da cadeia alquila e ainda estericamente
protegidas com grupos isopropilas, como mostrado na Figura 3%

Fases estacionarias com cadeias alquilas quimicamente ligadas a zircOnia
(ZrO) %1712 titania (Ti02)"" 9% e alumina (AlO3)""® também ja foram preparadas
e testadas. Os seus desempenhos sa0 somente razoaveis comparadas com as fases
baseadas em silica, devido a problemas de reprodutibilidade na produgdo das

particulas do suporte e no rendimento da reacgdo de derivagdo. A estabilidade hidrolitica
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da ligagéo Si-O-M das fases gquimicamente ligadas, em relacdo a hidrélise, diminui na
seguinte sequéncia de M: Si >> Ti ~ Zr >> Al Devido a isso, o métode mais promissor
de modificar a superficie de alumina, titnia e zircdnia € o recobrimento com um

polimero®,

fNH/\o
>/

Tl
\(O
|

; silica |

Figura 3. Estrutura da fase estacionaria diisopropil-alquil-amida®,

A reagao de organossilanizacdo na superficie do éxido também pode ser feita na
presenga de agua™, utilizando reagentes silanizantes difuncionais ou trifuncionais.
Neste caso, ocorre inicialmente uma pré-hidrélise do agente silanizante (reagdo 9),
formando grupos silandis, 0s quais posteriormente reagem com os grupos silandis da
molecula vizinha e também com os grupos hidroxilas da superficie do suporte (reacéo
10). Nesta reac@o se estabelecem as ligagbes do tipo siloxano (=Si-O-Si=) com a
eliminagdo de agua (condensagao). Assim, o processo & constituido de reacbes do
reagente silanizante em todas as diregbes, formando uma rede tridimensional sobre a
superficie da silica. Este tipo de fase estacionaria quimicamente ligada &
frequentemente chamada fase "polimérica” *°. Além de serem mais espessas, as fases
obtidas com este tipo de reagdo apresentam maior estabilidade hidrolitica em
comparagdo com as fases produzidas na reacéo 8.
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X3SiR +  3H 0 - RSi(OH); + 3HX )]
O =0 \7{’
\G
\ R
—OH —~+OH af
¢
£ ~  RS{OH); —%% g é (10)
todot
R r O

O maior problema encontrado neste processo & a dificuidade de se controlar a
reagao de entrecruzamento e a espessura da camada resultante, tornando o processe
pouco reprodutivel, sendo raramente formada uma camada uniforme sobre o suporte. A
formagdo de camadas muito espessas sobre o suporte cromatografico leva a fases
estacionarias com baixo desempenho cromatografico, devido ao problema da
transferéncia de massa e conseguente baixa eficiéncia.

Um trabatho recente mostrou a preparacdc de uma fase reversa para CLAE
utiizando a reacdo de organossilanizacdc na presenca de dagua, constituida de
polissiloxanos com cadeias alifaticas variadas (C-28 a C-42) sobre a superficie de silica
para a utilizacao na separacao de carotencides™,

Um novo conceito para a obtengdo de monocamadas sobre particulas de sifica
foi criado por Wirth e Fatunmbi® nos dltimos anos. O método é baseado na reacao de
silanos trifuncionais restrita a superficie do suporte.

O motivo do entrecruzamento restrito a diregao horizontal esta relacionado com a
presenca de agua somente adsorvida na superficie do suporte durante a reacdo de
organossilanizacdo. Durante a reacdo, os reagentes irifuncionais sdo ligados um ao
lado do outro e também a supertficie da silica, formando um filme ordenado e denso,

denominado monocamada auto-organizada (“self-assembled monolayer’), como
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mosiradc na reagdo 11, na qual R € um grupo pegueno, como o metil e B & um grupo

maior como C-8 ou C-18.

e a——— e R —
-
—-—OH::;HG\ _‘_waRa
H
. H
__GHmssO\ ) ..........{) SBMR
g H X3SIR g
K " + — + HX {11}
__OHHBH Oi y Xssiﬁt ,_,__C) Si R
e
__...OH msto\ y 1 }——R’

Este entrecruzamento  horizontal difere do  entrecruzamento por
organossilanizacio convencional em dois aspectos: primeiro, a monocamada é obtida
de uma mistura de reagentes triclorofuncionais, que leva a uma monocamada contendo
uma pequena gquantidade dos grupos maiores, promovendc uma seletividade parecida
com a das fases monomeéricas. Segundo, a polimeriza¢dc usa a dgua intrinsecamente
adsorvida na superficie da silica. A quantidade de agua utilizada neste método é muito
menor e pode ser conirolada de forma reprodutivel®’. Como nao ha agua em solucgao, o
entrecruzamento ocorre somente quando os reagentes entram em contato com a
superficie do suporte. Assim, estas fases estacionarias mostraram aiia estabilidade
hidrolitica e baixa atividade dos grupos silanéis superficiais®.

Para evitar limitagbes estéricas durante a reacdo, promoveu-se ©
enfrecruzamento horizontal com uma mistura de organossilanos trifuncionais com
cadeias alifaticas C1 e C18% como mostrado na Figura 4. A mistura promoveu uma
barreira sélida imediatamente sobre a superficie da silica. A distribuicac do grupo C-18
sobre a superficie é controlada pelos grupos C-1, que atuam como espacadores,
proporcicnando melhor interagéc dispersiva entre as longas cadeias alifaticas e o

soluto. A monocamada orientada também promove uma barreira enire a fase mével e a
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superficie da silica, impedindo a troca de protons enire os silandis residuais e a fase
movel e consequentemente reduzindo a formacéo de cargas superficiais. Estas fases
foram submetidas a testes de estabilidade e se mostraram bastante resistentes tanio a
fases moveis acidas como basicas. A concentracdo dos grupos octadeci! {C-18) pode
ser ajustada variando a proporgéo dos reagentes organossilanos C-1 & C-18.

No inicio a malor dificuldade encontrada com este tipo de fase estacionaria
estava relacionada com a repetitividade de sua obtencio. Isto foi resolvido pelo controle
da umidade da superficie da silica antes de iniciar a reacao®. Estas fases ia foram
bastante caracterizadas por métodos fisicos e quimicos nos gltimos anos, nao restando

nenhuma divida da formacaoc desta estrutura de monocamada aulo-organizada.

silica

Figura 4. Representagéoc esquematica da fase estacionaria obtida pela pohmer Zagao
horizontal de uma mistura de organossilanos com cadeias alifaticas C-1 e C- 188

Cutro método, denominado recobrimento com hidreto intermediario, produz uma
monocamada superficial de polissiloxanos com cadeias laterais aiquilas em duas
etapas. Primeiramente uma monocamada superficial de polissiloxano com grupamentos
hidretos {=Si-H) € produzida pela silanizacdo da superficie do éxido inorgéanico com ©
produto de hidrdlise do trietoxissilane (TES) (reagdc 12). Logo apés, hidrocarbonetos
terminalmente insaturados, como o 1-cctadeceno, sdo ligados ao polissiloxano na

presenca de um catalisador apropriado (reacéo 13).
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Apesar da complexidade, este método produz um recobrimento de alta
densidade de cadeias alquilas sobre o suporte, devido a pequena limitacao estérica
durante a reacéo de introducado destas cadeias sobre a superficie. Com a ligacéo =Si-C
embutida, este recobrimento também proporciona uma alta estabilidade hidrolitica
destas fases®.

A formagao da monocamada com hidretos (=Si-H) scbre a superficie dos 6xidos
modificada com o TES € influenciada pela raz&o TES/OHgyperscia. Quando esta razéo for
maior que 1 pode ocomrer uma maior polimerizacdo do TES sobre a superficie,

proporcionando ¢ aparecimento de camadas mais espessas que podem interferir na
eficiéncia cromatografica®.

1.2.2.2. Fases estacionarias com polimeros adsorvidos e imobilizados
sobre o suporie

1.2.2.2.1. Caracterizac8o das fases estacionarias
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Nas ultimas décadas, recobrimentos de suportes oxides com polimeros t&m se
tornado um método de grande importancia na preparacic de fases estacionarias pars
CLAE-FR. Levando em consideracao o desenvolvimenic de fases estacionarias com
camadas muito finas de polimeros (monocamadas), € obvic que a diferenga na
velocidade de transferéncia de massa dos solutos nas fases modermnas com polimeros e
nas guimicamente ligadas estdo ficando cada vez mais despreziveis. A preparagao
destas fases estacionarias foi tao bem sucedida que atualmente inumeras delas estao
sendo comercializadas.

O objetivo de produzir fases com polimeros recobrindo um suporte € combinar a
resistdncia mecénica da matriz inorgénica com a selefividade e inércia gquimica dos
polimeros organicos.

As principais vantagens das fases com polimeros sobre as quimicamente ligadas
s&o; malor reccbrimenio dos sitics ativos do suporte e a possibilidade de maior
seletividade da fase estacionaria pela escolha do polimero apropriado. A seletividade &
influenciada pela natureza e guantidade de grupos funcionais nas cadeias dos
polimeros, pela espessura do filme polimérico e pela area superficial e estrutura de
poros do suporte. A imensa variedade de polimeros organicos disponiveis possibilita
preparar fases com uma grande faixa de seletividade.

A imobilizac@o de polimeros sobre um suporte poroso € um processo complexo,
influenciado pela coniribuicao dos diferentes tipos de interacbes entre o suporte € ¢
polimero, entre as moléculas adjacentes na superficie do suporte, e também, pela
solubilidade do polimero nas fases moveis. Nao s6 as propriedades cromatograficas do
compésito polimero-suporte mas também o processo de imobilizagdo do polimero s&0
influenciados pelas propriedades do suporte. Portanto, a escolha do suporte com
propriedades adequadas € de fundamental importancia na preparagdo das fases com
polimeros.

Existem véarios tipos de recobrimentos. Uma forma de produzir o cobrimenio
polimérico consiste na polimerizacdo de mondmeros in situ®®, embora o procedimento
mais comum usado em cromatografia consiste da adsorgdo fisica de um polimero
previamente sintetizado, com composicao quimica bem definida, sobre o suporte. Pode

ocorrer um processo posterior de imobilizacdo por reticulagao (ligagbes cruzadas),
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induzidas por perdxide® "

, tratamento térmico®®"27% radiacdo ionizante®%7¢ ¢
outras, ou ainda promover a ligacdo covalente enire o polimerc e o suporte, produzindo
uma monocamada ancorada®®. Neste Gltimo caso, o polimero deve apresentar grupos
funcionais especificos ou reativos para se ligar ao suporte.

Entre os polimeros ja utilizados estao o poli(etileno)’®”®, o poli(butadieng) 85877

®8 o poli(estireno)®®°

. 0 poli{dimetilsiloxanc)’", o poli{(metiloctilsiloxano)®8872749192 ¢ o
poli(metiloctadecilsiloxano)®”** 2, Também sao utilizados polisteres, polissacarideos,
poliaminas, polinucleotideos, poliamidas e proteinas. Dentre os supories utilizados na
preparacdo de fases estaciondrias com polimeros estao a silica'887.69757887.8881:99

81-86,89- a . :
16,20,75,76,81-86,89 90.100.101 4 5431in®6 o o aluming178971.79.80.100

zircbnia

A forma mais simples de preparar o compdsito suporie-polimero € pela
deposigac de uma camada polimérica sobre a superficie do suporte, sem promover a
reticulacao entre as cadeias do polimero e também sem a ligagdo quimica enire o
polimero e o suporte. Neste caso ocorre uma contribuicdo de um ou mais tipos de
interagbes como dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas entre
as cadelas do polimero e o suporte. A insolubilidade do polimero na fase movel também
& importante neste tipo de fase.

Duas formas bem diferentes so as mais utilizadas para colocar o polimero sobre
o suporte. Na primeira, mistura-se o polimero em solucdo com o suporte e
posteriormente evapora-se o solvente e, na segunda, promove-se a polimerizacéo in
situ de mondmeros em solucao sobre o suporte. A espessura do recobrimento nos dois
casos pode ser controlada pela guantidade de polimerc ou mondmero no processo de
deposicao. ‘

Mao e Fung’' obtiveram uma fase reversa para CLAE pela copolimerizacao in
situ de acido maleico e 1-octadeceno sobre a supeficie de alumina. O copolimero foi
reticulado com 1.4-diviniibenzeno. A interagao do acido carboxilico sobre a superficie
da alumina & muito forte, ocorrendo um ancoramento do filme polimérico pela formacao
de duas ligacbes de hidrogénio fortes com a superficie para cada grupo carboxilico do
polimero. A monocamada resultante propiciou estabilidade quimica a fase estacionaria
tanto em meio acido como basico.
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Li et 2102

estudaram os falores que influsnciam a deposicdo de polilbutadienc)
(PBD) sobre zircénia porosa. kles ulilizaram perdxido de dicumil como agente de
reticulacdoe do polimero. Foi mostrado gue o processo de deposicdo do polimero é
influenciado pela velocidade de evaporacgio do solvente da solugio, pela afinidade do
polimero pela superficie do suporte e pela interacdo polimero-solvente. Em outro
estudo'® comparou-se a adsorcdo do PBD, também reticulado com perdxido de dicumil
sobre silica, alumina ou zircdnia, e concluiu-se que estas fases apresentam
comportamentos cromatograficos similares, embora a fase baseada em zircOnia
apresente sitios acidos fortes de Lewis que ndo sio protegidos pelo recobrimento.
Fases estacionarias para a separacio de isbmeros foram oblidas pela adsorcéo

de polivinilamina'®'%

ou o copolimero de vinilamina/aicoo! vinilico'™, reticulados sobre
silica. Apbs a reticulacao foram infreduzidas ciclodextrinas quimicamente ligadas as
cadeias do polimero para promoverem a separacao dos isdmeros geomeétricos.

Recentes irabalhos em nosso Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia
Liguida (LABCROM) utilizaram liguidos poliméricos, fais como o poli{metiloctilsiloxano)
(PMOS) ou ¢ poli(metiloctadeciisiloxano} (PMODS), que se enconiram adsorvidos, isto
é, depositados, e depois imobilizados dentro dos poros da silica cromatografica nua. As
fases estacionarias preparadas ulilizando este meétodo apresentaram propriedades
cromatograficas similares as colunas comerciais recheadas com fases estacionarias
contendo os mesmos grupos alguilas®™ ™.

Entre os resuitados interessanies obfidos nesta pesquisa, um estudo da
distribuicao do PMOS liquido nos poros, quando os poros nao estéo cheios, indicou que
ela ndc é uniforme; o liquido encontra-se preferencialmente distribuido em gotas ou
“plugs” *°. Esta distribuicio & explicada come resultado do fendmeno de *instabilidade
de Raleigh” no qual & energeticamente desfavoravel para um liquido atingir uma
configuracdo em uma grande area, tal como uma camada fina depositada na superficie
dos poros da silica, quando existe a opcdoc da formagdo de “plugs’ % Quando uma
certa quantidade do PMOS & sorvida nos poros da silica como “plugs” e, depois de um
certo periodo de repousc, as particulas de silica contendo este liquido s8o submetidas
a uma extracdo com um solvente forte, tal como CH.Cl,, somente uma porgao do

polimero é extraida, a restante estd seguramente fixa nos poros™'%. Desde que o
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polimero livre € muito solivel neste solvente, os resultados indicam que uma porgao do
polimero torna-se firmemente adsorvida, isto &, auto-imobilizada, com fortes atracdes 2
superficie do suporte, de uma maneira Util para fins cromatograficos'”. A adsorggo

ocorre em muitos pontos de contato entre a superficie da silica & a molécula longa

(linear) do polissiloxano'®

. Isto leva a um novo modelo desta fase estacionaria com o
polimerc adsorvido, no qual ¢ esqueleto de siloxano esta espalhado dentro dos poros,
acima da superficie da silica, com os grupos octil estendidos para o centro do poro®,
Sendo assim, a estrutura da fase estacionaria de PMOS adsorvide é formalmente
similar a estrutura das fases estacionarias convencionais quimicamente ligadas, com os
grupos octil estendidos para o centro do poro. Por outro lado, a estrutura da
monocarmada da fase eslacionaria quimicamente ligada tem um aspecto diferente desta
estrutura, ou seja, a distribuicéo dos grupos alquitas € de baixo grau de organizagso na
superficie, sendo que a reago de derivagdo tem um rendimento que implica em reacéo
com, no maximo, 30 a 45% dos grupos silandis disponiveis'®, dando um carater nio
regular a superficie da silica amorfa derivada. No caso do espalhamento das moléculas
longas de PMOS (ou outro polimero com estrutura linear), os grupos alquil estdo
localizados, com regularidade, na cadeia do siloxano e existe um alto grau de
organizacao inerente no sentido compacto ac longo do esqueleto da molécula. isto
deve ser refletido em propriedades fisicas e cromatograficas diferentes, potencialmente
favoraveis, para o caso das fases preparadas com polissiloxanos.

Outros trabalhos realizados no LABCROM envolvem a utilizacao de silicas com
suas superficies modificadas. A reacfo de silica com tetrabutdxido de zircénic resulta
em silica zirconizada (=Si-0-Zr0,)%*%°, enquanio a reacaoc de silica com tetrabutdxido
de titanio ou tetracloreto de titanio produz silica titanizada (=8i-0-Ti0??°. Estes dois
novos suportes foram recobertos com PMOS pelo método de evaporacao do solvente.
Os resultados indicam que a adsor¢éo encontrada com a silica nua, isto é, a atracdo
forte entre o polimero e a superficie’”, nao & obtida com os suportes de silica
modificada com zircdnio ou titania e o liquido polimérico se arrasta lentamente com a
passagem da fase moével. Por outro lado, a imobilizacdo por radiagdo gama®?®

mostrou-se muitc efetiva com os suportes de silica com superficies modificadas. Testes



Introducas 21

de estabilidade desias fases estacionarias, feitos pela passagem de volumes
controlados de fase movel, indicam gue as fases estacionarias com PMOS imobilizado
por radiacho gama sobre a superficie da silica zirconizada®™ ou a silica titanizada®
apresentam estabilidade cromatografica igual ou melhor que as fases comerciais
guimicamente ligadas.

Um resultado significativo obtido com esias fases estaciondrias preparadas com
as silicas modificadas, com uma camada de PMOS imobilizada sobre as suas
superficies, € a sua estabilidade frente a fases moveis de pH elevado. Utilizando o
desempenho cromatografico como ferramenta de avaliagdo, ndo foi observado
comportamento que indicasse degradacgio da silica derivatizada com a passagem de
volumes significativos de fases moveis basicas. Isto sugere que uma aplicacao destas
fases estacionarias seria na separacdo de compostos basicos utilizando fases moveis

de pH elevado®™®,

Outra forma de melhorar a2 estabilidade da fase estaciondria € promovendo o
ancoramento (ligacao quimica) do polimero sobre ¢ suporte. A ligacdo quimica enire o
recobrimento polimérico e o suporie pode ocorrer de duas formas diferentes. Na
primeira, uma reacaoc de ligacdo é induzida apds a deposicdo do polimerc sobre o

Suporte‘i 10,111

. Neste caso deve haver grupos reativos especificos no polimero e no
suporte para ocorrer a ligacdo covalente, caso isso ndo ocorra, deve-se introduzi-los.
Na segunda, a ligagdo ocorre no momenio da polimerizacdo de mondmeros sobre o
suporte. Um exemplo desie procedimento € a reacdc de organossilanizacdo na
presenca de agua, descrita previamente®®?,

Sao poucas as fases com polimeros guimicamente ligados ao suporte descritas
na literatura. Duas delas foram preparadas para utilizacdo como fase reversa e foram
obtidas pelo recobrimenio de silica com copolimeros baseados em
vinilmetildietoxissilano''®""", Os copolimeros foram ligados a superficie da silica através
de ligacdes covalentes entre os grupos silandis da silica e o grupo etoxisilil dos
copolimeros.

Novas fases reversas para CLAE iambém estdo sendo desenvolvidas baseadas

no recobrimento da superficie da silica com liquidos cristalinos de baixa cu de alta
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massa molar. Liguidos cristalinos representam um estado da matériz intermediario
enire um sélido cristalino e um liquido isotrdpico.

A imobilizacdo destes liquidos cristalinos sobre o suporte pode ser feita de varias
formas, dependendo dos grupos funcionais presentes nestes compostos. A
imobilizacgo mais frequente & feita pela ligagdo quimica do suporte com um reagente
clorossilanc modificado com o liquido cristalino, promovendo uma monocamada''2 O
metodo de hidreto intermediario também € muite utilizado para a imobilizagao dos
liguidos cristalinos de baixa ou de alta massa molar'™,

Delaurent et ai. "

produziram e caracterizaram uma fase estaciondria constituida
de clorcformato colestérico quimicamente ligado & aminopropil silica através de uma
igagdo carbamato. Esta fase se mostrou bastante eficiente na separagio de
hidrocarboneios aromaticos ¢ também apreseniou seletividade diferente das fases
monornéricas C-18 convencionais.

Mais recentemente, um trabalho mostrou a configuracdo de quatro fases
estacionarias diferentes com o mesmo liquido cristalino''®. As duas primeiras fases
foram obtidas pela ligagdo quimica do liguido cristalino “longitudinalmente” e
“lateraimente” a superficie da silica (Figura 5). Nas outras duas, o liquido cristalino foi
ligado “longitudinaimente” e “lateralmente” a um polissiloxano (Figura 6) que
posteriormente foi depositado sobre a superficie da silica pelo método de evaporacio
do soivente.

Foi mostrado que a seletividade destas fases estacionarias ¢ altamente
dependente da forma do liquido cristalino. Entre as fases estudadas, aquelas com o
liquido cristalino fixado ‘“lateralmente” ac polissiloxano apresentaram o melhor
desempenho cromatografico na separacao de hidrocarbonetos aromaticos.

Um novo conceito de obtengéo de fases estacionarias baseadas na combinacao
da técnica de adsorgdo polimérica sobre um suporte com o conceitc de mistura
funcional foi proposta por Kanda et al.""®'"® Estas fases sao constituidas de grupos
hidrofilicos intercaiados com grupos hidrofébicos presos a uma mesma monocamada
de polimero depositada sobre a superficie da silica. Estas fases foram preparadas com

0 objetivo de serem utilizadas na analise direta de fluidos biolégicos.
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Figura 5. Liquido cristalino ligade longifudinalmente e laleralmente a superficie da
silica.
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Figura 6. Liquido cristalino ligado iongitudinalmente e lateralmente ao polissiloxano.

Para a preparagao destas fases, primeirc deposita-se uma monocamada de
polissiloxano através da reagéo de grupos hidretos (Si-H) sobre a superficie do suporte

e, posteriormente, introduz-se os grupos hidrofébicos (metil, fenil e octadecil) e
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hidrofilicos {polioxietilenc) na cadeia polimérica através de reacao com um algueno
ierminal, com auxilio de um catalisador apropriado (reacdo 14).

l !
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Trés exemplos destas fases estacionarias sdo mostrados na Figura 7''%, na qual
o grupo hidrofilico para todas € o polioxietileno e os grupos hidrofébicos s&o o metil,
octil e fenil.

l : 4
CHS_5|g_{CH2)3(OCHQCH2)1BOH ChzSI—{CHy)5{0CH,CH,), (O GH$E4CQ2)3(GCH2CH2)169H
i 3
§ CHFC'.}FCH?, ig CHySi—{CH,),CH; 5 Cny%:iw(CHﬁr@
CHa—w‘%i—(csﬁz)a{OCHzcwz)mOH CHSi—(CH),{OCH,CHy) OH Cﬁréi_(C“z)s{OCHECHZ}*-GO'
i |

Figura 7. Represeniagdo esquematica de irés fases estacionarias obtidas pela
deposicao de um polimero com mistura funcional’®.

1.2.2.2.2. Tipos de imobilizacao de polimeros sobre suportes 6xidos

Existem varias formas de promover a imobilizacao de polimeros sobre suportes
de oxidos metalicos. Os mais utilizados e citados na literatura sao: tratamento térmico

com ou sem a presenca de agentes geradores de radicais®® """ yso de radiacdo

)68,97.98;3?8

de alta energia (gama ou uso de reagentes quimicos especificos indutores de
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ligacbes cruzadas ém destas, exisiem outras possibilidades em estudo no

LABCROM, como microondas & aulo-imobilizagao.

1.2.2.2.2.1. Tratamento térmico

(Os primeiros trabathos citando o uso do tratamento térmico para imobilizar
polimeros em um suporte cromatografico utilizavam o aquecimenio na presenga de
agentes geradores de radicais, como azo-{-buidxido, dicumilperoxide ou alilmetacrilato,
para produzir ligagdes cruzadas e consequentemente imobilizagéo do polimero #9181,

O uso da imobilizacdo térmica de polimeros sobre suportes cromatograficos sem
a presenca dos geradores de radicais fambém foi mostrado por alguns autores. Entre
os estudos pode-se citar o de Schomburg et al.°®, que imobilizaram polissiloxanos sobre
silica pelo aguecimento a 180°C, e em um estudo mais recente’, foram estudadas
temperaturas de 20°C até 280°C e foi mostrado que as fases preparadas com
temperatura de imobilizagdo até 120°C promovem a formacdo de uma monocamada
sobre o suporte e estas fases produzem colunas eficientes para CLAE. Ja as fases
imobilizadas a temperaturas maiores que 180°C promovem a formac&o de bicamadas
sobre a superficie do suporte, mas as colunas obtidas com estas fases ndo se

mostraram apropriadas para o uso cromatografico.

1.2.2.2.2.2. Microondas

A radiacdo de microondas localiza-se no especiro eletromagnético, na regifo de
30 GHz a 300 MHz (comprimento de onda de 1 cm a 1 m). Como uma grande faixa
desta radiagdo & utilizada em radares e em telecomunicagbes, 0s equipamentos
comerciais de microondas sao restritos 2 comprimentos de onda de 12,2 cm ou 33,3 ¢m
(2,45 GHz ou 900 MHz, respectivamente) evitando assim problemas de interferéncia.
Os microondas domésticos utilizam geralmente 2,45 GHz.

Este tipo de radiagdo comecou a ser utilizada para fins de pesquisa em meados

da década de 80" E um tipo de energia nao ionizante que causa movimento
i+
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molecuiar pelos fendmenos de migracéoe idnica e rotagdo dipolar. A migracao iénica ¢
uma forma de migragao condutiva (eletroforética) de ions dissolvidos em um campo
elétrico aplicado. De forma geral, os pardmetros que afetam a conducio inica s3o a
concentracéio, a mobilidade dos ions e a temperatura da solugdo’" ™2 A rotacdo
dipoiar € originada quando ¢ campo elétrico da energia microondas aumenta, ocorrendo
um alinhamento das moléculas polarizadas do meic. Quando o campo decresce, davido
a oscilagdc do mesmo, as moléculas iniciaimente polarizadas retornam, pela propria
agitagao termica, ao estado inicial de desordem, produzindo assim, uma energia
associada. Em uma frequéncia aplicada de 2,45 GHz, o alinhamento e 2
desorganizacdo das moléculas ocorrem cerca de 5x10° vezes por segundo, ¢ gue
proporciona um aquecimento muito rapido.

A radiacgo eletromagnética de microondas néo tem energia suficiente para
romper ligagbes quimicas, mas o aquecimento rapido induzido por ela, pode ser
utilizada na imobilizagio de polimeros sobre suportes cromatograficos de forma mais
rapida. Ja foram concluidos alguns trabalhos com este objetive no LABCROM, com
resultados que mostraram a obtengdo de fases estacionarias eficientes para utilizacao
em CLAE'?>"#

[.2.2.2.2.3. Radiacdo gama

A radiagac gama € uma radiacdo eletromagnética de origem nuclear, de alta
energia, o que lhe confere um grande poder de penetragao e uma alta capacidade de
interagir com espécies atdmicas ou moleculares®®. E devido a esies fatores e também
a auséncia de produtos de decomposicdo do agente iniciador que a radiagio gama
tornou-se um indutor excelente, em forma de energia, para iniciar um processo quimico.

As fontes de radiagdo gama mais acessiveis sic as que contém o0s
radionuclideos cobalto-60 e césio-137. Apesar do tempo de meia-vida do césio-137 ser
maior que ¢ do cobalto-60, este Uitimo é preferido por liberar raios gamas mais
energeticos.

Quando a radiagdo gama incide na matéria, ocorrem processos tais como
excitagao eletrdnica e ionizac&o. As moléculas excitadas ou ionizadas podem sofrer
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cisBes ou reagirem com outras espécies, alravés de radicals livres ou lons, produzinde
novas substancias guimicas. Assim, o efeifo mais marcanie da radiacdo gama em

polimeros € a formagdo de produfos menores ({(degradacdo) ou maiores
{entrecruzamento)'®.

Ja foi demonsirado na literatura que amostras de poli(dimetilsiloxanos), guando
submetidas a radiagdc gama, sofrem um aumento de viscosidade'®, como
consequéncia do entrecruzamenio e do aumento da massa molar. A radiacio gama
pode produzir sitios ionizados e excitados na silica, os quais podem reagir com as
cadeias do polimero, produzindo ligagdes guimicas. Assim, tanto o entrecruzamento

como a ligagdo quimica do suporte trazem como resultado a imobilizacao.

.2.2.2.2.4. Auto-imobilizacio

Alguns trabalhos recentes”'%”

mostraram que polissiloxanos adsorvidos sobre
pariiculas de silica sem nenhum agenie indutor de imobilizacdo sofrem um processo
denominadc “auto-imobilizagdo”, ou seja, a guantidade de polimero imobilizado no
suporte aumenta com o passar do tempo mesmo a temperatura ambiente, que,
provaveimente, deve ser o resultado de um rearranjo das moléculas do polimero
produzindo uma configuracdo mais favoravel de adsorg&o com a superficie do suporte,
sendo este processo dependente do tempo. isto foi comprovado em um estudo cinético,
em que uma fase estacionaria baseada em PMOS adsorvido sobre silica foi submetida
a um procedimento de exira¢do do polimero naoc imobilizado em periodos variados de
tempo, que mostrou que a quantidade de polimero retido aumenta com o tempo, como
mostrado na Figura 8.

1.3. Enchimento de colunas cromatograficas

O objetivo das diferentes técnicas de enchimento de colunas € obter um leito
cromatografico homogéneo, denso, estavel, reprodutivel, capaz de gerar um alfo
desempenho cromatografico e um tempo de vida longo da coluna.
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Existem diversos métodos de enchimento de colunas, dentre sles, os mais
importanies s&o: enchimento a seco, com compressdc da suspensdo, por
sedimeniacac e por suspensic a alta pressao.

% PRGOS inobllizado
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Figura 8. Porcentagem de PMOS retido em uma fase estacionaria SiOx(PMOS) em
funcdo do tempo'?’.

1,.3.1. Enchimento a seco

Nesta fecnica, o material de enchimenio é vagarosamente adicionado dentro da
coluna e 0 leito & formado sobre a ag&o de vibragéo. Este tipo de enchimento é utilizado
para particulas com didmetro maior que 20 um. Para particulas com diametro menor,
esta técnica usualmente da resultados pobres, devido a formagao de aglomerados,
provocado pela alta energia livre superficial das particulas pequenas, que nao podem
ser dispersas pela ag&o mecénica aplicada no enchimento. Mesmo para particulas
grandes, a eficiéncia e a reprodutibilidade das colunas obtidas por este método néo sio
muito boas'%.
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i.3.2. Enchimento por compressao da suspenséao

Neste método, a compressdo pode ser axial, radial ou ambas. Tipicamente, a
compressao radial € realizada pela aplicac3o de uma pressao através de um gas ou um
liguido sobre uma parede flexivel de um cartucho, que é preenchido com material de
recheio’® %, A compressac axial é obtida pelo movimenio de um pist8o dentro da
coluna, que & preenchida com material de recheio em suspensao, forcando o solvente a
sair pelo filtro oposto, obtendo assim, um leitc cromatografico por filtragao™'. ©
enchimento também pode ser feito aplicando-se simulianeamente a compresséo radial
e axizl. O maior inconveniente desta técnica é az utilizacBo de equipamenios
sofisticados e de alto custo.

1.2.3. Enchimento por sedimentacao

Esta técnica de enchimento de colunas € utilizada menos frequentemente e é
baseada num processo de sedimentacdo das particulas da fase estacionaria em
suspensac por agao da gravidade. O procedimento ¢ feito em duas etapas: a primeira
consiste em preencher a coluna com uma suspensao e esperar a total sedimentacao
das particulas e a segunda etapa consiste em “solidificar” ¢ leito pela passagem de um

solvente coagulante’™?,

1.3.4. Enchimento por suspenséo a aita presséo

Neste caso, uma suspensao do material de enchimenic em um solvente
adequado € acondicionada em um reservatorio que € conectado a coluna. Um solvente
de propuis@o € entdo introduzido sobre aita pressdo (usuaimente 35 a 100 MPa),
empurrando a suspensdo em alta velocidade para denirc da coluna. Na extremidade
oposta a coluna, o material de enchimenio € retido por um filtro, ocorrendo assim, a
formacao do leito cromatografico por filtracdo. O solvente de suspensdo tem duas

fungbes: impedir a aglomeracdo das particulas, mantendo-as dispersas através da
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reducdo da intensidade das forgas eletrostaticas de interacdo entre elas, e impedir a
sedimeniagdo. Este método é o mais popular para particulas de didmetro menor que 20
um, sendo gue produz coiunas com alta efici@ncia e boa reprodutibilidade’™,

Os problemas mais comumenis encontrados durante o enchimento de colunas
com esia técnica, e que devem ser evitados, sfo a sedimentaclo e agiomeracao das
particulas. As causas para a sedimentacdo sfo inlmeras, denire elas pode-se citar: o
solvente de suspensac tem densidade menor que a densidade das particulas,
distribuicao heterogénea do tamanho das particuias, presenca de agua no solvente de
suspensao e outros. A aglomeragac ocorre principaimente para particulas peguenas
(menores que 5 um), pois a medida que o tamanho ¢ diminuido, a area superficial
aurnenta e isso provoca uma alta razo de energia de superficie/massa, que origina as
forcas eletrostaticas na superficie, que podem, por sua vez, causar aglomeracdes e
impedir que as particulas se movimentem liviemente na suspensdo. Além disso,
durante ¢ enchimentc com alta velocidade de impacto, cargas eletrostaticas podem ser
geradas nas particulas a medida em que elas passam airavés de orificios estreitos,
formando aglomerados. A eficiéncia da coluna é afetada pelo tamanho dos
agiomerados.

Dependendo do tipe de solvente empregado na suspensdo, este método pode
ainda ser classificado em:

a) suspensao com densidade balanceada, que usa uma mistura de solvenies, cuja
composicao & ajustada para ter a mesma densidade das particulas a serem utilizadas
no enchimento. Com densidade igual ao solvente de suspensdo, as particulas ndo
sedimentam?*%°;

b) suspensdo com solvente polar ao qual € adicionado um composto ionizado,
resultando em uma dispersgo eletrostatica que impede a sedimentagso™®;

¢) suspensac com solvente altamente viscoso, como glicerina, prevenindo assim a
sedimentagdo das particulas. Ulilizando este tipo de solvente ocorre uma alta

resisténcia a vazao através da coluna, prolongando o tempo de enchimento™’:
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d) suspensio com solvente de baixa viscosidade, tanto apolar, como éter ou pentano,
guanto polar, como acetona, metanol ou tetraidrofurano, na qual a sedimentacdo das
particuias & prevenido pelo rapido enchimento da coluna'™®: e

&) suspensdes ulilizando solugbes aquosas de surfactantes de baixa viscosidade e
moderada pressao de enchimento™®,

Os principais parametros que devem ser considerados para proceder o
enchimento de colunas utilizando suspensdo a alta pressdo sio: caracteristicas do
solvente de suspensdc e propulsdo (viscosidade, densidade e propriedades
coagulantes), condigbes da suspensio (conceniracdc e formacdo de aglomerados),
pressdo (que afeta a velocidade das particulas durante o enchimento), geometria do
sistema de enchimento {reservatdric da suspensao, redutores e conexdes), rugosidade
da superficie interna do sistermna de enchimenio e da prdpria coluna e dimensdes da
coluna {didmetro interno e comprimento). Outro pardmetro importante esta relacionado
com a direcao do fluxo de enchimento, ou seja, o enchimenic pode ser procedido de
forma ascendente ou descendente, como mostrado na Figura 9.

Bristow et al.™” descreveram as vantagens da utilizacéo do sistema ascendente
que, sequndo os autores, elimina a formac¢ao de aglomerados no leito da coluna, sendo
que eles tendem a descer devido a ag&o da gravidade e sdc rompidos pela acédo do
fluxo ascendente. Além disso, os autores indicam que este método promove a formacado
de um leito cromatografico mais homogéneo, pois os aglomerados gue se depositam na
parte inferior do reservatorio de suspensao nao entram na coluna quando um excesso
de fase estacionaria € utilizado no enchimenio e ainda néc ocorre a formagao de bothas
de ar dentro do reservatorio e da coluna quando se promove a adicgo da suspensaoc
dentro do sistemna de enchimento, o gue pode afetar tambem a gualidade do leito.

A escolha do solvente de suspensdo é uma das etapas de maior importancia no
enchimento de colunas. Do ponto de vista de guimica coloidal existem dois tipos de
solventes utilizados em suspenstes: solventes coagulanies e nao coagulantes. Nos
solventes coagulanies as forgas de atragdo entre as particulas s&o mais forles que as
forcas de repuisdo, causando aglomeragbes que sdo faciimente sedimentadas em
forma de flocos. Nos solventes n&o coagulantes, a repulsdo entre as particulas é mais

forte que a atracdo. Assim, elas permanecem bastante dispersas na suspenséo € nao
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sedimentam. Geralmente prefere-se utilizar solventes nfio coagulantes nas suspensies,
pois promovem colunas mais eficientes’®. Alguns autores utilizam métedos que
combinam os dois tipos de solventes, ou seja, utilizam um solvente néo coagulante na
suspensdo para produzir um leifo mais homogéneo e um solvente coagulante como
propuisor para “solidificar” o leito™’. Alguns trabalhos mostraram gue o solvente de
suspensao nao iem muita importancia no procedimento de enchimenio de colunas, e
sim, o fator importante para se obterem colunas com alto desempenho é a escolha
adequada do soivente de propulsdo, que deve ter propriedades coagulantes'®. A
pureza do solvente de suspensdo também € um fator importante para o sucesso do
enchimento, assim como a auséncia de agua.

soiveme Saida soEyef}te
pressurizado /I\ pressurizado
coluna resewatario da
resewvatdric do Suspensag
SG'%“TE,&E reservatirio do
propuieag solvente de
propulsio .
resereatdno da L coluna
suspensig
Saida
Sistema de enchimento cam Sistema de enchimento com
fluxp ascendente fluxo descendente

Figura 9. Representagéo esquematica de dois procedimentos diferentes de enchimento
de colunas. com fluxo ascendenie e descendente.
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A maioria dos aufores ndo considera a concentrag@o da suspenséo um fator
muito importante no enchimento, embora alguns utilizem altas concentragdes'® e
outros considerem que allas concentracbes devem ser evitadas para reduzir 05 riscos
de aglomeracdes . As concentragdes mais utilizadas variam numa faixa de 1 — 30%
(mfv).

Apés algum tempo trabalhando com o desenvolvimento de melodos de
enchimentc de colunas cromatograficas, Verzele citou em um de seus trabalhos as
seguintes conciusdes’®;

- & necessario promover um polimento das paredes internas da coluna antes do
enchimento;

- as colunas devem ser recheadas a allas pressdes {maiores que 35 MPa), sendo que
as particulas devem enirar na coluna em alta velocidade de forma a superar as forgas
de atrito com as paredes;

- para particulas menores que 5 pm €& melhor ufilizar o sistema ascendenie com
solventes de suspensao de baixa viscosidade, como por exemplo a acetona; e

- as suspensdes devem ser homogéneas e estaveis, sendo que a sedimentacgao rapida
das particuias pode levar a resuliados indesejados.

Apesar das colunas recheadas com particulas menores apresentarem maior
eficiéncia do que aguelas recheadas com particulas maiores, ja € conhecido que o
enchimento torna-se cada vez mais dificil quando se diminui o tamanho das particulas.
Assim, conclui-se que um procedimento que produz colunas com alta eficiéncia para
particulas de 10 um ou maiores pode n&o ser eficaz para o enchimento de colunas com
particulas menores. Isto, de fato acontece, pois € notado que a maioria dos autores que
promovem enchimento utilizande particulas de 10 um ou maiores utilizam o sistema
descendente, sendo que neste caso ocorre pouca agiomeragéo das particulas. Ja para
particulas pequenas, que tendem a se aglomerar e sedimentar com maior facilidade, &
mais utilizado o sistemna ascendente, a menos gue a suspenséo seja bastante estavel e
a sedimentacao lenta, podendo neste caso usar tanto o procedimento ascendente como
o descendente.
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A qualidade da superficie interna das colunas também exerce um efeito
importante sobre © desempenhe das colunas obtidas pelo método de enchimento por
suspens8o a aita pressdo. Alguns autores compararam a eficiéncia de colunas com
superficies polidas e ndo polidas com dois métodos diferentes de injecéo de amostra,
njecdo central e injecdo distribuida por toda seccd@o transversal da coluna. Os
resultados mostraram que para o método de injecdo central as colunas polidas e néo
polidas apresentaram a mesma eficiéncia, enquanto que, para o método de injecao
distribuida, a coluna polida apresentou maior eficiéncia do que as colunas nio
polidas™.

As irregularidades da superficie interna da coluna afetam a consolidacéo do leito
cromatografico. Sem atrito entre a parede e o material de enchimento, o leito
cromatografico formado devera apresentar alta homogeneidade, promovendo desta
forma, colunas com maior eficiéncia. Por outro lado, o atrito & de fundamenial
importancia para a estabilidade mecéanica do leito dentro da coluna. Com base nestas
idéias deve haver uma faixa de rugosidade ideal, que promova uma alta eficiéncia sem
afetar a estabilidade mecanica do leito’.

A press@o de enchimento também tem um efeito importante sobre a gualidade
das colunas. Aiguns autores mostraram que colunas recheadas com maior pressio
possuem recheios com maior densidade, e consequentemente, porosidade externa
menor. Nos experimentos, as colunas foram preenchidas com fases estacionarias
comerciais (Kromasil e Zorbax C-18, 10 um, esféricas) com pressées variando de 7 até
70 MPa. Tanto a eficiéncia como o fator de retencdo aumentaram com a pressao’,

Atualmente j& se sabe gque a n&o uniformidade do fluxo sobre o leito
cromatografico, provocado principaimente pela heterogeneidade do recheic da coluna
(regides com diferentes densidades), limita o desempenho das colunas
cromatograficas. Alguns trabalhos demonstraram que a densidade do leito é maior na
saida e proximo as paredes da coluna e o perfil do fiuxo é bastante dependente das
dimensbes da coluna™" ' Também ja foi mostrado que as dimensdes da coluna
exercem grande influéncia sobre os parametros cromatograficos como: resolugao,
capacidade de aceitacao de amostra, tempo de analise e eficiéncia®™®,
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Um dos maiores problemas obtidos com o enchimentc de colunas € a pobre
reprodutibilidade do leito, medido pela sua eficiéncia. Slanley et al. mostraram que 2
reprodutibilidade pode se aproximar de 90% para colunas analiticas e por volia de 80%
para colunas semi-preparativas, que sao recheadas com procedimentos similares’™,

Em decorréncia das inumeras variévéés envolvidas nos procedimentos de
enchimento de colunas, existem atuaimente inimeros métodos de enchimento descritos
na literatura. Assim, fica claro que ainda ndo ha um método que seja universal e capaz
de produzir colunas sempre com alta qualidade e eficiéncia. C gue mais se enconira na
literatura s@p muitas conitrovérsias a respeito dos procedimentos, levando o
pesquisador gue deseja obter colunas de alta qualidade, a desenvolver seu proprio
método, adaptando e otimizando as condicdes de enchimento.

1.4. Estabilidade de fases estacionarias reversas

Fases estacionarias baseadas em silica sdo consideradas estaveis no intervalo
de pH entre 3 e 8. Por outro lado, muitas separacdes em cromatografia exigem
condicdes fora desta faixa, nas quais as fases reversas comumente utilizadas em CLAE
apresentam uma diminuicac de seu tempo de vida uiil. Isto estimulou muitas pesquisas
para a melhoria da qualidade das fases estacionarias reversas, em relagdo a
estabilidade, principalmente para a separacic de solutos basicos, especialmente
farmacos, para 0s guais sdo desejaveis picos simeétricos. Assim, muitas fentativas tém
sido feitas na preparacac de fases estaveis e seletivas, sem a existéncia de interagbes
indesejaveis entre o soluto e a fase estacionaria.

A estabilidade das colunas recheadas com fases estacionarias quimicamente
ligadas, baseadas em silica, esta diretamente relacionada com ¢ tipo e pureza do
suporte de silica e a natureza da fase ligada, mas tambem depende fortemente das
condigbes de andlise como: pH da fase moével, temperatura, tipo e concentragdo do
tampao e modificador orgénico utilizados na fase mével™™'. Resumidamente, condigbes

cromatograficas que apresentem as caracteristicas descritas a seguir aumentam a
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velocidade de dissoiucdo da silica e, portanto, diminuem o fempo de vida 4t da

coluna™™:

- fases moveis com tamples de carbonato e fosfato (bem mais agressives que os
tampdes orgénicos e boratos);

- fases moveis contendo tampdes com concentracdes maiores que 0,05 mol L

- femperaturas maiores que 40 °C; e

- utilizagao do metanol como modificador orgénico ao invés da acetonitrila.

O tempo de vida de uma coluna é definide individualmente para cada ftipo de
separagao cromatografica e dependera do grau de perda de retengéo e resolucdo a
serem toleradas antes da troca da coluna. Com as fases reversas convencionais, o
primeiro sinal de degradacdo dz coluna & usualmente o decréscimo do fator de
retengao (k) '*°. No caso de colunas mais estaveis a altos pH, o k permanece constante,
ainda que a solubilizagao da silica tenha ocorrido. No entanto, o tempo de vida destas
altimas € também limitado e o desempenho cromatografico comeca a ser prejudicado.
Assim, a melhor forma de avaliar a estabilidade de uma coluna é pela perda da
eficiéncia e 0 aumento do fator de assimetria’2.

O fato de um recheio ser estavel permite que as caracteristicas da coluna
permanecam inalteradas fanto tempo quanto seja possivel, reduzindo assim, a
freqliéncia de substituicBo da mesma. Por isso, métodos para avaliar a estabilidade de
fases ligadas tém sido assunto de muitos estudos. Para estes estudos sio utilizadas
diversas condigbes de analise, ndo existindo um procedimento geral estabelecido. Os
métodos mais recentes de avaliagdo da estabilidade de fases estacionarias'? 109153155
utilizam grandes volumes de fase modvel, devido ao aumento da resisténcia das fases
estacionarias atuais ao ataque de fases moveis. Para reduzir os problemas de descarte
de solvente, neste trabalho optou-se por utilizar também um teste mais rapido,
utilizando condicbes mais drasticas de fase mével'™2,
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il. OBJETIVOS

O objetivo deste trabaiho foi obler e caracterizar fases estacionarias baseadas
emn polissiloxanos com cadeias laterais C1 (poli{dimetilsiloxano) - PMOS), C8
{poli{metiloctilsiloxano) - PMOS) e Ci4 (poli{meiiliatradecilsiioxano} - PMTDS},
imobilizados na superficie de silica porosa de 5 um.

As etapas envelvidas neste trabalho para alcancar o objetivo proposto foram:

- preparar as fases estacionarias sorvidas SiO(PDMS), SiO(PMOCS) e SiO(PMTDS);
- promover diferentes formas de imoebilizacdo dos polissiloxanos nos suportes;

- fazer a caraclerizac&o fisico-guimica e cromatografica das fases preparadas;

- realizar testes de estabilidade; e

- maostrar algumas aplicacdes das fases estacionarias obtidas.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

il.1. Equipamentos

Agitador magnético: Corning Glass Warks, modelo PC-351.
Agitador rototorque: Cole-Parmer, modelo 51789,
Analisador elementar: Perkin Elmer, modelo 2400
Analisador termogravimétrico: TA instruments, modelo TGA-2050.
Balanca analitica: Fisher Scientific, modelo A-250, sensibilidade de 0,0001 g.
Bomba de enchimento: Haskel, modelo 21769, com faixa de presséo de 6.9 a 344.8
MPa (1.000 a 50.000 psi).
Banho Maria: Nova Técnica, modelo NT 245,
Cromatografos a liquido
O equipamento utilizado neste trabalho para caracterizacdo cromatografica e testes
de estabilidade das fases estacionarias consistiu dos seguintes componentes:
- bomba de alta pressio reciproca. do tipo pistédo com dupla cabega, marca Shimadzu,
modelo LC-10AD;
- detector UV de comprimento de onda fixo (254 nm) com cela de 13 pl de volume,

marca Alltech, modelo 450 UVv;
- injetor marca Rheodyne com aica de amostragem de S ul., modelo 8125: e

- sistema de aquisicio de dados via computador utilizando o software Chrom Perfect for

Windows, versio 3.52.

Para os experimentos de apiicagbes das fases estacionarias foi utilizado um

sistema de CLAE da Waters composto por:
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- bomba de alta pressac reciproca, do tipo pistdo com dupla cabeca, modelo 515;

- detector UV-VIS com arranjo de diodos modelo PDA 896;
- inletor marca Rheodyne com alga de amostragem de 10 pl, modelo 77251 e

- sisterna de aguisicdo de dados via computador utilizando ¢ software Millenium, verséo

3.0.
Cromatégrafo para Permeagao em Gel

O equipamenio de GPC marca Waters utilizade neste trabalhc consistiv dos

saeguintes componentes:

bomba de alia presséo reciproca, do tipo pistdo com dupla cabeca, modelo 510;

1

detector de indice de refracac, modeio 410;

injetor UK

forno para coluna;

sistema de aquisicao de dados utilizando software Millenium

Espectrometro de Infravermelho: Perkin Elmer, modelo, FT-IR 1600.
Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear com Polarizacao Cruzada
segundo Rotacdo em um Angulo Magico (CP-MAS-NMR): Bruker, modelo ASX 300
NMR e Bruker, modelo DSX 200 NMR.

Estufa: Yamato, modeio ADP-21.

Ferno da coluna: Eldex Laboratories, modelo CH-150.

Forno de Microondas: Questron, modelo QWave 3000.

Linha de vacuo: equipada com bomba de vacuo LeyBold-Heraus.

Microscopio Eletrénico de Varredura: Jeol, modeio JSM-T300.

Medidor de érea supercial (BET): Micromeritics, modelo FlowSoerb 2300
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pHmetro: Digimed, modelo DC21

Ultra-som: Thorton, modelo T14.

lil.2. Miateriais

li.2.1. Reagentes e solventes

- Acenafteno p.a. {Aldrich)

- Acido fosférico p.a. (Mallinckrodt)

- Agua deionizada, sistema Milli-Q (Miflipore)

- Ametrina, pureza de 96,8% (Novariis)

- Atrazina, pureza de 97,7% (Novartis)

- Bentazona, pureza de 99,9% (Basf)

- Benzeno p.a. (Synth)

- Benzonitrila p.a. (Riedel-de Haén)

- Bicarbonato de sédio p.a. {Fisher)

- Carbendazim, pureza de 99,3% (Riedel-de-Haen)
- Clanazina, pureza de 98,0% (Cyanamid)

- Cloroférmio para cromatografia, LiChrosolv (Merck)
- Diuron, pureza de 99,3% (Du Pont)

- Etanol para cromatografia, LiChrosolv (Merck)
- Etilbenzeno p.a. (Merck)

- Fenol p.a. (Labsynth)

- Hexano para cromatografia (Tedia)

- Hidréxido de aménio p.a. (Synth)

- Linuron, pureza de 99,5% (Hoescht)

- Metanol para cromatografia, Omnisolv (Merck)
- Naftaleno p.a. (Vetec)

- N,N-Dimetilanilina p.a. (Fiuka)

- Simazina, pureza de 98,3% (Novartis)

40
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- Tolueno p.a. (Merck)
- Tolueno para cromatografia (Mallinckrodt)
- Uracila p.a. (Aldrich)

- Silica Rainin C-8 (Varian), esférica, com tamanho médio de particulas de 5 um

ili.2.2. Fase estacionéria liquida e suporte cromatografico

Polimeros utilizados como fase estaciondria liquida:
- Poli{dimetiisiloxano} (PDMS): produto PS043 da Petrarch/Hils America, massa
molar média de 28.000 Da e densidade de 0,97 g mL™" (dados do fabricants);
- Polifmetiloctilsiloxano) (PMOS): produtc PS140 da Petrarch/Hils America, massa
molar média de 8.200 Da e densidade de 0,91 g mL™" {dados do fabricante); e
- Poli{metiltetradecilsiloxano) (PMTDS): produto PS134 da Petrarch/Hils America,
massa molar média de 9.400 Da e densidade de 0,89 g mL™" (dados do fabricante).

As estruturas quimicas dos polissiloxanos utilizados neste trabalho estao
mostradas na Figura 10.
- Silica utilizada como suporte cromatografico: Kromasil {Akzoc Nobel), forma
esférica, tamanho medic de particula de 5 um, volume de poro especifico de 0,89

mL g™ e area de superficie especifica de 330 m? g‘z (dados do fabricante).

ill.2.3. Coluna cromatografica

Os corpos das colunas cromaiograficas foram confeccionados na oficina de
mecanica fina do instifuo de Quimica da UNICAMP a partir de tubos de ac¢o inoxidavel
316, sem costura, com didmetro interno de 3,4 mm e externo de 9,5 mm. Estes tubos
foram transformados em colunas com duas dimensdes: (1) 50 mm de comprimento, 4,0
mm de didmetro interno e 9,5 mm de didmetro externo; e (2) 125 mm de comprimento,
4.0 mm de digdmetro interno € 9,5 mm de didmetro externo .

As superficies infernas das colunas preparadas apreseniam bastante
irreqularidades e foram polidas com 12 de ago de acordo com o procedimento do
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LABCROM'®. As partes constituintes da coluna cromatografica s&o mostradas na
Figura 11.

1) 2)

g [ g | g gHy CHy
CH~SH0| —S-0 | ~Si-CH; CHy=$H0 | —Si—0 | —Si—CHy
CHy | CH, CH, CHy | CH, CHs
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Figura 10. Estrutura quimica dos polissiloxanos: 1) poli(dimetiisiloxano); 2)
poli{metiloctilsiioxano); e 3) poli{metiltetradecilsiloxano).

I

Por;a Redutor Filiro Carpo da
Terminal Celuna

Figura 11. Esquema de uma coluna cromatografica.
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ii1.3. Fases estacionarias

i1.3.1. Fase estacionaria Si0,{PMOS)

Antes da preparaclo da fase estacionaria SiO,(PMOS) g silica fol ativada por
tratamento térmico a 150°C por 17 horas. Logo apds, a fase estacionaria sorvida foi
preparada utilizando o método de evaporacao do solvente. Primeiramente preparou-se
uma solugio de PMOS em hexano na concentracdo de 10% {(m/v) em um béquer e
posteriormente adicionou-se lentamente a silica na solucdo, obtendo a proporge de
1,22 g de PMOS por 1g de silica. Todo este procedimento foi feifo sob agitacéo e
temperatura controlada de 40°C. A agitac@o foi mantida até a evaporacdo de 2/3 do
hexano. O restante do solvente fol evaporade da solugdo a temperatura ambiente. O
tempo gasto fol de uma semana.

A proporgéo de 1,22 g de PMOS por 1 g de silica € suficiente para preencher
totalmente os poros da silica e ainda ter um excesso de 50% de polimero fora dos
poros da silica. Este raciocinio também foi feitc para preparar as fases sorvidas
baseadas em PDMS e PMTDS, come descrito a seguir.

A fase estaciondria obtida pela evaporagdo do solvente fol iniciaimente
homogeneizada com bastao de vidro e separada em cinco porgdes. Cada porgdo foi
submetida a um procedimento diferente de imobilizac&o do polimero:

- auto-imobilizagao por 30 dias™"'%’. Este procedimento consistiv em deixar a fase
estacionaria em repouso por 30 dias;

- irradiagdo com radiagac-y (dose 80 kGy). A irradiacdo foi feita na empresa IBRAS
CBO (Campinas, SP) através de uma fonte de cobalto-60, em ampolas de vidro seladas
sob ar contendo as fases estacionarias;

- aquecimento a 120°C por 4 horas. A fase estacionaria foi colocada em béquer aberto
dentro da estufa com a temperatura ja em equilibrio;

- aquecimento a 220°C por 4 horas. A fase estacionaria foi colocada em béquer aberto
dentro da estufa com a temperatura ja em equilibrio;
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- irradiago com microondas na poténcia de 495 watlts por 15 minutos'®1# A
irradiagao foi feita em forno de microondas, sendo que a fase estacionaria ficou deniro
de um frasco de PTFE (Teflon) aberio.

Apds cada procedimento de imobilizacdo, exiraiu-se o excesso de PMOS (ndo
imobilizado} da fase estacionaria passando hexano, com auxiic de uma bomba
cromatogréfica, na vazao de 0,5 mL min™, por 4 horas, 2 temperatura ambienie.

A solugao de hexanc contendo PMOS proveniente da exiracdo da fase
estacionaria foi colocada em um béquer sob fluxo de ar para evaporacao do hexano e

posterior analise do PMOS por cromatografia de exclusao (permeacio em gel, GPC).
[1.3.1.1. Fase estacionaria Si0O,(PMOS) otimizada

Com base nos resultadoes iniciais das fases estacionarias SiO(PMOS), descritas
acima, tentou-se obter uma fase estacionaria com maior estabilidade e melhores
propriedades cromatograficas. Para obler esta fase, primeiramente foi feito a
reidroxilacé@o da silica. Este € um procedimento muito citado na literatura na obtencéao
de fases estacionarias quimicamente ligadas e envolve o aquecimento da silica em
solugdes diluidas de acidos ou bases'" . A reidroxilacao afeta o nimero e os tipos de
silandis superficiais e reduz os niveis de tragos de metais presentes na silica'®. Uma
methoria significante na performance cromatografica das fases provenientes de siiicas
reidroxiladas nas analises de compostos basicos ja foi relatada na literatura'®®, o que foi
atribuido & diminuigio dos grupos superficiais da silica com maior acidez. Dentre os
procedimentos mais utilizados estdo o tratamento da silica com solugBes de acidos
diluidos como HNQj3, HCI oy HF 194165,

Neste trabalho, a silica foi reidroxilada por tratamento com acido nitrico 0,01 mol
", em refluxo por 4 horas. Terminado o tratamento, a silica foi lavada sequencialmente
pela passagem de metanol por 3 horas a 3 mL min™, isopropano! por 30 min a 2 mL
min” e hexano por 2 h 2 2 mL min”, e seca a 40°C por 3 horas. Para confirmar o
aumento do numero de silandis apos o tratamento acido, foram obtidos os espectros no
infravermelho e “°Si-RMN da silica antes e apos o tratamentc acido.
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Apods a reidroxilagdo e a ativagio da silica a 150°C por 17 horas, foi preparada a
fase estacionaria SI0(PMOS) sorvida da mesma forma descrita no item anterior. Esta
fase estacionaria fol imobilizada por agquecimento a 120°C por 16 horas e, neste caso, a
extragdo do excesso do PMOS foi feita pela passagem de metano! (1,0 mL min™ por 2
horas) e cloroférmio (1,0 mL min™ por 2 horas) a temperatura ambiente. A mudanca da
forma de extracac do excessc de polimero nao imobilizado foi baseado em alguns
trabalhos feitos no LABCROM que mostraram que fases estacionarias provenientes da
extragdo sequencial com metanol e cloroférmio apresentam maior eficiéncia gue as
fases provenientes da exiracio com hexano'®.

O PMOS proveniente da extracdo da fase estacionaria foi seco sob fluxo de
nitrogénic e, posteriormente, foi analisado por cromatografia de exclusao (permeacio
em gel, GPC).

H1.3.2. Fase estacionaria SiO,(PDMS)

A fase estacionaria SiOx(PDMS) sorvida foi preparada da mesma forma que a
fase SiOx(PMOS) ofimizada, também com silica reidroxilada, mas neste caso, a
propor¢ac foi de 1,30 g de PDMS por 1 g de silica.

Com base nos resultados obtidos com as fases estaciondrias SiOx(PMOS)
conciuiu-se que a fase com maior quaniidade de polimero imobilizado apresentou
methores propriedades cromatograficas e também maior estabilidade quimica. Assim,
para as fases SiOx(PDMS) utilizou-se procedimentos de imobilizacdo que promovessem
maior quantidade de polimero imobilizado. Em alguns casos utilizaram-se dois
procedimentos sequenciais. Os procedimentos de imobilizacao foram:

- aguecimento a 80°C por 30 horas:
- aquecimento a 120°C por 16 horas:

- aquecimento a 240°C por 4 horas;

- aquecimento a 80°C por 30 horas, seguido por irradiac&o com microondas na poténcia
de 495 watls, por 15 minutos;

- auto-imobilizagao por 30 dias, seguido por irradiacdo com radiacio-y (dose 80 kGy); e
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- auto-imobilizag¢ao por 30 dias, seguido por iradiacio com microondas na poténcia de
495 watls, por 15 minuios.

Neste caso, os excessos de PDMS (no imobilizados) das fases estacionarias
também foram extraidos passando metanol (1,0 mL min™ por 2 horas) e cloroférmio (1,0
mbL min™ por 2 horas) a temperatura ambiente.

Os PDMS provenientes da exiracdo das fases estacionérias foram secos sob

fluxo de nitrogénio e, posteriormente, foram analisados por cromatografia de exclusao
(permeacac em gel, GPC).

[11.3.3. Fase estacionaria Si0,(PMTDS)

A fase estacionaria SiOx(PMTDS) sorvida foi preparada da mesma forma que a
fase 3i0x(PMOS) otimizada e a fase SiOx(PDMS), também com silica reidroxilada, mas
neste caso a proporgéo foi de 1,20 g de PMTDS por 1g de silica.

O PMTDS utilizado nesta fase estacionaria passou por um procedimento de
purificagdo, pois o polimeroc adquirido apresentava uma grande quantidade de
oligbmeros (verificado por GPC e TGA). A purificagao consistiu em promover a extragéo
dos oligbmeros utilizando funil de separagéo e isopropanol como solvente. Foram feitas
duas etapas de extracac sequenciais. Iniciaimente foram pesados 80 g de PMTDS em
um funil de separacac de 1 L e adicionadc 800 mL de isopropano! (solucgo 10% m/v).
Esta solugéo foi agitada vigorosamente por 3 min e deixada em repouso por 4 horas
para a separacao das fases. L.ogo apos, foi retirada a fase contendo o isopropanol. Em
seguida, foi adicionado mais 800 mL de isopropanol, agitado vigorosamente por mais 3
min e deixado em repouso por mais 4 horas. Apos retirada da segunda porgdo de
isopropanol, ¢ polimero foi deixado a femperatura ambiente, em frasco aberto, na
capela para evaporacao do solvente por 3 dias e, posteriormente, em esfufa a 60°C sch
0,08 MPa de vacuo, por 5 horas. A eficiéncia do procedimento de purificacdo foi
verificada por GPC e TGA.

Apbs preparagaoc da fase estacionaria, os procedimentos de imobilizacdo
utilizados foram:
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- aquecimento a 80°C por 20 horas;

- aguecimento a 120°C por 16 horas;

- aquecimento a 80°C/30 horas, seguido por irradiagdo com microondas na poténeia de
495 watls, por 15 minulos;

- auto-imebilizacao por 30 dias, seguido por irradiacio com radiaco-y (dose 80 kGy), e
- auto-imobilizagao por 30 dias, seguido por irradiacdo com microondas na poténcia de
495 watts, por 15 minutos.

Os excessos de PMTDS (ngc imobilizados) das fases estacionarias foram
extraidos passando metanol (1,0 mL min™ por 2 horas) e cloroférmio (1,0 mL min™ por 2
horas) a temperatura ambiente.

Us PMTDS provenientes da exiracdo das fases estacionarias foram secos sob

fluxo de nifrogénio e, posteriormente, foram analisados por cromatografia de exclusao
(permeacéo em gel, GPC).

111.3.4. Fase estacionaria comercial

Neste trabalho também foi adquirida uma fase estacionaria comercial
guimicamente ligada, Rainin C8, esferica, tamanho de particulas de 5 um, que foi
utilizada para rechear colunas, as quais foram submetidas a testes comparativos com
as fases estacionarias SiOx(PMQOS) obtidas neste trabalho.

Iil.4. Enchimento das colunas

As colunas foram recheadas utilizando o método de suspensao a alta pressao no
modo descendente. Utilizou-se uma suspensao da fase estacionaria com concentragéo
de 10% (m/v) em cloroformio. De acordo com o volume da coluna, foi pesada uma
quantidade adequada de fase estacionaria em um tubo de ensaio e posteriormente
adicionado o cloroférmio. A suspensaoc foi mantida em agitacdo por aproximadamente
15 horas em um agitador rofotorque. Apés agitacdo da suspensdo as colunas foram

recheadas utllizando ¢ sistema mostrado na Figura 12, gue consiste de coluna,
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reservatério de suspensao de 22 mL, reservatorio de soivente de propulsao, homba de
enchimentic Haskel e cilindro de nitrogénio.

Antes de iniciar © enchimento, foram yerificados possiveis yazamenios no
sistema. azamentos podem gerar variagbes na pressac de enchimento, causando
uma distribuicao nao nomogénea da fase estacionaria, resultando em colunas com
haixa eficigncia. Para isto, a coluna foi acoplada ao reservatorio da suspensao, tendo
colocado um filtro e uma tampa na parie inferior da coluna. Com todas as vélvulas do
sistema fechadas, preencheu-se © reservatorio de suspensac e do solvente propulsor
com metanol. ACIONou-se 5 valvula de controle de pressao ate obter 38 MPa (5.000 psi)
e abriu-se a valvuia do solvente. N2o havendo vazamenios, o sistema estava pronio
para iniciar 0 enchimento da coluna. Apos o teste de yazamentos fechou-se & vaivula
do solvenie € desconeciou-se a coluna, permitinde a saida do metanol do reservatornio
da suspensao.

para o enchimenio, conectou-se novamenie 2 coluna ao reservatorio Ge
suspenséo, com O filtro na parte inferior para permitir a passagem do solvente e evitar a
saida da fase estacionaria. Transferiu-se a suspensao para 0 respectivo reservatério,
completou-c COM cloroférmic e tampou-o em seguida. Acertou-sé 2 press@o para 38
MPa (5.000 psi) € abriu-se a valvuia de saida do solvente de propulsad, que empuira @
suspensaoc para 2 coluna, deixando passar 30 mL de solvente pela coluna recheada.
Fechou-se a vaivula de saida do solvenie, deixando a coluna em repouso no sistema
por 20 minutos para despressurizagao. EM seguida, desconeciou-se a colupa do

reservatério de suspensao, colocando um outro filtro terminal no local em que estava

conectada no reservatorio € tampando as suas extremidades.
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Figura 12. Esquema do sistema de enchimento de colunas.

i11.58. Avaliacdo cromatografica das colunas

111.5.1. Fase movel

Os solventes utilizados neste trabalho como fase mével foram previamente filtrados
através de membrana de Nylon de 0,45 um de porosidade e desgaseificados com ultra-

50mM € Vacuo.

1ji.5.2. Condicionamento das colunas

Depois de recheadas, as colunas foram condicionadas com a fase movel para
eliminar todos os vestigios de solventes usados no enchimento e para a fase

estacionaria ficar em equillbric com a fase movel. Neste trabalho, as colunas foram
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condicionadas no cromatégrafo g liguido com fase méve! metanolagua 7:3 (viv) a uma
vazao de 0,2 mL min™, por 3 horas.

H1.5.3. Testes cromatograficos das colunas

1.5.3.1. Misturas teste

As colunas (50 x 4 mm) foram avaliadas cromatograficamente com base na
separacao dos compostos de duas misturas feste. A primeira contendo compostos com
propriedades acida, basica e neutras (uracila, fenol, N, N-dimetilanilina, naftaleno,
etilbenzeno e acenafteno)’®®. Esta mistura, por apresentar compostos 4cido e basico, é
apropriada para os estudos de interacdo com a superficie do suporte de silica, o que
pode ser avaliade pelo tempo de retencao dos compostos, pela atividade silanofilica e
pela simetria dos picos. A segunda mistura teste foi constituida de compostos neutros
de variadas polaridades (uracila, acetona, benzonitrila, benzeno, toluenoc e naftaleno)’™®.
Neste caso, e possivel obter a seletividade das fases estacionarias para os compostos
com polaridades variadas e também avaliar a hidrofobicidade das fases.

Estas misturas foram preparadas qualitativamente em concentracbes tais que os
picos nos cromatogramas apresentassem uma altura razoavel, utilizando atenuagéo e
“threshold” adequados. As misturas foram dissolvidas em fase mével metanoi:agua 7:3
{(v/v) e armazenadas em geladeira.

As condigbes utilizadas nos testes cromatograficos foram: temperatura ambiente,
detecgao em comprimento de onda de 254 nm, fase movel metanol:agua 7:3 (viv) e
vazdo de 0,5 mL min™. Esta vazio de fase mével foi determinada a partir da curva de
van Deemter, segundo a qual, existe uma vazao 6tima, na qual a eficiéncia da coluna é

maxima'%,
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i11.5.3.2. Parametros cromatograficos

Os parametros cromatogréficos utilizados na avaliagdo das colunas foram: numero
de pratos (medida da eficiéncia) (N), fator de retencéo (k), fator de assimetria do pico
calculado a 10% da sua altura (Asyg), fator de separacdo (u) e resolugdo (Rs) entre
picos adjacenies.

Os calculos dos pardmetros cromatograficos foram obtidos afravés do software
Report Write Plus (Justice Innovations).

A eficiéncia foi calculada pela seguinte equagdo:
N = 5.5 (tpfwn)’

onde tz € o tempo de retencio do pico & w € a largura do pico a meia altura.

O tempo de retencac de um soluio (ir) & o tempo que este gasta desde o
momento de injecao até a saida do maximo do pico, ou seja, engloba todo o tempo que
o componente fica no sistema cromatogréfico. Para saber a parte do tempo em que as
moléculas do soluto estdo na fase movel & utilizado o tempo de retengao de um
composto ndo retido pela fase estacionaria (tw). Neste caso, foi utilizado o pico da
uracila.

O fator de retencdo (k) diz respeitc a retencdo de um soluto na coluna,
determinado pela razdo dos tempos que as moléculas ficam retidas na fase

estacionaria e percorrem a coluna na fase mével:

k = (Ir-tm)/im
O fator de assimetria (As) a 10% da altura do pico foi calculado como mostrado
na Figura 13.



Parte Experimental 52

] 1‘50% da alturs
do pico

Figura 13. Medida e calculo do fator de assimetria do pico.

A resolucao e o fator de separacao para picos adjacentes foram calculados pelas
seguintes equacdes:

Rs = 1,17{(trz — R )/ (Wh1+HWnz)
o = Kolky

neste caso os indices 1 e 2 indicam os picos adjacentes.

Neste trabalho todos os pardmetros cromatograficos mostrados nas tabelas néoe
sao a media de vanas corridas cromatograficas, ou seja, foram retirados de apenas um
cromatograma, apesar de ter sido feita a confirmacio do resuitado colocado na tabela

pela avaliagdo cromatografica de duas colunas recheadas com a mesma fase
estacionaria.

Hi.6. Caracterizacao fisico-quimica das fases estacionarias

Hi.6.1. Porcentagem de carbono
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QObteve-se a porcentagem de carbono através de analise elementar das fases
estacionarias com polimero ndo imobilizado e imobilizado para avaliar a porcentagem
de polissiloxano (% de carga) em cada fase estacionaria.

O método empregado utiliza a combust&o para converter o carbons em CO,, que
&, entdo, medido em funcéo da sua condutividade térmica.

il1.6.2. Medidas de area superficial especifica

Para as medidas de area superficial das fases estacionarias foi empregado o
meétodo BET (Brunauer, Emmett & Teller), que se baseia na determinacio do volume de

nitrogénio adsorvido a diferentes pressdes, na temperatura do nitrogénio liquido.

ili.6.3. Espectroscopia no infravermelho (V)

As fases estacionarias foram analisadas por espectroscopia no 1V para avaliar a
presencga de silandis residuais e as possiveis alteracdes causadas pelos diferentes
procedimentos de imobilizagdo. Os espectros de transmissao foram obtidos sob a forma
de pastilhas de brometo de potassio, no intervalo de 400 a 4000 cm™.

lil.6.4. Ressonancia magnética nuclear (RNIN)

As fases estacionarias baseadas em PMOS foram analisadas por
Espectrospcopia de Ressonéncia Magnética Nuclear com Polarizacie Cruzada
segundo Rotagdo em um Angulo Magico (CP-MAS), analisando os nucleos °C e 2Si,
para avaliar as possiveis interacbes entre o suporte e o polimero e as alteracbes
quimicas causadas pelos diferentes procedimentos de imobilizagao.

Os espectros de "*C-RMN com CP/MAS foram obtidos usando um rotor de ZrO,
com 4 mm de didgmetro interno e uma velocidade de rotagao de 10.000 Hz. O intervalo
do pulso do préton a 80° foi de 7 us, o tempe de contato e o tempo de espera foi de 3

ms e 3 s, respectivamente. O alargamento de banda utilizado foi 10 Hz.
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Os espectros de ®Si-RMN com CP/MAS foram obtidos usando um rotor de Zr0,
com 7 um de didmetro interno e uma velocidade de rotacgo de 3.500 Hz, contendo
amostras de 200-250 mg. O tempo de contato de polarizagdo cruzada foi de 5 ms e o
tempo de intervalo de pulso foi de 1 s. Foram acumulados 1,5 FiDs (*Free induction
Decay” ou decaimento livre induzido} com tempo de aguisic@o de 30 ms em ndmero de
pontos de 1 kb, que foram preenchidos com zero até 8 kb, antes da transformacao de
Fourier. O alargamento de banda utilizada foide 30 Hz e a largura espectral para fodos

os espectros foi de aproximadamente 20 kHz.
111.6.5. Analise termogravimétrica

A analise temogravimétrica foi utilizada para determinar a estabilidade térmica
das fases estacionarias antes e apés os procedimentos de imobilizacdo. Utilizaram-se
amostras de aproximadamenie 10 mg e as medidas foram feitas numa razio de

aquecimento de 10°C min™ em atmosfera oxidante (arn).
l11.6.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise morfolégica das fases estacionarias imobilizadas foi feita através das
fotomicrografias das particulas com aumento de 1.500 & 20.000 vezes. Para efetuar
este procedimento as particulas foram recobertas com uma fina camada de suro.

Através desta técnica, pode-se observar a forma das particulas da fase
estacionaria, as caracteristicas da sua superficie ¢ a distribuicdo do tamanho das
particulas.

l.6.7. Cromatografia de exclusdo (GPC) dos polissiloxanos extraidos

das fases estacionarias imobilizadas

Os polimeros exiraidos das fases estacionarias foram analisados por GPC para

obler a distribuicac da massa molar dos polissiloxanos, € assim, determinar se houve
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degradacdo cu a formaco de ligacBes cruzadas das cadeias do polimero durante o
procedimento de imobilizac&o.

A analise fol feita em um cromatdgrafo a liguido ulilizando as seguinies
condices: colunas Ulrastyragel 500 e 1000 angstrons {(coneciadas em série} com
particulas de 7pm de famanho médio; voiume de inje¢do de 150 ul; temperatura da
coluna e do detector de 40°C; e tolueno como fase mével a 1,0 mL min”. As solugdes

de polissiloxanos foram injetadas na concentracéo de 0,5 % {v/v) em foluenc.

111.7. Testes de estabilidade

Hi.7.1. Teste de estabilidade com fase mévei neutra

Algumas das colunas foram submetidas ao teste de estabilidade com fase movel
neutra. Este teste consistiu em passar fase movel metanoliagua 7:3 (v/v) na coluna a
uma vazdo de 1,0 mL min' e injetar uma mistura teste, composta de uracila, fenol,
N,N-dimetilanilina e naftaleno, periodicamente para avaliar 0 desempenho da coluna no
decorrer do tempo. No momento da avaliagdo cromatografica a vazao da fase movel foi
diminuida para 0,5 mL min”. Os parametros cromatograficos utilizados na avaliaggo
foram porcentagem de eficiéncia {N) inicial, fator de assimetria a 10% da altura do pico
(As) e fator de retengao (k). A % de N inicial € calculado com relacdo a eficiéncia no
inicio do teste, ou seja, € uma medida em porcentagem de quanto de eficiéncia a
coluna perde com o decorrer do teste.

1.7.2. Teste de estabilidade com fase movel alcalina pH 8,4

Uma vez que as fases estacionarias desenvolvidas tenham resistido ao teste de
estabilidade com fase moével neutra, aplicou-se o estudo de estabilidade desenvoivido
no LABCROM com fase movel alcalina e temperatura elevada'?
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Neste teste, ulilizou-se uma fase movel alcalina (pH 8,4) constituida de
metanclagua 1.1 (viv) com 0,05 mol L' de bicarbonate de sédio e temperatura da
coluna de 80°C, condigdes estas que aceleram a degradacao da fase estacionaria,
sendo possivel assim, obterem avaliacdes mais rapidas com menor gasto de fase
movel.

O procedimento de avaliagio consistiu em passar a fase maovel alcalina pH 84
pela coluna na vaz&o de 0,6 mL min™', com auxilio de uma bomba cromatografica, por 1
hora, ficando a coiuna dentro de um forno a 60°C. Logo apds a coluna ¢é retirada do
forno e acoplada ac cromatografo a liquido, fazendo-se passar fase movel
metanolagua 7:3 (v/v} na vazao de 0,5 mi min”', por 15 minutos, para retirada da fase
mével alcalina e do sal (bicarbonato de sodio) de dentro da coluna e ainda baixar a
temperatura da coluna para a ambiente. Em seguida, injeta-se a mistura teste composta
de uracila, fenol, N,N-dimetilanilina e nafialenc. Apos a obtencao do cromatograma, a
coluna € colocada novamente dentro do forno a 80°C e submetida a passagem de fase
movel alcalina por mais 1 hora. Assim, a amostra-padrao foi injetada de uma em uma
hora até o final do teste.

Novamente, as fases estacionarias desenvolvidas tenham resistido ac teste de
estabilidade com fase mével aicalina pH 8,4, aplicou-se o estudo de estabilidade com

fase movel aicalina pH 10,0 e temperatura elevada
lll.7.3. Teste de estabilidade com fase mével alcalina pH 10,0

O procedimento utilizado no teste de estabilidade com fase mévei alcalina pH
10,0 ¢ similar ao empregado com pH 8,4, embora, neste caso, a fase mével alcalina
metanol:dgua 1:1(v/v) com 0,05 mol L de bicarbonato de sddio teve o pH acertado em
10,0 com NaOH concentrado e foi passado pela coluna a uma vazao de 1,0 mL min™.

Os testes cromatograficos foram feitos em intervalos de uma hora até o final do teste.
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ill.8. Aplicagdes das fases estacionarias

Algumas fases estaciondrias obtidas neste trabalho foram submetidas 2
aplicagbes utilizando fases moveis acida e bdsica, mas para estes experimentos foram
recheadas colunas com dimensdes de 125 x 4 mm.

Para mosirar uma aplicacao das fases estacionarias imobilizadas desenvolvidas
neste trabalho com fase moével basica, foram utilizadas as mesmas condigbes de
analise de um método ja validado para determinagdo de pesticidas em frutas'®. Como
critério de comparacao, tambem fol testada a mesma coluna comercial (125 x 3 mm)

168

utilizada no mesmo trabalho™ com fase estacionaria quimicamente ligada, Purospher

C18, 5 pum, na separagéo dos seguintes pesticidas: atrazina, simazina e ametrina
(herbicidas triazinicos), diuron (herbicida uréico) e carbendazin (fungicida
benzimidazolico). Esta mistura de pesticidas foi preparada aqualitativamente em
concentragbes tais que os picos nos cromatogramas apresentassem uma aitura
razoavel, utilizando atenuagao e "threshold” adequados. As condicdes de analise foram:;
fase moével acetontrila:agua 35:65 (v/v) pH 10,0 (ajustado com hidréxido de amdnio),
vazdo de 0,7 mL min", temperatura ambiente, volume de injec&o de 10 ul e detecgao
em 235 nm'®°.

Para a aplicagdo com fase mébvel acida, foram utilizadas as mesmas condicdes
de analise de um metodo também ja validado para determinacio de pesticidas em
solos’™®. Foram testadas as colunas recheadas com as fases estacionarias obtidas
neste trabalho e também a mesma coluna comercial (150 x 3,2 mm) utilizada no método
validado'™ com fase estacionaria quimicamente ligada, Novapak C18, 4 um, na
separagdo dos seguintes pesticidas: bentazona (herbicida tiodiazinico), cianazina,
simazina e atrazina (herbicidas triazinicos), diuron e linuron (herbicidas uréicos). Esta
mistura de pesticidas também foi preparada qualitativamente em concentragdes tais
gue os picos nos cromatogramas apresentassem uma altura razoavel, utilizando
atenuacdo e ‘threshold” adequados. As condicbes de andlise foram: fase movel
metanoliagua 1:1 (v/v) pH 3,75 (ajustado com &cido fosforico), vazio de 0,8 mL min™,

temperatura ambiente, volume de injecao de 10 L e deteccao em 230 nm'7°.
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A estrutura quimica dos pesticidas utilizados nas aplicactes sdc mostrados na

Figura 14.
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Figura 14. Estrutura quimica dos pesticidas utilizados nas aplicagbes das fases

estaciondrias imobilizadas-exiraidas.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

iV.1. Fase estacionaria Si0,(PMCS)

IV.1.1. Avaliacao fisico-quimica

iv.1.1.1. Cromatografia de permeacdo em gel

Os polimeros exiraidos das fases estacionarias SiO(PMOS) imobilizadas e o
PMOS pure foram submetidos a analise por GPC e os cromatogramas oblidos estéc
maostrados na Figura 15,
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Figura 15. Cromatogramas de GPC de: a) PMOS puro; e PMOS extraidos das fases
estacionarias SiO2(PMOS) imobilizadas por: (b) aguecimento a 220°C/4 horas; (c)
aquecimento a 120°C/16 horas; (d) aquecimentc a 120°C/4 horas; {e) irradiagdo com
microondas; (f) irradiacdo com radiacao-y; e (g) auto-imobilizagao.

Pode ser notado que os polimeros extraidos das fases estacionarias
Si0(PMOS) imobilizadas apresentaram o mesmo perfil do PMOS puro (sem tratamento
nenhum), indicando gue nao sofreram alteragdes estruturais, exceto o polimero extraido
da fase estacionéria aquecida a 220°C/4 horas. Neste caso, ocorreu a degradacdo do
polimere, sendo que apareceu um pico de menor massa molar préximo de 17 minutos,

que nao aparece nos oulros cromatogramas (Figura 15b). A degradacéo também foi
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evidenciada pela coloragdo amarelada da fase estacionaria tratada a 220°C, sendo que
as demais apresentaram cor branca.

IV.1.1.2. Porcentagem de carbono e area superficial

Apds a etapa de imobilizacgo e extracdo do excesso de PMOS, as fases
estacionarias Si0x(PMOS) foram submetidas a analise elementar e medida de area
superficial {Tabela 1). A partir da porcentagem de carbono das fases (%Cre) foram
obtidas a porcentagem de carga e a massa especifica através das equacdes abaixo:

% de carga = (Mewos / Mee)x 100
Mespecifica = Memos/Msioz = %Cre/(82-%Cex)
onde:
mre = massa de fase estacionaria; mgo; = massa de silica; Mespecifica = Massa

especifica, mpmos = %Cre / 62; e 62 = constante, considerando que 62% da massa total
do PMQOS é carbono.

Tabela 1. Porcentagem de carbono, porcentagem de carga, massa especifica e drea
superficial das fases estacionarias SiO(PMOS) imobilizadas apés a extracdo do

excesso do PMOS e da fase estacionaria nac imobilizada sem extragdo do excesso de
PMOS.

Fase auto- néo imob.
estacionaria | 220°C/4h | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas | radiagio-y | imobilizada
%G 210+ 1 233:05|145+05 ' 95:05 |124+05| 58205 |33.7+05
0,5
% carga 339% | 376408 | 234+08 1 153+08 [ 200+08| 94+08 54,4+ 0,8
0,8
Mespacifica 0,51+ 0,60+ 0,31+ 0,18 £ 0,01 025« 0,10 1,17 =
{grwos/Gsios) 0,01 0,01 0,01 0.01 + 0,01 0,01
Area
supezrfég:iai 34 5 157 241 194 258 -
(m g’}

Das fases estacionarias imobilizadas, as tratadas termicamente apresentaram
maior porcentagem de carga. As fases irradiadas com microondas e radiacao-y

apresentaram recobrimentos infermediarios e a fase auto-imobilizada foi a que
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apresentou menor recobrimento. Apesar das fases estacionarias imobilizadas a 220°C/4
horas e 120°C/16horas apresentarem cargas similares, o PMOS da primeira sofreu
degradacao, como mostrado por GPC.

Os diferentes procedimentos de imobilizagdo promoveram fases estacionérias
com cargas variadas. O processo mais eficaz de imobilizagdo {120°C/16 horas) reteve
70% de todo polimero inicial da fase estaciondria de partida (sem imobilizacdo e
extracdo, com 54% de carga), enguanto a auto-imobilizaco conseguiu reter apenas
17% de todo polimero.

Como pode ser notado na Figura 16, a area superficial diminuiu
proporcionalmente com o aumento da porcentagem de carga das Tases. Islo ja era
esperado, pois com o aumento da porcentagem de carga, os poros ficam mais
preenchidos e consequentemente diminui-se a drea superficial da fase estacionaria

resulianie.
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Figura 16: Porcentagem de carbonoc em fungdo da drea superficial das fases
estacionarias SiO(PMQOS) imobilizadas-extraidas.
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IV.1.1.3. Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas da silica nua e das fases estacionarias
SiC,(PMOS) imobilizadas-exiraidas e no imobilizada estdoc mostradas na Figura 17. A
curva da siiica nua (Figura 17a) indica somente 2 perda de dgua adsorvida na faixa de
temperatura estudada. Para a fase estacionéria tratada a 220°C/4 horas (Figura 17b), a
perda de massa ocorreu por volta de 280°C, sendo que os composios voldteis ja foram
removidos durante a imobilizacdo pelo tratamento térmico. Neste caso o PMOS
resultante ficou mais estavel termicamente devido a sua modificacio estrutural, como
demonstrado por GPC,

As demais curvas (Figuras 17c-g) mostraram uma grande perda de massa
proximo de 215°C, gue deve estar relacionado com a quebra das ligagdes Si-O e
consequente formagac de polissiloxanos ciclicos volateis de baixa massa molar, ou

entdo, a quebra da ligagio entre as cadeias alifaticas dos polimeros e a formacao de
produtos gasosos volateig'” 172,
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Figura 17. Curvas termogravimétricas de: (a) silica nua; e fases estacionarias
SiO2(PMOS) imobilizadas por: (b) aguecimento a 220°C/4 horas; (c) aquecimento a
120°C/16 horas; (d) aquecimento a 120°C/4 horas: (e} irradiacdo com microondas; (f)
Iradiag@o com radiaglo-y; (g) auto-imobilizacdo; e (h) fase estaciondria nao
imobilizada.
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A perda de massa para fodas as fases estaciondrias na faixa de temperaiura
estudada foi proporcional a quantidade de polimero imobilizade (Tabela 2). Assim, a
amosira ndo imobilizada (Figura 17h) apreseniou a maior perda de massa e a fase

estacionaria auto-imaohilizada a menor perda (Figura 17g).

Tabela 2. Porcentagem de perda de massa durante a2 analise termogravimétrica de
25°C a 935°C das fases esfacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-extraidas e nao
imobilizada.

Fase 220°Ci4h | 120°C/18h | 120°C/4h | microondas | radiag@o-y auto- nae imob.

estacionéria imobilizada
Perda de
massa (%) 2345 2804 20862 14,40 17 .B1 5,84 33,43
{25 ~ 935°C)

% carga 33.8x 3768108 234z 153+08 120008 | 9408 54,4+ 0,8
8 0.8

IV.1.1.4. Ressonancia magnética nuclear de °C e #Si

A Figura 18 mostra os espectros de C-RMN das fases estacionarias
Si0L(PMOS) imobiiizadas e ndc imobilizada. O grupo metila ligado diretamente a cadeia
do polissiloxano (C-a) promove o aparecimento de uma banda em O ppm, que foi maior
para a fase tratada a 220°C/4 horas (Figura 18a), mostrandc que houve um aumento na
formacao de ligagdes Si-C com este procedimento de imobilizagdo. Esta fase
estacionaria também mostrou bandas em aproximadamente 180 ppm e entre 60 e 80
ppm, provavelmente reiacionados com a formagao de ligagdes do tipo O=C-OH, CH-OH
e CH»-OH durante o tratamento térmico.

Os outros espectros (Figura 18b-g) ndo apresentaram evidéncias da formagao de
novas ligagbes nas fases estacionarias. Para todas as fases estacionarias, os atomos
de carbono da cadeia lateral C-8 {C-1 a C-8) mostraram ressonancias na faixa de 15 a

43 ppm.
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Figura 18. Espectros de "°C-RMN para as fases estaciondrias SiOz(PMOS)
imobilizadas por: a) aquecimento a 220°C/4 horas, b) aquecimento a 120°C/16 horas; ¢
aquecimento a 120°C/4 horas, d) irradiagdo com microondas, e) irradiacéo com
radiag&o-y, f) auto-imobilizacao, e g) fase estacionaria ndo imobilizada.
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Como mencionado na parte experimental (Secao 111.3.1.1), a fase estacionaria
SiOx(PMOS) imobilizada por aquecimentc a 120°C/16 horas fol preparada com silica
reidroxilada. A silica foi reidroxilada por tratamento acido {solugdo diluida de HNGO3). Os
especiros de °Si-RMN da silica reidroxilada e da silica sem tratamento acido estdo
mostrados na Figura 19. Nac fol evidenciada nenhuma alleragdo na estrutura da silica
ap6s o tratamento acido, pois 0s especiros da amosira com fralamento {Figura 19a) e

sem fratamento acido (Figura 19b) se mosiraram essencialmente idénficos.
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Figura 19. Espectros de *°Si-RMN de (a) silica Kromasil 5um nua, com tratamento

acido (refluxo em solucdo de HNO; 0,01 mol L™ por 4 horas) e (b) silica Kromasil 5um
nua, sem fratamento acido.

Os espectros de Si-RMN das fases estacionarias imobilizadas e néo
imobilizada estao mostrados na Figura 20. Todas as fases estacionarias apresentaram
bandas a —-22 ppm relacionados a ressonancia da cadeia do polissiloxano (DT), Nas

fases estacionarias imobilizadas, as bandas relacionadas aos grupos D', Dy'.D¥ e M
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podem ser detectadas, exceto para a fase auto-imobilizada (Figura 20e). As bandas D’
e Dy’ podem ser explicadas pela quebra de algumas ligacdes Si-O-Si da cadeia do
polissiloxano durante o processo de imobilizacgo. Algumas cadeias do PMOS sao
fisicamente adsorvidas (grupos D?) enquanto outras sio quimicamente ligadas 2
superficie do suporte (grupos D*). Alguns grupos também atribuem a banda préxima de
~20 ppm (grupos D%} a formacao de pequenos polissiloxanos ciclicos'®, mas iste nao
deveria aparecer nestas amostras, pois estes composios sio arrastados com o
procedimento de exiragdo. A auséncia destas bandas na fase auto-imobilizada mostra
que este n&o & um processo eficiente de imobilizacdo de PMOS sobre a silica Kromasil,
embora algumas destas bandas j& tenham sido observadas em fases estacionarias
obtidas pela adsorcdc e auto-imobilizagdo de PMOS sobre silica Davisil'™. Este
resultado pode estar relacicnado com a presenca de maior nimero de sitios reativos
superficiais sobre a silica Davisll que apresenta maior quantidade de tragos de metais e
consequentemente maior acidez.

As bandas dos grupos T° em -85 ppm e dos grupos T em —55 ppm nas
amostras tratadas termicamente (Figuras 20a e b) aumentam significantemente com o
aumento da temperatura do tratamento térmico. Estas bandas aparecem em funcdo da
diminuicdo das bandas Q° e Q° (entre -80 e -100 ppmy), as quais correspondem aos
grupos silandis da silica, que séo eliminados durante a formacéo das ligagdes quimicas
entre dois grupos silandis e entre o PMOS e a superficie do suporte. A banda Q* nao se
alterou, pois esta relacionada com as ligagdes do tipo siloxano do interior da estrutura
da silica. Entretanto, pode ser concluido que reactes entre a cadeia do polissiloxano e
0 suporte ou entre as préprias cadeias do polimero podem ocorrer como resultado do
processo de imobilizacdo. A fase estacionaria imobilizada por aquecimento a 120°C/16
horas nac foi analisada por “°Si-RMN, pois estes experimenios foram feitos
anteriormente a sua preparagéo na Universidade de Tibingen na Alemanha.

Com base nos resultados obtidos com os espectros de 2°Si e "“C-RMN
mostrados acima, ficou evidente que ocorre a ligagdo do polimero com o suporte, apos
a etapa de imobilizagao por tratamento térmico, e esta ligacdc ocorre entre os grupos
silanois da silica com as cadeias do PMOS, segundo 6 modelo proposto na Figura 21.
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Resumidamente, os fratamentos térmicos sdo 0s processos mais eficienies para

promover imobilizagdo do PMOS sobre a silica e a auto-imobilizagdo & o processo

menos eficiente. Isto confirma os resultados obtidos com a porcentagem de carbono
(Tabela 1).
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Figura 20. Espectros de *Si-RMN para as fases estacionarias SiO2(PMOS)
imobilizadas por: a) aquecimento a 220°C/4 horas, b) aquecimento a 120°C/4 horas, c)
irradiacdo com microondas, d) irradiacdo com radiagao-y, €) auto-imobilizacéo e f) fase
estacionaria nao imobilizada.
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Figura 21. Modelo esquematico para o processo de imobilizagdo ™",

IV.1.1.5. Espectroscopia no infravermelho

68

Com o objetivo de descobrir se houve alteracao estrutural da silica apos o

processo de reidroxilagéo, obtiveram-se os espectros no IV antes e apos o tratamento

acido (Figura 22). Pode ser notado que os espectros sao bastante semelhantes, néo

evidenciando assim alteragdes significativas na sua estrutura e confirmando os

resultados obtidos por 2°Si -RMN.
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Figura 22. Espectros no infravermelho de (a) silica Kromasif 5pm nua, com tratamento

acido (refluxo em solugdo de HNO3 0,01 mol L' por 4 horas) e (b) silica Kromasil 5pm
nua, sem tratamento acido.

Também foram obtidos os espectros no infravermelho das fases estacionarias
imobilizadas-extraidas (Figura 23). As bandas dos espectros entre 3000 e 3800 cm™
sdo atribuidas aos diferentes grupos silandis. A sobreposicao das bandas e a presencga
de agua adsorvida tornam quase impossivel fazer a determinacdo quantitativa dos
diferentes tipos de silandis. As bandas em aproximadamente 2850 a 2950 cm™' sao
caracteristicas de estiramento das ligagbes CH, e CHz e as bandas em
aproximadamente 1100 cm™ estao relacionadas aos grupos siloxanos.

A formagdo da ligacao C=0 evidenciada no espectro de RMN °C para a fase
estacionaria imobilizada a 220°C/4 horas foi confirmada pela presenca da banda no
espectro préximo de 1700 cm” desta amostra (Figura 23a) e que nio aparece nas
outras amostras (Figura 23b-g). Outra banda caracteristica dos grupos silandis
(proxima de 975 cm™) foi mais intensa no espectro da amostra auto-imobilizada (Figura
223e) e esteve quase ausente nos espectros das amosiras fratadas termicamente
(Figuras 23a e b). Isto mostra que os grupos silandis nas fases estacionarias estéo
recobertos e diminuem com o aumento do carregamento e preenchimento dos poros
promovido pelos diferentes processos de imobilizagao.
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Figura 23. Espectros no infravermelho das fases estacionarias SiOL(PMOS)
imobilizadas por: a) aquecimento a 220°C/4 horas, b) aquecimento a 120°C/4 horas, c)
irradiag&o com microondas, d) irradiacdo com radiagdo-y, ) auto-imobilizacao; e f) fase
estacionaria nao imobilizada.
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IV.1.1.6. Microscopia eletrénica de varredura

As fotomicrografias das fases estacionarias imobilizadas-extraidas estao
mostradas na Figura 24. A fase estacionaria tratada a 220°C/4 horas (Figura 24a)
apresentou uma aglomeragdo das particulas, mesmo depois de ser submetida ao
procedimento de extragdo do excesso de PMOS. A presenga de uma camada externa
de polimero sobre as particulas de silica sugere que esta fase estacionaria ndo seja
adequada para uso cromatografico, como foi comprovado neste trabalho e sera
discutido a seguir. As outras fases estacionarias (Figura 24b-e) mostram particulas

esféricas e separadas, indicando que o processo de exiragdo do excesso de polimero
foi eficiente.

IV.1.2. Avaliacdo cromatografica

IV.1.2.1. Mistura teste com compostos acido, basico e neutros

Os compostos de variadas naturezas utilizados na mistura teste foram: uracila,
feno! (acido), N,N-dimetilanilina (basico), naftaleno (neutro), etilbenzeno (neutro) e
acenafteno (neutro). Os cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as
fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria
comercial (Rainin C8) estdo mostrados na Figura 25.

A coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a
220°C/4 horas (Figura 25a) nao separou os compostos desta mistura teste. Isto deve
estar relacionado com a aglomeracéo das particulas proveniente da degradagéo do
PMOS durante o procedimento de imobilizacdo, como mostrado por GPC e MEV.

Desta forma, nao foi possivel obter os parametros cromatograficos para cada composto
da mistura teste para esta coluna.
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a) b)

Figura 24. Fotomicrografias das fases estacionarias SiO(PMOS) imobilizadas por: (a)
aquecimento a 220°C/4 horas; (b) aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aguecimento a
120°C/4 horas; (d) irradiacao com microondas; (e) irradiagao com radiacéo-v; e (f) auto-
imobilizagdo. Aumento de 1.500 vezes.
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Figura 25. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas por: a) aquecimento a 220°C/4 horas, b)
aquecimento a 120°C/16 horas, c) aquecimento a 120°C/4 horas, d) irradiacdo com
microondas, e) irradiagdo com radiagéo-y, f) auto-imobilizacao; e g) coluna recheada
com fase estacionaria comercial Rainin C8. Condicoes: fase mével metanol:agua 7.3
(v/v), vazao de 0,5 mL min. Deteccdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-
fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzeno e 6-acenafteno.

A coluna recheada com a fase estacionaria auto-imobilizada também n3o foi
capaz de separar completamente todos os compostos da mistura teste (Figura 25f).
Este resultado deve estar relacionado com a baixa quantidade de polimero imobilizado
por este procedimento de imobilizacdo, promovendo um baixo recobrimento polimerico
do suporte (Tabela 1), o qual nao foi eficiente na retengdo dos compostos, promovendo
assim, uma separagdo pobre. Talvez, se fosse utilizado um maior tempo de auto-
imobilizagéo, esta fase poderia ter apresentado um maior recobrimento polimérico e
melhor desempenho cromatografico, como ja mostrado em outros trabalhos utilizando
outras silicas'”®, embora, neste caso, tenha sido possivel obter alguns parametros
cromatograficos para alguns compostos da mistura teste.

As outras colunas (Figuras 25b-e) foram eficientes para a separagdo dos
compostos da mistura teste.
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Os parametros cromatograficos dos picos dos compostos da mistura teste (fator

de retencao, fator de assimetria, eficiéncia, resolucdo e fator de separagaoc) sao

apresentados nas Tabelas 3a 7.

Tabela 3. Fator de retenc@o dos compostos acido, basico e neutros da mistura teste
para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO2(PMOS) imobilizadas-
extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Colunas: 50 x 4 mm; fase
movel: metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria
Composto | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas | radiagio-y auto- Rainin C8
imobilizada

Fenol 0.56 0,28 0,14 0,23 0,04 044
N,N-DMA 8,13 2,08 0,90 1,48 0.48 1,82
Naftaleno 12,20 3,82 1,52 2,59 0,79 3,15
Etilbenzeno 15,08 4,79 1,88 3,24 1,00 3,71
Acenafteno 28,13 8,26 3.07 5,38 1,61 6,30

Tabela 4. Fator de assimetria para os compostos acido, basico e neutros da mistura
teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-
extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4 mm: fase

mével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria
Composto | 120°C/6h | 120°C/4h | microondas | radiagioy |  auto- Rainin C8
imobilizada

Fenol 1,23 1,58 1,04 1,45 - 1,80
N,N-DMA 1,76 1.66 1,51 1,40 1,38 2,06
Naftaleno 1,40 1,28 1,41 1,28 - 1.44
Etilbenzeno 1,14 0,78 0,57 0,72 - 1,08
Acenafteno 1,26 1,00 0,84 0,95 0,96 1,24
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Tabela 5. Resolugéo entre picos adjacentes para os compostos acido, basico e neutros
da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO;(PMOS)
imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4
mm; fase moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazdo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
Composto | 120°C/6h | 120°C/4h |microondas | radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada
Fenol-
N,N-DMA 13,44 9,87 5,33 7.40 283 6,42
N,N-DMA-
Naftaleno 8,11 5,84 3,24 4,43 2,14 4,35
Naftaleno-
Etilbenzeno 2,83 2,40 1,64 1,95 1,22 1,73
Etilbenzeno-
Acenafteno 9,07 6,27 433 479 3,25 8,00

Tabela 6. Fator de separacio entre picos adjacentes para os compostos acido, basico
e neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiOz(PMOS) imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8.
Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria
Composto | 120°C/16h | 120°C/4h |microondas| radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada
Fenol- -
N,N-DMA 10,98 717 6,43 6,43 414
N,N-DMA.-
Naftaleno 2,00 1,84 1,69 1,75 1,76 1,73
Naftaleno-
Etilbenzeno 1,23 1,25 1,24 1,25 1,27 1,18
Etilbenzeno-
Acenafteno 1,83 173 1,63 1,66 1,61 1,70
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Tabela 7. Eficiéncia (nimero de pratos) para os compostos acido, basico e neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMOS)
imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4
mm; fase mével metanol:agua 7:3 (viv); vazdo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
Composto | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas | radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada

Fenol 620 1570 1370 1440 - 2140
N,N-DMA 2420 2750 2120 2290 2090 1350
Naftaleno 3200 2860 2260 2320 2060 2800
Etitbenzeno 3720 2720 2430 2060 2200 3000
Acenafieno 3430 3070 2670 2410 2500 3140

Os diferentes valores para o fator de retengédo (Tabela 3) mostram que as
colunas apresentaram diferentes separagdes em fungéo do grau de recobrimento
polimérico promovido por cada procedimento de imobilizagao (Tabela 1).

Os valores do fator de assimetria (Tabela 4) mostram que as fases promoveram
cromatogramas com picos bastante simétricos para o acenafteno, embora algumas
colunas tenham mostrado picos com fator de assimetria um pouco elevado para o
nafataleno e com cauda frontal (As < 0,9) para o etilbenzeno. Para o composto acido
(fenol) somente as fases estacionérias imobilizadas por irradiagdo com microondas e
aquecimento a 120°C/16 horas apresentaram picos mais simétricos, enquanto para ¢
composto basico (N,N-dimetilanilina) todas as fases apresentaram picos mais
simétricos do que o obtido com a fase estacionaria comercial quimicamente ligada
Rainin C8. Nao foi possivel obter o fator de assimetria para a maioria dos compostos da
fase estacionaria auto-imobilizada, pois ndo houve separacido suficiente dos picos no
cromatograma. Isto & confirmado pelo valor da resolugdo entre os picos adjacentes
(Tabela 5), no qual todas as colunas separam os compostos da mistura teste, exceto a
coluna recheada com a fase estacionaria auto-imobilizada, que mostrou uma resolucdo
muito pobre para a maioria dos compostos.
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O fator de separacao entre picos adjacentes (Tabela 6) variou muito pouco para
a maioria das fases estacionarias, mostrando um valor significativamente maior para a
fase com maior recobrimento polimérico (aquecimento a 120°C/16 horas).

A eficiéncia das colunas obtidas a partir dos diferentes compostos variou muito
(Tabela 7), embora esta propriedade seja bastante influenciada pelo enchimento da
coluna. A fase estacionaria imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas apresentou
maior eficiéncia para os compostos com maior tempo de retengao, embora tenha
mostrado menor eficiéncia para os compostos com menor tempo de retencao.

A atividade silanofilica das colunas foi determinada pela razdo entre o fator de
retencio do composto basico (N,N-dimetilanilina) e o fator de retenc@o do composto
hidrofobico (acenafteno), como descrito por Neue et al.'"™. Uma curva do fator de
retencdo relativo entre N,N-dimetilanilina e acenafteno em fun¢éo da porcentagem de
carbono da fase estacionaria & mostrada na Figura 26. A atividade silanofilica diminui
proporcionalmente com o aumento da porcentagem de carbono das fases
estacionarias. Isto esta relacionado com o recobrimento progressivo dos grupos silanois
superficiais com o aumento da porcentagem de carga das fases.

As curvas de eficiéncia (calculadas para o pico do acenafteno) versus a vazéo da
fase movel foram obtidas para cada coluna (Figura 27). As colunas recheadas com as
fases estacionadrias imobilizadas-extraidas apresentaram curvas similares a fase
estacionaria comercial (Rainin C8). A coluna recheada com a fase estacionaria
comercial apresentou maior eficiéncia em vazdes mais elevadas, indicando melhor
transferéncia de massa e um termo C menor na equagdo de van Deemter"'®® e a fase
estacionéaria imobilizada por agquecimento a 120°C/16 horas apresentou maior eficiéncia
na vazao otima, embora para esta fase, a vazao 6tima tenha sido 0,2 mL min™’,
enquanto para as demais colunas imobilizadas tenha sido 0,4 mL min”' e para a coluna

recheada com a fase estacionaria comercial tenha sido 0,5 mL min™.
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Figura 26. Atividade silanofilica em fungéo da porcentagem de carbono para as fases
estacionarias SiO(PMOS) imobilizadas-extraidas.
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Figura 27. Curvas de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) em fungdo da
vazao de fase moével para as colunas recheadas com as fases estacionarias
Si0(PMOS) imobilizadas-extraidas e a fase estacionaria comercial Rainin C8.
Condicoes: colunas: 50 x 4 mm, fase mével metanol:agua 7:3 (v/v).
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IV.1.2.2. Mistura teste com compostos neutros

Os compostos neutros com diferentes polaridades utilizados na mistura teste
foram: uracila, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno. Os cromatogramas
obtidos com as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMOS)

imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial (Rainin C8) estdo mostrados

na Figura 28.
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Figura 28. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiOx(PMOS) imobilizadas por: a) aquecimento a 220°C/4 horas, b)
aquecimento a 120°C/16 horas, c¢) aquecimento a 120°C/4 horas, d) irradiacdo com
microondas, e) irradiagdo com radiagdo-y, f) auto-imobilizacdo; e g) coluna recheada
com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Condigbes: fase mével metanol:agua 7:3
(v/v), vazdo de 0,5 mL min"'. Deteccdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-
acetona, 3-benzonitrila, 4-benzeno, 5-tolueno e 6-naftaleno.

Como observado para a mistura teste contendo compostos acido, basico e
neutros, a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a
220°C/4 horas também nao separou os compostos da mistura teste contendo apenas
compostos neutros (Figura 28a), e neste caso, tambhém nao foi possivel obterem os
parametros cromatograficos para esta coluna. A coluna recheada com a fase auto-
imobilizada também ndo separou todos os compostos desta mistura teste (Figura 28f),
mas neste caso, foi possivel obterem alguns dos parametros cromatograficos para os

compostos. As demais colunas recheadas com as fases estacionarias imobilizadas-
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extraidas foram eficientes na separacao dos compostos da mistura teste (Figuras 28b-
e). Os parametros cromatograficos (fator de retencao, fator de assimetria, resolucao,
fator de separacgéo e eficiéncia) obtidos a partir dos cromatogramas dos compostos da
mistura teste com compostos neutros estio mostrados nas Tabelas 8 a 12

Tabela 8. Fator de retenc@o dos compostos neutros da mistura teste para as colunas
recheadas com as fases estacionarias Si0z(PMOS) imobilizadas-extraidas e com a fase
estacionaria comercial Rainin C8. Colunas: 50 x 4 mm: fase movel: metanol:agua 7:3
(viv); vazdo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
Composto | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas ' radiagio-y auto- Rainin C8
imobilizada

Acetona 0,28 0,14 0,14 0,14 0,10 0,13
Benzonitrila 0,95 0,42 0,30 0,39 0,18 0,80
Benzeno 4,81 1,48 0,80 1,24 0,43 1,40
Tolueno 8,52 2,47 1,29 2,04 0,70 2.37
Naftaleno 11,29 3,08 1,60 2,54 0.86 3,25

Tabela 9. Fator de assimetria para os compostos neutros da mistura teste para as
colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-extraidas e
com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4 mm; fase moével
metanol:agua 7:3 (v/v): vazio: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria

Composto | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas| radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada
Acetona 1,40 1,65 1,863 1,30 - 1,77
Benzonitrila 1,37 1,43 1,48 1,17 - 1,682
Benzeno 1,28 1,15 1,34 0,99 1,26 1,38
Tolueno 1.24 0,99 1,26 0,86 - 1.24
Naftaleno 1,41 1,04 1,20 0,80 - 1,23




Resultados e Discussao 81

Tabela 10. Resolugao entre picos adjacentes para os compostos neutros da mistura
teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias Si0O(PMOS) imobilizadas-
extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4 mm: fase
moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria

Composto | 120°C/16h | 120°C/4h  microondas| radiagio-y auto- Rainin C8
imobilizada
Aceiona -
Benzonitrila 419 3,26 1,76 2,40 0,72 402
Benzonitrila -
Benzenc 13,14 8,08 4,32 5,88 2,75 517
Benzeno —
Tolueno 7,20 4 97 3,23 3,81 247 4,860
Tolueno —
Naftaleno 3,71 2.47 1,77 1,91 1,38 3,21

Tabela 11. Fator de separagao entre picos adjacentes para os compostos neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMOS)
imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4
mm; fase moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
Composto | 120°CM6h | 120°C/4h |microondas| radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada
Acetona —
Benzonitrila 3,38 3,00 2,14 279 1,60 462
Benzonitrila -
Benzeno 506 3,52 2,87 3,18 2,68 2,33
Benzeno —
Tolueno 1,77 1,67 1,61 1,65 1,63 1,69
Tolueno -
Naphthaleno 1,33 1,25 1,24 1,25 1,23 1,37
g?@%g%&?ﬁ?\ reifl
&BlIOTECA D ;fégi,zi

(VIMENTD
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Tabela 12. Eficiéncia {(nimero de pratos) para os compostos da mistura teste com
compostos neutros para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO(PMOS)
imobilizadas-extraidas e com a fase estacionaria comercial Rainin C8. Coluna: 50 x 4
mm,; fase mével metanol:agua 7:3 (viv); vazao: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
Composto | 120°C/16h | 120°C/4h | microondas radiagdo-y auto- Rainin C8
imobilizada

Acetona 1490 3330 2730 2350 - 1850
Benzonitrila 1720 3530 2720 2435 2290 2400
Benzeno 3320 3570 2900 2517 3250 2830
Tolueno 3870 3600 3000 2520 3610 3040
Naftaleno 3180 3730 3010 2680 3210 3200

Novamente, pode ser observado pelos valores do fator de retencdo (Tabela 8)
que as colunas apresentaram diferentes separagbes em funcdo do grau de
recobrimento polimérico resultante de cada procedimento de imobilizacdo. De um modo
geral, todas as fases proporcionaram cromatogramas com picos bastante simétricos
(Tabela 9). N&o foi possivel obter o fator de assimetria para a maioria dos compostos no
cromatograma da coluna recheada com a fase estacionaria auto-imobilizada, sendo que
nao houve separagdo suficiente dos picos. Isto foi confirmado pelos resultados de
resolugao para os picos adjacentes (Tabela 10), na qual todas as colunas separaram os
compostos da mistura teste, exceto a coluna recheada com a fase estacionaria auto-
imobilizada.

O fator de separagéo entre picos adjacentes (Tabela 11) variou muito pouco para
a maioria das fases estacionarias, mostrando um valor significativamente maior para a
fase com maior recobrimento polimérico {aguecimento a 120°C/16 horas).

A eficiéncia das colunas obtidas a partir dos diferentes compostos desta mistura
teste (Tabela 12) também variou bastante. Novamente, a fase estacionaria imobilizada
por aguecimento a 120°C/16 horas apresentou maior eficiéncia para os compostos com
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maior tempo de retencdo, embora tenha mostrado a menor eficiéncia para os
composios com menor tempo de retengao.
A hidrofobicidade das fases estacionarias foi determinada pelo método de

Galusko'™®

, no gual a hidrofobicidade é expressa por (Kiweno + Ksenzeno)/2. A curva de
hidrofobicidade em fun¢&o da porcentagem de carbono da fase estacionaria &€ mostrada
na Figura 29. Como esperado, a hidrofobicidade aumenta proporcionalmente com o
aumento da porcentagem de carbono da fase estacionaria, devido ao aumento na
quantidade de cadeias alquilas na superficie da fase estacionaria quando se aumenta a
porcentagem de carga da fase. Entao, a fase estacionaria imobilizada por aquecimento
a 120°C/16 horas mostrou maior hidrofobicidade, enquanto a fase auto-imobilizada

mostrou a menor hidrofobicidade.

= 120°C/16 horas

2- a 120°C/4 horas
u radiagdo-y

14 » microondas

= auto-imobiizacas

Hidrofobicidade (K. Koenenaf2
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Figura 29. Hidrofobicidade em fungdo da porcentagem de carbono das fases
estacionarias SiO2(PMOS) imobilizadas-extraidas.

IV.1.3. Testes de estabilidade

IV.1.3.1. Teste de estabilidade com fase moével neutra
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Inicialmente as fases estacionarias SiO;(PMOS) imobilizadas-extraidas e a fase
estacionaria comercial Rainin C8 foram submetidas a um teste de estabilidade com fase
movel neutra, metanol:agua 7/3 viv, a temperatura ambiente. Neste trabalho o volume
de fase movel passado pela coluna & expresso em volume de coluna (vo), como
comumente utilizado na literatura. O volume de coluna foi calculado em relagao ao
tempo de retengé@o do composto nao retido (uracila). Para as colunas utilizadas neste
trabalho o v é de 0,40 mL. O teste com fase movel neutra consistiu em passar 5.000 v,
desta fase movel pelas colunas recheadas com as fases estacionarias. Os graficos de
parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste (fenol, N,N-
dimetilanilina e naftaleno) em funcéo do volume de fase mével passado pelas colunas
sao mostrados nas Figuras 30, 31 e 32.
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Figura 30. Parametros cromatograficos para o pico do fenol em fungéo do volume de
fase moével neutra passado pelas colunas recheadas com as fases estacionarias
Si0(PMOS) imobilizadas por. m aquecimento a 120°C/4 horas; e aquecimento a

120°C/16 horas; o irradiagdo com microondas; A irradiacdo com radiagao-y; * auto-
imobilizagao; e + coluna recheada com a fase estacionaria comercial Rainin C8.
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Figura 31. Parametros cromatograficos para o pico da N,N-dimetilanilina em fungao do
volume de fase moével neutra passado pelas colunas recheadas com as fases

estacionarias SiO»(PMOS) imobilizadas por: m aquecimento a 120°C/4 horas; e
aquecimento a 120°C/18 horas; o irradiagdo com microondas; A irradiagdo com
radiacdo-y; X auto-imobilizagdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8. :

Todas as fases estacionarias imobilizadas-extraidas e a fase estacionaria
comercial Rainin C8 se apresentaram bastante estaveis quando testadas com a fase
moével neutra, pois ndc houve alteracdo significativa para os parametros
cromatograficos dos compostos da mistura teste depois de passar 5.000 v, de fase

movel através das colunas a temperatura ambiente (Figuras 30, 31 e 32).
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Figura 32. Parametros cromatograficos para o pico do naftaleno em fun¢éo do volume
de fase movel neutra passado pelas colunas recheadas com as fases estacionarias

Si0,(PMOS) imobilizadas por: m aquecimento a 120°C/4 horas; e aquecimento a

120°C/16 horas; o irradiagdo com microondas: A irradiagdo com radiagéo-y; X auto-
imobilizag&o; e + coluna recheada com a fase estacionaria comercial Rainin C8.

Devido as dificuldades como tempo de analise, disponibilidade de equipamento e
volume de fase mével, um teste mais prolongado utilizando fase movel neutra,
comparavel com muitos testes mostrados na literatura'®, foi feito apenas em uma das
fases estacionarias SiOx(PMOS) imobilizadas-extraidas. A fase escolhida para este
teste foi a imobilizada por aquecimento a 120°C/4 horas. Neste teste, passou-se 30.000
vc de fase movel neutra pela coluna a temperatura ambiente. Os resultados estdo
mostrados na Figura 33. Novamente, apos passar 30.000 Ve de fase movel neutra, ndo

houve alteragao significativa dos parametros cromatograficos para todos os compostos
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da mistura teste. Os cromatogramas obtidos antes e apds o teste de estabilidade estao
mostrados na Figura 34.
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Figura 33. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em funcao
do volume de fase mével neutra passado pela coluna recheada com a fase estacionaria
Si0,(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/4 horas. Compostos da mistura
teste: X fenol, m N,N-dimetilanilina; e o naftaleno.



Resultados e Discussio 88

Resposta do detector
o
<
e
r,r_
£

Tempo {min)

Figura 34. Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a fase estacionaria
Si0z(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/4 horas (a) antes e (b) apo6s passar
30.000 v, de fase movel neutra pela coluna. Condigdes: fase mavel metanol:agua 7.3
(viv), vazao de 0,5 mL min™'. Deteccao: 254nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol,
3-N,N-dimetilanilina e 4-naftaleno.

IV.1.3.2. Teste de estabilidade com fase mével alcalina pH 8.4

Como todas as fases estacionarias SiO,(PMOS) imobilizadas-extraidas e a fase
estacionaria comercial Rainin C8 suportaram o teste com fase movel neutra, elas
também foram submetidas ao teste com fase movel alcalina (pH 8,4) a temperatura de
80°C. Os graficos de parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste
(fenol, N,N-dimetilanilina e naftaleno) em fungio do volume de fase mével alcalina
passado pela coluna sdo mostrados nas Figuras 35, 36 e 37.

Pelos graficos de % de N inicial em funcado do volume de fase movel passado
pela coluna pode ser notado que a eficiéncia da coluna recheada com a fase
estacionaria imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas se manteve estavel durante
todo teste de estabilidade para os trés compostos da mistura teste. Para as demais
colunas recheadas com as fases imobilizadas-extraidas, a estabilidade se mostrou
dependente da porcentagem de carregamento polimérico de cada fase. Assim, as fases
imobilizadas por tratamento térmico ou irradiagao com radiagdo-gama apresentaram

maior estabilidade, quando comparado com as fases imobilizadas por irradiacdo com
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microondas ou por auto-imobilizagdo. A fase estacionaria comercial Rainin C-8 mostrou

uma pequena perda na eficiéncia durante todo o teste.
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Figura 35. Pardmetros cromatograficos para o pico do fenol em funcao do volume de
fase movel alcalina (pH 8,4) passado pelas colunas recheadas com as fases
estaciondrias SiOx(PMOS) imobilizadas por; m aquecimento a 120°C/4 horas; e
aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiagdo com microondas; A irradiacdo com
radiagao-y; * auto-imobilizacdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria

comercial Rainin C8.

O fator de assimetria dos diferentes compostos da mistura teste sofreu maior

alteragdo para a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por auto-

imobilizagéo, enquanto para as demais colunas, este parametro cromatografico nao

sofreu grande variagéo.
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Quanto ao fator de retencéo, todas as fases estacionarias imobilizadas
apresentaram leve queda neste parédmetro para todos os compostos durante o teste,
empbora a fase estacionaria comercial tenha mostrado um consideravel aumento na
retencao do fenol.
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Figura 36. Parametros cromatograficos para o pico da N,N-dimetilanilina em fungéo do
volume de fase moével alcalina (pH 8,4) passado pelas colunas recheadas com as fases

estacionarias SiOx(PMOS) imobilizadas por: m aquecimento a 120°C/4 horas; e
aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiagdo com microondas; A irradiacao com

radiagdo-y; X auto-imobilizagdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.

A fase estaciondria imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas mostrou-se
mais estavel que as demais, sendo que houve menor variacao dos pardmetros
cromatograficos no decorrer do teste, e a fase auto-imobilizada apresentou a menor

estabilidade. Em geral, a estabilidade das fases estacionarias imobilizadas variou de
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acordo com a porcentagem de carga, ou seja, quanto maior a quantidade de polimero
imobilizado maior a estabilidade da fase. Isto ocorre devido ao maior recobrimento

superficial do suporte de silica que a torna mais protegida do ataque basico.
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Figura 37. Parametros cromatograficos para o pico do naftaleno em fungéo do volume
de fase movel alcalina (pH 8,4) passado pelas colunas recheadas com as fases

estacionarias SiOz(PMOS) imobilizadas por: m aquecimento a 120°C/4 horas;
aquecimento a 120°C/16 horas; o irradiagdo com microondas; A irradiagdo com

radiacdo-y; * auto-imobilizagdo; e + coluna recheada com a fase estacionaria
comercial Rainin C8.

A instabilidade das fases estacionarias imobilizadas esta relacionado com a
dissolugdo do suporte de silica com a passagem de fase moével alcalina®, que é
evidenciado pelo aumento da porcentagem de carbono de todas as fases estacionarias
depois do teste de estabilidade (Tabela 13), como resultado do aumento da razao
polimero/silica, observado quando somente o suporte & dissolvido, sem perda do

polimero da fase estacionaria. Isto resulta em uma redistribuicdo das cadeias do
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polimero sobre o suporte cromatografico e, entdo, proporciona alteracées na eficiéncia
e retengao dos compostos. Para o caso da fase estacionaria comercial, ocorreu a
diminuicao da %C como consequéncia da perda da fase ligada (Tabela 13).

Tabela 13. Porcentagem de carbono das fases estacionarias imobilizadas-extraidas e
da fase estacionaria comercial (Rainin C8) antes e apbs o teste de estabilidade com
fase mavel alcalina pH 8,4.

120°C/i4h | 120°C/16h | microondas radiagio-y auto- Rainin C8
imobilizada
%C antes do
teste 14,5 233 g.5 12,4 5.8 7.2
%C apods o
teste 16,7 23,5 10,4 14,0 5,9 6,9

Os cromatogramas obtidos antes e apos o teste de estabilidade com fase mével
alcalina pH 8,4 para as colunas recheadas com a fase estacionaria imobilizada por
aquecimento a 120°C/16 horas e a fase estacionaria comercial Rainin C8 estao
mostrados na Figura 38.
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Figura 38. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com a fase estacionaria
Si0(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b) apés passar
1.500 v; de fase mével alcalina pH 8,4 pela coluna e com a fase estacionaria comercial
Rainin C8 (c) antes e (d) apds passar 1.500 Ve de fase movel alcalina pH 8,4 pela
coluna. Condigbes: fase movel metanol:agua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mbL min™".
Deteccao: 254nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-
naftaleno.
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IV.1.3.3. Teste de estabilidade com fase mével alcalina pH 10,0

A fase estacionaria obtida por aquecimento a 120°C/i6 horas e a fase
estacionaria comercial Rainin C8 também foram testadas frente a fase movel alcalina
pH 10,0 a 80°C, sendo que foram estas fases que se mostraram mais estaveis frente ao
teste com a fase movel alcalina pH 8,4. Esta condicdo € muito mais drastica que a
anterior € promove uma degradagdo maior das fases estacionarias. Os graficos dos
parametros cromatograficos para os picos dos compostos da mistura teste (fenol, N,N-
dimetilanilina e naftaleno) em funcéo do volume de fase movel pH 10,0 passado pela

coluna estdo apresentados nas Figuras 39, 40 e 41.
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Figura 39. Parametros cromatograficos para o pico do fenol em fun¢ao do volume de
fase moével alcalina pH 10,0 passado pela coluna recheada com: m fase estacionaria
Si0x(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas; e o fase estacionaria
comercial Rainin C8.
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Figura 40. Parametros cromatograficos para o pico da N,N-dimetilanilina em funcdo do
volume de fase movel alcalina pH 10,0 passado pela coluna recheada com: m fase
estacionaria SiO,(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas: e o fase
estacionaria comercial Rainin C8.

Pelos graficos de % de N inicial em fungao do volume de fase mével passado
pela coluna pode ser notado que a eficiéncia da coluna recheada com a fase
estacionaria imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas se manteve estavel até
aproximadamente 1.100 v. com esta fase moével agressiva, antes de degradar
totalmente. A coluna recheada com a fase estacionaria comercial Rainin C8 apreseniou
uma diminuicao gradativa de sua eficiéncia durante todo o teste de estabilidade. Este
mesmo comportamento também ¢ evidente para o fator de assimetria dos compostos

da mistura teste.
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Figura 41. ParAmetros cromatograficos para o pico do naftaleno em fungao do volume
de fase moével alcalina pH 10,0 passado pela coluna recheada com: m fase estacionaria
SiO(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas; e o fase estacionaria
comercial Rainin C8.

O fator de retencdo dos compostos da mistura teste para as duas colunas
diminuiu gradativamente durante o teste com fase mével alcalina pH 10,0, menos o
fenol, que para a coluna recheada com a fase estacionaria comercial (Rainin C8),
apresentou consideravel aumento de retencgdo, comportamento este também ocorrido
no teste com fase movel aicalina pH 8.4.

Apé6s a degradacdo da fase estaciondria imobilizada a 120°C/16 horas, nio foi
mais possivel obter os pardmetros cromatograficos para esta coluna, devido a

sobreposicédo de picos no cromatograma.
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Novamente, a degradagio da fase estacionaria imobilizada por aquecimento a
120°C/16horas € devido a dissoiugac do suporte de silica, como mostrado nos
resultados de porcentagem de carbono (Tabela 14), que aumentou no final do teste de
estabilidade. Este resultado foi confirmado pelo estudo morfoidgico por microscopia
eletronica de varredura (Figura 42), que indica que a particula de silica é esférica antes
do teste de estabilidade e com buracos (parcialmente dissolvida) depois do teste. Mais
uma vez, a fase estacionaria comercial apresentou diminuicdo da %C como
consequéncia da perda da fase ligada (Tabela 14).

a) b)

Figura 42. Fotomicrografias da fase estacionaria SiO,(PMOS) imobilizada a 120°C/16
horas :a) antes e b) apés o teste de estabilidade com fase madvel aicalina pH 10,0; e da
fase estacionaria comercial Rainin C8: ¢) antes e d) apés o teste de estabilidade com
fase mével alcalina pH 10,0. Aumento de 20.000 vezes.



Resultados e Discussao 97

Tabela 14. Porcentagem de carbono da fase estacionaria SiO;{(PMOS) imobilizada por
aquecimento a 120°C/16h e da fase estacionaria comercial (Rainin C8) antes e apds o
teste de estabilidade com fase mével alcalina pH 10,0.

Fase
estacionaria 120°Cl16h Rainin C8
%C antes do 23,3 7.2
feste
%C apds o 248 6.6
teste

Os cromatogramas obtidos antes e apds o teste de estabilidade com fase mével
alcalina pH 10,0 para as colunas recheadas com a fase estacionaria imobilizada por
aquecimento a 120°C/16 horas e a fase estacionaria comercial Rainin C8 estdo
mostrados na Figura 43.
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Figura 43. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com a fase estacionaria
Si0(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b} ap6s passar
1.600 v, de fase movel alcalina pH 10,0 pela coluna e com a fase estacionaria
comercial Rainin C8 (c) antes e (d) apos passar 2.000 v, de fase movel alcalina pH 10,0
pela coluna. Condigbes: fase mével metanolagua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min".
Deteccdo: 254nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-
naftaleno.
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IV.2. Fase estacionaria SiO,(PDMS)

IV.2.1. Avaliacéo fisico-quimica

IV.2.1.1. Cromatografia de permeacgéo em gel

Os polimeros extraidos das fases estacionarias SiOz(PDMS) imobilizadas e o
PDMS puro tambem foram submetidos a analise por GPC e os cromatogramas obtidos

estdo mostrados na Figura 44.
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Figura 44. Cromatogramas de GPC de: a) PDMS puro; e PDMS extraidos das fases
estacionarias SiOx(PDMS) imobilizadas por: (b) aquecimento a 80°C/30 horas; (c)
aquecimento a 120°C/16 horas; (d) aquecimento a 240°C/4 horas,; (e) aquecimento a
80°C/30 horas + irradiacdo com microondas; (f) auto-imobilizagéo + irradiagido com
microondas; e (g) auto-imobilizagdo + irradiagdo com radiagao-y.

Pode ser notado pelos cromatogramas da Figura 44 que os polimeros extraidos
das fases estacionarias SiOy(PDMS) apds a etapa de imobilizagdo apresentaram o
mesmo perfil do PDMS puro (sem tratamento nenhumy), indicando que ndo sofreram
alteragbes estruturais durante os procedimentos de imobilizacao.
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IV.2.1.2. Porcentagem de carbono e area superficial

As fases estacionarias SiO;(PDMS) imobilizadas-extraidas foram submetidas a
andlise elementar e medida de area superficial (Tabela 15). Como ja citado para as
fases estacionarias baseadas em PMOS, a porcentagem de carga e a massa especifica
foram obtidas a partir da porcentagem de carbono das fases (%Cgg), utilizando as
equagdes abaixo:

% de carga = (mppms / Mre)x100
Miespecifica = Mppms/Msioz = %Cre/(32,5-%Cre)
onde:
mee = massa de fase estacionaria; msioz = massa de silica; Mespeciica = Massa
especifica, mppms = %Cre / 32,5; e 32,5 = constante, considerando que 32,5% da
massa total do PDMS é carbono.

Tabela 15. Porcentagem de carbono, porcentagem de carga, massa especifica e area
superficial das fases estacionarias SiO,(PDMS) imobilizadas ap6s a extragdo do
excesso do PDMS e da fase estacionaria ndo imobilizada sem extracdo do excesso de
PDMS.

80°C/30h

auto-imob. | auto-imob. nao-
Fase 80°C/30h | 120°C/16h | 240°Ci4h + + + .
e . . imob.
estacionaria microondas | microondas rad-y
% C 91+05105+05 11,8+ 10,1+0,5 86+05 12,0£0,5 17,7 ¢
0.5 0.5
% carga 28+2 2x2 37+2 31zx2 2612 372 55+ 2
Mespecitica 0,39 ¢ 0,47 069+ | 045+0,02 {1 0,3520,02 | 0,58 +0,02 1,22 +
(gpgmsfgsgoz) 0,02 G,GZ 0,02 0,02
Area
superficial 87 73 48 75 95 48 0,3
(m’g™)

Neste caso, ndo houve uma grande diferenca na porcentagem de carga das
fases estacionarias obtidas pelos diferentes procedimentos de imobilizagao. A diferenga

de carga entre o procedimento mais eficaz do menos eficaz foi de apenas 11,0%, além
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de que, alguns procedimentos tenham promovido recobrimentos similares a outros. Os
procedimentos mais eficazes de imobilizacdo (240°C/4 horas e auto-imobilizacdo +
radiag@o-y) retiveram 67% de todo polimero inicial da fase estacionaria de partida {sem
imobilizagdo e extracéo, com 55% de carga), enquanto o procedimento por auto-
imobilizagao + microondas conseguiu reter 47% de todo polimero,

As fases estacionarias imobilizadas por auto-imobilizagdo + radiacdo-y e
aquecimento a 240°C/4 horas apresentaram o maior recobrimento polimérico. As fases
imobilizadas a 80°C/30 horas + microondas e 120°C/16 horas apresentaram
recobrimentos intermediarios e as fases imobilizadas por auto-imobilizacdo +
microondas e 80°C/30 horas apresentaram os menores recobrimentos.

Como pode ser notado na Figura 45, a area superficial diminuiu linearmente com

0 aumento da porcentagem de carga das fases imobilizadas-extraidas.

134
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Figura 45. Porcentagem de carbono em funcdo da area supetficial das fases
estacionarias SiOz(PDMS) imobilizadas-extraidas.
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IV.2.1.3. Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas da silica nua e das fases estacionarias
Si0,(PDMS) imobilizadas-extraidas e nao imobilizada estdo mostradas na Figura 46.
Para as fases estacionarias SiO,(PDMS) imobilizadas-extraidas o ponto de maior perda
de massa ocorreu entre 370 a 430°C e esta relacionado com a degradacao térmica do
polimero. As fases estacionarias baseadas no PDMS se mostraram mais estaveis
termicamente do que as fases baseadas no PMOS, as quais tiveram a perda de massa
mais acentuada proximo de 215°C. Isto se deve a maior estabilidade térmica do PDMS.
Pode ser notado também que o PDMS ficou mais estave! termicamente nas fases
estacionarias imobilizadas-extraidas (Figuras 46b-g) em comparagdoc com a fase
estacionaria n&o imobilizada (Figura 46h), que comecou a degradar em
aproximadamente 350°C.
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Figura 46. Curvas termogravimétricas de: (a) silica nua; e fases estacionarias
SiO.(PDMS) imobilizadas por: (b) aguecimento a 80°C/30 horas; (c) aquecimento a
120°C/16 horas; (d) aquecimento a 240°C/4 horas; (e) aquecimento a 80°C/30 horas +
irradiac&o com microondas; (f) auto-imobilizacéo + irradiagcdo com microondas; (g) auto-
imobilizacao + irradiagao com radiacdo-y; e (h) fase estacionaria nao imobilizada.

Como j& citado anteriormente, a curva da silica nua (Figura 46a) mostrou

somente a perda de agua adsorvida na faixa de temperatura estudada. A perda de
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massa para todas as fases estacionarias na faixa de temperatura estudada esta
mostrada na Tabela 16. Para as fases estacionarias imobilizadas-extraidas a perda de
massa foi proporcional a porcentagem de carregamento. Assim, as fases com maior
porcentagem de carga apresentaram maior perda de massa. Também pode ser notado
que o maximo de massa perdida para estas fases estacionarias baseadas em PDMS foi
de aproximadamente 20%, mesmo para a fase estacionaria nio imobilizada e nao
extraida, que apresentou porcentagem de carga de 55%. Isto se deve a grande
estabilidade termica do PDMS.

Tabela 16. Porcentagem de perda de massa durante a analise termogravimétrica de
25°C a 950°C das fases estacionarias Si02(PDMS) imobilizadas-extraidas e nao
imobilizada.

Fase

80°C/30h

auto-imob. | auto-imob. nao-
estacionaria | 80°C/30h | 120°C/16h | 240°C/4h + + + imob
microondas | microondas rad-y )
Perda de
massa (%) 15,4 17,1 19,2 16,3 14,2 19,3 20,1
(25 - 950°C)
% carga 28 32 37 31 26 37 55

IV.2.1.4. Espectroscopia no infravermelho

As fases estacionarias SiO,(PDMS) imobilizadas-extraidas também foram
submetidas a anadlise por espectroscopia no infravermelho e os espectros estao
mostrados na Figura 47. A banda larga acima de 3000 cm™’ & atribuida a absorgéo da
radiagao dos diferentes grupos silanéis e a banda em aproximadamente 1100 cm™,
relacionada aos grupos siloxanos, se mostrou tio larga que ficou impossivel detectar a
banda caracteristica dos grupos silanéis (proxima de 975 cm™).
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Os espectros das fases obtidas por diferentes procedimentos de imobilizagéo se
mostraram bastanie semelhantes, confirmando os resultados obtidos por GPC, que

mostraram que os polimeros néc sofreram alteragbes durante a imobilizagao.
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Figura 47. Espectros no infravermelho das fases estacionarias SiOx(PDMS)
imobilizadas por: (a) aguecimento a 80°C/30 horas; (b) aquecimento a 120°C/16 horas;
(¢) aquecimento a 240°C/4 horas; (d) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagdo com
microondas; (e) auto-imobilizacéo + irradiagdo com microondas; e (f) auto-imobilizacao
+ irradiagdo com radiag&o-y.

IV.2.2. Avaliagao cromatografica

IV.2.2.1. Mistura teste com compostos acido, basico e neutros

As fases estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas-extraidas também foram
testadas cromatograficamente utilizando uma mistura teste composta de uracila, fenol
(acido), N,N-dimetilanilina (basico), naftaleno (neutro) e acenafteno (neutro). Neste
caso, o etilbenzeno foi excluido da mistura teste, pois estas fases estacionarias nio
separaram o pico do etilbenzeno do pico do acenafteno, como exemplificado na Figura
48 para a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas. Esta
separagao ndo melhorou mesmo apéds alterar a forga cromatografica da fase movel
variando-se a proporgéo dos seus constituintes. Para ocorrer esta separagdo, deve-se

utilizar solventes que proporcionem seletividade disitnta entre os compostos.
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Figura 48. Cromatograma obtido com a coluna recheada com a fase estacionaria
Si0z(PDMS) imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas. Condicbes: fase movel
metanol:agua 7:3 (vfv), vazdo de 0,5 mL min™. Deteccao: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno, S5-etilbenzeno e &-
acenafteno.

Os cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as diferentes fases
estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas-extraidas utilizando a mistura feste sem
etilbenzeno estao mostrados na Figura 49.
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Figura 49. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aquecimento a 240°C/4 horas; (d) aquecimento a
80°C/30 horas + irradiagdo com microondas; (e) auto-imobilizacdo + irradiagdo com
microondas; e (f) auto-imobilizagao + irradiagdo com radiagzo-y. Condicoes: fase movel
metanol:agua 7:3 (v/v), vazdo de 0,5 mL min™. Deteccdo: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-naftaleno e 5-acenafteno.
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Todas as colunas mostraram boa separagio dos compostos da mistura teste em
pequeno intervalo de tempo {menos que 7 minutos). Os pardmetros cromatograficos
dos picos dos compostos da mistura teste (fator de retencéo, fator de assimetria,

eficiéncia, resolucéo e fator de separacéo) sdo mostrados nas Tabelas 17 a 21.

Tabela 17. Fator de retencao dos compostos acido, basico e neutros da mistura teste
para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiQ,(PDMS) imobilizadas-
extraidas. Colunas: 50 x 4 mm,; fase movel: metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™*.

Fase estacionaria
80°CI30h auto-imobh. | auto-imob.

Composto | 80°C/30h | 4120°CHM6h | 240°Cl4h + + +
micreondas | microondas rad-y
Fenol 0,23 0,30 0,48 (3,29 0,26 0,25
N,N-DMA 1,52 2,03 3,48 1,96 1,65 270
Naftaleno 2,52 3,31 6,00 318 2.43 4,70
Acenafteno 438 572 10,79 5,50 4,17 8,52

Tabela 18. Fator de assimetria para os compostos acido, basico e neutros da mistura
teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO;(PDMS) imobilizadas-
extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase movel metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0.5 mL min™.

Fase estacionaria
80°CI30h auto-imob. | auto-imob.

Composto | 80°C/30h | 120°C/M6h | 240°C/4h + + +
microondas | microondas rad-y
Fenol 1,61 1,62 1,54 1,67 1,63 1,64
N,N-DMA 1.17 1,09 1,26 1,08 1,13 1,30
Naftaleno 0,97 0,85 1,32 0,97 0,93 1,10
Acenafteno 0,98 0,98 1,16 0,97 0,89 0,86
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Os diferentes valores para o fator de retengéo (Tabela 17) mostram que as
colunas recheadas com as fases estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas também
apresentaram diferentes separacdes em funcédo do grau de recobrimento polimeérico
promovido por cada procedimento de imobilizacdo (Tabela 15).

Tabela 19. Resolucéo entre picos adjacentes para os compostos acido, basico e
neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiOx(PDMS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3
(viv); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria

80°C/30h auto-imob. auto-imob.
Composto | 80°C/30h | 126°CH8h | 240°C/4h + + +

microondas | microondas rad-y
Fenol-
N, N-DMA 9,33 10,96 10,74 10,78 9,25 11,07
N,N-DMA-
Naftaleno 5,08 543 5,45 531 4,64 5,49
Naftaleno-
Acenafteno 8,73 7.31% 6.59 7.28 6,48 6,78

Tabela 20. Fator de separacao entre picos adjacentes para os compostos acido, basico
e neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
Si0,(PDMS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm: fase mével metanol.agua 7.3
(viv): vazdo: 0,5 mL min™",

Fase estacionaria

80°C/30h auto-imob. auto-imob.
Composto | 80°C/30h |120°ClM6h | 240°Cl4h + + +

microondas | microondas rad-y
Fenol-
N,N-DMA 6,60 8,77 7.25 8,76 5,96 10,80
N,N-DMA-
Naftaleno 1,66 1,63 1,72 1,61 1,57 1,74
Naftaleno-
Acenafteno 1,73 1,73 1,80 1,74 1,72 1,81
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Tabela 21. Eficiéncia (nUmero de pratos) para os compostos acido, basico e neutros da
mistura ieste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiC(PDMS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao:
0,5 mL min™.

Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob. | auto-imob.

composto 80°C/30h 120°C/16h 240°Cf4h + + +
microondas | microondas rad-y
Fenol 2080 1820 1020 1930 2150 1200
N,N-DMA 3520 3620 2300 3660 3600 2440
Naftalenc 4010 4110 2570 4180 4080 2800
Acenafteno 4300 4700 2700 4480 4170 2560

Os valores do fator de assimetria (Tabela 18) mostram que todas as fases
promoveram cromatogramas com picos bastante simétricos para os compostos neutros
e para o composto basico (N,N-dimetilanilina), evidenciando assim, gue houve um
significante recobrimento dos grupos silandis do suporte. O pico do composto acido
(fenol) se mostrou menos simétrico para todas as colunas (As > 1,5).

Pelos valores da resolugao entre picos adjacentes (Tabela 19) conclui-se que os
picos foram muito bem separados para fodas as colunas, embora a coluna imobilizada
por auto-imobilizac&o + radiagio-y tenha se mostrado um pouco melhor que as demais.
Até a coluna com menor recobrimento polimérico (auto-imobilizada + microondas) teve
um excelente desempenho na separag¢ao dos compostos da mistura teste.

O fator de separacao entre picos adjacentes (Tabela 20) variou muito pouco para
a maioria das fases estacionarias, mostrando um valor significativamente maior para a
fase com maior recobrimento polimérico (auto-imobilizacao + radiagao-y).

A eficiéncia para os picos dos diferentes compostos da mistura teste (Tabela 21)
variou bastante, embora esta propriedade seja bastante influenciada pelo enchimento
da coluna. De um modo geral, as fases estacionarias imobilizadas por aquecimento a
120°C/16 horas e aguecimento a 80°C/30 horas, com ou sem tratamento posterior com

microondas, apresentaram maior eficiéncia que as demais colunas.
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A curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) versus vazio da fase
mével para a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a
80°C/30 horas & mostrada na Figura 50. A vazio 6tima para esta coluna foi de 0,5 mL

min™.
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Figura 50. Curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) em funcéo da
vazao de fase movel para a coluna recheada com a fase estacionaria Si0L(PDMS)
imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas. Condigbes: coluna: 50 x 4 mm, fase
movel: metanol:agua 7:3 (viv).

IV.2.2.2. Mistura teste com compostos neutros

Os compostos neutros com diferentes polaridades utilizados na mistura teste
foram: uraciia, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno. Os cromatogramas
obtidos com as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PDMS)
imobilizadas-extraidas estdo mostrados na Figura 51.
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Figura 51. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas por. (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aquecimento a 240°C/4 horas; (d) aguecimento a
80°C/30 horas + irradiagdo com microondas,; () auto-imobilizagao + irradiagdo com
microondas; e (f) auto-imobilizagdo + irradiagdo com radiagao-y. Condicdes: fase movel
metanoliagua 7:3 (v/v), vazéo de 0,5 mL min". Deteccao: 254 nm. Compostos
injetados: 1-uracila, 2-acetona, 3-benzonitrila, 4-benzeno, 5-naftaleno e 6-tolueno.

Todas as colunas mostraram cromatogramas com os picos bastante separados,
exceto a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por auto-imobilizagao +
microondas, gue nao separou os picos naftaleno/tolueno. Em comparagéo com as
colunas recheadas com as fase estacionarias baseadas em PMOS, ocoreu uma
inversdo na ordem de eluicdo para os compostos tolueno e naftaleno, provavelmente
devido a conformacdo espacial diferenciada promovida pelas fases baseadas em
PMOS e PDMS, levando a seletividade distinta entre as fases para estes compostos.
Os parametros cromatograficos (fator de retencgao, fator de assimetria, resolugéo, fator
de separagdo e eficiéncia), obtidos a partir dos cromatogramas dos compostos da
mistura teste com compostos neutros, estdo mostrados nas Tabelas 22 a 26.
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Tabela 22. Fator de retencdo dos compostos neutros da mistura teste para as colunas
recheadas com as fases estacionarias Si02(PDMS) imobilizadas-extraidas. Colunas: 50
x 4 mm; fase movel: metanolagua 7:3 (viv): vazéo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob. | auto-imob.
Composto 80°C/30h 120°Cl16h 240°Cidh + + +
microondas | microondas rad-y
Acetona 0,17 0,24 0,39 0,21 0,18 0,25
Benzonitrila 0,42 0,58 0,92 0,56 G,47 0,68
Benzeno 1,79 2,48 4,186 2,27 1,71 3,52
Naftaleno 2,47 3,43 583 3,20 2.43 4.80
Tolueno 2,75 3,79 6,49 3,48 2,61 5,52

Tabela 23. Fator de assimetria para os compostos neutros da mistura teste para as
colunas recheadas com as fases estacionarias Si02(PDMS) imobilizadas-extraidas.
Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria
B0°C/30h auto-imob. | auto-imob.

Composto 80°C/30h 120°Cr16h 240°Cl4h + + +
microondas | microondas rad-y
Acetona 1,76 1,75 1,05 1,57 1,82 1,79
Benzonitrila 1,44 1,48 1,35 1,31 1,32 1,51
Benzeno 1,05 0,95 1,28 0,86 1,00 1,13
Naftaleno 1,00 1,058 1,21 0,98 - 1,46
Tolueno 1,07 0,97 1,21 1,12 - 1,00

Novamente, o fator de retencdo (Tabela 22) foi dependente do recobrimento
polimérico resultante de cada procedimento de imobilizagdo. Todas as fases
proporcionaram cromatogramas com picos bastante simétricos (Tabela 23), embora
algumas colunas tenham mostrado valores um pouco acima de 1,5 para o pico da

acetona. N&o foi possivel obter o fator de assimetria para os picos do naftaleno e do
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tolueno para a fase estacionaria imobilizada por auto-imobilizac&o + microondas, sendo
gue hao houve separac¢ao suficiente dos picos. Isto foi confirmado pelos resultados de
resolucdo para os picos adjacentes (Tabela 24), onde todas as colunas separaram os
compostos da mistura teste, exceto a coluna recheada com a fase estacionaria
imobilizada por auto-imobilizagdoc + microondas, que nac separou 0s picos
tolueno/naftaleno.

Tabela 24. Resolugdo entre picos adjacentes para os compostos neutros da mistura
para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO(PDMS) imobilizadas-
extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob. | auto-imob.
Composto 80°CI30h 120°C/M6h 240°C/4h + + +
microondas | microondas rad-y
Acetona -
Benzonitrila 2.33 2,89 2,95 2,92 2.54 2.88
Benzonitrila -
Benzeno 9,49 10,98 11,01 10,37 8,59 11.53
Benzeno —
Naftaleno 3,36 3,74 3,45 3,78 3,36 3,57
Nataleno —
Tolueno 1,16 1,268 1,18 1,02 0,71 1,35

O fator de separacao entre picos adjacentes (Tabela 25) variou muito pouco para
a maioria das fases estacionarias, mostrando um valor significativamente maior para a
fase com maior recobrimento polimérico (auto-imobilizada + radiagao-y).

A eficiéncia das colunas obtidas a partir dos diferentes compostos desta mistura
teste (Tabela 26) também variou bastante, sendo que nesse teste as melhores colunas
também foram as imobilizadas por aquecimento a 80°C/30 horas e 120°C/16 horas.
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Tabela 25. Fator de separagio entre picos adjacentes para 0s compostos neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiC,(PDMS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm: fase movel metanol:agua 7:3 (v/v); vazio:
0,5 mL min™.

Fase estécionéria
80°CI30h auto-imob. auto-imob.
Composto 80°C/30h $20°CH8h 240°C/4h + + +
microondas | microondas rad-v
Acetona —
Benzonitrila 2.47 2,41 2,35 2.67 2,61 2.64
Benzonitrila -
Benzeno 426 427 4 52 405 3,63 5,33
Benzeno ~ '
Naftaleno 1,38 1,38 1,40 1,41 1,42 1,39
Naftaleno -
Tolueno 1.11 1,10 1,11 1,08 1,07 1,13

Tabela 26. Eficiéncia (nimero de pratos) para os compostos neutros da mistura teste
para as colunas recheadas com as fases estacionarias Si0O2(PDMS) imobilizadas-
extraidas. Coluna: 50 x 4 mm, fase mével metanol:agua 7:3 (viv); vazao: 0,5 mL min™,

Fase estacionaria

80°C/30h | auto-imob. | auto-imob.

Composto 80°C/30h | 120°C/16h | 240°Cl4ah + + +
microondas | microondas rad-y
Acetona 2140 1830 1190 2350 2150 1850
Benzonitrila 2480 2460 1680 2435 2530 2400
Benzeno 4040 4080 2610 2517 3800 2830
Naftaleno 3500 3740 2330 2520 - 3040
Tolueno 4220 4280 2650 2680 - 3200
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IV.2.3. Testes de estabilidade com fase mével neutra e fase movel
alcalina pH 8,4

A fase estacionaria SiO,(PDMS) utilizada nos testes de estabilidade com fase
mével neutra e com fase movel alcalina (pH 8,4) foi a fase imobilizada por aquecimento
a 120°C/16 horas. Inicialmente esta fase foi testada frente a fase moével neutra
metanol:agua 7:3 (v/v), a temperatura ambiente. Este teste consistiu em passar 30.000
v, de fase moével neutra pela coluna recheada com esta fase estacionaria. Os
resultados estdo mostrados na Figura 52.
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Figura 52. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em fungéo
do volume de fase mével neutra passado pela coluna recheada com a fase estacionaria
SiO»(PDMS) imobilizada por aguecimento a 120°C/16 horas. Compostos da mistura
teste: X fenol, ® N,N-dimetilanilina; e o naftaleno.
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Pode ser notado pelos graficos da Figura 52 que apos passar 30.000 v, de fase
movel neutra, nao houve alteracdo significativa dos parametros cromatograficos para
todos os compostos da mistura teste, comprovando a sua estabilidade nestas
condigbes. Os cromatogramas obtidos antes e apés o teste de estabilidade estio
mostrados na Figura 53. Como esta fase suportou o teste com fase mével neutra, ela
também foi submetida ao teste moével alcalina (pH 8,4), a temperatura de 680°C. Os
graficos de parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em funcao
do volume de fase movel alcalina passado pela coluna sdo mostrados na Figura 54.
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Figura 53. Cromatogramas obtidos da coluna recheada com a fase estacionaria
SiOz(PDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b) apos passar
30.000 vc de fase movel neutra pela coluna. Condictes: fase moével metanol:agua 7:3
(viv), vazao de 0,5 mL min™'. Detecgéo: 254nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol,
3-N,N-dimetilanilina e 4-naftaleno.

Pelos graficos da Figura 54, pode ser notado que ocorreu uma diminuicao lenta e
gradativa dos parametros cromatograficos dos diferentes compostos da mistura teste
em funcdo do volume de fase movel alcalina passado pela coluna. Apesar da
diminuigdo nos parametros cromatograficos com o decorrer do teste, a fase estacionaria
se mostrou bastante estavel frente a esta condigéo drastica. Os cromatogramas obtidos
antes e apos o teste de estabilidade com fase mével alcalina (pH 8,4) estao mostrados
na Figura 55.
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Novamente, a instabilidade da fase estacionaria SiOx(PDMS) imobilizada-
extraida esta relacionado com a dissolugéo do suporte de silica com a passagem de
fase movel alcalina, que neste caso, a porcentagem de carbono passou de 10,5 (antes
do teste) para 10,7 ap0s o teste de estabilidade. Como esta fase mostrou sinais de
degradacao durante este teste de estabilidade com fase mével alcalina pH 8,4, ela néo

foi submetida ao teste com fase moével alcalina pH 10,0 a 60°C.
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Figura 54. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em fungao
do volume de fase movel alcalina (pH 8,4) passado pela coluna recheada com a fase
estacionaria SiO2(PDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas. Compostos
da mistura teste: X fenol; m N.N-dimetilanilina; e o naftaleno.
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Figura 55. Cromatogramas obtidos da coluna recheada com a fase estacionaria
SiOz(PDMS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas (a) antes e (b) apds passar
1.600 v, de fase movel alcalina (pH 8,4) pela coluna. Condictes: fase movel
metanol:agua 7:3 (v/v), vazao de 0,5 mL min™. Deteccao: 254nm. Compostos injetados:
1-uracila, 2-fenol, 3-N ,N-dimetilanilina e 4-naftaleno.
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IV.3. Fase estacionaria SiO,(PMTDS)
IV.3.1. Avaliacao fisico-quimica
IV.3.1.1. Cromatografia de permeagdo em gel

Como mencionado na parte experimental deste trabalho, 0 PMTDS passou por
um procedimento de purificacdo antes da preparacdo da fase estacionaria
SiO(PMTDS) adsorvida. A purificacdo consistiu em promover a extracac dos
oligbmeros com isopropanol. Foram feitas duas extracdes sequenciais e os
cromatogramas de GPC do polimero antes e apés as extragdes estdo mostrados na
Figura 56.
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Figura 56. Cromatogramas de GPC de: (a) PMTDS antes da extragdo; (b) PMTDS
apds a primeira extragcdo com isopropanol; e (¢) PMTDS apos a segunda extracdo com
isopropanol.

Apés a primeira etapa de extracdo ainda restava uma pequena quantidade de

oligdmeros no PMTDS (Figura 56b), mas apds a segunda etapa de extracdo nao
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sobrou quase nada dos oligémeros (Figura 36¢c). A fase estacionaria SiO,(PMTDS)
adsorvida foi produzida a partir do PMTDS purificado.

Os cromatogramas dos polimeros extraidos das fases estacionarias
SiOz(PMTDS) imobilizadas e 0 PMTDS puro estao mostrados na Figura 57.
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Figura 57. Cromatogramas de GPC de: a) PMTDS puro; e PMTDS extraidos das fases
estacionarias SiO(PMTDS) imobilizadas por: (b} aguecimento a 80°C/30 horas; (c)
aquecimento a 120°C/16 horas; (d) aquecimento a 80°C/30 horas + iradiagcao com
microondas; (e) auto-imobilizagao + irradiacao com microondas; e (f) auto-imobilizagdo
+ irradiac@o com radiagdo-y,

Pode ser notado que os polimeros extraidos das fases estaciondrias
SiO(PMTDS) apbs a etapa de imobilizacdo apresentaram o mesmo perfil do PMTDS
puro (sem tratamento nenhum), indicando que nao sofreram alteragbes estruturais
durante o procedimento de imobilizacao.
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IvV.3.1.2. Porcentagem de carbono e area superficial

Apds a etapa de imobilizacdo e exiragdo do excesso de PMTDS, as fases
estacionarias SiO(PMTDS) também foram submetidas a analise elementar & medida
da area superficial (Tabela 27). Como citado para as fases baseadas em PMOS e
PDMS, a porcentagem de carga e a massa especifica das fases foram obtidas a partir
da porcentagem de carbono das fases estaciondrias (%Crg), através das equacgtes
abaixo:

% de carga = (MpyTos / Mre)x100
Mespeciica = MpmTs/Msioz = %Cre/(70-%Cre)
onde:
mre = massa de fase estacionaria; msio; = massa de silica; Mespecifica = Massa
especifica, mpmtps = %Cre / 70; e 70 = constante, considerando que 70% da massa
total do PMTDS ¢ carbono.

Tabela 27. Porcentagem de carbono, porcentagem de carga, massa especifica e area
superficial das fases estacionarias SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas apés a

extracdo do excesso do PMTDS e da fase estacionaria ndo imobilizada sem extragéo
do excesso de PMTDS.

Fase 80°C/3Ch auto-imob. | auto-imob.
estacionaria | B80°C/30h 120°CM6Bh + + + nio-imob.
microondas | microondas rad-y
% C 18405 206 +0,5 241%05 18,2+05 208+05 BE+05
% carga 28+2 302 35+2 262 30=x2 52+2
Mespecifica 0,35+0,02 | 0431002 054 20,02 035002 | 043+0,02 | 1,08+£0,02
{gemrps/Usioz)
Area
superficial 97 78 47 86 77 0,2
(m’g”)

Como ocorreu para as fases baseadas em PDMS, com as fases baseadas em

PMTDS ndo houve uma grande diferenca na porcentagem de carga das fases
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estacionarias obfidas pelos diferentes procedimentos de imobilizagao. A diferenca de
carga entre o processo mais eficaz do menos eficaz foi de apenas 6,0%. Além disso,
alguns procedimentos promoveram recobrimentos similares a outros. O processo mais
eficaz de imobilizagao foi o que utilizou aquecimento a 80°C/30 horas + microondas,
que reteve 66% de todo polimero inicial da fase estacicnaria de partida (sem
imobilizagao e extragdo, com 52% de carga), enquanto a auto-imobilizacao +
microondas conseguiu reter 50% de todo polimero.

Como pode ser notado na Figura 58, a area superficial diminuiu linearmente com
o aumento da porcentagem de carga das fases.

25+

24 = 30°C/30 horas + microondas
23
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21
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18: auto-imobilizacio + microondas m 2 80°C/30 horas
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Figura 58. Porcentagem de carbono em fungdo da area superficial das fases
estacionarias SiO,(PMTDS) imobilizadas-extraidas.

IV.3.1.3. Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas do PMTDS antes e apés a extracdo com

isopropanol estdo mostradas na Figura 59. Apds a extracdo dos oligdbmeros, o PMTDS
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se mostrou mais estavel termicamente, sendo que comegou a degradar apos
aproximadamente 200°C (Figura 59a) e antes da purificagdo o polimero ja comegava a
degradar proximo de 50°C (Figura 59b).
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Figura §9. Curvas termogravimétricas de: (a) PMTDS antes da extracio dos oligdmeros
e (b) apos a extragao dos oligbmeros.

As curvas termogravimétricas da silica nua e das fases estacionarias
Si0.(PMTDS) imobilizadas-extraidas e nao imobilizada estdo mostradas na Figura 60.
A curva da silica nua (Figura 60a) indica somente a perda de agua adsorvida na faixa
de temperatura estudada. Para as fases estacionarias SiO(PMTDS) imobilizadas o
ponto de maior perda de massa ocorreu entre 200 a 240°C e esta relacionado com a
degradagdo térmica do polimero. As fases estacionarias baseadas no PMTDS se
mostraram mais instaveis termicamente do que as fases baseadas nos polimeros
PDMS e PMOS, cujas fases estacionarias tiveram a perda de massa mais acentuada
préximo de 370 e 215°C, respectivamente. Isto mostra que a estabilidade térmica dos
polissiloxanos diminui com o aumento da cadeia alifatica do polimero.
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A perda de massa para todas as fases estacionarias na faixa de temperatura
estudada esta mostrada na Tabela 28. Como ocorrido para as fases baseadas em
PMOS e PDMS, as fases estacionarias SiCx(PMTDS) com maior porcentagem de
carregamenio apresentaram maior perda de massa. Assim, as fases imobilizadas por
aquecimento a 80°C/30h + microondas e nao imobilizada (Figura 60d e g)
apresentaram a maior perda de massa e a fase estacionaria imobilizada por auto-
imobilizag&o + microondas a menor perda (Figura 60e).

Massa (%)

i
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Figura 60. Curvas termogravimétricas de: (a) silica nua; fases estacionarias
Si0x(PMTDS) imobilizadas por: (b) aquecimento a 80°C/30 horas; (c) aquecimento a
120°C/16 horas; (d) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiacdo com microondas: (e)
auto-imobilizagéo + irradiacdo com microondas: (f) auto-imobilizagao + irradiacao com
radiacao-y, e (g) fase estacionaria nao imobilizada.

Tabela 28. Porcentagem de perda de massa durante a analise termogravimétrica de
25°C a 950°C das fases estacionarias SiO2(PMTDS) imobilizadas-extraidas e nao
imobilizada.

Fase 80°C/30h auto-imob. | auto-imob.
estaciondria | 80°Cr30h | 120°C/Msh + + + nio-imob.
microondas | microondas Rad-y
Perda de
massa (%) 21,8 23,0 26,1 214 23,7 419
(25 — 950°C)
% carga 28 30 35 26 30 52
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IV.3.1.4. Espectroscopia no infravermeilho

Os espectros no infravermelho das fases estacionarias SiOx(PMTDS)
imobilizadas-extraidas estdo mostrados na Figura 61.

Como nos espectros das fases baseadas em PMOS e PDMS, as bandas largas
entre 3000 a 3800 cm™ sdo atribuidas aos diferentes grupos silandis, que neste caso se
mostraram pouco intensas. A baixa intensidade destas bandas taivez esteja relacionada
com o maior carater hidrofébico das fases baseadas no PMTDS, que proporciona uma
pequena quantidade de agua adsorvida, que também absorvem nesta regido. As
bandas em aproximadamente 2850 a 2950 cm™ sdo caracteristicas de estiramento das
ligagbes CH; e CHs e as bandas em aproximadamente 1100 cm™ estao relacionadas
aos grupos siloxanos.

A banda caracteristica dos grupos silangis (préxima de 975 cm™') apresentou

baixa intensidade para todas as fases imobilizadas-extraidas.
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Figura 61. Espectros no infravermelho das fases estacionarias SiOx(PMTDS)
imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b) aquecimento a 120°C/16 horas;
(c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagdo com microondas; (d) auto-imobilizacédo +
irradiag&o com microondas; e (e) auto-imobilizaco + irradiagdo com radiagdo-y.



Resultados e Discusséo 124

IV.3.2. Avaliacdo cromatografica

IV.3.2.1. Mistura teste com compostos acido, basico e neutros

As fases estacionarias SiO(PMTDS) imobilizadas-extraidas também foram
testadas cromatograficamente utilizando uma mistura feste composta de uracila, fenol
(acido), N,N-dimetilanilina (basico), etilbenzeno (neutro), naftaleno (neutro) e
acenafteno (neutro). Os cromatogramas obtidos com as diferentes fases estacionarias
SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas estdo mostrados na Figura 62.
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Figura 62. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO,(PMTDS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagao com
microondas; (d) auto-imobilizacdo + irradiacdo com microondas; e () auto-imobilizacao
+ irradiacao com radiagcdo-y. Condigbes: fase mével metanolagua 7:3 (viv), vazao de
0,5 mL min™. Detecgdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N.N-
dimetilanilina, 4-naftaleno, 5-etilbenzeno e 68-acenafteno.
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Todas as colunas mostraram boa separacdc dos compostos da mistura teste,
exceto a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por aguecimento a
80°C/30 horas + microondas, que ndo separou o pico do etilbenzeno do naftaleno. As
colunas recheadas com as fases estacionarias com maior carga polimérica
apresentaram separagbes mais demoradas (proximas de 15 minutos) pois, além do
carregamento, o famanho da cadeia alifatica também favorece a retengdo dos
compostos apolares. Os parametros cromatograficos dos picos dos compostos da
mistura teste (fator de retengdo, fator de assimetria, eficiéncia, resolugéo e fator de

separacao) sao mostrados nas Tabelas 29 a 33.

Tabela 28. Fator de reteng&o dos compostos acido, basico e neutros da mistura teste
para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO(PMTDS) imobilizadas-
extraidas. Colunas: 50 x 4 mm; fase movel: metanol:agua 7:3 (v/v); vazio: 0,5 mL min™".

Fase estaciondria
80°C/30h auto-imob. auto-imob.
Composto | 80°C/30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Fenol 0,33 0,41 0,40 0,34 0,38
N.N-DMA 2,76 3,69 4,83 278 3,43
Naftaleno 5,50 7,56 10,25 5,56 7.00
Etilbenzeno 6,21 8,58 11,30 6,23 7,94
Acenafteno 12,86 18,05 25,57 14,14 16,67

Mais uma vez, os diferentes valores enconirados para o fator de retencéo
(Tabela 29) mostram que as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiO(PMTDS) imobilizadas também apresentaram diferentes separagdes em fungéo do
grau de recobrimento polimérico promovido por cada procedimento de imobilizagao
(Tabela 27).

Os valores do fator de assimetria (Tabela 30) mostram que todas as fases

promoveram cromatogramas com picos bastante simétricos (As < 1,5), exceto a coluna
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recheada com a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas +

microondas gue mostrou picos menos simétrico (As > 1,5).

Tabela 30. Fator de assimetria para os compostos acido, basico e neutros da mistura
teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase movel metanol:agua 7:3 (viv): vazao:
0,5 mL min™.

Fase estacionaria
80°Cr30h auto-imob. auto-imob.

Composto 80°C/30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Fenol 1,42 1,47 1,64 1,37 1,40
N.N-DMA 0,94 1,12 1,75 1,61 1,04
Naftaleno 0,08 1,08 1,53 0,84 0,98
Etilbenzeno 1,17 0,88 0,98 0,94 (0,98
Acenafteno 1,13 0,95 1,60 1,11 1,14

Tabela 31. Resolugdo entre picos adjacentes para os compostos acido, basico e
neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiO,(PMTDS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3
(V/vV); vazdo: 0,5 mL min™.

Fase estacionaria
80"CI30h auto-imob. Auto-imob.
Composto 80°C/30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Fencl-
N,N-DMA 13,57 15,36 8,00 13,09 13,97
N,N-DMA-
Naftaleno 8,65 9,72 535 873 9,05
Naftateno-
Etilbenzeno 1,72 1,95 0,71 1,65 1,82
Etilbenzeno-
Acenafteno 10,62 11,43 5,76 10,75 10,99
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A resolucao e o fator de separagédo (Tabelas 31 e 32) mostram que os picos
foram muito bem separados para todas as colunas, embora para a coluna imobilizada
por aquecimento a 80°C/30 horas + microondas tenha mostrado pior resolucio devido a
baixa eficiéncia obtida para a coluna recheada com esta fase estacionaria (Tabela 33).

Tabela 32. Fator de separag&o entre picos adjacentes para os compostos acido, basico
e neutros da mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias
SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7:3
(viv): vazao: 0,5 mL min™.

80°Cr30h auto-imob. auto-imob.
composto 80°CI30h 120°CH6h + + +
microondas microondas rady
Fenol-
N,N-DMA 8,36 9.00 12,08 8,18 9,03
N,N-DMA.-
Naftaleno 1,89 2,05 212 2,00 2,04
Naftaleno-
Etilbenzeno 1.13 1,14 1,10 1,12 1,13
Etilbenzeno-
Acenafteno 2,07 2,10 2,26 2,27 2,10

Tabela 33. Eficiéncia (nimero de pratos) para os compostos acido, basico e neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazao:
0,5 mL min™.

Fase estacionaria
80°C/20h auto-imob. auto-imob.

Composto 80°C/30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Fenol 2110 1950 560 1900 1610
N,N-DMA 3790 3910 960 3610 3430
Naftaleno 4480 4720 1220 4580 4270
Etilbenzeno 4520 4710 870 4630 4240
Acenafteno 4470 4790 1030_ 4420 4570
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A curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) versus vazao da fase
movel para a coluna recheada com a fase estacionaria imobilizada por auto-

imobilizacao + radiagéo-y é mostrada na Figura 63. A vazao étima para esta coluna foi
de 0,3 mL min™".

4500 ~
4000 -
3500 — ]
3000;

2500 -

N {pratos)

2000 - |

1500 -

1000 o
0,0 0,5 10 1.5 2,0 25 3,0

Vazao (mL min™)

Figura 63. Curva de eficiéncia (calculada para o pico do acenafteno) em funcao da
vazéo de fase movel para a coluna recheada com a fase estacionaria SiO(PMTDS)
imobilizada por auto-imobilizagao + radiagao-y. Condigdes: coluna: 50 x 4 mm, fase
moével: metanol:agua 7.3 (viv).

IV.3.2.2. Mistura teste com compostos neutros

Os compostos neutros com diferentes polaridades utilizados na mistura teste
foram: uracila, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno. Os cromatogramas
obtidos com as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS)
imobilizadas-extraidas estdo mostrados na Figura 64.

Todas as colunas mostraram cromatogramas com os picos bastante separados.
Os parametros cromatograficos (fator de retengao, fator de assimetria, resolucao, fator
de separagio e eficiéncia) obtidos a partir dos cromatogramas dos compostos da

mistura teste com compostos neutros estio mostrados nas Tabelas 34 a 38.
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Figura 64. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiOx(PMTDS) imobilizadas por: (a) aquecimento a 80°C/30 horas; (b)
aquecimento a 120°C/16 horas; (c) aquecimento a 80°C/30 horas + irradiagdo com
microondas; (d) auto-imobilizacdo + irradiagdo com microondas; e (e) auto-imobilizagac
+ irradiacdo com radiagdo-y. Condigdes: fase movel metanol:agua 7:3 (viv), vazao de
0,5 mL min". Deteccdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-acetona, 3-
benzonitrila, 4-benzeno, 5-tolueno e 6-naftaleno.

Tabela 34. Fator de retencao dos compostos neutros da mistura teste para as colunas
recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS) imobilizadas-extraidas. Colunas:
50 x 4 mm; fase moével: metanol:agua 7:3 (v/v); vazdo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria

80°C/30h auto-imob. auto-imob.

Composto 80°Ci30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Acetona 0,18 0,21 0,22 0,17 0,21
Benzonitrila 0,59 0,74 0,83 0,60 0,68
Benzeno 2,24 3,01 394 223 2,82
Tolueno 4,01 5,45 7,19 3,97 5,04
Naffaleno 5,67 7.73 10,52 5,63 7,10
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Novamente, o fator de retencao (Tabela 34) foi dependente do recobrimento
polimérico resultante de cada procedimento de imobilizagac.

Todas as fases proporcionaram cromatogramas com o pico da acetona com As >
1,5. Para os demais compostos apenas a fase imobilizada por aquecimento a 80°C/30
horas + microondas n&o mostrou picos simétricos (Tabela 35).

A resoluga@o entre os picos adjacentes (Tabela 36) variou de acordo com a
eficiéncia das fases imobilizadas. Assim, a fase imobilizada por aquecimento a
120°C/16 horas apresentou maior resolucdo entre os picos e a fase imobilizada por
aquecimento a 80°C/30 horas + microondas mostrou a menor resolugio. O fator de
separagao entre picos adjacentes {Tabela 37) variou muito pouco para a maioria das
fases estacionarias, mostrando um valor significativamente maior para a fase com maior
recobrimento polimérico (imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas + microondas).

A eficiéncia das colunas obtidas a partir dos diferentes compostos desta mistura
teste também variou bastante (Tabela 38).

Tabela 35. Fator de assimetria para os compostos neutros da mistura teste para as
colunas recheadas com as fases estacionarias SiO,(PMTDS) imobilizadas-extraidas.
Coluna: 50 x 4 mm; fase moével metanol:agua 7:3 (v/v); vazéo: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob. auto-imob.
Composto 80°C/30h 120°C/16h + + +
microondas microondas rad-y
Acetona 1.57 1,71 1,83 1,82 1,53
Benzonitrila 1,28 1,47 1,61 ' 1,34 1,37
Benzeno 0,97 1,10 1,73 1,01 1,03
Tolueno 0.98 1,01 1,61 1,01 0,96
Naftaleno 1,01 0,99 1,63 0,99 1,01
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Tabela 36. Resolugdo enire picos adjacentes para os compostos neutros da mistura
recheadas com as fases estacionarias SiO(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase mével metanol:agua 7.3 (v/v); vazao:

teste para as colunas

0,5 mL min™".
Fase estaciondria
80°C/30h auto-imob. auto-imob.
Composto 80°C/30h 120°C/16h + + -+
microondas microondas rad-y
Acetona -
Benzonitrila 382 4,33 2.76 353 3,76
Benzonitrila -
Benzeno 10,01 11,88 7.18 9,79 11,03
Benzeno —
Tolueno 8,92 7,77 4,19 6,86 7.25
Toluenno —
Naftaleno 4,66 5,12 2,79 473 473

Tabela 37. Fator de separagao entre picos adjacentes para os compostos neutros da
mistura teste para as colunas recheadas com as fases estacionarias SiOx(PMTDS)
imobilizadas-extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase movel metanol:agua 7:3 (v/v); vazao:

0,5 mL min™.
Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob. auto-imob.
composto 80°C/30h 120°CH6h + + +
microondas microondas rad-y
Acetona -
Benzonitrila 3,28 3,52 3,77 3,53 3,24
Benzonitrila -
Benzeno 3,80 4,07 475 3,72 4,15
Benzeno —
Tolueno 1,79 1,81 1,82 1,78 1,79
Toluenno —
Naftaleno 1,41 1,42 1,46 1.42 1,41
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Tabela 38. Eficiéncia (nGmero de pratos) para os compostos neutros da mistura teste
para as colunas recheadas com as fase estacionarias SIO,(PMTDS) imobilizadas-
extraidas. Coluna: 50 x 4 mm; fase méve! metanol:agua 7:3 (viv); vazao: 0,5 mL min™".

Fase estacionaria
80°C/30h auto-imob, auto-imob.

Composto 80°Cr30h 120°C#16h + + +
microondas microondas Rad-y
Acetona 2020 1930 810 1800 1760
Benzonitrila 2550 2600 770 2410 2280
Benzeno 39850 4220 1060 3900 3830
Tolueno 4326 4800 1180 4320 4250
Naftaleno 4340 4830 1020 4380 4190

IV.3.3. Testes de estabilidade com fase moével neutra e fase mével
alcalina pH 8.4

A fase estacionaria SiO,(PMTDS) utilizada nos testes de estabilidade com fase
movel neutra e com fase moével alcalina (pH 8,4) foi a imobilizada por auto-imobilizacdo
+ radiacdo-y. Esta fase foi escolhida devido a sua disponibilidade e ao seu bom
desempenho nos testes cromatograficos. Inicialmente esta fase foi testada frente a fase
movel neutra metanol:agua 7/3 (v/v), a temperatura ambiente. Este teste consistiu em
passar 30.000 v, desta fase movel pela coluna recheada com esta fase estacionaria. Os
resultados estdo mostrados na Figura 65.

A coluna recheada com a fase imobilizada por auto-imobilizacdo + radiagdo-y se
mostrou estavel frente a este teste, pois ndo houve alteracao significativa dos
parametros cromatograficos para todos os compostos da mistura teste apds passar
30.000 v, da fase movel neutra (Figura 65). Os cromatogramas obtidos antes e apés o
teste de estabilidade estdo mostrados na Figura 66. Assim, esta fase também foi
submetida ao teste com fase moével alcalina (pH 8.4) a temperatura de 60°C. Os
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graficos de par&metros cromatograficos para os compostos da mistura teste em fungéo
do volume de fase movel alcalina passado peia coluna s&o mostrados na Figura 67.
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Figura 65. Par@metros cromatograficos para os compostos da mistura teste em fungéo
do volume de fase movel neutra passado pela coluna recheada com a fase estacionaria
SiO,(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizagdo + radiacédo-y. Compostos da mistura
teste: * fenol; m N N-dimetilanilina;, e o naftaleno.

Pelos graficos da Figura 67, pode ser notado que a fase estacionaria
SiOx(PMTDS) imobilizada-extraida se mostrou bastante instavel frente a fase moével

alcalina pH 8,4, sendo que a eficiéncia caiu rapidamente desde o inicio do teste. O fator
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de assimetria variou para o pico do fenol desde o inicio, mas somente depois de 1.200
Ve passou a variar para os outros dois compostos. Q fator de retencdo se manteve
constante até aproximadamente 1.300 v, e depois ndo foi possivel obter mais este
parametro, pois apareceu uma cauda frontal no pico do fenol gue tornou impossivel
identificar o pico do uracila e consequentemente determinar o tempo de retencao do
composto nao retido pela coluna (tw} e o fator de retencio dos compostos da mistura
teste (k). Os cromatogramas obtidos antes e apés o teste de estabilidade estio
mostrados na Figura 68.
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Figura 66. Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a fase estacionaria
SiO(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizagdo + radiagdo-y (a) anies e (b} apéds
passar 30.000 v. de fase moével neutra pela coluna. Condicdes: fase movel
metanol:agua 7:3 (v/v), vazéo de 0,5 mL min™'. Detecgao: 254nm. Compostos injetados:
1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naftaleno.

Novamente, a instabilidade das fases estacionarias imobilizadas esta relacionado
com a dissolugao do suporte de silica com a passagem de fase mével! alcalina (pH 8,4),
que neste caso, a porcentagem de carbono passou de 20,6 (antes do teste) para 21,7

apos o teste de estabilidade. Como esta fase mostrou se mostrou bastante instavel ao
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teste de estabilidade com fase movel alcalina pH 8,4, ela também n#o foi submetida ao
teste com fase movel alcalina pH 10,0 a 60°C.
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Figura 67. Parametros cromatograficos para os compostos da mistura teste em funcao
do volume de fase movel alcalina (pH 8,4) passado pela coluna recheada com a fase
estacionaria SiOx(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizacdo + radiacao-y. Compostos
da mistura teste: X fenol, m N,N-dimetilanilina; e o naftaleno.
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Figura 68. Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a fase estacionaria
SiOx(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizagao + radiagao-y (a) antes e (b) apos
passar 1.600 v. de fase moével alcalina pH 84 pela coluna. Condigdes: fase mavel
metanol:agua 7:3 (v/v), vazao de 0,5 mL min™'. Deteccio: 254nm. Compostos injetados:
1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina e 4-naftaleno.
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V.4, Comparagdao entre as fases estacionarias baseadas em
diferentes polimeros imobilizados

Para mostrar as diferencas entre as fases estacionarias imobilizadas-extraidas
com diferentes polimeros, na Figura 69 estdo apresentados os cromatogramas das
colunas recheadas com as fases estacionarias obtidas pelo mesmo processo de
imobilizacao (aguecimento a 120°C/16 horas).

A Figura 69 mostra que as fases estacionarias SiO(PMTDS) e SiO(PMOS)
apresentaram separagdes bastante similares, apesar da fase estaciondria SiO(PMOS)
ter apresentado 10% a mais de recobrimento polimérico. Isto se deve ao tamanho da
cadeia lateral dos polimeros, ou seja, € necessario uma fase com maior guantidade de
polimero contendo grupos C8 para promover uma separagio similar a uma fase com
menor quantidade de polimero contendo grupos C14. As diferencas entre a
porcentagem de carga promovida nas fases estacionarias com diferenies polimeros se
deve as diferentes propriedades de cada polimero, como viscosidade, massa molar,
tamanho da cadeia lateral e outros. O fator de separacédo distinto entre os picos
separados pode ser confirmado pelos resultados apresentados na Tabela 39. Nesta
secao, o parametro cromatogréfico utilizado como critério de comparacgao entre as fases
estacionarias baseadas em diferentes polimeros foi o fator de separagdo, pois é um
parametro que ndo depende da forma do pico nos cromatogramas que € muito
influenciada pelas variaveis de enchimento da coluna.

Na Figura 70 sao mostrados os cromatogramas das colunas recheadas com as
fases estacionarias imobilizadas com diferentes polissiloxanos, mas com % de carga
similares. As fases escolhidas para esta comparagdo foram: SiO,(PDMS) imobilizada
por aquecimento a 80°C/30 horas, SiO(PMOS) imobilizada por aguecimento a 120°C/4
horas e SiOx(PMTDS) imobilizada por aquecimento a 80°C/30 horas. Os fatores de

separacio enfre os picos separados para cada fase sdo mostrados na Tabela 40.
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Figura 69. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiO,(PDMS), SiO,(PMOS) e SiO,(PMTDS) imobilizadas por aguecimento
a 120°C/16 horas . Condictes: fase mével metanol:agua 7:3 (v/v), vazéo de 0,5 mL min
! Deteccdo: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4-
naftaleno, 5-etilbenzeno e 6-acenafteno.

Tabela 39. Fator de separagéo para os picos separados no cromatograma das fases
estacionarias SiOx(PDMS), SiOz(PMOS) e SiOx(PMTDS) imobilizadas por aquecimento
a 120°C/16 horas.

Fator de separagéo

Fenol - N,N-Dimetilanilina - Naftaleno - Etilbenzeno -
N,N-Dimetilanilina Naftaleno Etilbenzeno Acenafteno
Si0O,(PDMS) 8,07 1,76 1,71 1.04
Si0{(PMOS) 11,03 2,00 1,23 1,93
Si0,{(PMTDS) 8.97 2,04 1,13 2,10
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Figura 70. Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com as fases
estacionarias SiOx(PDMS), SiO(PMOS) e SiO(PMTDS) com porcentagem de cargas
similares. Condigcdes: fase modvel metanoldgua 7:3 (v/v), vazao de 0,5 mL min™
Deteccao: 254 nm. Compostos injetados: 1-uracila, 2-fenol, 3-N,N-dimetilanilina, 4~
naftaleno, 5-etilbenzeno e 6-acenafteno.

Tabela 40. Fator de separacéo para os picos separados nos cromatogramas das fases
estacionarias SiOo(PDMS), SiOx(PMOS) e SiO,(PMTDS) com porcentagem de carga

similares.
Fator de separacio
Fenol - N,N-Dimetilanitina - Naftaleno - Etilbenzeno -
N,N-Dimetilanilina Naftaleno Etilbenzeno Acenafteno
S$i0,{PDMS) 7,80 1,75 1,72 1,04
Si0.{PMOS) 6.91 1,77 1,25 1,70
Si0.(PMTDS) 8,31 1,99 1,13 2,07
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Apesar das fases estacionarias nao terem exatamente a mesma porcentagem de
carga, pode ser notado que os diferentes polimeros proporcionaram separagdes
distintas para as respectivas fases, o que pode ser confirmado pelo fator de separacao
dos picos (Tabela 40). Como esperado, a retengio da maioria dos compostos
aumentou com o tamanho da cadeia alifatica laterai de cada polimero.

Se considerarmos a hidrofobicidade como sendo (Kacenatieno + Knaftaleno)/2 € a
atividade silanofilica (KN N-dimetilanitina/Kacenaftenc), pode-se notar que para as fases com
cargas similares, ocorre um aumento da hidrofobicidade e uma diminuicdo da atividade
silanofilica em fung&o do aumento do namero de carbonos nas cadeias laterais do
polissiloxano imobilizado na fase estacionaria (Figura 71).
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Figura 71. Hidrofobicidade e atividade silanofilica em funglo do nimero de carbonos
nas cadeias laterais dos polissiloxanos imobilizados na fase estacionaria.

Também € mostrada na Tabela 41 a porcentagem de carbono das fases
estacionarias baseadas em diferentes polimeros imobilizados por diferentes
tratamentos térmicos.

Estes resultados indicam que a imobilizacao polimérica por tratamento térmico é
uma fungéo do tempo e da temperatura. Quanto maior o tempo e a temperatura de
imobilizacdo, maior é a quantidade de polimero imobilizado na fase estacionaria. Na
fase baseada no polimero PDMS, que possui maior estabilidade térmica, foi possivel

obter um maior recobrimento polimérico utilizando temperatura mais elevada e menor
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tempo de imobilizag&o. Para a fase estacionaria baseada em PMOS a melhor condigao
encontrada foi utiizar maior tempo de imobilizacdo e menor temperatura, sendo que a
220°C o polimero degradou. Ja para a fase baseada em PMTDS nem foi tentado
temperaturas acima de 200°C pois o polimero € ainda menos estavel que o PMOS e,
neste caso, a melhor condicdo também foi de 120°C/16 horas. Talvez seja possivel
encontrar methores condigcées de temperatura e tempo capazes de levar a um maior
recobrimento polimérico do que as citadas neste trabalho, mas este néo foi o nosso
objetivo, sendo que as condigdes utilizadas aqui foram baseadas em resultados obtidos
em outros trabalhos em andamento no LABCROM.

Tabela 41. Porcentagem de carbono das fases estacionarias baseadas em diferentes
polimeros imobilizadas por tratamento térmico.

SiO,(PDMS) Si0,(PMOS) SiQ,(PMTDS)

Tratamento | 80°C/30h |120°C/16h| 240°C/4h | 120°C/dh | 120°C/16h | 220°Crdh | 80°C/30h | 120°CH6h
Térmico

%C 8.1 10.5 11,9 14,5 23.3 210 18.4 20,8

IV.5. Aplicagdes das fases estacionarias imobilizadas

Apés a caracterizacdo fisico-quimica e cromatografica, escotheu-se uma fase
estacionaria imobilizada-extraida baseada em cada polimero e estas foram utilizadas
para rechear colunas de 125 x 4 mm e empregadas na separagdo de pesticidas de
naturezas variadas ulilizando uma fase mével acida (pH 3,75) e uma fase moével
alcalina (pH 10). Como critério de comparacgéo também foram submetidas ao mesmo
teste duas colunas comerciais com fase estaciondaria quimicamente ligada. As colunas
escolhidas foram: para o teste com fase mével alcalina utilizou-se a Purospher C18 5
um (Merck, 125 x 3 mm) e para o teste com fase mével acida utilizou-se a Novapack
C18 4 uym (Waters, 150 x 3,9 mm).



Resuitados e Discussao 142

IV.5.1. Separacéo de pesticidas utilizando fase mével alcalina {pH 10)

A mistura de pesticidas utilizada nesta avaliagdo fol composta de atrazina,
simazina, ametrina, diuron e carbendazin e as coiunas utilizadas foram recheadas com
as fases fases estacionarias SiO(PDMS) imobilizada por aquecimento a 240°C/4
horas, SiO2(PMOS) imobilizada por aquecimento a 120°C/16 horas e SiOx(PMTDS)
imobilizada por auto-imobilizagao + radiagio-y, e também a coluna comercial Purospher
C18 S5um (Merck). Os cromatogramas estdo mostrados na Figura 72. Os picos foram
identificados com base nos seus respectivos tempos de retengdo e espectros de
absorgéo no UV, sendo que estes experimentos foram realizados em cromatografo
contendo detector com arranjo de diodos. O espectro de cada pesticida é mostrado na
Figura 73.
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Figura 72. Separagdo dos compostos da mistura de pesticidas utilizando as colunas
recheadas com: (a) fase estacionaria SiOz(PDMS) imobilizada por aquecimento a
240°C/4 horas; (b) fase estacionaria SiO(PMOS) imobilizada por aquecimento a
120°C/16 horas; (c) fase estacionaria SiOz(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizacdo +
radiacdo-y, e (d) coluna Purospher C18 5um (Merck). Condigbes: fase movel
acetonitrila:agua 35:65 (v/v) pH 10, vazdo de 0,7 mL min™. Deteccao com arranjo de
diodos a 235 nm. Compostos injetados: 1-carbendazin, 2-simazina, 3-atrazina, 4-diuron
e S5-ametrina.
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Todas as fases apresentaram boas separacdes entre os picos dos pesticidas
estudados nos cromatogramas, destacando a fase estacionaria baseada no polimero
PDMS que separou todos os compostos em menos de 8 minutos (Figura 72a). A coluna
recheada com a fase estacionaria baseada no polimero PMOS mostrou uma separagéo
em aproximadamente 18 minutos e também mostrou uma inversao de retengéo entre os
picos atrazina e diuron quando comparada com as demais colunas. Isto esta

relacionado com ¢ sua alta porcentagem de carga polimérica e também devido a sua
seletividade diferenciada.

Carbendazin Simazina Alrazina
T
94 ,\ 1.659 i 003 2380 502 5747
AU 502 \’\ . ; 0'92:;‘ : gmj
\_,,..\ J 5 | o.mﬂi / j ;
0004 L n.aaj T ] 0.00.] g - i

0000 25000 300.00
am

206,00

%00
nm

"305.00

Diuron

6.808 |

Ametrina

; o 9.860 ;
o.010] [ !

2 i

2 ;
< poesd

0.005-]

0,000 £.000;

200.00 350,00 20000 .ZDd aa

nm m

Figura 73. Espectros de absor¢cdo no UV dos pesticidas separados pelas diferentes
colunas utilizando fase maével aicalina (pH 10).

IV.5.2. Separacgéo de pesticidas utilizando fase moével acida (pH 3,75)

A mistura de pesticidas utilizada nesta avaliagdo foi composta de bentazona,
cianazina, simazina, atrazina, diuron e linuron e as colunas utilizadas foram recheadas
com as mesmas fases estacionarias utilizadas na aplicacio com fase movel alcalina
(SiOz(PDMS) imobilizada por aguecimento a 240°C/4 horas, SiO(PMOS) imobilizada
por aquecimento a 120°C/16 horas e SiOx(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizacao +
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radiagao-y) e também a coluna comercial Novapack C18, 4 um {Waters). Os
cromatogramas estao mostrados na Figura 74. Os picos também foram identificados
com base nos seus tempos de retencio e espectros de absorgédo no UV (Figura 75).
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Figura 74. Separacdc dos compostos da mistura de pesticidas utilizando as colunas
recheadas com: (a) fase estacionaria SiO,(PDMS) imobilizada por aquecimento a
240°C/4 horas, (b) fase estacionaria SiO(PMOS) imobilizada por aquecimento a
120°C/16 horas; (c) fase estacionaria SiO(PMTDS) imobilizada por auto-imobilizaggo +
radiagdo-y; e (d) coluna Novapak C18 4um (Waters). Condicdes: fase movel
metanol:agua 1:1 (v/v) pH 3,75, vazdo de 0,8 mL min™". Deteccao com arranjo de diodos
a 230 nm. Compostos injetados: 1-bentazona, 2-cianazina, 3-simazina, 4-atrazina, 5-
diuron e 6-linuron.

Neste caso, a coluna recheada com a fase estacionaria baseada em PMOS nao
foi capaz de separar todos os compostos da mistura teste, saindo no mesmo tempo de
reteng@o a atrazina e o diuron. As demais colunas foram eficientes na separacao, e
mais uma vez, destacando a coluna recheada com a fase estacionaria baseada em

PDMS que separou os seis compostos da mistura teste em menos de 10 minutos.
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Figura 75. Espectros de absorgdo no UV dos pesticidas separados pelas diferentes
colunas utilizando fase mével acida (pH 3,75).
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V. Conclusdes

As fases estacionarias SiOz(PMOS), obtidas pelos diferentes procedimentos de
imobilizag@o, apresentaram propriedades fisico-quimicas e cromatograficas distintas em
funcao do grau de recobrimento polimérico. As fases imobilizadas por tratamento
térmico mostraram maior recobrimento polimerico. O processo de imobilizacdo por
aquecimento a 220°C/4 horas promoveu a degradagao do polissiloxano e, assim, esta
fase nao se mostrou apropriada para fins cromatogréaficos. Os resultados obtidos nas
analises por ressondncia magnética nuclear evidenciaram que alguns processos de
imobilizagao levam a formacao de ligagbes quimicas entre o PMOS e o suporte de
silica. Todas as fases estacionarias SiO2(PMOS) imobilizadas-extraidas podem ser
utilizadas com fase moével neutra, mas em condigbes drasticas (pH e temperatura
elevados), s6 a fase estacionaria imobilizada por aquecimento a 120°C por 16 horas se
mostrou promissora.

Assim como as fases estacionarias SiOz(PMOS), as fases SIO(PDMS) e
SiO(PMTDS) obtidas pelos diferentes procedimentos de imobilizacio também
apresentam propriedades fisico-quimicas e cromatograficas distintas em fungao do grau
de recobrimento polimérico, embora nestes casos os diferentes processos nao tenham
promovido muita diferenca no grau de recobrimento de cada fase. Os testes de
estabilidade feitos em uma das fases de cada polimero também mostraram que estas
fases sdo muito estaveis frente a fase mével neutra. Para o teste com fase movel
alcalina pH 8,4, a fase baseada no PDMS se mostrou mais estavel que a fase baseada
em PMTDS, que apresentou uma degradacio rapida.

Comparando-se as fases estacionarias com diferentes polimeros, mas com
porcentagem de carga similares, ficou evidente que as cadeias laterais dos polimeros
promovem seletividades distintas para compostos acidos, basicos e neutros e ainda
controlam as propriedades como hidrofobicidade e atividade silanofilica das fases
estacionarias.

O grau de separacéo e a retengdo dos compostos da mistura teste podem ser
controlados variando-se a porcentagem de carga do polimero.
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De um modo geral, as seletividades variadas obtidas com as fases estacionarias
baseadas em um mesmo polimero foram resultado da porcentagem de carga
promovido por um dado processo de imobilizacdo e ndo pela forma de imobilizacdo.
Assim, pode se esperar gue o uso da imobilizacdo térmica pode substituir os demais
processos, variando-se o tempo e a temperatura de imobilizagao.

A porcentagem de carga resultante de um dado procedimento de imobilizagéo é
dependente do tipo do polimero a ser imobilizado.

A estabilidade térmica das fases estacionarias também é dependente do
polimero imobilizado, sendo que foi mostrado que, para os polissiloxanos com cadeia
linear, guantc maior a cadeia lateral do polimero menor € a sua estabilidade térmica.

Foram mostradas duas aplicagbes das fases estaciondrias obtidas neste trabalho
em condigdes drasticas de pH, as guais se mostraram eficientes na separagdo das
misturas de pesticidas.

Os testes de estabilidade com condigdes drasticas de fase moével utilizados neste
frabalho se mostraram de grande utilidade para o estudo acelerado e comparativo das
diferentes fases obtidas, sendo que, além de ser mais rapido, utiliza uma quantidade
bem menor de fase movel.

Apesar da tentativa de se obter uma silica com melhores propriedades
cromatograficas apés o tratamento acido, os resultados mostraram que ¢ procedimento
utilizado nac levou a nenhuma alteracdo estrutural desejada. Talvez isto esteja
relacionado com a alta estabilidade da silica utilizada (Kromasil).

Sumarizando, as fases estacionarias obtidas se mostraram muito eficientes para
utilizacao em cromatografia liquida na separagdo de compostos de variadas naturezas
e polaridades e tambem em condicdes de analise utilizando fase movel acida e basica,
tendo desempenho igual ou até superior as fases estacionarias comerciais utilizadas
neste trabalho. As principais vantagens destas fases estdo relacionadas com a
facilidade e custo da preparagéo e também o maior recobrimento dos grupos silandis do
suporte de silica que as tornam bastante eficientes na separagcdo de compostos
basicos.
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VI. Perpectivas futuras

Para mostrar a aplicabilidade e o potencial das fases estacionarias reversas

obtidas neste trabalho, seria necessario complementar os resultados obtidos com:

- um estudo da repetitividade do procedimento de obtencdo das fases baseadas em
diferentes polimeros;

- a realizacdo de experimentos de estabilidade com fases méveis acidas e alcalinas
que simulem a utilizacao real de fases estacionarias reversas; e

- a avaliagdo das colunas recheadas com as fases estacionarias obtidas em
condigbes reais de analise quantitativa.
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