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RESUMO

Titulo: "Desenvolvimento de um novo procedimento de avaliagéo da estabilidade de
fases estacionarias para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia”

Autora: Dania Alvarez Fonseca

Orientadora: Prof® Dr2 Carol Hollingworth Collins

Este trabalho visa o desenvolvimento de um novo método para avaliar a
estabilidade de fases estacionarias (FE) do tipo fase reversa (FR), em um menor tempo
e com menor volume de solvente, comparados com os testes de estabilidade
reportados na literatura. Diferentes parametros foram pesquisados tais como: efeito da
temperatura, do pH, da vazédo da fase mével (FM) alcalina e da FM utilizada na
avaliagdo da coluna.

O efeito da temperatura foi avaliado em FM neutra com temperaturas que
variaram entre 30 e 60°C. No caso do pH utilizaram-se FM com diferentes valores de
pH (8,4, 9,2 e 10,1), mantendo-se, em todos os casos, temperaturas de 60°C. As
vazdes de FM alcalina utilizadas foram de 0,6 mL min™ e 1,2 mL min". As avaliagBes
da coluna foram feitas em FM neutra e alcalina. Os testes iniciais foram feitos com a
silica Davisil, onde a fase liquida de poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) encontra-se sorvida
nos poros do suporte de silica, sem ligagdes covalentes com os grupos ativos da
superficie. Estas fases podem ser estudadas nas condi¢gbes de pH 8,4, temperaturas de
60°C e vazdes da FM alcalina de 0,6 mL min™, realizando as avaliagbes na mesma FM
alcalina, com pouco gasto de solvente.

Outras coiunas preparadas com FE baseadas em silica modificada com zirconia,
mais resistentes em valores extremos de pH, foram avaliadas em condicbes mais
agressivas, em pH 10 e a 60°C. Nas mesmas condigbes foram testadas duas colunas
comerciais. cujos estudos de estabilidade estio estabelecidos na literatura, a fim de
poder determinar nestas condigbes qual volume de FM alcalina pode passar por uma
coluna considerada de boa estabilidade, sem que haia mudancas apreciaveis no
comportamento cromatografico.



As fases estaciondrias, antes e depois da degradagéo, foram caracterizadas por
Andlise Elementar de Carbono e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

O novo procedimento pehnite estudar a estabilidade de colunas de fase reversa
de forma mais rapida (sd@o requeridos no méaximo dois dias em vez de 6 meses) e com

menor volume de solvente (menos de 1 % do utilizado nos testes reportados na
literatura).



ABSTRACT

Title: "Development of a New Stability Testing Procedure for Stationary Phases Used in
High Performance Liquid Chromatography"

Author: Dania Alvarez Fonseca

Supervisor: Dr. Carol Hollingworth Collins

In this work we developed a new procedure for the testing of reversed phase (RP)
stationary phase stability, taking less time and using less solvent, as compared to tests
reported in the literature. The effects of temperature, pH and alkaline mobile phase flow-
rate were studied.

The temperature effect in neutral mobile phases was studied for temperatures
- between 30 and 60°C. pH values of 8,4, 9,2 and 10,1 were used to study the pH effect,
with the temperature held at 60 °C. Alkaline mobile phase flow rates of 0.6 mL min™ and
1.2 mL min™ were used.

The initial tests were made using Davisil silica, with the liquid phase
poli(methyoctylsiloxane) (PMOS) sorbed into the pores of the silica support, without
covalent bonding with the active groups of the silica surface. The above phase can be
studied by using pH 8.4, 60°C and a flow-rate of 0.6 mL min™'. Under these conditions a
low solvent quantity is reiquired. Other columns, prepared with zirconized silica, more
resistant to high pH values, were tested under more aggressive conditions (pH 10 and
60°C). Under these conditions, commercial columns for which stability studies are
reported in the literature were also tested. This study was carried out in order to
determine, under these conditions, which volume of alkaline mobile phase can pass
through a column considered of high stability without notable changes in the
chromatographic behavior.

The stationary phases, before and after degradation, were characterized by
Carbon Elemental Analysis and Scanning Electron Microscopy (SEM).

With the new testing procedure the column stability of reversed phases can be
studied in two days instead 6 months. The solvent expense is significantly lower, less
than 1 % of that for the solvent used in traditional tests.
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I. INTRODUCAQ




Daniq Alvarez Fonseca Dissertacdo de Mestrado Introducao

1.1.-PRINCIPIOS BASICOS DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das mais eminentes
técnicas de instrumentacdo analitica na atualidade, devido a&s caracteristicas que ela
apresenta como: boa capacidade de analisar misturas complexas de compostos
organicos e inorganicos, compostos idnicos e ionizéveis e substancias de baixa e alta
massas molares, com boa detectabilidade, sem apresentar problemas de
decomposigio térmica ou quimica, além da possibilidade de automatizag&o. Porém,
apresenta ainda algumas limitagdes como a falta de um detector que seja
simultaneamente universal e sensivel e o alto custo de operagdo e instrumentacio.

0] proces;so cromatografico em CLAE baseia-se na distribuicdo das espécies
quimicas a serem analisadas entre duas fases, sendo que uma permanece estacionéria
e a outra move-se através dela e, por isso, € chamada de fase mével. A separagio dos
componentes da amostra ocorre pelas diferengas dos coeficientes de distribuicdo da
amostra entre a fase mével e a fase estacionaria’.

Os mecanismos de retengdo em Cromatografia Liquida consistem de repetidas
etapas de sorgéo e dessorgéo ou de particdo que acontecem durante 0 movimento dos
componentes da amostra ao iongo da coluna cromatografica. Os processos fisicos de
sorgdo e dessorgido sdo baseados principaimente em atragdes eletrostaticas ou
dipolares e os de particio baseiam-se na diferenca de solubilidade dos componentes da
amostra na fase movel e na fase estaciondria.

As fases estacionarias utilizadas em CLAE basicamente sdo formadas por um
suporte sélido sobre o qual existem liquidos depositados®>® ou imobilizados*® ou até
quimicamente ligados®>'>. Em cromatografia o uso de fases estacionarias com um
liquido depositado, imobilizado ou ndo, é classificado como Cromatografia Liquido-
‘Liquido. J& quando o liquido é quimicamente ligado tem-se a Cromatografia Liquida
com Fase Ligada. Dependendo da polaridade do grupo funcional presente na fase
liquida, s&6 encontradas dois tipos de fases estaciondrias: fases normais e fases
reversas. No modo fase normal, a fase mbvel é mais apolar que a fase estacionaria e
na fase reversa, ocorre o inverso.
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1.2.- FASES ESTACIONARIAS DO TIPO REVERSAS

As fases reversas, de natureza apolar, s&o as mais utilizadas em CLAE. Nestas
fases o grupo funcional (R) estda composto por um hidrocarboneto alquili ou aril, sem
grupos quimicamente ativos. Como exemplo destes grupos estdo cadeias de C1, C4,
C8, C18, cicloexil, fenil, etc. Dentre eles, os grupos alquil mais populares sdo n-octil e n-
octadeci|'14

Entre as vantagens que estas fases apresentam estdo: o uso de fases moveis de
menor custo € menor toxicidade, ja que a dgua é utilizada como um dos componentes
da mistura; estabilidade frente a solventes; rapido equilibrio da coluna ap6s a troca de
fase movel; possibilidade de utilizar técnicas de programacgéo, inciuindo eluicdo por
gradiente; maior rapidez de analises com reprodutibilidade dos tempos de retencéo e
ampio campo de aplicagéo.

Como desvantagens estéo: o intervalo restrito de pH no uso da fase estacionaria
e a presenga de grupos silanéis, que vao afetar na separagdo de solutos basicos,
quando usada a silica como suporte.

1.2.1.- SUPORTES CROMATOGRAFICOS

Em colunas de fase reversa diferentes materiais tém sido usados como suporte
cromatografico, tais como, polimeros porosos, carbono vitrificado e 6xidos de metais,
entre eles, alumina (Al2O3), zirconia (ZrOy), titania (TiO2) e silica (SiOy).

A maioria das colunas usam como suportes particulas de silica porosa, pelas
caracteristicas que esta apresenta quanto a eficiéncia, rigidez e desempenho, além de
possibilitar-mod'rﬁcagées gquimicas na sua superficie, permitindo produzir materiais com
‘diferentes seletividades. A silica apresenta boa reprodutibilidade e é disponivel
comercialmente numa grande faixa de tamanho de particulas e tamanho de poros com
custos moderados*>.

Entretanto, a silica apresenta algumas desvantagens que podem limitar as
separagbes a serem realizadas. Segundo mostra a Figura 1, a superficie da silica
apresenta trés tipos de grupos silanéis: isolados ou livres, geminais e vicinais'®'’, que
podem afetar o mecanismo de retencdo de uma maneira indesejavel. Estes grupos, de
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carater polar, podem provocar adsorcdo imreversivel de compostos basicos,
deteriorando o leito da coluna. Quando ocomre adsorgdo reversivel, as eficiéncias
geradas s&o baixas, aparecendo picos largos, assimétricos @ com cauda. Também, o
uso da silica como suporte esta limitado pelo pH da fase mével, podendo ocorrer
dissolugdo da mesma quando séo usadas fases moéveis alcalinas (pH>7).

] 2 3
peseees 1
OH OH | ! oH

~ 7/ i | OH oo |

Si_ _Si Si._ _si{__Ssi_ __si_ _Si
0~ t Sa” | o’ o f o | ~p !\

o o 0 o o 0

| { I | | ! |
—Si— —§i— —§|— —§i— — Sjue =—Gj— —Gi—

| ] | | |

Figura 1.- Tipos de silanéis na superficie da silica gei amorfa: (1) vicinais, (2) geminais e
(3) isolado™'”.

A maioria das silicas usadas em cromatografia contem niveis significativos de
metais, como Fe, Ca, Cu, Mg, Al, etc, que podem influenciar no processo
cromatografico, produzindo picos com cauda para determinados compostos, sendo este
outro dos problemas que ela apresenta. Existem procedimentos de tratamento da silica
com acidos, para reduzir parte destes metais, sendo o mais usado a lavagem da silica
com HCI'®. Estes tratamentos reduzem bastante o contetido de metais na silica, no
entanto ndo os elimina completamente, devido a sua ocluséo dentro da estrutura da
silica.

1.2.2.- FASES LIQUIDAS

As fases estacionarias liquidas a serem utilizadas devem ser resistentes acs
componentes da amostra e, especialmente & fase movel, além de possuirem
seletividades adequadas para a separagdo. Diferentes polimeros preenchem estes
requisitos, porém uma das classes mais comuns de polimeros utilizados € a dos
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polissiloxanos, cujas seletividades sao dependentes dos grupos substituintes existentes
nas estruturas, como poli(etiimetilsiloxano), poli{metiloctilsiloxano),
poli{metilfenilsiloxano) e poli(metiloctadecilsiloxano).

Os poli(metilalquilsiloxanos) apresentam a formula gerai™®.

Fr O

RiO—4— Si— O— R4

l .

\CHa J n

onde: R= octil, dodecil, hexadecil, octadecil, etc
R;= trimetilsilil ou dimetilvinilsilil

1.3.- CONDICOES DE ANALISES PARA COMPOSTOS IONIZAVEIS

Fases méveis com valores de pH relativamente baixos (pH < 3) s&o as preferidas
para separar compostos basicos por CLAE de fase reversa, devido a maior solubilidade
dos solutos, completa ionizagéo dos mesmos, presenca dos silanéis restantes na forma
ndo ionizada e facil remogéio dos reagentes em andlises subsequentes. Nestas
condicdes, as separagbes sdo0 mais estaveis e reprodutiveis, com altas eficiéncias!>®.
Porém, as vezes, as separagbes nestes pH n&o séo possiveis, por instabilidade do
soluto, retencdo fraca ou problemas de seietividade. Nestes casos, s3o indicadas
condicbes de separacao a pH intermediéric (pH 4-8) ou mais altos (pH > 9).

Embora ocorra uma adequada seletividade para compostos ionizaveis em pH
intermediario, problemas com a forma dos picos e a reprodutibilidade na retencao
podem existir, provavelmente devido a ionizagsio parcial dos solutos basicos ou dos
silandis residuais ou a combinag&o de ambos.

A operag#o a altos pH (pH > 10) é potencialmente atrativo, porque os compostos
basicos podem ser separados como bases livres, 0 que minimiza a interacdo com o
N suporte de silica. Aqui os grupos sitandis residuais estdo ionizados, ndo acontecendo as
indeséjéveis 'interagées eletrostaticas.
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1.4.- FASES ESTACIONARIAS QUIMICAMENTE LIGADAS

O desenvolvimento de fases estaciondrias quimicamente ligadas foi um dos
fatores que possibilitou o crescimento explosivo da CLAE durante a década de 80.
Atualmente, as fases ligadas no modo fase reversa estdo sendo amplamente utilizadas
na separa¢do de muitos compostos basicos, como farmacos, produtos agricolas,
peptideos e proteinas. ,

Os recheios de fase ligada mais disponiveis comercialmente s&o do tipo siloxano.
Eles sdo preparados através da reagéo dos grupos silandis da superficie da silica
(SiOH) com um organossilano como clorossilano ou alcoxissilano, que contem o grupo
funcional desejado (ex. grupos octil ou octadecil), de acordo com a reagéo 1.

Si-OH + XSiR.R —» Si-0-SiR. R + HX (1)

onde: X= cloreto ou grupo alcdxido (etoxi, metoxi)
R= cadeia alifatica (ex. C8, C18)
R'= grupos metila ou X

O resultado desta reagdo & uma espécie com ligagéo tipo siloxano (Si-O-Si),
entre a superficie da silica e o organossilano, resultando em fases estaciondrias onde
os grupos R do siiano determinam o comportamento cromatografico da coluna.

. Superficies onde reajam mais grupos silanéis dardo fases estacionarias mais estaveis e
seletivas®'?.

Existem dois tipos de reagbes possiveis a partir do esquema geral (reagéo 1).
1) com silanos monofuncionais (presenga de um grupo X, XSiR2R)

Através desta reagdo a superficie da silica € coberta pelo silanc na forma de uma
monocamada (reacéo 2). Esta monocamada apresenta excelentes propriedades de
transferéncia de massa, o que produz uma alta eficiéncia da coluna para a maioria dos
solutos com algumas fases méveis. Além disto, estas fases podem ser preparadas
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reprodutiveimente. O maior problema encontra-se na sua baixa estabilidade em fases
méveis aquosas, particularmente a baixos pH *'.

CH,
!
H —8i —R
;
CH;
OH
OH CHs
|
OH CHs 0o—S8 —R
| |
+ X—Si —R — CHs (2)
i CH;
CH; i
OH O0-S8i —R
|
R=C38, C18 CH;
OH OH

2) com silanos di- ou trifuncionais (presen¢a de mais de um grupo X, X:SiR'R
ou XsSiR)

2a) Em condicdes de reagéo estritamente controladas, especiaimente em reiagéo
- & quantidade de agua durante a sinteses, séo obtidas também monocamadas (reagio
3). Neste caso, menos de 2 equivalentes da fungdo X / mol de silano podem reagir com
os grupos silanéis presentes na superficie da silica. O inconveniente destas fases é que
Quando expostas & agua, os grupos X gue ficam sem reagir produzem grupos acidos Si-

" OH que podem afetar na separaco dos solutos basicos?'.

OH
~
Si
OH " 0~ ™R
+ ~s  —» (3)
orf, X~ ~R OH T
OH , o— Sii —R
X
H R=C8 ou C18 OH
X= Cl ou OCHs
Y=CHszou X
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2b) Nas reagdes em presenca de agua o agente silanizante hidrolisa-se, formando
grupos hidroxilas (reagdo 4), que v3o reagir com os silantis da superficie da silica e
entre os préprios grupos hidroxilas da molécula vizinha, formando uma camada
polimérica sobre o suporte de silica (reaggo 5).

XaSiR + 3H,0 —» RSi(OH); + 3HX . (4)
OH 0 R
\Si/
OH OH o’ \o
] |\ R
H_ _OH  -HO 0—Si_R S 5
OH + ‘ /Si -~ —> | \OH ( )
OH R L) O
i i
R OH
R=C8,C18

Estas fases poliméricas sdo mais estaveis a hidrélise, apresentam uma faixa
maior de seletividade, além de menos problemas com os silanéis residuais em relacéo
as fases monoméricas. Porém, também apresentam algumas desvantagens como:
dificuldades na reprodutibilidade das sinteses, eficiéncias baixas devido a lenta
transferéncia de massa, produto da espessura da camada polimérica, e presenca de
grupos residuais de Si-OH na cadeia polimérica que podem afetar a separacgio.

Colunas de fase ligada proporcionam separagdes reprodutiveis para uma
variedade de condigbes de fase mével. Especialmente conveniente, é o rapido re-
equilibrio da fase estacionaria com a fase mével, o qual é uma grande vantagem nas
separagbes em eluicdo por gradiente. No entanto, & ligagdo siloxano é relativamente
facil de hidrolisar a baixos pH, produzindo perdas do silano, que sera arrastado pela
fase mével ' 2 Esta degradagéo da fase estaciondria vai ser mais acentuada & altas
temperaturas e em fases méveis acidas altamente aquosas, condigbes estas preferidas
para algumas separagbes de materiais biolégicos, proteinas e peptideos.
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As fases estacionarias de cadeia curta degradam rapidamente sobre estas
condigbes. Ja as de cadeia mais longa (ex. C18) s&o mais estaveis a hidrdlise e a perda
do silano, razéo pela qual este grupo funcional € amplamente usado.

Além disso, as colunas baseadas em silica sdo instaveis quando usadas fases
moéveis a pH maiores de 8 . No principic pensava-se que esta instabilidade era também
devida a ruptura da ligagéo siioxano pelo ataque nucleofilico dos ions hidroxila para
formar silicatos solGveis®. Logo, demostrou-se que a degradacgdo destes recheios a
altos pH € uma conseqliéncia do ataque da superficie do suporte de silica pelos ions
hidroxila. Tais ataques produzem dissolugéo do suporte de silica e possivel remogao da
fase ligada'2.

Portanto, para evitar os problemas com a hidrdlise da ligag&o siloxano ou com a
dissolugdo do suporte, as fases estaciondrias quimicamente ligadas, baseadas em
silica, s6 devem ser utilizadas com fases méveis no intervalo de pH entre 2 e 8'.

Qutro problema que as fases ligadas a suportes de silica apresentam é a
presenga de grupos silandis residuais, que irdo afetar na separagéo de compostos

basicos'® ?%, sendo necessério adotar procedimentos que permitam sua cobertura ou

remocao.

1.5.-PROCEDIMENTOS DESENVOLVIDOS PARA MELHORAR AS PROPRIEDADES
DE FASES ESTACIONARIAS REVERSAS

As séparaq.ﬁes de compostos basicos usualmente s&o realizadas a pH < 3 ou pH
> 8. Porém, muitas fases reversas apresentam uma diminuigdo de seu tempo de vida
util nestas regiGes de pH. Isto estimulou muitas pesquisas para a melhora da qualidade
das fases estaciondrias quimicamente ligadas, em relagéo a estabilidade da fase e seu
comportamento na separagéo de solutos basicos, especialmente farmacos, para os
quais sdo desejaveis picos simétricos. Assim, muitas tentativas tém sido feitas na
preparagdo de fases estéveis e seletivas, sem a existéncia de intera¢des indesejaveis
entre 0 soluto e a fase estacionaria.

Sabe-se que, além das propriedades do suporte e da densidade de cobertura da
superficie pelo grupo ligado, a funcionalidade do agente de ligagéo e o comprimento da
cadeia séo harémetros importantes em relagéo a estabilidade e a seletividade.
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1.5.1.- MODIFICAQOES FEITAS EM RELACAO AS FASES LiQUIDA OU
QUIMICAMENTE LIGADA

I.5.1.1. Fases estacionarias monomeéricas estericamente protegidas

Estas fases foram desenvolvidas para superar as desvantagens da estabilidade
das fases estacionarias monoméricas dimetil substituidas, enquanto mantém similares
retengéo e eficiéncias.

O método de preparagido (reacéo 6) baseia-se na utilizacdo de agentes
silanizantes monofuncionais, contendo grupos alquila como isopropil ou terbutil, que
irdo proteger estericamente as ligagdes siloxano da hidrélise, permitindo maiores
estabilidades das fases ligadas baseadas em silica em meios &cidos'’: =2,

H ' —Si _R

n + xn s °” 6)

O— si—R

OH

©;

R=C8, C18
R’ = isopropil, t-butil

1.5.1.2. Fases estacionarias imobilizadas

A superficie da silica é coberta por uma camada polimérica que posteriormente
sera imobilizada por entrecruzamento entre as cadeias poliméricas. Esta imobilizagdo
pode ser promovida de varias maneiras: usando temperatura, radiagdo gama, agentes
reticulantes como peréxidos, etc.*” 234 As vezes, além do entrecruzamento das
cadeias poliméricas podem ocorrer ligagdes quimicas entre estas cadeias e o suporte.

11
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Estas fases apresentaram estabilidade superior e propriedades de protecéo
melhores, em relagdo as fases ligadas convencionais, assim como excelentes
propriedades na separa¢io de solutos basicos.

1.5.1.3. Fases estaciondrias capeadas

Para preparar estas fases é feita uma segunda reagdo de silanizagéo, que tem
como intuito minimizar a presenga dos silandis residuais. No processo de capeamento
os silandis residuais reagem com organossilanos pequenos como triclorometiisilanos,
trimetilclorossilanos, dimetildiclorossifanos, etc. O uso de hexametildisilazona ou bis-
trimetilsililacetamida também provaram ser Uteis na methora do comportamento das
fases ligadas®, apresentando altas eficiéncias. A utilizagéo destas fases é limitada em
pH muito acido, porque a ligagéo destes grupos com a silica é faciimente hidrolisada,
sendo mais estaveis a pH intermediarios.

1.5.1.4. Fases estacionarias bidentadas

As fases estacionarias bidentadas séo preparadas com silanos bifuncionais, que
contém um sitio reativo em cada um dos dois &tomos de silicio do silano (reagdo 7).
Estes dois atomos de silicio v&o estar unidos por grupos -O- ou —<(CHa)n-, que vao servir
de ponte, permitindo diferentes espagamentos entre os dois dtomos de silicio, os quais,
por sua vez, sustentam os grupos volumosos R. Isto possibilita reagbes mais favoraveis
com os grupos silandis da superficie da silica, permitindo altas eficiéncias da coluna
com picos simétricos.

Estés fases apresentam uma alta cobertura devido ao efeito estérico e reagem
com uma maior populagdo de grupos silandis. As suas estabilidades estendem-se
desde baixos a altos pH, apresentando estabilidades superiores as fases estacionarias
monofunciohais, a altos pH, enquanto mantém as mesmas vantagens, em relagio a
reprodutibilidade, eficiéncia e simetria dos picos''. Quando os grupos metil (R') s&o
trocados por grupos mais longos as fases mostram uma maior protecio contra reagdes
indesejaveis'’.

12
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Rl
|
_Si—R
H 0 —Si_
h
R .
H I —SiwRr
X — Si—R ;
OH N OH
4 Y P @)
/ R’
X —8i—R |
OH , ~Si—R
R Y
R=C8, C18 |
Rl

Y = «O-, «(CH2),-, etc
R’ = metil, isopropil
X= Cl, OEt

1.5.1.5. Fases estacionarias polimerizadas horizontalmente

O método é baseado na polimerizagdo de uma mistura de cadeias alquilas curtas
(CHsSiClz) e compridas (CHa{CH2)17Cls) de triclorossilanos nos poros da silica sob
condigdes anidras (reagéo 8). Neste caso, & necessaria uma monocamada de agua
adsorvida somente na superficie do suporte para que acontegca a polimerizagdo de
forma horizontal restrita a superficie.

Durante a polimerizagédo os reagentes silanizantes frifuncionais s&o ligados um
ao lado do outro e também a superficie da silica, formando um filme polimérico
ordenado e denso. Estas fases apresentam uma forte ligagdo entre as cadeias curtas e
longas de silanos e a superficie do suporteas.

As fases polimerizadas horizontaimente séo relativamente estaveis a baixos pH e
~ apresentam melhor reprodutibilidade sobre as outras fases poliméricas convencionais,
com uma.baixa atividade dos grupos silanéis residuais®. Além disto, estudos de
estabilidade mostraram que estas fases apresentam uma alta resisténcia tanto a fases
moveis acidas como basicas®™. A seletividade destas fases € parecida com as fases
monoméricas, porém, ainda ndo estao disponiveis comerciaimente.
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1.5.1.6. Fases estacionérias sintetizadas com hidreto intermediario

Esta modificagdo foi feita em suportes de alumina, zirconia e titania com bons
resultados. O procedimento consta de duas etapas®.

1) Uma monocamada polimérica superficial de polissiloxanos com grupamentos
hidretos (= Si-H) é formada pela silanizag&o da superficie do suporte com o produto de

hidrélise do trietoxisilano (reaggo 9).

|
OH 0 —-Si —H

|
o
l
OH + (EtO)sSiH — O—Sli —-H  + EtOH (9)
o)
!
OH 0—Si —H

7 2) Hidrocarbonetos terminais insaturados (ex. 1-octadeceno) séo ligados ao
polissiloxano na presenca de um catalisador adequado (reagéo 10).

| ]
-0-SiH + CHx=CHR 23  _0-Si-CH»CH»-R (10)
|
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Apesar da complexidade, este método produz um recobrimento de alta
densidade de cadeias alquilas sobre o suporte, devido a pequena limitagdo estérica
durante a reacdo de introdugdo destas cadeias sobre a superficie polimérica. Este
recobrimento também proporciona uma alta estabilidade a hidrdlise.

Os meétodos de recobrimento com hidreto intermediario e polimerizacao
horizontal produzem recobrimentos semelhantes sobre a superficie da silica, embora o
numero de cadeias alifaticas ligadas ao suporte seja maior no primeiro caso, devido a
menor limitagdo estérica durante a etapa de polimerizagdo superficial. Por outro lado, o
método de polimerizagéo horizontal € bem mais simples e rapido.

1.5.1.7. Fases estacionéarias encapsuladas

Nestas fases, o suporte é encapsulado com uma camada polimérica, como
polimetilsiloxanos, ligantes alquilas substituidos de cadeias longas, polibutadienos,

et CS' 41-43

e posteriormente procede-se a copolimerizagéo da silica modificada.

Fases estaciondrias foram preparadas para a separagdo de compostos
aromaticos, pela adsorgdo de polivinilamina* ® e copolimeros de vinilamina/alcool
vinilico®, os quais foram reticulados sobre a silica. Apds esta etapa, introduziram-se
ciclodextrinas que foram quimicamente ligadas as cadeias do polimero.

O pre-capeamento sobre o suporte da silica com trimetilsilano, antes da
cobertura com polimero¥, também reduz a concentracdo de grupos silanéis com um _
decréscimo nas interagbes destes grupos. Estas fases mostraram um bom desempenho
na separacéo depois dos testes de estabilidade com solugbes tampao a altos e baixos
pH, porém, foi observada uma pequena mudanga na seletividade.

A estabilidade a aitos pH das fases encapsuladas & superior as fases silanizadas
convencionais e os solutos basicos s&o eluidos com picos simétricos, sem precisar da

adicao de &cidos ou bases ou agentes de par idnico na fase mével™.
1.5.1.8. Fases estacionarias ligadas com grupo polar embutido

O'Gara et al. ®® reportaram uma nova fase ligada que contém um grupo intemo
polar de carbamato na cadeia do silano. A sintese da fase consistiu de duas reagbes
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organicas iniciais para introduzir o carbamato no organossilano, neste caso clorossilano
monofuncional, e a posterior ligagdo do produto obtido com o suporte de silica (reagéo

11). O método permitiu modificagbes homogéneas e reprodutiveis na superficie da
silica.

o o S

Si-OH + CI—Si-(CHz)a-O—C-NH-CaHn:;;c? Si-O—ISi-(CHz)a-O-C—NH-Can (11)
I (-1l
CHs CHs

A fase ligada de octilcarbamato mostrou uma menor retengéo e cauda dos picos
para solutos basicos e polares, comparados com as fases de octildimetilsilii capeadas.
Estas fases apresentaram seletividades diferentes das fases ligadas C8 convencionais,
podendo ser uteis na separagdo de compostos que apresentam interagbes indesejaveis
com os silanéis da superficie.

1.5.2.- MODIFICAGOES FEITAS EM RELAGAO AO SUPORTE

1.5.2.1. Substituigdo da silica como suporte

Materiais poliméricos macroporosos de poliestireno e poliacrilamida tém sido
usados como fases estacionarias na separacfio de solutos basicos em altos pH ®©. A
principal vantagem destes polimeros € a estabiiidade para uma ampla faixa de pH (1-
13). Porém, em geral, os polimeros organicos n&o possuem a alta resisténcia mecanica
da silica e muitos sdc propensos a se avolumar e a se contrair quando expostos a
diferentes solventes ou quando é trocada a composi¢cio da fase mével. Além disso,
apresentam eficiéncias menores que as colunas baseadas em silica para © mesmo
tamanho de particulas.

Também foram pesquisadas algumas fases estaciondrias preparadas com
suportes de Oxidos inorganicos porosos de alumina, zircbnia e fitania, que
apresentaram altas resisténcias mecanicas € uma alta estabilidade para uma faixa de
pH maior que a silica®®. Porém, estes 6xidos nfo tém tanta variedade comercial,
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como a silica, e também podem interagir com determinados compostos como &cido
carboxilico, promovendo picos com cauda ou até adsorgao irreversivel.

i.5.2.2. Fases estacionarias baseadas em particulas hibridas

Suportes de particulas hibridas estdo sendo atualmente pesquisados na
preparacéo de fases reversas, onde combinam-se as melhores propriedades da silica
(alta eficiéncia e resisténcia mecanica) e dos polimeros drgénicos (estabilidade em
ampla faixa de pH e auséncia do efeito dos silandis). Neste caso, compostos organicos
e inorgénicos s&o combinados para produzir materiais com propriedades intermediarias
em relagdo as suas formas puras. Destes materiais, as classes melhores caracterizadas
foram as preparadas pela sinteses de sol-gel com organossilanos.

As particulas esféricas porosas de hibridos orgéanico-inorganicos foram
sintetizadas usando uma mistura de dois organossilanos: um que forma unidades de
silica e outro de metilsiloxanos™®. Como resultado véo aparecer grupos metilsiloxanos
tanto na estrutura intema como externa da particula hibrida (reacéo 12).
Posteriormente, séo ligados a sua superficie silanos mono- ou trifuncionais de C8 ou
C18 . Estes recheios comercialmente s&o nomeados de X-Terra e sdo classificados
como X-Terra MS, quando o suporte encontra-se ligado ao silano trifuncional ou X-Terra

RP, quando usadc um silano monofuncional contendo um grupo polar embutido de
carbamato.
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A superficie quimica destas fases é semelhante as fases ligadas de silica, com
seletividade e caracteristicas de retencéo similares, além do menor contelido de
silandis residuais. Elas fornecem picos com boa simetria, para compostos basicos, e
altas eficiéncias. Outras caracteristicas foram a excelente resisténcia mecanica e a alta
estabilidade em fases moveis alcalinas (pH 11 ,5) e elevadas temperaturas™,

1.5.1.3. Fases estacionérias com silica modificada

Fases estaciondrias foram preparadas com suportes de silica modificada com
atomos de um metal de transicdo como, por exemplo: Ti © & ou Zr 2 Neste caso, 0s
silandis reagem primeiramente com o alcodxido ou cloreto do metal (reagdes 13 a 16),
modificando a superficie da silica. Em seguida, o suporte é recoberto com PMOS e
posteriormente imobilizado. Estas fases mostraram boa estabilidade em altos pH, com
bom desempenho cromatografico.

n= SiOH + Zr(OBu)s —— (= SiOH)n Z(OBU)4n + n BOH (13)
(= SiOH)n Zr(OBU)an+ (4-N)H,0 ——F (= SiOH)y Zr(OH)an + (4-n) BuOH (14)

n= SiOH + TiCly——» (= SiOH), TiClan + n HCI (15)
(= SiOH), TiClgn+ (4-n)H20 ——» (= SiOH), Ti(OH)4n + (4-n) HCI (16)

Nobuhara et al.®* obtiveram uma fase estacionaria baseada em silica porosa
recoberta com 6xido de magnésio. Os resultados mostraram que as propﬁedades
fisicas e morfoi6gicas da silica mantiveram-se. Esta fase apresentou uma diminuicéo
dos grupos silandis residuais, em relagiio a silica ndo modificada, provocando
mudangas nos mecanismos de separagdo de compostos &cidos e bésicos. Ela mostra-
se bastante promissora, sendo que ndo apresentou as interagbes indesejaveis com
~amostras bésicas.
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1.5.2.4. Fases estacionarias preparadas com silica sol-gel

Estudos mostram que certas colunas podem ter usos de rotina a pH 9 ou mais,
em certas condigdes de operagio'> ®%, especialmente colunas de fase ligada
baseadas em silica feitas por processos sol-gel. Estas colunas mostram superior
resisténcia a dissolugéo a altos pH, o que resulta em estabilidades maiores, permitindo
métodos de separacéo mais robustos e reprodutiveis®: %,

Em trabalho de Kirkland %, fases monofuncionais néo capeadas, feitas a partir de
suportes de silica sol-gel, mostraram uma estabilidade surpreendente a pH > 10 para
determinadas fases méveis. Também, quando usadas fases méveis com NaOH a pH
12, estas colunas mostraram propriedades que sugerem a possibilidade de separacdes
cromatograficas em tais condigdes, assim como possibilitou lavagens periédicas com
uma solugdo de NaOH, para retirar materiais fortemente retidos na coluna (ex.
endotoxinas). Apesar das separagdes a pH 12 com suportes de silica sol-gel serem
possiveis, trabalhar nestas condigdes pode diminuir o tempo de vida da coluna, pela
solubilizacdo do suporte de silica.

1.6.- FATORES QUE ACELERAM A DEGRADAGAO DA COLUNA

A estabilidade das colunas de fase ligada baseadas em silica esta diretamente
relacionada com o tipo e pureza do suporte de silica e a natureza da fase ligada, mas
também vai depender fortemente das condigdes de andlise como: pH da fase movel,
temperatura, tipo e concentragio do tampao e modificador organico utilizados na fase
mével.

Kirkland et af. 5 % ™ 7 paseados em estudos anteriores, definiram melhor a
- influéncia destes fatores na dissolugio da silica em valores de pH intermedidrios e
altos. Eles comprovaram que a solubilidade da silica, geralmente, é maior quando sdo
usadas fases mdveis tamponadas em metanol, comparadas com as preparadas em
acetonitrila. No entanto, isto ndo aconteceu para as fases monoméricas estericamente
'protegidas, que mostraram solubilidades similares da silica em ambos os solventes.

A influéncia da natureza da fase ligada foi estudada'?, comparando fases
monoméricas de dimetil-C18 e de diisipropil-C8. Neste estudo foi observado que as
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fases protegidas estericamente foram mais rapidamente degradadas, contrariamente ao
que acontece a baixos pH. Ligantes maiores também inibem o ataque da superficie da
sflica por solugdes tamp&o agressivas, a altos e baixos pH'"" 2

Silicas xerogel (sil-gel) e sol-gel foram comparadas, sendo que as tipo xerogel
dissolveram mais rapidamente, devido a maior area superficial @ volume de poros.
Silicas que contém elementos contaminantes de metais na sua estrutura (tipo A)
mostraram menor solubilidade que as silicas altamente purificadas (tipo B)¥”. Por outro
lado, estes metais incrementam a acidez da superficie da silica.

Colunas baseadas em silica apresentaram diferentes solubilidades, dependendo
do tipo de tampéo utilizado. No estudo dos anions, tampdes de carbonato e fosfato
degradaram estas colunas mais rapidamente que os tampdes de borato e glicina. Para
0 caso dos cations, a solubilidade da silica foi diminuindo na seguinte direcdo: NH4" >
K" > Na*. Alguns resuitados® indicam que o uso de tampdes de litio podem reduzir a
dissolucéo do suporte de silica e, assim, melhorar a estabilidade da coluna a altos pH.
Altas concentracbes de tamp&o (> 0,05 mol L") e elevadas temperaturas (> 40°C),
influenciam fortemente na degradag&o da coluna.

Resumindo, fases méveis com altos pH e que apresentem as seguintes
caracteristicas:

a) tampbes de carbonato e fosfato (bem mais agressivos que os tampbes

organicos e boratos)

b) tamp&es com concentragdes maiores que 0,05 mol L™

c) temperaturas maiores que 40 °C

d) utilizac&o do metanol como modificador organico ao invés da acetonitrila
aumentam a velocidade de dissoluggo da silica e, portanto, diminuem o tempo de vida
uatil da coluna.
| O tempo de vida (til das colunas também pode ser afetado por fatores de
contaminagdo por materiais estranhos presentes na amostra, no injetor ou nos selos
das bombas que entram na coluna, sendo acumulados no topo, provocando
deterioracéo ireversivel do desempenho da mesma.

O uso de filtros e de colunas de guarda podem prevenir ou reduzir estes
problemas. As colunas de guarda s&o de grande utiidade devido a seu poder de
reteh_géo, uma vez que tudo que possa causar deterioracdo na coluna analitica sera
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retido pela coluna de guarda, independente da natureza da causa. Além disso,
permitem saturar parcialmente a fase mével com silica, diminuindo a possibilidade da
dissolugo da silica da fase estacionaria da coluna cromatografica.

No entanto, a coluna de guarda precisa ser trocada a cada certo periodo de
tempo, frequéncia esta que depende da natureza da matriz da amostra a ser analisada
€ do procedimento de preparacdo e de limpeza utilizado na mesma.

1.7.-CONSIDERACOES RELACIONADAS COM O TEMPO DE VIDA DAS COLUNAS

O tempo de vida de uma coluna é definido individuaimente para cada tipo de
separagéo cromatogréfica e vai depender do grau de perda de retencdo e resolucéo a
serem toleradas antes da troca da coluna. Com as fases reversas convencionais o
primeiro sinal de degradag&o da coluna é usualmente o decréscimo de fator de
retencéo (k)*. No caso de colunas mais estaveis a altos pH o k permanece constante,
ainda que solubiliza¢des da silica tenham ocorrido. No entanto, o tempo de vida destas
ditimas é também limitado onde, depois de um certo tempo e dependendo das
condigdes de andlise, o desempenho cromatogréfico comeca a ser prejudicado. Desta
forma, foi tomada a perda da eficiéncia e n&o as mudancas no k como uma medida da
deteriorac@o da coluna para testes a altos pH. Baseado no anterior o tempo de vida de
uma coluna foi definido como a quantidade de fase mével medida como volume de
coluna passado através da coluna cromatografica antes de iniciar um decréscimo-
significativo na eficiéncia.

O fato de um recheio ser estavel permite que as caracteristicas da coluna
permanegam inalteradas tanto tempo quanto seja possivel, reduzindo assim a
frequéncia de substituicdo da mesma. Por isso, métodos para avaliar a estabilidade de

-fases ligadas tem sido assunto de muitos estudos. Nestes testes sdo abordados uma
grande variedade de fases estacionarias, sendo as fases estaciondrias capeadas as
mais estudadas. Alguns deles 7 11: 3. %.61.63,6668, 70, 7375 o 5., o\ marizados no Anexo .

Para estes estudos foram utilizadas diversas condi¢des de andlise, ndo existindo
um procedimento geral estabelecido. Os métodos mais recentes @ 7 7. 7  gilizam
grandes volumes de fase mével, devido a disponibilidade de fases estaciondrias cada
vez mais resistentes ac ataque de fases moveis. Alguns testes de estabilidade,

21



L realizados em colunas de Hypersil ODS, Novapak-C18 e Zorbax RX-C18, requisitaram
82, 57 e 50 L de fase mével alcalina, quando testadas a pH 9 e temperatura ambiente.
‘Para valores de pH de 11,5, utilizando tampéo de pirrolidina e temperaturas de 40°C,
colunas de Zorbax XDB-C18 faliram somente depois de passar 60 L de fase mével

alcalina.
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O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método de avaliagdo da
estabilidade de fases estaciondrias com o uso de menor quantidade de solvente e
menor tempo de andlise. Para atingir este objetivo as etapas envolvem:

- [Estabelecer 6 comportamento de colunas de fase reversa em relagdo aos
parametros de temperatura, pH, vazio da fase alcalina que passa através da coluna

e fase mével utilizada para fazer as avaliagdes;

- Estabelecer procedimentos menos onerosos para estudar a estabilidade de colunas
de fase reversa,

- Comparar o comportamento de colunas preparadas no LABCROM com colunas
comerciais.
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lil. 1.- Materiais
lll.1.1.- Reagentes e solventes

- Metanol p.a, Mallinckrodt

- Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore
- Acetona p.a, Merck

- Benzonitrila, Riedel - de Haén

- Benzeno p.a, Snyth

- Tolueno p.a, Merck

- Naftaleno , Carlo Erba

- Acido nitrico p.a, Nuclear

- Diclorometano p.a, Merck

- Hidrogénio carbonato de sddio, Fisher Scientific Company
- Hidréxido de sodio, Nuclear

- Cloroformio, Mallinckrodt

ll.1.2.- Fase estaciondria liquida e suporte

- Fase estaciondria liquida: poli (metiloctilsiloxano), PMOS, United Chemical
Technologies, Inc., Lote N° 145-041. Massa molar ~6000 daltons.

- Suporte de silica, Davisil, forma das particulas: irregular; tamanho médio de
particulas: 11,3 pum; volume de poro: 0,75 ml/g SiQ,: area de superficie
especifica: ~ 350 m?/g SiO.. tamanho de poro: 8,7 nm.

lll. 1.3.- Coluna cromatografica

O corpo das colunas cromatograficas foi confeccionado na oficina mecanica do
Instituto de Quimica da UNICAMP com tubos de ago inoxidavel 316. A superficie interna
do corpo da coluna foi polida, através da passagem no interior do tubo, de um fio de

ago envolto com & de aco e pasta de polimento fixado em uma furadeira. Apébs o
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polimento, estes tubos foram lavados com &cido nitrico 50 %, agua, detergente,
acetona e metanol, com o objetivo de deixar a superficie interna livre de impurezas.

Foram usadas colunas de 150 mm de comprimento e 3,9 mm de diametro
interno.

I.2.- Equipamentos

« Cromatdgrafo liquido constituido de:
- duas bombas de alta presséo, do tipo pistao cabeca dupla, Waters,
modelo 510

- detector UV/Vis, de comprimento de onda fixa de 254 nm, Alltech,
modelo 450

- injetor, do tipo Rheodyne, modelo 7725i
- fomno de coluna, Waters, modelo RCM-100
- sistema de adquisicéo de dados: microcomputador do tipo PC, IBM,
pentium |1 400 MHz, com software de sistemas de dados
cromatograficos Chrom Perfect, modelo 3.2
- controlador de gradiente, Waters, modelo 680
- médulo de controle de temperatura, Waters, modelo TCM
¢ Bomba de enchimento de colunas, marca Haskel, com faixa de pressao
disponivel de 0-15000 psi, modelo N° 51769
» Sistema de ultra-som, Thornton, modelo T 14
e Agitador rototorque, Cole - Parmer, modelo N° 7637-01
e Balanga analitica, Fischer Scientific, modelo A-250
» Sistema de purificagéo de agua Milli - Q Plus, Millipore
. Estufa com vacuo, Yamato ADP-21
 pH-metro, Digimed, modelo DC21
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lli.3.- Preparacéo da fase estaciondria
l11.3.1.- Lavagem da silica

Durante a preparacdo da silica muitas impurezas de metais podem ficar dentro
ou na sua superficie, que posteriormente irdo afetar a separacio de compostos
basicos. Lavagens com é&cidos s&o feitas na silica para eliminar parte destes metais'®,

Para a lavagem, uma quantidade adequada de silica foi colocada num tubo de
ensaio, sendo lavada com HNO3 0,1 mol L™ por agitac&o no agitador rototorque durante
duas horas. Em seguida deixou-se a suspens&o em repouso por um periodo suficiente
para observar uma separagéo definida entre a silica e a fase aquosa. A fase aquosa foi
extraida com pipeta de Pasteur. Apés, a silica foi lavada com agua deionizada por duas
vezes e colocada na estufa a 120°C, com vacuo de 0,53 x 10° Pa. Posteriormente fez-
se lavagens com diclorometano, em duplicata, a fim de dissolver qualquer residuo
organico presente na silica. Por dltimo, o suporte foi secado por evaporagdo do
solvente, primeiro em capela e depois em estufa a 140°C com vécuo de 0,27 x 10° Pa.

I11.3.2.- Sinteses da silica zirconizada

A sintese da silica zirconizada™ foi realizada pela aluna de iniciacéo cientifica
Glaucia M. F. Pinto (LABCROM), baseada na adaptacgsio do procedimento de Peixoto ef
al.”. O processo consistiu na ativacBo de 70 g de silica (150 °C por 8 h). A seguir
adicionou-se 45 mL de uma solugdo de butéxido de zircdnio dissolvido em 300 mi de
tolueno anidro. A mistura foi mecanicamente agitada e aquecida a temperatura de
refluxo por 12 h, sob atmosfera de nitrogénio seco. O sélido obtido foi lavado (por
decantacao) com tolueno e aquecido a 150 °C para eliminar o solvente. O material seco
foi hidrolisado com uma solucéo aquosa de HNOs 1,0 x 10 mol L. O sélido foi lavado
com agua | e etanol e seco em fomo a 120 °C por 5 h. O processo pode ser
representado pelas equagdes 13 e 14.
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l1l. 3.3.- Recobrimento do suporte

A preparagéo das fases estacionérias com silica nua e silica zirconizada foi feita
através de método de evaporagéo do solvente, com o contato de massas apropriadas
do suporte e do polissiloxano® ™, onde uma determinada quantidade de PMOS foi
dissolvida em diclorometano, de maneira a obter uma solugdo com 10 % de PMOS.
Feito isto, foi adicionado o suporte, previamente ativado por aquecimento a 150°C por
24 h. Uma vez misturados o suporte e 0 PMOS, agitou-se a suspensdo manualmente
por alguns minutos e, a seguir, o béquer contendo a mistura ficou em repouso, tampado
com papel aluminio, por trés horas. Ao final, o solvente foi evaporado na capela, ficando
a fase liquida sorvida nas superficies dos suportes.

A porcentagem de carregamento de PMOS sobre o suporte foi de 50 %, por ser
a quantidade ideal para este tipo de fase™.

H1.3.4.- Imobilizagdo do PMOS sobre a silica zirconizada

A silica zirconizada dispSe de um numero menor de grupos ativos livres para
interagir com o polimero. Para garantir uma maior protecio da silica & dissolugdo, foi
feita a imobilizac&o do PMOS sobre o suporte, através de radiagiio gama.

Para imobilizar o polimero porgdes da fase zirconizada com PMOS sorvido foram
colocadas em ampolas de vidro e seladas em condigSes ambientais. As ampolas foram
iradiadas através de uma fonte de cobalto60 a 120 kGy. Para a irradiago das
amostras com raios gama contamos com a colaboracdo da Industria Ibras CBO de
Campinas_.

lll. 4.- Enchimento das colunas
lil 4.1.- Preparo da suspenséo
A concentra¢do da suspenséo utilizada para o enchimento da coluna foi de 10 %

(m/v). Esta concentrag&o é apropriada para evitar o risco da formagdo de aglomerados
de particulas™®. Assim, de acordo com o volume da coluna, uma quantidade adequada
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de fase estaciondria foi pesada num tubo de ensaio, no qual foi adicionado o solvente
de suspenséo, que consistiu numa mistura de CHCla:MeOH (90:10, viv). A suspenséo
foi mantida sob agitag&o constante durante ~14 horas no agitador rototorque.

lll.4.2- Procedimento de enchimento das colunas

As colunas cromatogréaficas foram recheadas utilizando o sistema mostrado na
figura 2, que consiste de coluna, reservatério de suspensao de 32 mL, bomba de
enchimento Haskel, com faixa de pressdo de 6,9 a 344,8 MPa (1000 a 50000 psi) e
cilindro de nitrogénio.

Figura 2.- Esquema do sistema de enchimento

Antes de se iniciar o procedimento de enchimento, foram verificados possiveis
vazamentos no sistema. Vazamentos podem gerar variagdes na pressdo durante o
enchimento, causando uma distribuicBo n&o homogénea da fase estacionaria,
resultando em perda da eficiéncia. Para isso a coluna foi acoplada ao reservatério da
suspens&o, tendo-se o cuidado de colocar um filtro e uma tampa na parte inferior da
coluna. Preencheu-se com metanol, tanto o reservatérioc de suspensio, como do
solvente propulsor e, com a vélvula de saida do soivente propuilsor fechada, acionou-se
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a vaivula de controle de press&o do gés, até obter uma pressdo de 5000 psi. Feito isto,
ligou-se a bomba Haskel e abriu-se a valvula do solvente, para detectar pontos de
vazamentos e eliminar as possiveis bolhas de ar presentes no sistema. Depois, as
valvulas do solvente e de controle da presséo de gas foram fechadas e a bomba
desligada. A coluna foi desconectada, permitindo a saida do metanol do reservatério da
suspenséo,

Para o enchimento da coluna conectou-se novamente a coluna ao reservatério
da suspensdo, com o filtro na parte inferior para evitar a saida da fase estaciondria,
sendo que desta vez ndo foi colocada a tampa. Transferiu-se a suspensao para o
respectivo reservatério e completou-se com o solvente de suspenséo, até encher o
reservatorio, fechando a tampa deste em seguida. Colocou-se uma pressac de 5000 psi
e abriu-se a vélvula de saida do solvente, deixando passar 80 mL de metanol. Fechou-
se a valvula do solvente até o metanol parar de gotejar da coluna e, entdo, abriu-se
novamente a valvula de solvente por 20 s. Isto foi feito por mais duas vezes para se
obter uma boa compactagéo da fase estacionaria no leito da coluna. Deixou-se a coluna
em repouso por 20 minutos para despressurizar o sistema. Desconectou-se a coluna do
reservatorio e na extremidade da coluna que estava ligada ao reservatério, colocou-se
um terminal com filtro, fechando-se as duas extremidades.

li.5.- Fase moével

Os solventes utilizados para preparar a fase mével podem conter possiveis
impurezas residuais que iréo provocar entupimentos nos capilares, danificar as bombas
e afetar o0 desempenho da coluna. Para evitar estes probiemas antes de preparar a fase
mével, os éolventes foram filtrados com uma membrana de Nylon de 0,45 pm de
porosidade. Outro fator que pode prejudicar o processo cromatografico s&o as bolhas
de ar presentes na fase mével. Por isso ela foi desgaseificada em ultra-som juntamente
com vacuo. As fases méveis estiverem composta por MeOH:H,0 ou MeOH:Solugéio

aquosa basica em diferentes proporgdes, dependendo da capacidade de separacio da
coiuna.
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lll. 6.- Condicionamento das colunas

Apos o enchimento da coluna, é preciso fazer seu condicionamento com a fase
mével, para eliminar todos os vestigios de solventes usados no enchimento € para a
fase estaciondria ficar em equilibrio com a fase mével.

Quando é feito o condicionamento, a coluna n&o deve estar acoplada ao
detector, para evitar que particulas provenientes da coluna possam obstruir a tubulagio
de entrada ou saida do detector, ou a cela de detecgdo. Este condicionamento foi feito
por um periodo de 4 horas, no minimo, a uma vazao de 0,3 mL min™, utilizando como
fase movel MeOH:H,0 (70:30).

lil.7.- Avaliagdo das colunas
11.7.1.- Mistura teste

As colunas foram avaliadas cromatograficamente com uma mistura organica
contendo os seguintes compostos neutros de vérias polaridades: acetona, benzonitrila,
benzeno, tolueno e naftaleno. A mistura foi preparada qualitativamente em
concentragdes tais que os picos nos cromatogramas apresentassem uma aftura
razoavel, utilizando atenuag&o e “threshold” adequados. Esta mistura foi dissolvida na
fase movel MeOH:H20 (70:30) e armazenada na geladeira.

A escolha desta mistura foi baseada em trabalhos anteriores™ e tem por objetivo
avaliar as colunas quanto & sua performance frente a compostos polares e apolares. O
volume de amostra injetado foi de 10 L e a deteccao feita em 254 nm.

111.7.2.- Célculo dos parametros cromatogréficos

Os célculos dos parametros cromatograficos foram obtidos através do Software
"Report Write Plus", que produz relatérios dos dados fornecidos pelo sistema de dados
cromatograficos "Chrom Perfect”. Os parametros calculados foram eficiéncia (N/mj,

fator de assimetria (As) e fator de retengdo (k). As medidas basearam-se nos
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cromatogramas obtidos. Os simbolos s&o definidos nas Figuras 3 e 4; todas as medidas
s&o em unidades de tempo.

O fator de retengéo (k) diz respeito & retengcdo de um soluto na coluna,
determinado pela razio dos tempos que as suas moléculas ficam retidas na fase
estacionaria ou percorrem a coluna na fase movel.

k=(fr—tm}/tm

O tempo de retengdio de um soluto (tr) é o tempo que este gasta desde o
momento de injecZo até a saida do méximo do pico, ou seja, engloba todo o tempo que
0 componente fica no sistema cromatografico. Para saber a parte do tempo que as
moiéculas do soluto estdo na fase movel é utilizado o tempo de retencéo de um
composto néo retido pela fase estacionaria (tw). Neste caso, foi tomado o pico do
metanol.

Os valores ideais de k devem variar entre 2 e 10, pois valores de k menores de 2
implicam pouca interagéo do soluto com a fase estacionaria. Valores de k maiores que
10 significam uma forte interag8o do soluto com a fase estaciondria, provocando um
longo tempo de andlise’.

- tr2
|R| at

tMm |

INnECAD

: %“-__J

Figura 3.-Cromatograma com as medidas relacionadas a determinagdo de parametros
cromatograficos.
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A eficiéncia da coluna cromatografica é avaliada através do ndmero de pratos, N.
O numero de pratos representa as etapas de equilibrioc do soluto entre a fase
estacionaria e a fase mével. Quanto maior o nimero de etapas de equilibrio em uma
coluna, methor a separagéio. Este parametro é definido por:

N=16 (ta/W)* ou N=5545(tr/wh)?
onde: wp, @ w, representam a largura do pico na base e & meia altura, respectivamente.
Para comparar colunas de comprimentos diferentes, a eficiéncia é expressa em
termos de ndmeros de pratos por metro (N/m), caiculado através da divisdo do nimero
de pratos da coluna pelo seu comprimento em metros.
O outro parametro calculado é o fator de assimetria do pico (As), a 10 % da

altura do pico (As = bfa) (Figura 4). O valor de As deve estar no intervalo de 09a1.2
mas valores até 1,6 também s&0 admitidos®.

10%h -----4;

.‘___,.,PIGDS normais—._

Y

\Tempo de retencéo /
falgo

(a) (b)

Figura 4 — Cromatogramas com as medidas relacionadas & determinagdo da assimetria
de picos.
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ll. 8.- Par&metros avaliados para testes de estabilidade

A estabilidade das colunas foi avaliada através dos parametros cromatogréaficos
N/m, k e As, sendo o naftaleno o composto escolhido para medir estes parametros por
ser um composto neutro bastante apolar e ficar mais tempo retido na coluna. Segundo
Snyder e Kirkland® o tempo de retencdo de compostos neutros esta relacionado com a
quantidade de fase estaciondria organica presente.

111.8.1.- Efeito da temperatura

Para este teste foram utilizadas duas colunas recheadas com fases estacionarias
preparadas no laboratério, a partir de sflica Davisi como suporte e
poli{metiloctilsiloxano) (PMOS) adsorvido nos poros. Dependendo do tempo de
armazenagem das fases preparadas, as colunas foram classificadas em coluna A £2]
dias) e coluna B (2 meses).

As condigbes do sistema cromatogréafico foram:
- Fase mével: MeOH:H:0 (60:40, viv)

- Vaz&o:1,2 mL min™.

- Temperatura: 30 a 60 °C

Apds a passagem da fase mével neutra em teste, em intervalos de volumes
determinados, condicionou-se a coluna por 15 a 20 minutos com a mesma fase mével
na vazdo a ser utilizada na andlise. As vazdes usadas para avaliar a evolugédo do
oomportaménto cromatografico na coluna foram de 0,3; 0,8 e 1,2 mbL min™'.

l11.8.2.- Uso de condigbes agressivas

Algumas colunas comerciais foram testadas a 60 °C, além de utilizar uma fase
mével alcalina para o teste de estabilidade. A fase mdvel alcalina de teste foi preparada
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com MeOH/ NaHCO3 0,1 mol L™ + NaOH, pH 10,1 (50:50, viv). A vazdo utilizada foi de
1,2 mL min . As caracteristicas das colunas comerciais s8o mostradas na Tabela 1.

Tabela 1.-Caracteristicas das colunas comercigis usadas nos experimentos
preliminares.

Fase estacionaria Tamanho de Coluna
particula
Rainin-C18 10 pm 145 x 3,9 mm
Rainin-C8 5 um 125 x 4,0 mm
Hypersil-C18 3 um 80x4,0 mm

Uma outra coluna, preparada no laboratério, com fase estaciondria sorvida
Davisil (PMOS)-C (150 x 3,9 mm), com tempo de armazenagem de 8 meses, foi
também avaliada e seus resultados comparados com as colunas comerciais.

Para avaliar as colunas foi usada como fase mével MeOH:H.0 (70:30, v/v) a uma
vazio de 0,3 mL min™ e a 60°C. Estas avaliagbes foram feitas apds a passagem de
cada 36 mL de fase alcaiina, até passar um volume total de ~250 mL. Depois disso, 0
volume de fase moével alcalina que passa pela coluna antes de cada avaliagdo foi
aumentado para 72 mL, até o fim do teste (degradacgso total da coiuna).

1§1.8.3.- Efeito do pH

Para este estudo utilizaram-se colunas com fase estacionaria de Davisil (PMOS)-
D e E (armazenadas durante 5 e 1 més, respectivamente). Os testes foram feitos para
valores de pH de 8,4 e 9,2 e comparados com o teste do item 111.8.2, onde utilizou-se
pH 10,1. .

As fases méveis basicas foram preparadas de igual forma que no item anterior,
com a diferenga que para obter o pH 8,4 n&o foi necessario adicionar hidroxido de
sodio. As condigbes do teste e de avaliagio também foram as mesmas.
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Hi.8.4.- Efeito da vaz&o da fase mével alcalina

Além do estudo do efeito do pH 84 com uma coluna Davisil (PMOS)-D,
utilizando uma vaz&o de 1,2 mL min™, avaliou-se uma coluna similar, Davisil (PMOS)-F,
apos a passagem do mesmo volume de fase movel alcalina a uma vaz&o menor (0,6
mL min™).

[.8.5.- Efeito da fase mdvel na avaliag@o da coluna

Em testes de estabilidade reportados na literatura™ %" % % as colunas séo
avaliadas em fase mével neutra, sendo necessario trocar cada vez a fase movel teste
pela fase movel neutra.

Com a idéia de saber se a fase moével utilizada para fazer as avaliagbes
- influencia o comportamento da coluna durante a sua degradacgéo, fizeram-se avaliagSes
~na mesma fase mével teste. Estas avaliagdes foram realizadas ap6s a passagem de
volumes de fase alcalina similares ao utilizado quando avaliadas as colunas em fase
mével neutra.

Para este teste foram utilizadas duas colunas, uma Davisil (PMOS)-G com a fase
liquida sorvida nos poros (150 x 3,9 mm) e uma coluna comercial de Hypersil ODS com
fase quimicamente ligada (40 x 4,0 mm). Ambas as colunas ja tinham sido avaliadas em
fase mdvel neutra de MeOH/H,0 (70:30), a 0,3 mL min™ e 60°C (item 111.8.2).

A fase moével alcalina utilizada tanto como fase mével teste quanto a de
avaliagdo foi MeOH/NaHCO; 0,1 mol L™ + NaOH, pH 10 (50:50), a uma vazéo de 1 mL
mint e a 60°C. A mistura teste foi injetada diretamente na fase movel teste a cada 30
minutos, que equivalem a passagem de 30 mL desta fase.

H1.9. Compo_rtamento da coluna de silica zirconizada com o pH

Estudou-se a estabilidade quimica de fases estacionarias, baseadas em silica
zirconizada com PMOS imobilizado, que outros testes indicam ser mais resistentes em
altos pH. Fases méveis a pH 8,6; 9,2; 10,0 e 11,0 foram preparadas nas mesmas
oondig:ﬁes' anteriores. A temperatura foi de 60°C e utilizou-se uma vazdo de

40



2y e — "

Dania Alvarez Fonsecq Dissertacdo de Mestrado Parte Experimental

1,2 mL min™'. A coluna foi avaliada em fase mével neutra a cada 60 minutos, tendo para
cada valor de pH quatro pontos de avaliaggo.

if.10.- Procedimento de avaliagéo para colunas de fase reversa

Tendo em conta os resultados obtidos escolheram-se determinadas condicdes
para estabelecer um método que permita avaliar colunas contendo fase reversa de
forma rapida e eficiente.

Para este teste foram utilizadas como colunas comerciais, a Hypersil ODS e a
Novapak, que apresentam uma alta estabilidade quimica® e uma coluna preparada
com a fase de Davisil Zr{PMOS). Para as trés colunas os testes foram feitos em
duplicata. O comprimento e diametro das colunas variaram dependendo das
disponibilidades. As caracteristicas das colunas sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas das colunas utilizadas no novo procedimento de avaliagio da
estabilidade.

Fase estacionaria Caracteristicas das colunas {I x d.i)
Hypersil ODS-C18, (3 um) 80 x 4,0 mm 40 x 4,0 mm
Novapak-C18, (4 um) 60 x 4,0 mm 60 x 4,0 mm
Davisil Zr-(PMOS), (10 um) 150 x 3,9 mm 80 x 4,0 mm

As condigdes utilizadas neste procedimento de avaliagio da estabilidade de
fases reversas foram: uma fase moével alcalina a pH 10, preparada como no item 11.8.2,
temperatura de 60°C e uma vazio de 1,0 mL min”. As avaliagdes da coluna foram
feitas' a cada 30 minutos na mesma fase mével teste.

1.10.1. - Caracterizagdo fisica das fases estacionéarias

As fases estaciondrias das colunas de Novapak C18, Davisil Zr-(PMOS) e
Hypersil ODS, testadas através do novo procedimento de avaliagdo da estabilidade,
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foram caracterizadas por Anélise Elementar de Carbono e por Microscopia Eletronica
de Varredura.

~ As colunas foram esvaziadas de maneira que o recheio saisse completamente e
de maneira uniforme para tomar porgdes de diferentes partes (entrada, meio e saida,
relativas & posicdo ocupada pelo recheio na coluna) e, posteriormente, foram
caracterizadas pelos métodos fisicos. As fases iniciais (antes de encher a coluna)
tambem foram caracterizadas por estes mesmos métodos.

H1.10.1.1. - Andlise Elementar de Carbono

Esta técnica tem como objetivo avaliar o teor de residuo de carbono nos
suportes, neste caso, a quantidade de carbono presente antes e depois do teste de
estabilidade.

O método empregado utiliza a combustio para converter o carbono em CO,, que
é, entdo, medido em fun¢do da sua condutividade térmica. O aparetho utilizado foi um
analisador elementar Perkin Elmer, modelo 2400.

I1.10.1.2.- Microscopia Eletrénica de Varredura

As colunas Novapak C18 e Davisil Zr-(PMOS) foram caracterizadas por
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). Através desta técnica pode-se observar a
forma das particulas do suporte, as caracteristicas da sua superficie e a distribuicdo do
tamanho das particulas.

A preparagéo da amostra consistiu em recobri-la com uma fina camada de ouro
(100 A), onde o metal foi bombardeado com atomos de argdnio sob alto vacuo. O
equipamento utilizado foi um Microscépio Eletrdnico de Varredura de emissdo assistida
por campo (FEG-SEM JSM-6330F) do Laboratério de Microscopia Eletrdnica (LME) do
Laboratério Nécional de Luz Sincrofron. A distribuicdo do tamanho das particulas foi
‘obtida a partir dos diametros das mesmas medidos nas imagens feitas no SEM. No
caso da coluna Davisil Zr{PMOS), que possui formas irregulares, tomou-se o maior
~ diametro de cada particula.
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Como magnitude representativa da quantidade de particulas por diametro foi
utilizada a freq:éncia porcentual da contagem dada pela expresséo:

Freqﬁéncia = N} x 100/ Nt

onde: N = nimero de particulas com diametro compreendido entre d; e d; + Ad
Nr= ndmero total de particulas medidas
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IVJI.-Parﬁmetros avaliados para testes de estabilidade

IV.1.1.- Efeito da temperatura

Para estudar o comportamento da coluna com o aumento progressive da
temperatura utilizaram-se duas colunas (A e B) preparadas com a mesma fase
estacionaria, silica Davisil com PMOS sorvido, sendo avaliadas cromatograficamente
através dos parametros N/m, k e As, calculados para o pico do naftaleno. Este
comportamento é mostrado nas Figuras 5 e 8.

Como pode-se observar, na coluna A, com o aumento da temperatura de 23°C
para 30°C, a eficiéncia apresentou uma queda inicial acentuada de 26000 até 17000
pratos/metros e uma segunda queda aos 13000 mL. A queda inicial tem sido observada
em experimentos reportados anteriormente com este tipo de fase utilizando temperatura
constante®* ®, razzo pela qual pensa-se que este efeito ndo esta relacionado com a
temperatura. Os valores de assimetria mostraram um ligeiro aumento aos 3000 mL que
acompanha a queda de eficiéncia. Depois dos 12000 mbL a assimetria manteve-se perto
de 1,0. O fator de retengio mostrou um decréscimo inicial, 0 qual indica uma possivel
perda de PMOS ou um rearranjo do leito cromatografico que afetou irreversivelmente a
qualidade da coluna, mantendo-se depois quase constante para valores de k de 3,6. O
teste terminou apGs a passagem de ~19000 mL, pois os valores de eficiéncia eram
muitos baixos. A rapida degradacdo desta coluna deve-se ac pouco tempo que ficou
armazenada a fase estaciondria antes de rechear a coluna (9 dias). Isto indica que é
preciso de mais tempo para que o polimero fique mais fortemente sorvido na silica.

Na coluna B, preparada com uma fase estaciondria com maior tempo de
armazenagem (dois meses), aconteceu o contrério; observou-se um aumento da
eficiéncia quando houve elevagio de temperatura de 21 para 30°C. Apés 8000 mL
houve uma queda abrupta de 31000 para 23000 pratos/metros. A diminuigdo posterior
da eficiéncia aconteceu de maneira lenta quando a temperatura foi aumentada para 40,
80 e 60‘;C, com uma variagéo de apenas 5000 pratos/metros apds a passagem de
48000 ml.. Os valores de assimetria mantiveram-se perto de 1,0 com poucas variagdes.
O fator de retengéo teve um perfil parecido com o gréfico de eficiéncia. Devido & pouca
variagéo de todos os parametros apds 54000 mL, decidiu-se parar o teste.
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Figura 5.- Efeito da temperatura no desempenho da coluna Davisil (PMOS)-A. Fase
movel para teste e avaliagio: MeOH:H,O (60:40), vazdo de teste e
avaliagédo: 1,2 mL min' e 0,3 mL min™, respetivamente. Os paréametros

foram calculados para o pico do naftaleno.
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Figura 6';-'Efeito da temperatura no desempenho da coluna Davisil (PMOS)-B. Fase
moével para teste e avaliagdo: MeOH:H:O (60:40), vazdo de teste e
| avaliaggo: 1,2 mL min" e 0,3 mL min”, respetivamente. Os parémetros

foram calculados para o pico do naftaleno.
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O comportamento da coiuna B sugere qde altas temperaturas n&o provocam
mudangcas tao drasticas na coluna se estiverem sendo usadas fases moveis neutras. A
fase estacionaria envelhecida antes do enchimento suporta mais de 54 L de fase mével,
mantendo as boas caracteristicas cromatograficas da coluna.

Fazendo-se uma comparac&o entre as colunas A e B, pode-se notar através dos
dados cromatograficos (Tabela 3) que ambas apresentaram valores iniciais de
eficiéncia e assimetria similares, enquanto que o fator de retengéo é quase o dobro para
a coluna B. Isto confirma que quanto maior for o tempo transcorrido entre a preparagéo
da fase estacionaria e o enchimento da coluna, maior serd a quantidade de polimero
retido na silica. Este resultado também foi observado em outro trabalho® no qual a
adsorcéo do polissiloxano na silica foi um processo lento & temperatura ambiente. Apds
3 semanas de preparagéo da fase estaciondria, a quantidade adsorvida aumentou em
até 3 vezes.

Tabela 3.- Parametros cromatograficos antes e apds os testes de estabilidade para
ambas colunas. Calculados para o naftaleno.

Coluna N/m As k
antes apos antes apos antes apos
A 26274 8025 1,0 1,1 47 3,6
B 27881 18709 0,8 1,0 8,6 33

Neste teste ambas colunas foram avaliadas a diferentes vazées com o objetivo
de saber em qual vazdo é melhor observado o comportamento cromatografico da
coluna com o aumento da temperatura. Na Figura 7 aparece a coluna B avaliada com
vazbes de 0,3 08e 12 mL min‘*, onde pode-se observar que, para a vazéo de 0,3 mL
min~!, a coluna apresentou valores de eficiéncia maiores, de acordo com a curva de
Van Deemter®!. Além disso, a esta vazdo é observada uma queda um pouco mais
acentuada ao redor dos 8000 mL. Entretanto, pode-se dizer que o comportamento em
todos os casos & bem similar, como pode ser observado nos valores de eficiéncia
relativa mostrados na Figura 7b, podendo ser apropriada qualguer vaz&o para o teste
de estabilidade.
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Figura 7.- Eficiéncia da coluna Davisil (PMOS)-B utilizando diferentes vazbes da fase
movel. Fase moével para teste e avaliagdo: MeOH:H,O (60:40), vazao de
teste: 1,2 mL min”. Os parametros foram calculados para o pico do
naftaleno.
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IV.1.2.- Uso de condigbes agressivas

Devido & pouca variagdo nas caracteristicas da coluna com a mudanga de
temperatura quando foi usada uma fase mdvel neutra, decidiu-se estabelecer um limite
superior nas condigdes de avaliagdo para o qual a coluna apresentasse uma rapida
degradacdo e, com base nisto, encontrar as condi¢des intermediarias para as quais
possa ser estabelecido um método de avaliagdo mais econdmico, com uso de menor
quantidade possivel de soivente. No teste inicial foram usados uns 54 L de fase movel,
que representa uma quantidade muito grande, além de requisitar 94 dias uteis, 4 8 h de
trabaiho/dia (~4 meses ) para a realizagéo do teste de estabilidade.

Na literatura®""

encontra-se 0 uso combinado de fases méveis em pH alcalinos e
temperaturas elevadas, que produzem uma degrada¢do mais rapida da coluna
cromatografica. Estes testes de estabilidade para colunas comerciais utilizam, na
maioria, fases méveis alcalinas no intervalo de pH 7 a 11. A valores de pH maiores que
8 os testes sdo feitos, geralmente, a temperatura ambiente, enquanto que para valores
de pH entre 7 e 8 a temperatura usada como maximo é de 60 °C. Levando-se em
consideragao estes dados foram escolhidas condigdes altamente agressivas (pH 10 e
temperaturas de 60°C) para avaliar trés colunas comerciais (Tabela 1) e uma coluna

86-88, 70. 73 g0 usados

produzida no préprio laboratorio. Nos testes descritos na literatura
grandes volumes de fase movel (~65 L), enquanto que nas condigdes utilizadas neste
trabalho, coclunas como a Hypersil sdo degradadas em um tempo menor com menor
quantidade de fase mével (~1,1 L). Os resultados destes testes sdo mostrados na
Figura 8.

Pode ser observado através dos graficos que as colunas Hypersil ODS de 3 um
e Rainin C8 de 5 um apresentam um patamar das melhores condigSes de andlise e a
posterior queda na eficiéncia em relagdo as outras duas colunas nas mesmas
condicdes. A falta de um patamar para a coluna Davisil (PMOS) indica que sua
degradagao oéoi'reu logo no inicio do teste. Para a coluna Rainin C18 a eficiéncia
apresentou uma oscilag@o inicial, mas a sua degradagdoc comegou logo apéds a

passagem de 180 mL de fase alcalina.
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Na Figura 8b foram expressas as eficiéneias relativas de cada coluna para
visualizar melhor o comportamento geral das mesmas a respeito & eficiéncia inicial. O
fato da coluna Davisil (PMOS) estar menos protegida por conter a fase liquida sorvida,
sem ligagdes covalentes com o suporte, fez com que a silica desta coluna dissolvesse
mais rapidamente. A coluna Rainin C8 foi a mais estavel. Por outro lado, observou-se
um comportamento intermediario para as colunas Hypersil ODS e Rainin C18, ambas
com cadeias de 18 carbonos e contendo porcentagens similares de carbono, 12e 11 %
respectivamente. Este resultado estd em desacordo com os reportados na literatura
onde fases estacionérias de cadeias mais compridas apresentam maior estabilidade'"
2.0 resultado no presente trabalho poderia ser explicado considerando-se que a
orienta¢do destas cadeias com respeito & superficie pode ser aleatbria, 0 que faz que
ocupe um maior espaco na superficie. Porém, 0 nimero de cadeias ligadas ao suporte
pode ser menor, ficando maior area da superficie da silica exposta ao ataque da fase
moével.

IV.1.3 - Efeito do pH

Como néo foi possivel observar um comportamento de degradacg&o da coluna
Davisil (PMOS) no teste anterior, foi preciso desenvolver um estudo em busca de
diferentes pH (mais baixos) que permitissem uma degradagdo menos drastica. Desta
forma, seria possivel observar um patamar com boas condigdes cromatograficas, mas
ainda com pouco gasto de fase mével. Assim, os pH estudados foram 8,4 e 9,2, com a
temperatura fixada em 60°C. As curvas obtidas sdo mostradas na Figura 9, onde
também s&o incluidos os dados do comportamento deste tipo de coluna a pH 10,1, que
foi descrito no item anterior. Para valores de pH menores (8,4 e 9,2) a degradagio da
coluna € mais lenta, podendo-se observar no caso do pH 8,4 a existéncia de um
patamar para o qual a coluna apresenta os melhores valores de eficiéncia e assimetria.
Neste caso, -é possivel acompanhar a evolugéc da coluna até o momento em que
comega a mudar abruptamente a eficiéncia e a assimetria dos picos com o uso de

apenas 570 mL.
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de avaliagao: fase mével: MeOH/H,O (70:30), vazao: 0,3 mL min™
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As diferencas nas eficidéncias iniciais das 3 colunas foram devidas a néo
reprodutibilidade no enchimento das mesmas. Na Figura 9, no gréfico de eficiéncia (%),
é possivel observar methor a magnitude de perda da eficiéncia a medida que a fase
alcalina passa através da coluna. Aqui observa-se que com o uso de fase movel a pH
9.2 a eficidneia caiv 12 % aos 240 mL, enquanto que depois de passar © mesmo
volume no teste usando pH 10,1 o decréscimo da eficiéncia foi de 52 %.

E importante notar que, & medida que aumenta o volume de fase alcalina
passando através da coluna, ha um aumento da assimetria que esta correlacionado
com a perda de eficiéncia. Entretanto, o fator de retengéo permanece quase inaiterado,
o que significa que n&o ocorreu perda de fase estacionaria.

{V.1.4- Efeito da vazio da fase moével alcalina

Para avaliar a infludncia da vazdc de fase movel alcalina no processo de
degradaggo, foi comparado o comportamento de duas colunas preparadas com a
mesma fase estaciondria frente a vazées de 06 e 1,2 mL min™, considerando que o
volume de fase alcalina para cada ponto de avaliagdo fosse 0 mesmo para as duas
colunas. Na Figura 10 mostra-se o comportamento das colunas nestas condigdes de
teste.

Quando foi usada uma vazio de 0,6 mL min™ para o teste, a coluna apresentou
uma estabilidade menor, tendo uma queda abrupta aos 350 mL. 1sto sugere que quanto
mais tempo a fase estacionaria fica em contato com a mesma quantidade de fase
alcalina, maior sera a quantidade de silica dissolvida e menor o tempo para ocorrer a
degradagdo da coluna. Este fato também aponta para o uso de menor quantidade de
solvente sem a perda do patamar de melhores condigdes cromatogréficas. Também a
esta vaz&o ocorreu uma possivel perda de fase estaciondria que n&o foi observada
quando utilizou-se uma vazao de 1,2 mL min™.
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§ movel alcalina: MeOH/NaHCQ; 0,1 mol L', pH 8,4 (50:50). Condigbes de
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lV.1.5 - Efeito da fase movel na avaliagad da coluna

Até o momento, mesmo que os testes de estabilidade fossem feitos em fase
mével alcalina, cada avaliagdo da coluna foi feita em fase mével neutra. Para isso, a
fase mével alcalina é trocada pela fase méovel neutra a cada determinado volume de
fase teste. Isto foi feito seguindo a metodologia de testes reportados na literatura™ " 7.
No entanto, esta operagdo de trocar a fase mdvel consome tempo, uma vez que é
necessario esperar que a coluna alcance o equilibrio para entdo injetar a mistura teste.
Por esta razdo, decidiu-se fazer as avaliagGes na mesma fase mével alcalina. Este
procedimento & mais realista, dado que as analises de peptideos e proteinas sao
realizadas em fase mével tamponada.

Comparagdes do comportamento das colunas Davisil (PMOS) e Hypersil ODS,
avaliadas nas duas fases mdveis, neutra e alcalina (pH 10) sdo apresentadas nas
Figuras 11 e 12. Observa-se que as colunas mantém comportamentos de degradagao
bem similares independentemente da froca ou ndo da fase mével alcalina pela fase
mével neutra no momento da avaliagio da coluna. '

Na coluna Davisil (PMOS), cuja degradagéo comega logo no inicio, esta foi um
pouco mais acentuada quando ndo foi trocada a fase alcalina, tendo uma queda de 6 %
em relagéo a fase neutra para um volume de 195 mL de fase mdvel teste. Entretanto,
na coluna Hypersil ODS acontece o contrério. Quando realizadas as avaliagbes em fase
mével neutra, a eficiéncia teve uma queda de 10 % em relagéo a fase alcalina para
~210 mL de fase moével teste. Tais diferengas poderiam ocorrer por erros experimentais.

Baseados nestes resultados, verifica-se que a troca ou ndo da fase teste no
momento da avaliagdo da coluna ndo fard muita diferenga no comportamento da
mesma, nem no momentc em que seré degradada. Portanto, pode-se notar, através
destes resultados, outra maneira de reduzir o tempo requerido para fazer o teste de
estabilidade, sem que acontegam mudangas aprecidveis na evolugdo da coluna durante
o estudo da sua degradacé&o.
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Figura 11.-Avaliagdo de colunas Davisil (PMOS)-C e G, em fases méveis neutra
(MeOH/H:0 (70:30), vaz&o: 0,3 mL min™") e alcalina (MeOH/NaHCO; 0,1 mol
L + NaOH, pH 10,1 (50:50), vazao: 1,0 mL min™), durante o teste de

estabilidade com fase maével alcalina.
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Figura 12.- Avaliagio de colunas Hypersil ODS, em fases moveis neutra e alcalina,
- durante o teste de estabilidade com fase mével alcalina. Mesmas condig6es

- da Figura 11.
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Os cromatogramas obtidos das duas colunas, avaliadas com fases mdveis neutra
ou alcalina, no principio do teste e apds eluido um certo volume de fase teste, sédo
mostrados nas Figuras 13 a 16. A mistura teste utilizada foi composta por: acetona (1),
benzonitrila (2), benzeno (3), tolueno (4) e naftaleno (5).

Como mostra-se nos cromatogramas das avaliagbes feitas em fase moével
alcalina (Figuras 14 e 16), a separagao dos compostos da mistura teste foi maior, tanto
no inicio como aoc final do teste de estabilidade. Este fato pode ser observado em
ambas as colunas. A causa deve-se, principalmente, a menor proporgdo do solvente
organico na fase movel alcalina (50%), em relacdo a fase mével neutra (70 %), que
provocou um maior espagamento entre os picos. Porém, observa-se uma maior
deformag&o dos picos momentos antes da queda na eficiéncia, quando sdo avaliadas
as colunas em fase neutra. Isto poderia ser devido a constante troca de fase mével que
afetou o desempenho da coluna.
| Para a coluna Davisil (PMOS) avaliada em fase movel neutra, apds a passagem
de 195 mi de fase mobvel teste (Figura 13), os picos apareceram colapsados e tiveram
uma retengdo menor que no inicio do experimento. No caso da coluna de Hypersil ODS
(Figura 15), a resolucéo dos picos ainda era boa poucos momentos antes de comegar a
cair a eficiéncia. Os picos sb apresehtaram um pouco de cauda frontal e mantiveram
quase a mesma retengdo, o que demonstra a boa estabilidade da coluna. Os
parametros cromatogréficos das colunas s&o apresentados na Tabela 4.

Segundo a Tabela 4, na coluna Davisil (PMOS) houve um aumento na eficiéncia,
quando usada fase mdvel aicalina, como também sofre uma queda maior no fim do
teste. A assimetria dos picos aumentou muito mais no fim do teste na fase neutra,
indicando a presenga de cauda. O incremento do valor de k na fase mdvel alcalina
sugere que houve um aumento da retengdo do naftaleno nesta fase. No fim do teste, k
diminuiu ao redor de uma unidade, em ambas fases méveis, o que indica uma possivel
perda de fase liquida.
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Figura 13. Cromatogramas da coluna Davisil (PMOS)-C avaliada em fase méve! neutra

a 0,3 mL min™, apés a passagem de a) 35 mL e b) 195 mL de fase mével
alcalina.
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Figura 14. Cromatogramas da coluna Davisil (PMOS)-G avaliada em fase mével
alcalina a 1,0 mL min™, apds a passagem de a) 27 mL e b) 195 mL de fase
moével alcalina.
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Figura 15. Cromatogramas da coluna Hypersil ODS avaliada em fase mével neutra a

0,3 mL min”, ap6s a passagem de a) 38 mL e b) 211 mL de fase mével
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Figura 16. Cromatogramas da coluna Hypersil ODS avaliada em fase mével alcalina a
1,0 mL min", apés a passagem de a) 39 mL e b) 219 mL de fase mobvel
alcalina.
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Tabela 4. Parametros cromatograficos das colunas Hypersil ODS e Davisil (PMOS),

quando avaliadas em fase movel neutra e alcalina, nas condigbes mostradas na figura
11e12

Coluna Fase Volume de | Eficiéncia | Assimetria Fator de
movel fase teste _ retencdo

Fase 35 ml 13558 16 34

Davisil neutra 185 mL 6535 2,7 27

(PMOS) Fase 27 mL 28780 1,1 14,1

alcalina 195 mL 11972 1,3 13,5

Fase 38 mL 64031 1.1 21

Hypersil ODS | neutra 211 mlL 52565 0,9 2,0

Fase 39mL 32662 1,6 11,4

alcalina 219 mL 30621 1,5 11,2

No caso da coluna Hypersil ODS, houve um decréscimo na eficiéncia quando
avaliou-se a coluna na fase mével alcalina, mas sofreu uma queda maior ao final do
experimento quando usada fase movel neutra. Os picos na fase neutra apresentam um
pouco de cauda frontal ao final do experimento (0,9 € o limite infefior de assimetria
aceita), enquanto na fase aicalina s&o obtidos picos com uma ligeira cauda (1,6 é o
limite superior de assimetria aceita). O fator de retencdo também aumenta na fase
alcalina, como aconteceu com a coluna Davisil (PMOS), mantendo-se quase inalterado
ao final do experimento, para ambas as fases moveis. Isto indica que ndo ocorreu perda
de fase liquida, demostrando a boa qualidade desta coluna.

IV.2. Comportamento da coluna de silica zirconizada com o pH

Trabalhos reportados na literatura™ 52

mostraram que fases estaciondrias de
zircdnia (ZrO;) recoberta com fases poliméricas apresentam uma alta estabilidade
quimica e térmica. Isto faz delas um material de muita utiidade em analises onde é
preciso trabalhar em faixas de pH maiores do que as permitidas pelas fases

estacionarias baseadas em silica. Porém, estas fases tem como principal desvantagem
63



Dania Alvareg Fonseca Dissertacdo de Mestrado Resultados e Discussdes

a pouca disponibilidade no mercado de tamanhos de particulas e diametros de poros. A
sintese de fases estacionarias de silica zirconizada foi uma altemativa para superar
esta desvantagem, uma vez que se aproveita as boas qualidades dos suportes de
silica.

A partir de uma fase de silica zirconizada recoberta com PMOS imobilizado,
realizou-se um estudo do seu comportamento a diferentes pH e temperatura de 60°C
(Figura 17).

sooco~_| PH86 , pH92 | pH10,0 , pH11
' I !

E ficiencia (N /m)

v L v 13 - 1 v 4 v ¥ v 1 v 1 M 1 v ) " ) ' 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
volume de fase mével alcalina (mL)

Figura 17. Comportamento da coiuna de silica zirconizada com variagdo do pH e
temperatura de 60 °C. Condigbes do teste: fase moével alcalina:
MeOH/NaHCO3 0,1 mof L™ + NaOH (50:50), vazao: 1,2 mL min™' Condicdes
de avaliaggo: fase mével: MeOH/H,0 (70:30), vaz&o: 0,3 mL min™.

Observa-se que, apesar do aumento progressivo do pH, mantendo temperatura
constante de 60°C, a coluna apresenta methores valores de eficiéncias quando o pH é
- aumentado de pH 8,6 para 10,0, falindo a pH 11. O comportamento destas fases ainda
encontra-se em estudo, porém os resultados mostram que elas apresentam
estabilidades quimica e térmica, com boas eficiéncias apds a passagem de 860 mL de
fase movel alcalina.
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A evolugdo da coluna nos diferentes \)alores de pH é apresentada nos
cromatogramas da Figura 18. Pode-se observar que a medida que o pH aumenta de 7 a
10, os picos do naftaleno vdc ficando mais estreitos e simétricos. Também os
compostos mais polares (acetona e benzonitrila) eluem em todos os casos com tempos
similares, devido & pouca solubilidade na fase estacionaria, ndo sendo afetados pelo

pH. Entretanto, com o aumento do pH, os outros compostos ficam cada vez menos
retidos.

3 4 3
‘\ “ /L /\ / \ pH neutro
N

pH 8.6

pH 10

J\/L pH 11

0 2 4 6 16

A
/\/L pH9,2
A

tempo de retengao (mln)

Figura 18. Cromatogramas da coluna de silica zirconizada em fungdo do pH, avaliadas
em fase mével neutra.

IV.3- Procedimento de avaliagdo da estabilidade para colunas de fase reversa

Considerando os resultados obtidos, um novo procedimento para determinar a
estabilidaqe relativa de uma fase estaciondria foi proposto. Este procedimento consiste
no uso de uma fase moével de pH 8,4 e vazéo de 0,6 mL min™ ou pH 10,1 e vazio de
1,0 mL min, a 60 °C para ambos os casos. A avaliagdo do comportamento
cromatografico ocorre na mesma fase mével teste.

65



Dania Alvarez Fonseca Dissertacido de Mestrado Resultados e Discussdo

estabilidade®” (Hypersil ODS e Novapak C18, ambas com cadeias de 18 carbonos e
com tamanhos de particulas de 3 e 4 um, respectivamente), sendo avaliadas em
duplicata, para assim evidenciar a repetibilidade do método. Também foram testadas
colunas baseadas em silica Davisil zirconizada com PMOS imobilizado, preparadas no

laboratoério. Os resultados estao apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Repetibilidade de colunas testadas pelo novo método. CondigGes teste: fase
movel alcalina: MeOH/NaHCO3 0,1 mol L' + NaOH, pH 10 (50:50), 60°C, a
1,0 mL min™'. As avaliagdes foram feitas na mesma fase mével alcalina com
a mesma vazao. Hypersil ODS (a, =), Davisil Zr-(PMOS) (», v) e Novapak
C18 (x, »).

Pode-se observar que as colunas comerciais Hypersil ODS e Novapak C18,
degradaram em média ao redor dos 250 mL de fase moével alcalina. Ja a coluna de
silica zirconizada mostrou uma estabilidade maior, até ao redor de 650 mL, apesar do
suporte de silica ser do tipo xerogel. Isto evidencia a alta protecdo que a zirconia
confere a silica, impedindo a sua rapida dissolugcdo, ainda que em temperaturas

elevadas, além do alto pH.
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Nas colunas Hypersil ODS e Davisil Zr-{(PMOS) os testes mostraram boa
repetibilidade, enquanto para a coluna Novapac C18, observou-se comportamentos
_ diferentes, talvez relacionados com os antecedentes da coluna. E interessante ressaltar
a repetibilidade das fases zirconizadas, ainda que sendo testadas em colunas de
comprimentos diferentes, o que evidencia que este parametro nao influenciou no estudo
de degradacio.

Na literatura® a coluna Hypersil ODS teve uma duragio de ~7 meses (82 L),
enquantd que para a Novapak foi de ~5 meses (57 L). Porém, pelos testes realizados
neste trabalho ambas colunas degradaram com volumes de fase alcalina bem
proximos. Baseado nestes resultados pode-se concluir que colunas avaliadas por este
procedimento, quando degradadas depois da passagern de 250 mL, terdo um tempo de
vida (til em média superior a 6 meses, em condi¢gdes de uso mais brandas.

Os cromatogramas das trés colunas no inicio do teste e depois da passagem de
um determinado volume de fase mével estdo apresentados nas Figuras 20 a 22. Pode-
se observar através dos cromatogramas que momentos antes da degradagio das
colunas, todas apresentavam picos resolvidos e com boas eficiéncias.

\
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3 4 5 LA 3 4 5
__‘l Y, AN _ N~~~
b) 9
LA A |
-J -
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tempo de retengdo(min) tempo de retencgfio (min)

Figura 20.- Cromatogramas das colunas de Davisil Zr-(PMOS) no inicio a), ¢) e final
b), d) do teste de estabilidade. Coluna 1 (a, b) e Coluna 2 (c, d).
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Figura.21.- Cromatogramas das coluna de Novapak-C18 no inicio a), c) e final b), d) do
teste de estabilidade. Coluna 1 (a, b) e Coluna 2 (c, d).
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Figura 22.- Cromatogramas das colunas de Hypersil OD$ no inicio a), c) e final b), d) do
teste de estabilidade. Coluna 1 (a, b) e Coluna 2 (c, d).
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IV.3.1 Caracterizagdo fisica das fases estacionarias

Para se ter uma idéia do que acontece dentro da coluna cromatogréfica depois
de seu usc continuo, foram feitos testes fisicos em partes diferentes das colunas
estudadas pelo novo procedimento.

IV.3.1.1. Anélise Elementar de Carbono

Na Tabela 5 aparecem os resultados das porcentagens de carbono obtidas com
as colunas Novapak-C18, Davisil Zr-(PMOS) e Hypersil ODS no inicio (antes do
enchimento da coluna) e no fim do teste de estabilidade, utilizando o novo procedimento
de avaliagdo da estabilidade proposto neste trabatho.

Tabela 5. Porcentagem de carbono (% C) presente nas fases estacionarias testadas
peio novo procedimento, antes e depois de degradadas.

Fase estacionaria Novapak-C18 | Davisil Zr{PMOS) | Hypersil ODS
Inicial® 8,21 19,30 11,08
Entrada da coluna® 7,65 2407 -
Meio da coluna® 7,83 18,43 -
Saida da coluna® 8,10 18,22 -
Final® - - 11,53

2 antes do teste de estabilidade
®- depois do teste de estabilidade

Segundo mostram os resultados da Tabela 5 a coluna de Novapak-C18, depois
do teste de estabilidade, mostrou um ligeiro decréscimo na % C na entrada e no meio
da coluna, em relagio a fase inicial. Por sua vez, dentro da coluna observou-se um
aumento da % C na saida da coluna cromatogréfica. Este resultado coincide com o
obtido por Kirkland®, que pode ser explicado por um possivel arraste da fase ligada da
entrada da coluna a medida que a silica comeca a dissolver-se, ficando presa na saida
da coluna.

| 69




' Dania Alvarez Fonseca Dissertacdo de Mestrado Resultados e Discussio

Para a coluna de Davisil Zr<{(PMOS) observou-se um comportamento diferente,
no qual a % C no topo da coluna é maior que na fase inicial e do que no resto da coluna
(meio e fim). O motivo deste aumento deve-se a configuragéo da fase liquida que, neste
caso, encontra-se imobilizada por entrecruzamento das cadeias poliméricas. Quando a
silica é dissolvida, esta consegue reamanjar-se sem ser arrastada. A razdo
polimerofsilica ira fornecer um valor maior do % C, uma vez que a densidade da
particula do suporte diminui, mantendo-se a mesma quantidade de fase ligada %

No caso da coluna Hypersil ODS o valor do % C na fase final ndo teve muita
variagdo comparado com a fase inicial, o que indica que ndo houve perda da fase
ligada, como também aconteceu com as colunas Novapak-C18 e Davisil Zr-(PMOS).

IV.3.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 23 estdo apresentadas as imagens das fases estaciondrias iniciais
(antes do enchimento da coluna) para as colunas Novapak C18 e Davisil Zr-(PMOS).
Observa-se que na coluna Novapak C18 (Figura 23 a) as particulas tem forma esférica
e a dispersdo dos tamanhos é pequena, enquanto na Davisil Zr-(PMOS) (Figura 23 b)
as particulas tém formas irregulares com uma maior dispersdo de tamanhos.

A Figura 24 corresponde a coluna Novapak apds a degradagéo. Aparentemente
n&o se observam mudangas na distribuigdo e forma das particulas da fase estacionaria,
dentro da coiuna (entrada, meio e saida), comparadas com a fase inicial (Figura 23 a).
No entanto, nas distribuictes de tamanho de particulas mostradas na Figura 25 pode-se
observar um pequeno deslocamento desta distribuicdo para didmetros menores no final
do teste de estabilidade, comparado com a distribuigio inicial. Porém, ao longo da
coluna ndo existem diferencas apreciaveis, indicando que a dissolugdo das particulas
de silica aconteceu de forma simitar em todas as partes (entrada, meio e saida).

No caso da coluna Davisil Zr -(PMOS) as formas das particulas ac longo da
coluna, apés asua degradacéao (Figura 26) apresentam diferengas notéveis. Observam-
se rachaduras na superficie das particulas do meio e saida da coluna, enquanto que na
entrada as particulas sdo menores e nao apresentam rachaduras. Imagens ampliadas

da fase inicial € do meio da coluna (Figura 27a e 27b, respectivamente), mostram que
| também existem rachaduras na fase inicial @ com a mesma forma. A silica ndo
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apresenta estes problemas em sua forma pura, ségundo imagens do MEV obtidas em
trabalhos anteriores™, sugerindo que as rachaduras ndo sdo formadas durante a
degradagdo, mas durante a reac¢do da silica com o alcdoxido de zirconio. E importante
ressaltar que a maior parte das rachaduras foi observada principalmente nas particulas
maiores.

Nos graficos das distribuicbes de tamanho de particulas para a coluna Davisil Zr-
(PMOS) (Figura 28) pode-se observar uma similaridade na distribui¢cdo entre a saida da
coluna e a fase inicial, enquanto no meio e na entrada da coluna, a distribuicdo se
desioca para diametros de particulas menores. Este deslocamento mais acentuado na
entrada da coluna sugere que a dissolugio da silica ocorre de forma diferente ao longo
da coluna. O fato de ndo existirem rachaduras nas particulas da entrada da coluna
sugere que a diminuigdo da quantidade de particulas com diametros grandes (entre 15
e 25 um) e 0 aumento na regido entre 5 e 10 um pode ser devido a possiveis quebras
decorrentes das rachaduras. Além disso, estas quebras ocorrem no interior das
rachaduras e nao na superficie da particula onde o polimero imobilizado garante uma
melhor protecdo. Isto esta em concordancia com os resultados obtidos nos testes de
porcentagem de carbono, onde se observou que a porcentagem relativa de carbono na
entrada da coluna & maior que no restante dela. Esta diminuigdo no tamanho das
particulas parece ser uma possivel causa do aumento da eficiéncia apresentada
durante o teste de estabilidade observado na Figura 19.

O comportamento das distribuigées de tamanho de particulas e as imagens do
MEV, juntamente com os resultados de porcentagem de carbono, permitem concluir
que as duas fases estaciondrias sofrem mecanismos de degradagéo diferentes.
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Figura 23. Imagens no MEV das fases estacionarias iniciais (a) Novapak-C18 e (b)
Davisil Zr-(PMOS).
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(a)

(b)

(c)

Figura 24. Imagens no MEV das fases estacionarias em partes diferentes da coluna

Novapak-C18 ap6s a degradagao: (a) entrada, (b) meio e (c) saida.
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Figura 25. Distribuicdo do tamanho de particulas da fase estacionaria da coluna Novapak
C18, antes e apos a degradacao.
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Figura 26. Imagens no MEV das fases estacionarias em partes diferentes da coluna

Davisil Zr-(PMOS) ap6és a degradacao: (a) entrada, (b) meio e (c) saida.
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(b)

Figura 27. Imagens no MEV das fases estacionarias Davisil Zr-(PMOS): (a) Inicial e (b)

meio (apds a degradagéo), mostrando as rachaduras na superficie da silica.
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Figura 28.- Distribuigdo do tamanho de particulas da fase estacionaria da coluna Davisil
Zr (PMOS), antes e ap6s a degradacéao.
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IV.3.2.Consideragbes do novo método de avaliagio da estabilidade

- O novo método de avaliagiio, além de répido e simples, oferece vantagens
quanto ao custo por volume gasto de solvente, uma vez que utiliza como modificador
organico o metanol, bem mais barato que a acetonitrila, € em uma quantidade bem
menor. Por exemplo, a firma Mallinckrodt vende as garrafas de 4L de metanol por $
36,00, enquanto a acetonitrila custa $74,00. Também o tempo necessario para obter os
testes de estabilidade das colunas é reduzido, sendo muito bom para estudantes de
pés-graduacao que tem um tempo limitado para realizar os trabalhos de pesquisa. Este
tempo também é precioso para 0s técnicos que precisam fazer testes de estabilidade
nas grandes empresas produtoras de fases estacionarias. Quanto a energia elétrica,
apesar de utilizar temperatura para acelerar os testes, o consumo € bem menor
(precisa-se no maximo de dois dias), comparado com a energia consumida pelas
bombas, detector e computador nos testes habituais que requisitam 5 meses ou mais.

Diferentemente dos métodos descritos na literatura, que simulam melhor as
condicdes em uso de rotina, © novo método poderia ter a desvantagem de nio
reproduzir exatamente os mecanismos de degradagdo que acontecem nestas
condigbes. Porém, isto ndo impossibilita que possa ser usado para estabelecer um
limite inferior do tempo de vida das colunas, o qual € um parametro muito importante na
avaliagdo das mesmas.
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Os testes realizados para a coluna Davisi! (PMOS) com o aumento progressivo
da temperatura definiram que, quando s3o usadas fases mdveis neutras e temperaturas
altas, as caracteristicas da coluna permanecem praticamente inalteradas por um tempo
longo de uso, podendo ser usada qualquer vazdo da fase mdvel para fazer as
avaliagdes do teste de estabilidade.

Colunas preparadas com polimero sorvido na silica e que levaram maior tempo
entre o preparo da fase e o enchimento da coluna resultaram em fases estacionarias
mais estaveis quando usaram-se temperaturas maiores que 30°C, devido a maior
quantidade de polimero sorvido na silica.

O uso de fases méveis aicalinas qué contém carbonato, além do uso de altas
temperaturas, irdo acelerar a degradagdo da coluna, devido a maior solubilizacdo da
silica. As colunas Rainin C18, Hypersil ODS e Rainin C8 mostraram certa estabilidade a
pH 10, enquanto que a coluna Davisil (PMOS) degradou logo no inicio.

A coluna Davisil, que apresenta apenas uma camada de polimero sorvida sobre
a superficie da silica, apresentou uma estabilidade bem melhor em condi¢bes de pH
8,4. Entretanto, para valores de pH maiores ocorreu uma rapida degradacdo da coluna,
néo se observando o patamar das melhores condigdes cromatograficas.

A vazdo da fase mével alcalina aparece como outro fator que influencia a
velocidade de dissolug&o da silica e a conseqiiente degradago da coluna. Assim, para
um mesmo volume de fase mével alcalina a ser utilizada, vazdées menores favoreceram
um contato maior entre a fase estacionaria e a fase alcalina, produzindo uma maior
dissolugdo da silica.

A fase movel utilizada para fazer as avaliagdes da coluna (inje¢do da amostra)
durante o teste de estabilidade n&o interfere no comportamento de degradacg&o, sendo
que este estudo pode ser feito em menor tempo quando a coluna é avaliada na mesma
fase teste.

Assim, pode-se concluir que, partindo-se de fases estacionarias sorvidas, mais
simples e menos protegidas de possiveis ataques da fase mével alcalina (Davisil com
PMOS), condigbes de pH 8,4, temperaturas de 60°C, vazdo da fase mével aicalina de
0,6 mL mih", realizando-se avaliagbes na mesma fase teste, permitem estudar a
estabilidade destas colunas de maneira rapida, simples e efetiva com pouco gasto de
solvente.

81



Dania Alvarez Fonseca Dissertacdo de Mestrado Conclusdes

Um novo procedimento para avaliar a estabilidade de fases estaciondrias
quimicamente ligadas ou imobilizadas, tipo fase reversa, foi conseguido com o uso de
menor quantidade de solvente e em menor intervalo de tempo. As condigbes utilizadas
foram: fase mével a pH 10 ( MeOH/NaHCOs 0,1 mol L™ + NaOH (50:50 )), temperatura
de 60°C, vaz&o da fase mével alcalina de 1 mL min™ e avaliages feitas na mesma fase
teste.

Através da comparagdo da estabilidade de colunas comerciais de alta
estabilidade (Hypersil ODS e Novapak C18) pelo método reportado na literatura e o
método estabelecido neste trabalho, chegou-se & concluszo que o gasto de 250 mL de
fase movel alcalina equivaleria a 6 meses de uso, se fossem usadas as condigdes da
literatura.

Com o novo procedimento de avaliagdo da estabilidade reduz-se o gasto com
solventes, uma vez que foram usados menos de 1 % do utilizado nos testes reportados
na literatura. Ainda, s&o requeridos no méximo dois dias para realizar o teste ao invés
de 6 meses. Tais condigdes sdo de alta importancia em pesquisas que pretendem
avaliar novas fases estacionarias, tanto o tipo quimicamente ligado quanto o tipo com
polimero sorvido e/ou imobilizado no suporte.
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