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Resumo

RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UMA NOVA FASE ESTACIONARIA PARA
CROMATOGRAFIA POR TROCA ANIONICA

Autora: Lucia Maria Laboissiére de Alencar Auler

Orientadora: Profa. Dra. Carol H. Collins

Uma nova fase estacionaria foi desenvolvida utilizando a silica como suporte,
para aplicagdo em Cromatografia por Troca I6nica na separacdo de anions. A
preparacdo desse suporte cromatografico envolveu a modificagdo da silica com
cloropropiltrimetoxissilano seguido pela reagdo com a piridina para produzir 0,5
mmol g de grupos propilpiridinio carregados positivamente sobre a superficie da
silica. Esses grupos atuam como sitios de troca anidnica durante a separagdo
cromatografica. A nova fase foi caracterizada por andlise elementar, espectroscopia
na regido do infravermelho, ressondncia magnética de °C e *’Si no estado solido e
por cromatografia. A capacidade de troca da silica modificada foi determinada pela
concentracdo de ions cloreto trocaveis, por meio da analise por ativagdo neutronica .

O estudo da estabilidade quimica do suporte cromatografico, nas mesmas
condicdes da separagdo, demonstra que a fase, mesmo sem nenhuma protecao, €
estavel até 12000 volumes de coluna.

A avaliacdo dos parametros cromatograficos das separagdes realizadas em
um sistema com detec¢do por condutividade, sem supressao mostra que a silica com
o grupo propilpiridinio quimicamente ligado ¢ uma fase estacionaria bastante
promissora para a separacdo de anions em amostras contendo baixos teores dessas

espécies.
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Abstract

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW STATIONARY PHASE FOR ANION
EXCHANGE CHROMATOGRAPHY

Author: Lucia Maria Laboissiere de Alencar Auler

Supervisor: Profa. Dra. Carol H. Collins

A new stationary phase based on silica was developed for application in Ion
Exchange Chromatography for anion separation. The preparation of the new phase
involved silanization of chromatographic silica particles with chloropropyl-
trimethoxysilane to yield chloropropyl silica. The modified silica was then reacted
with pyridine to produce positively charged propylpyridinium groups on the surface,
which are the anion exchange sites. The new phase was characterized by elemental
analysis and infrared and solid state >C and **Si NMR spectroscopies. The exchange
capacity of the modified silica was investigated by determining its exchangeable
chloride content using neutron activation analysis.

The stability of this phase, tested under the same conditions as for the
separation, shows that this phase, although without protection, is stable to 12000
column volumes.

Chromatographic parameters evaluated using unsuppressed conductivity
detection indicate that the chloropropylpyridiniun silica is promising for separation

and quantification of anions in samples with low concentrations of these species.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cromatografia para a Separacio de fons

1.1.1 Um Pouco de Sua Historia

A Cromatografia de fons, segundo Small [1], é o resultado da fusdo de duas
grandes areas de desenvolvimento da quimica: a cromatografia e a troca i6nica. A
tecnologia de troca i6nica iniciou-se em 1935, com os trabalhos pioneiros de Adams
e Holmes, os quais descobriram que alguns polimeros organicos sintéticos, referidos
usualmente como resinas, eram capazes de trocar ions. Essas pesquisas conduziram
a sintese do primeiro trocador idnico por condensacdo de fenol, ou de seus
derivados, com formaldeido [1-3]. Dai em diante, a importancia das resinas foi
reconhecida tanto no meio académico quanto no meio industrial. Isso conduziu ao
rapido desenvolvimento de uma grande variedade de trocadores i6nicos, baseados
em polimeros organicos derivatizados.

O uso de trocadores i6nicos como metodologia para separar compostos ou
ions teve seu ponto de impacto com o surgimento do Projeto Manhattan. Um dos
objetivos principais do projeto foi a analise dos produtos de fissdo do reator nuclear
com a finalidade de obter plutonio, utilizado como armamento nuclear, e de dispor
os rejeitos gerados [3-7].

A fissdo nuclear ocorre quando alguns nuclideos, tais como o uranio-235
(natural) e o plutonio-239 (artificial), dividem-se em duas partes aproximadamente
iguais quando sdo atingidos por um néutron. Esta rea¢do libera grande quantidade de
energia e, em geral, dois ou trés novos néutrons sao formados. Com isso, sucessivas
colisdes ocorrem e, quando nao sdo controladas e ocorrem na presenca de

moderadores, sdo as responsaveis pelas explosdes das bombas atomicas [8, 9].
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Dentre os produtos da fissdo encontram-se os isotopos radioativos da série
dos lantanidios que, quando separados adequadamente, servem como indicadores no
processo de recuperacao de alguns produtos de fissdo, bem como monitores do nivel
de perigo radiologico. A analise individual de alguns lantanideos representava um
desafio frente aos métodos de separagdo devido as suas propriedades quimicas e
fisicas muito semelhantes. Entretanto, o Projeto Manhattan contribuiu também no
desenvolvimento de diversas metodologias para preparar isoladamente alguns
elementos do grupo dos lantanideos, as quais resultaram na separacao das chamadas
Terras Raras [3-7].

Em 1942, quimicos do ‘“Metalurgical Laboratory”, na Universidade de
Chicago [2], observaram que resinas sintéticas de troca idnica absorviam produtos
de fissdo do uranio. Em 1943, parte desse grupo de pesquisadores mudou para Oak
Ridge, Estado de Tenessee, onde resinas de troca catidnica foram utilizadas para
separar os lantanideos e isolar o promécio dos produtos de fissdo [3, 4], preenchendo
essa lacuna na tabela periddica. Entre 1942 e 1943, Boyd e colaboradores [5]
também demonstraram a aplicabilidade da resina de troca i6nica para a adsor¢ao dos
produtos de fissdo, o que possibilitou a separagao de alguns lantanideos.

Devido a natureza confidencial do Projeto Manhattan, ndo houve publicagdes
das técnicas analiticas desenvolvidas antes do periodo pos-guerra. Assim, somente
em 1947, por ocasido de um Simposio da American Chemical Society, em Nova
York, varios artigos foram publicados no Journal of American Chemical Society,
um volume que compreende um cléssico da literatura de troca i6nica. Cerca de duas
décadas apos esse periodo, a troca i16nica foi incluida na chamada “Era do Ouro”, na
qual diversos livros foram publicados, contribuindo com novos métodos para a
ciéncia de separacao [10-12].

Osborn, em 1953 [13], classificou cerca de mil artigos sobre o uso analitico
da troca i6nica, mas, enquanto as aplicagdes de troca i0nica tiveram um crescimento
explosivo, a velocidade das separagdes ainda era uma limitacao. Fritz e Pietrzyk, em

1961 [2, 14], realizaram separagdes por troca anionica de complexos de cloreto de
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alguns metais de transi¢do na forma [MCLJ]" que demoravam mais de nove horas
para serem realizadas. Esses trabalhos conduziram a obtengdo de diversas patentes
de resinas de troca ionica derivadas de estireno e de acrilato.

Os métodos clédssicos de monitoramento de uma separacao por troca idnica
sdo descontinuos. Isto significa que as quantidades de eluente que passam pela
coluna sdo coletadas em diferentes fracdes. O volume da fragdo coletada ¢ feito por
contagem de gotas ou medida de volume. A partir dai, analisa-se separadamente
cada uma das fragdes, estabelecendo-se uma relacao entre a quantidade de soluto por
volume médio de cada uma das fracdes. Esse processo ¢ limitado pelo longo tempo
de andlise e pela grande quantidade de amostra necessaria [15].

Paralelo aos avangos relacionados a troca i0nica, a cromatografia foi
ganhando espago na separacao de ions. A separagdo de aminoacidos foi aperfeicoada
por Moore e Stein [16], que posteriormente, mecanizaram-na, usando uma bomba
peristaltica para empurrar a fase movel (FM) e um fotdmetro para a detecgdo. Em
1959, esse sistema para a andlise de aminoacidos foi modificado por Hamilton e
Andrews, com a introdu¢do de uma bomba similar as usadas hoje em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) [17]. Na década de sessenta, Hamilton [18, 19]
utilizou a técnica de cromatografia por troca idnica automatizada para a separagao
de aminoacidos. Foi definida a posi¢cdo de 135 aminoacidos em um tempo de analise
de 21 horas, usando uma coluna de tamanho 125 x 0,636 cm de diametro interno,
recheada com particulas esféricas de resina de tamanho de 17,5 um (Dowex 50x8),
acoplada a um fotometro.

Horvath e Lipsky, em 1964, na tentativa de construir um cromatografo a
liquido, fizeram um equipamento analogo ao utilizado em cromatografia gasosa,
cujos componentes tiveram que ser desenvolvidos ou adaptados para esse proposito.
Em 3 de agosto de 1966, eles obtiveram a primeira publicacao de cromatografia por
troca iOnica na separagao de compostos organicos [20, 21].

Por volta dos anos 70, a Cromatografia Liquida aplicada a substancias

organicas iniciou a sua jornada de “Alta Pressdao”. Na Cromatografia Liquida de
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Alta Eficiéncia (CLAE), também denominada Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho a fase mével ¢ um liquido enquanto a fase estaciondria pode ser um
solido ou um liquido sorvido, imobilizado ou quimicamente ligado na superficie do
suporte solido. A CLAE (em inglés, High Performance Liquid Chromatography-
HPLC) abrange todas as técnicas de Cromatografia que requerem pressoes elevadas
para forcar a passagem de uma fase movel liquida pelo leito cromatografico da fase
estacionaria [22].

A Cromatografia por Troca I6nica (CTI) como uma modalidade da CLAE
tornou-se uma técnica muito difundida. Em 1970, Salmon [23] apresentou uma
importante revisao do estado da arte na Terceira Conferéncia de Quimica Analitica
da ITUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) em Budapeste.
Nessa revisao, ele defendeu a tese de que a troca i6nica somente seria util a analise
quimica se pudesse ser acoplada a um sistema de deteccdo automatizado e a um
sistema para registrar os sinais obtidos. Nessa mesma época, Kirkland realizou tais
experimentos, os quais se encontram discutidos em seu livro [24].

Zweig [25], em 1972, publicou uma revisdo abrangendo 600 artigos
relacionados a teoria geral da cromatografia, destacando diferentes mecanismos de
separacdo. Embora essa coletanea de trabalhos nao seja especificamente de troca
i0nica, sdo referidas algumas aplicacdes de fases quimicamente ligadas utilizadas
em troca i0nica.

No transcorrer dos anos, varios trabalhos foram publicados mostrando as
vantagens da Cromatografia por Troca I6nica utilizando particulas de silica ou
materiais poliméricos como suporte e uma grande variedade de novos trocadores de

ions inorganicos [1, 15, 26].

1.1.2 O Problema da Deteccao

A Cromatografia por Troca Ionica (CTI) foi inicialmente realizada utilizando-

se materiais com alta capacidade de trocar ions com a fase movel (capacidade de
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troca -ver 1.1.6). Com isso, era necessaria uma alta concentracao de eletrolitos para
eluir a maioria dos analitos i16nicos. Como conseqiiéncia, a condutividade dos
componentes da fase movel sobrepunha a dos analitos, reduzindo a detectividade do
detector. Um excelente artificio para resolver esse problema foi separar a maioria
dos ions metalicos complexando-os na forma de cloretos com uma mistura de acidos
inorganicos fortes em diferentes concentracdes. Nesse processo, foram utilizadas
resinas com baixa capacidade de troca, praticando a cromatografia por fluxo forcado
e deteccdo por absor¢do de luz na regido do ultravioleta [27, 28].

Verpoorte e Svendsen [29], em 1974, divulgaram a técnica de cromatografia
por troca idnica como uma das mais promissoras para a separagdo de misturas
complexas de alcaloides utilizando um detector de absor¢ao no ultravioleta. O
sistema de detecgdo foi util para a separacdo da maioria dos compostos organicos,
como os corantes, as proteinas, os produtos farmacéuticos e os polimeros sintéticos.
Porém, ainda continuava sendo um entrave para a separacao dos analitos que nao
apresentam grupamentos croméforos, como os ions de metais alcalinos, de alcalinos
terrosos, os halogenetos, o sulfato, e o fosfato, dentre outros, pois esses nado
absorvem luz na regido do ultravioleta e visivel [1, 3, 11, 30].

Um detector condutométrico para a quantificacdo de ions inorganicos e
organicos foi desenvolvido por Small, Stevens ¢ Bauman em 1975. Nesse ano, foi
publicado o novo método que usava uma célula de condutividade como detector,
fato esse marcante para o inicio da cromatografia por troca i6nica moderna [31].

A deteccao por condutividade possui duas grandes vantagens para a analise
de ions inorganicos. A primeira ¢ que todos os ions em solugdo sdo eletricamente
condutores, de forma que a condutividade ¢ universal em resposta; e a segunda ¢ que
esse tipo de detector ¢ relativamente simples para construir e operar. Além disso,
responde de forma previsivel as mudangas de concentracdo e ¢ facil de ser
miniaturizado [32].

Uma desvantagem apresentada pela deteccao por condutividade foi a elevada

condutancia do eluente presente nas separagdes cromatograficas de ions. Esse
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problema foi resolvido introduzindo-se uma coluna supressora para o eluente,
posicionada imediatamente apos a coluna analitica de troca i6nica. Essa coluna
reduziu a condutancia do ruido de fundo do eluente, aumentando simultaneamente a
condutancia elétrica dos ions do analito [1, 2, 14, 30, 32].

A Dow Chemical patenteou essa nova técnica de detec¢do por condutividade
com supressio, chamada Cromatografia de fons, e concedeu a licenga a Durrum
Instruments, que, mais tarde, tornou-se a Dionex para comercializacio de um
equipamento chamado de “Cromatédgrafo de fons”, marcando a condutometria com
supressao. O primeiro Cromatografo foi apresentado ao publico no Simpdsio da

American Chemical Society em Chicago [3, 31, 33, 34].

1.1.3 Cromatografia de fons (ChH

A Cromatografia de fons (CI), desenvolvida por Small [1], inclui todos os
métodos cromatograficos que envolvem os mecanismos baseados em troca i0nica.
Apos, Fritz e colaboradores [28, 30] utilizaram o nome Cromatografia de fons para
descrever as separacdes cromatograficas de espécies i0nicas realizadas através de
uma coluna de troca i6nica com detec¢do automatizada. Segundo Sarzanini [35, 36]
a CI ¢ um processo baseado na troca reversivel de ions entre uma solugcdo ¢ um
solido, um material insolivel polimérico ou inorganico contendo ions fixos e contra-
ions trocaveis. Os analitos sdo separados com base em suas diferentes afinidades
[37].

Atualmente, a CI abrange varias modalidades além do classico mecanismo de
troca i0nica, tais como a Cromatografia por Troca Ionica (CTI), a Cromatografia por
Par I6nico (CPI, também chamada Cromatografia por Troca I6nica Dindmica), a
Cromatografia por Interacdo de fons (CII), a Cromatografia por Exclusio de fons
(CEI) e a Cromatografia por Quelagio de fons (CQI) [35-37].

Por meio desses métodos, € possivel separar uma amostra contendo acidos

carboxilicos, bases organicas, peptideos, aminodcidos, acidos nucléicos, anions
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inorganicos, cations metalicos € complexos que apresentam carga [38]. Segundo
Collins et. al. [17], uma amostra i0nica consiste em uma mistura contendo um ou
mais compostos i6nicos ou compostos organicos ionizados ou ionizaveis. De uma
outra forma, um soluto i6nico ¢ uma molécula que contém um ou mais grupos
funcionais capazes de ter comportamento de acido ou base no intervalo de pH usual
em CLAE. O intervalo de pH em CLAE, para ocorrer a separacao destas espécies, €
de 2 < pH < 8§, para colunas recheadas cujo suporte ¢ silica, e 1 < pH < 14, para
colunas recheadas com fases estaveis nessa faixa de pH.

A Cromatografia por Troca I6nica (CTI) consiste em um método tendo como
base um processo dinamico de troca idnica ocorrendo entre a fase movel e grupos de
troca i6nica ligados ao material do suporte. Com as colunas de troca catidnica ou
anidonica sdo usadas solugdes diluidas de ions como eluente para separar,
respectivamente, cations ou anions [35].

O uso de um detector condutométrico na CTI permite a utilizacdo de dois
modos cromatograficos: com supressdo e sem supressdo. No primeiro modo, o
eluato (FM que sai da coluna), antes da deteccdo, passa através de uma unidade
supressora na qual a condutividade da fase movel ¢ reduzida bastante, de forma que
os ions da amostra podem ser detectados sem corre¢do da linha de base.

Os métodos que utilizam a configuragdo com coluna supressora ou outro
sistema supressor sio referidos como: Cromatografia de fons com Supressio
Quimica, Cromatografia de fons com Supressio, Cromatografia de fons com
Supressdo de Eluente ¢ Cromatografia de fons com Colunas Duplas [39].

A CTI sem supressao ¢ realizada sem o uso de uma unidade supressora, com
colunas recheadas com fases estacionarias para troca idnica de baixa capacidade de
troca e eluentes diluidos, de maneira que a condutividade devido a fase modvel €
igualmente baixa. Esse método tem uma detectabilidade menor do que a
cromatografia com coluna supressora. Alguns nomes sdo propostos, tais como:
Cromatografia de fons Sem Supressdo, Cromatografia de fons em Coluna Unica e

Cromatografia de fons com Supressao Eletronica [1-3, 30, 33, 35, 39].
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Viarios estudos tém sido realizados para viabilizar a determinacao simultanea
de anions e cations com o objetivo de minimizar o trabalho analitico, o consumo de
tempo e o alto custo de materiais necessarios a analise. O processo usual utilizando
CTI sem supressao para determinar a composicao idnica total, anionica e cationica
de uma amostra consiste em fazer duas corridas cromatograficas aplicando-se
diferentes metodologias (colunas, eluentes e sistema de deteccao) e injetando-se
aliquotas da mesma amostra separadamente. Deguchi e Ito [40] fizeram referéncia a
quatro metodologias, descritas na literatura, que sdo utilizadas para separar anions e
cations em uma mesma corrida cromatografica. A primeira usa uma reacao de
complexagao para transformar cations metalicos em anions complexos, os quais sao
separados em uma coluna de troca aniOnica juntamente com os demais anions
presentes na amostra [41, 42]. O segundo método usa colunas de troca catidnica e
troca anionica conectadas em série [43, 44] ou usa uma unica coluna de troca i0nica
recheada com ambas as resinas de troca catiOnica € anidnica, também chamada
coluna de troca i0nica de leito misto [45]. O terceiro método utiliza colunas de troca
anionica e catidnica em série, mas em combina¢do com a técnica de colunas
acopladas. Mesmo com esta configuracdo, ¢ necessario que o ajuste da coluna
comutada seja cuidadosamente regulado para evitar-se a sobreposi¢ao dos picos.
Uma quarta opcao de configuracao ¢ o uso de uma Unica coluna de troca catidnica
fracamente acida para separar cations por troca idnica e anions por exclusao de ions.
Um método similar usa uma unica coluna ODS (silica octadecil) revestida com uma
fase estacionaria zwiterionica. Sao considerados trocadores i0nicos zwiteridnicos
somente 0s materiais que contém grupos com cargas opostas presentes em uma
unica molécula, ligados ou imobilizados.[46-48].

Recentemente, Nesterenko [49] propds uma classificacdo mais detalhada,
baseada na associagdo entre os diversos métodos utilizados para a separacio
simultanea de anions e cations e as fases estacionarias disponiveis comercialmente

aplicadas a troca i6nica. Um esquema dessa classificacao ¢ apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacdo das técnicas para a Determinagio Simultanea de Anions e Cations por

CI [49].
SEPARACAO
I-Técnicas de Multi-colunas
Sistemas Multi-eluentes Sistemas Mono-eluentes
Colunas Paralelas Colunas em Série Colunas acopladas
II-Técnicas com uma Unica Coluna
Cromatografia por troca de cations e por exclusdo de ions
Separacao em colunas zwiteridnicas
Colunas de leito | Colunas de particulas Moléculas zwiterionicas Camadas mistas
misto esféricas imobilizadas
III-Cromatografia por troca de anions e
complexos metalicos carregados negativamente
DETECCAO
Sistema de detecgdo tinico Sistema de detec¢do multiplo

A técnica de colunas multiplas implica a determinagao simultanea de anions e
cations utilizando-se uma configuragcdo que substitui o uso de dois cromatografos de
ions separados. A principal diferenga entre usar um sistema cromatografico de ions
com colunas paralelas e dois sistemas de CTI individuais estd no uso de uma valvula
de injecdo conjunta, que permite a utilizagdo de varias metodologias
simultaneamente.

Dabek-Zlotorzynska e Dlouhy [50], em 1993, utilizaram uma nova
configuragio de CTI composta por quatro Cromatografos de fons (trés em modo
gradiente € um em isocratico), quatro membranas supressoras, quatro colunas de
guarda, quatro detectores e dois computadores. Esse sistema foi aplicado para a
determinacdo simultanea de dez anions inorganicos e organicos € dez cations em
amostras de aerossois. A vantagem do uso desse sistema ¢ a multiplicidade de

condigdes que pode ser aplicada simultaneamente, mas as principais desvantagens
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de todos os sistemas de CTI em paralelo sdo o alto custo da analise e da manutenc¢do
e a baixa confiabilidade.

Uma simplificagdo dos sistemas que aplicam multiplas colunas ¢ o uso de
colunas de troca catidonica e anidnica em série. Com essa configuracao, utiliza-se
somente um ecluente em modo isocratico ¢ um ou mais sistemas de deteccao,
dependendo das espécies a serem separadas e da concentracdo das mesmas na
amostra. Uma dificuldade associada com colunas em série esta na alta pressdo
necessaria para empurrar a FM e uma célula de deteccao resistente a pressao gerada.
Recomenda-se, nesse caso, o uso de colunas pequenas com tamanho de particulas
maior que 10 pm.

Em relagdo ao sistema de detec¢dao mais adequado a separacao simultanea de
anions e cations a questdo permanece em aberto. Do ponto de vista de simplicidade,
custo e auséncia de alargamento extra de pico ¢ preferivel o uso de um detector
universal. Por outro lado, uma baixa seletividade e eficiéncia de separacdo podem
ser compensadas pelo uso de um segundo sistema de deteccao, tais como um plasma
indutivamente acoplado com detec¢do por espectroscopia dtica de emissao (ICP

OES) ou dois eletrodos seletivos de ions em série.

1.1.4 A CTI Com Supressao

A condutancia ¢ um parametro que expressa a resisténcia eletrolitica de uma
solucdo e ¢ dependente da area dos eletrodos, bem como da distancia entre eles e da
concentragdo do eletrdlito, conforme a equacdo [51]:
em que: G = condutancia do eletrélito (microSiemens, uS)

A+ = condutividade 16nica do cétion
A- = condutividade i6nica do anion

(4, +4_) = condutividade iénica equivalente (S cm” mol™);

10



Introdugao

C = Concentragdo (mol L™);
® = Constante da cela (cm™).

Embora a condutividade seja uma propriedade universal das espécies i0nicas
em solucdo e a condutancia tenha uma relagdo de dependéncia com a concentragao
dos ions em solucdo, existem determinados ions cuja deteccdo ¢ mascarada pela
presenca do ruido da linha de base causado pela condutancia dos ions na FM que
induzem a elui¢do. Assim, ions em uma amostra com baixa condutancia dificilmente
poderiam ser detectados em baixos teores devido a elevada condutancia do eluente.

A 1idéia da supressdo surgiu para corrigir alguns problemas decorrentes de
separacOes realizadas por fases estaciondrias com capacidade de troca elevada.
Nessas fases, as separagdes sao acompanhadas de acidos ou bases fortes como fase
movel e de forga idnica equivalente aos sitios ionizaveis da fase estacionaria.

A Cromatografia com Supressdo consiste em um método no qual um
dispositivo adicional, chamado supressor, € inserido entre a coluna analitica e o

detector de condutividade, como mostra a Figura 1:

Eluente

Coluna de Troca l6nica

N
Bomba .
(800 psi max) U

Injetor
Coluna Supressora
Sistema de T
Aquisicéo de Detetor de
Dados condutividade

l

Figura 1 - Diagrama esquematico da cromatografia de ions com detec¢do por condutividade com

supressao [2].
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A funcdo do supressor ¢ aumentar a detectabilidade do ion (analito) da
amostra utilizando-se um detector de condutividade. Com essa finalidade, a coluna
supressora ¢ recheada com uma segunda resina de troca idnica que converte os ions
da fase movel (FM) as espécies moleculares, removendo ou neutralizando os ions do
eletrolito (FM) sem afetar os ions de interesse. As duas colunas, a supressora e a
analitica, compdem uma combina¢do de forma que a maior condutancia seja devida
a espécie de interesse.

Na separagdo de anions (analitos), os eluentes mais comuns sdo carbonato ou
bicarbonato de sodio e hidroxido de sodio, e a coluna supressora ¢ um trocador de
cations na forma 4cida. A reagdo de equilibrio na coluna supressora para os ions

monovalentes pode ser representada como:
RESINAH',, + Na'y, + HCOs;uy < RESINANa  + H,COs;

Quando cations (analito) estdo sendo separados, freqiientemente se utiliza
HCI como reagente eluente e, na coluna supressora, uma resina de troca anidnica na

forma de ion hidroxido. O produto da reacdo no supressor € a agua.
RESINA'OH,, + H'iy + Cly < RESINA'CI + H,0O

Na Figura 2, a titulo de exemplo, estd representado um esquema para a
separacao de uma mistura de anions utilizando uma coluna supressora, mostrando o
efeito da supressao do eluente sobre o sinal do analito.

Se uma amostra contendo anions, tais como fluoreto, cloreto e sulfato, é
separada em uma coluna cromatografica com hidroxido de sdédio como eluente, a

reacao de reten¢do na coluna analitica pode ser representada como:
RESINA'OH) + Na'yy +Cloy < RESINA'Cl, + OHy + Na'yg

na qual o ion eluente (OH") da resina de separacdo ¢ deslocado pelos anions da

amostra presentes na fase movel. A reagdo de eluicao /deslocamento é:

RESINA'CI' ) + OHy + Na'yy < RESINA'OH, + Na'ygy + Clg

12
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Ap0s a eluigdo / deslocamento dos anions da amostra, a coluna supressora remove
0s cations presentes no eluente:

RESINAH') + Na'py + Clgy < RESINANa'g + H'yy + Clgg

Nesse sistema, o efluente flui através da coluna para separar os anions quando

o efluente chega na coluna supressora. Ela tem a funcdo de trocar os cétions do
+ . , . . . P

eluente por H', neutralizando o ion hidroxila. Esse mecanismo de troca origina uma

reducdo do sinal do background a quase zero.

11

Eluente — u

e w13
Na OH

Trocador
anionico de .,
base forte na — | a'oH T NaCl
forma OH" NaBr
“Separador” /\
) )
Trocador
anidnico de
base forte na wat
T g
forma H HCI
“Supressor”
HEr
Célula de @A _Jd A LN

condutividade

Figura 2 - Efeito da separagdo de anions: A) sem supressdo; B) com supressdo quimica [1]. A linha
identificada como NaOH representa o sinal do ruido causado pelos ions na FM antes da
passagem pela coluna supressora.

Para a separacdo de anions seria adequado escolher como FM um eluente de
base forte que poderia ser neutralizado em uma coluna supressora condicionada com
um acido forte. Por outro lado, o ion OH™ ¢ um dos menos retidos em relagdo aos
varios anions. Como resultado de um fator de seletividade desfavoravel, até mesmo
para eluir ions de atividade moderada, ¢ necessario usar eluentes de OH com

concentragdes elevadas, implicando uma reducao do tempo de vida da coluna [31].
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Na supressao, o uso de bases ou acidos fortes para a separagdo de anions ou
cations, respectivamente, ¢ incompativel com fases estacionarias a base de silica.
Devido a esse fator, a supressdo ficou condicionada a utilizagdo de materiais
poliméricos como fases estacionarias, a pressdo abaixo de 5 MPa (800 psi) com
tamanho de particula de 30-40 pum, bem maior do que os microparticulados de 5 um
utilizados em CLAE.

Como conseqiiéncia, a eficiéncia da separacao ¢ baixa, da ordem de 0,5 a 2,0
pratos/s, em contraste com separacoes feitas com fases estacionarias a base de silica,
que alcancavam valores de eficiéncia 50 vezes maiores [2]. Outra desvantagem do
uso de uma coluna supressora € o requisito de que a mesma precisa de regeneragao,
implicando interrupcao freqiiente das separagdes analiticas para a realizacdo dessa
etapa.

A introducdo de uma “membrana supressora”, desenvolvida, em 1981, por
Stevens et al. [52], e descrita por Haddad et al. [32], capacitou o sistema a operar de
modo continuo e automatizado, reduzindo a largura do pico e propiciando um
aumento da concentragdo do eluente que poderia ser suprimido.

Aliada a essas melhorias, uma nova geracao de colunas supressoras foram
comercializadas pela Metrohm e Alltech. Essas colunas possuem volumes menores
do que as produzidas anteriormente, minimizando o alargamento do pico “extra
coluna” e os deslocamentos nos tempos de retencao dos ions causados por efeito de
exclusao de ion.

Em meados da década de 80, a CTI ja utilizava suportes com particulas
del5um, produzindo uma eficiéncia de 1200 pratos [2]. O uso de particulas
macroporosas foi um meio de aumentar a area de superficie dos recheios, permitindo
um aumento na capacidade de troca da fase estacionaria. Os leitos poliméricos
iniciais eram levemente entrecruzados (5%) de poliestireno-divinilbenzeno (PS-
DVB). Com o avanco da quimica de polimeros, as particulas atingiram cerca de
50% de entrecruzamento, sendo compativeis com a maioria dos solventes organicos

utilizados em CLAE [53]. O continuo melhoramento na quimica de fases
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estacionarias e na tecnologia de supressdo conduziu a CTI para a busca de um
eluente de OH" livre de contaminantes.

Em 1997, a Dionex introduziu no mercado um sistema eletrolitico para a
geracao de eluente que automatiza a produgdo de hidréxidos com alta pureza. No
EG(40), Mddulo para a Geragao de Eluente, produz-se uma solug¢ao de hidroxido de
potassio on-line, bombeando-se dgua deionizada através de uma camera geradora de
KOH e aplicando uma corrente dc entre o anodo e o catodo de um cartucho Elugen
OH. Pela aplicagdo de um campo elétrico ocorre a eletrolise da dgua e os ions
hidrénios gerados no anodo deslocam os ions potdssio do eletrolito através de um
conector de troca ionica. Os ions potdssio neutralizam os ions hidroxidos gerados no
catodo para produzir uma solucdo de KOH, cuja concentragao ¢ diretamente
proporcional a corrente aplicada. Uma vantagem desse sistema ¢ a geragao de KOH
livre de carbonato e outras impurezas dotando o sistema de um background de

condutividade bastante reduzido [2, 54, 55].
1.1.5 A CTI Sem Supressao

Os métodos condutométricos que ndo utilizam o sistema de supressdo foram
publicados a partir de 1979. Gjerde et al. [56] descreveram um método alternativo
para a separacdo e deteccdo de anions inorganicos, no qual o detector estd conectado
diretamente a saida da coluna analitica. A comercializacao desse sistema iniciou-se
primeiramente com a Wescan Company e, mais tarde, pela Waters, Shimadzu,
Metrohm e outros [1-3].

Na CTI sem supressdo, a abordagem depende de pequenas diferencas de
condutividade entre os ions do analito e os ions da fase movel. Para amplificar essas
diferengas utilizam-se trocadores de baixa capacidade de troca, tornando possivel a
eluicdo de espécies com eluentes apresentando baixa condutincia equivalente. Os
eluentes mais usados sdao solu¢des com concentracoes milimolares de sais de sodio
ou potassio derivados de acidos carboxilicos aromaticos, tais como os acidos

benzodico (pKa 4,20) e ftalico (pKa; 2,94 e pKa, 5,41) [30]. Muitas outras solucoes
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de 4cidos organicos tém sido usadas, tais como o acido trimésico (pKa; 3,10; pKa,
3,90 e pKa; 4,70) e o acido piromelitico (pKa 1,80; pKa, 2,80; pKas 4,50 ¢ pKa,
5,80) [39, 57]. A vantagem da utilizacdo desses acidos como fases méveis € por eles
poderem atuar mesmo em valores de pH nos quais predomina a forma nao
dissociada. As etapas de dissociagdo ocorrem em uma faixa de pH mais ampla
devido as distancias entre os pKa. Isso significa que a carga efetiva do anion
competidor no eluente pode ser mudada pela alteracdo do pH. Uma desvantagem ¢ a
sua utilizacdo quando se deve ter um controle rigido de pH para a obtencao de
tempos de retencao reprodutiveis. Tratando-se de resinas de PS-DVB, esses sais de
acidos carboxilicos tém tendéncia de serem fortemente adsorvidos. Esse método ¢
um pouco menos sensivel e possui uma faixa linear mais limitada do que a

cromatografia de ions com coluna supressora.

1.1.6 Capacidade de Troca

E a medida da quantidade de troca de fons que pode ocorrer entre a matriz e
os ions presentes na fase movel. A capacidade total de troca em FE baseadas em
resinas ¢ a quantidade de grupos carregados, ou potencialmente carregados, que
podem ser trocados por grama de massa seca do trocador. A capacidade total ¢
expressa em meq/g ou meq/100 mL de suspensdo de resina, sendo determinada por
titulagao [39].

A capacidade disponivel é a capacidade real do trocador sob determinadas
condigdes. Ela ¢ dependente de varios fatores, como a forga i06nica, pH e
temperatura do eluente. A quantidade de amostra que pode ser aplicada em um
trocador i6nico depende de sua capacidade de troca, ndo devendo exceder a faixa de

1 a 5 % da capacidade total do trocador.
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1.1.7 Mecanismo de separacio

A maior parte das separagdes cromatograficas de ions ocorre por mecanismo
de troca i0nica sobre a superficie da fase estacionaria carregada com grupos
funcionais. Os contra-ions localizam-se nas vizinhangas dos grupos funcionais e
podem ser trocados com outros ions de mesma carga na FM. Para cada ion o
processo de troca ¢ governado pelo equilibrio de troca idnica correspondente, o qual
determina a distribuicao entre a FE e a FM [51].

Quando um trocador de anions, por exemplo uma amina quaterndria, ¢
colocado em contato com uma solucao aquosa contendo o anion A’, o equilibrio de

troca que se estabelece pode ser representado pela reagao [3]:

RN(CH;);OH + A <> RN(CH;);'A + OH

A elui¢ao da coluna com uma solugao basica diluida desloca o equilibrio para
a esquerda, fazendo com que parte dos ions A na fase estacionaria seja transferida
para a fase movel; os ions movem-se através da coluna numa série de transferéncias
sucessivas entre fase estaciondria e fase movel. A constante de equilibrio K
representa a afinidade da resina pelo ion A" em relagdo aos ions OH . Quando o
valor de K ¢ alto, significa que existe uma grande tendéncia da fase de reter A"
Considerando a reagdo de troca do anion na resina aminada, o mecanismo ¢

governado pela constante:

K = [RN(CH,)," A"][OH"]
" [RN(CH,), +OH J[A"]

e . R +
Analogamente, um trocador de cations interage com o cation C, segundo a

reacao:

RSO;H" + C' <> RSO;C" + H'
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e a eluicdo ¢ realizada com solugdes acidas que, similarmente, desloca o equilibrio
para a esquerda.

Para H' como ion de referéncia tem-se: ions polivalentes sio mais fortemente
retidos que espécies monocarregadas; para grupos de ions de mesma carga,
diferencas de retencao aparecem devido ao grau de hidratacdo e outras propriedades.
O trocador 16nico prefere: ions que tém alta carga, seguido de ions que tém pequeno
tamanho (quando solvatado), ions polarizéveis e, por fim, ions que t€ém interagdes

fracas com a fase movel.

1.1.8 Os Picos do Sistema em CTI

Quando uma fase movel passa através de uma coluna cromatografica, um
equilibrio ¢ estabelecido entre a fase estacionaria (FE) e a fase movel (FM) no
sistema. Se a composicao da fase movel sofre uma mudanca brusca pela inje¢ao de
uma amostra ocorre uma perturbacao no equilibrio entre a FE e a FM, que se traduz
em uma variagdo da velocidade de equilibrio anteriormente estabelecida. Como
resultado, ha uma “relaxa¢do” do sistema como um todo ou uma ‘“atenuagdo” na
velocidade desse sistema, até ser alcancado um novo estado de equilibrio. Dessa
forma, quando a fase mdvel contém mais do que um componente, sinais adicionais,
chamados de picos de sistema, podem aparecer. A origem desses sinais ¢ entdo
explicada pela perda de equilibrio na coluna, causada pela injecdo de um ou mais
analitos dissolvidos em um solvente diferente daquele da fase movel.

Esses sinais adicionais s3o, muitas vezes, mal interpretados por serem
considerados como sinais ou picos de analitos. Muitos autores [57, 58] denominam
esses sinais como: picos do sistema, picos falsos, picos fantasmas, eingpeaks, picos
de vazio, picos induzidos ou, ainda, picos de mergulho. “Pico fantasma” parece ser o
nome mais adequado devido a sua propriedade de aparecer e desaparecer, ou variar
de tamanho e direcdo, dependendo da condicdo de separacdo a que € submetido. A

realidade ¢ que esses picos tém origem no processo cromatografico em si ou, em
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outras palavras, depende do processo que esta acontecendo naquele momento e sdao
causados por interacdes da fase movel com a fase estacionaria. Esse processo pode
ocorrer de diferentes maneiras:

» A amostra ¢é solvatada com um ou mais componentes da fase movel.

» O solvente da amostra tem uma concentracao diferente de um ou mais
componentes da fase movel, conduzindo a uma redistribuicdo desses
componentes sobre a fase estacionaria.

» A interagdo da amostra e os componentes da fase movel adsorvidos, ou
em processo de adsorcao, causam a liberagdao desses componentes.

Para a separacdo cromatografica de anions, em um sistema sem supressao,
utilizando uma solugdo contendo um 4acido fraco como FM e detec¢ao por
condutividade sem supressdo, pode-se descrever os picos de sistema como pico de
injecdo ou pico do sistema propriamente dito.

O pico de injecdo, também chamado pico de solvente, ¢ resultante de uma
alteragdo no equilibrio da coluna imediatamente apos a injecdo de uma amostra
ionica. Quando uma solu¢io Na'X  atinge a parte superior da coluna, os anions X’
deslocam os ions (da fase movel) que foram adsorvidos sobre os sitios da FE durante
o processo de condicionamento da coluna. Esse volume de amostra contém portanto
jons Na' e X, anions da fase mdvel deslocados por X e uma fragdo da propria fase
movel ndo ionizada. Essa alteracdo na composi¢do da fase movel gera um pico
resultante de um aumento no sinal do detector. Esse pico possui algumas
caracteristicas proprias [38]:

» O tg € constante em relacdo a variagao do pH da FM e da concentragao
da amostra injetada.

» O sinal referente ao pico de injecdo ¢ proporcional ao volume da
amostra injetada.

» A condutancia do pico de inje¢do pode ser maior ou menor do que a
condutancia da FM dependendo da concentragdo da amostra e da
composicao dessa FM. O pico pode, portanto, ser positivo ou negativo.
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Muitos cromatogramas mostram um dip da dgua (um pico negativo
correspondendo a um soluto nao retido). Esse pico tem origem na inje¢ao de uma
solu¢do de ions em agua. A agua ndo sera retida na fase estacionaria e uma banda de
fase movel de uma determinada condutancia sera substituida por uma banda de dgua
de condutancia muito baixa causando um pico negativo e intenso [59].

Para os picos do sistema na CTI sem supressdo observam-se as seguintes

caracteristicas [38]:

» O seu tg depende da composi¢ao da FM e do tipo de FE utilizada.

» A altura do pico do sistema varia com o pH da FM e é dependente
também da diferenca entre o pH da FM e da solugdo da amostra.

» A altura do pico do sistema depende do volume e da concentragdo da
amostra injetada.

Para cromatografistas que necessitam de uma compreensao mais profunda da

teoria ¢ modelos empregados para avaliagdo dos picos do sistema em um

determinado processo, varios estudos foram feitos por Levin e Grushka [60, 61], por

Guiochon, Sajonz e colaboradores [62, 63] e por Abreu e Lawrence [64].

1.2 Fases Estacionarias (FE)

A cromatografia de ions, desenvolvida inicialmente por Small [1], permite
uma rdpida separagdo e determinagdo quantitativa de anions organicos e
inorganicos. Apesar das varias vantagens apresentadas pela cromatografia por troca
10nica (cationica e aniOnica), esta ainda tem algumas limitagdes. Uma delas ¢ a
utilizagcdo de fases estacionarias constituidas de materiais poliméricos com tamanho
de particulas grandes, resultando em colunas que apresentam baixos valores de
eficiéncia e, conseqiientemente, picos largos, que diminuem a detectabilidade. Outra
limitagdo € que os suportes organicos, geralmente, ndo sdo resistentes a altas

pressoes, além de aumentarem seus volumes na presenca de alguns solventes
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organicos. Apesar disso, esses suportes poliméricos possuem uma maior estabilidade
quimica sobre uma larga faixa de pH quando comparados aos suportes de silica [65].

A silica, apesar de sua intensa utilizacdo, estd longe de ser um suporte
perfeito. Uma das caracteristicas desfavoraveis ¢ a sua solubilidade em pH
extremos. Algumas colunas com suporte de silica, formadas por precipitacdo de
silicatos soluveis, ndo devem ser utilizadas acima de pH 8 [66].

Na estrutura da silica, os atomos de silicio internos tendem a manter sua
coordenacao tetraédrica com o oxigénio, formando a ligagao siloxano (=Si-O-Si=).

Os silicios mais externos completam seu numero de coordenacdo através da
ligacdo com grupos hidroxilas, formando os chamados grupos silanois (=Si-OH).
Esses grupos sao considerados como fortes sitios de adsor¢do no processo
cromatografico porque interagem com moléculas bio-organicas ou solutos basicos,
provocando adsor¢des que podem ser até irreversiveis [67, 68]. Esses compostos
depositados na superficie podem dificultar o transporte de massa e criar outros sitios
ativos nao especificos. Quando a adsorcdo ¢ reversivel, tem-se o problema de picos
largos, assimétricos e com cauda.

Os silanois (Figura 3) podem existir na superficie nas formas: vicinal (ou
ligado), geminal e livre (ou isolado). Esses grupos silandis sdo responsaveis pelo
carater polar dos recheios de silica usados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase normal (CLAE-FN), na qual a fase estacionaria (FE) ¢ mais polar
do que a fase movel (FM), e também sdo utilizados para a modificacao da superficie
da silica, permitindo obter as fases ligadas para a CLAE em fase reversa (CLAE-FR)

e em cromatografia de ions (CTI).
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Figura 3 - Tipos de silanodis presentes na superficie da silica amorfa: (1) vicinais, (2) geminais, (3)
livres e (4) siloxano superficial.

Uma das maneiras de se preparar uma fase estaciondria para CTI, utilizando a
silica como suporte cromatografico, consiste em reagir grupos silandis do suporte
com um haloorganossilano ou um organoalcoxissilano, que pode ser mono (XSiR3),
di (X,SiR,) ou trifuncional (X3SiR), no qual X representa um halogénio, usualmente
cloro, ou um alcoxido, por exemplo CH;0" [69], para produzir as chamadas fases
quimicamente ligadas.

Os clorossilanos sao mais utilizados do que os alcoxissilanos porque sdo mais
reativos. Essa reatividade ¢ mais acentuada quando se usa um catalisador, que pode
ser uma base receptora de prétons. As aminas terciarias, assim como a piridina,
parecem desempenhar muito bem essa fun¢do, diminuindo o tempo de reacdo da
silica com o respectivo agente sililante, obtendo-se um alto grau de recobrimento da
superficie [70].

Independente do tipo de agente sililante utilizado, a reagdo de todos os grupos
silandis presentes na superficie € praticamente impossivel. O grau de recobrimento
geralmente ndo ultrapassa o valor de 4,0 umol m™, indicando que apenas 50% dos
silandis disponiveis reagem com o agente sililante. Assim, grupos reativos
remanescentes permanecem na superficie da silica e, quando hidrolizados, podem

contribuir com a formag¢ao de novos silanois residuais.
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Quando se utiliza um agente sililante trifuncional, a situacao € mais critica do
que quando se reage a silica com um silano monofuncional. Nesse caso, um nimero
maior de silandis residuais permanece livre na superficie devido a hidrolise, que
produz silanois apds a reacdo, e ao tamanho da molécula do agente sililante, que
impede sua aproximacao a todos os silandis na superficie.

Uma alternativa para melhorar a reagdo ¢ realizar essa modificacio em
presenga de tracos de umidade. As moléculas de 4gua podem hidrolizar os grupos
reativos remanescentes no reagente, produzindo novos silandis, que podem
condensar formando novas ligagdes siloxanos entre as cadeias do agente sililante
imobilizado e também com os silanois do suporte cromatografico. Como resultado,
tem-se uma concentracdo maior de grupos organicos do que quando se emprega

condicdes anidras [71].

1.2.1 Silica Modificada com Grupos I6nicos

A modificagdo quimica de silica ou silicatos inorganicos com um agente
sililante como o 3-cloropropiltrimetoxissilano, e a funcionalizagdo com
grupamentos piridinios ja ¢ conhecida. Para a caracterizagdo quimica e fisica desses
novos materiais, observa-se que o agente sililante ¢ ligado covalentemente a
superficie, permanecendo aderido na presenca de diversos eletrdlitos [72]. Para a
silica pura modificada com o 3-cloropropiltrimetoxissilano varias aplicagdes foram
encontradas, tais como a sua utilizagdo para a adsor¢cdo de cations divalentes [73],
uma reacao subsequente com um derivado de amina aromatica [74], a
funcionalizagdo com 4cido glutamico, para a formagao de uma FE zwiteridnica [75]
ou, ainda, a funcionalizagdo com moléculas de benzimidazole para a concentragao
de ions metélicos dispersos em solucdo de etanol [76]. As propriedades de troca
anidnica da superficie da silica modificada com sais de piridina ligados
covalentemente foi inicialmente descrita por Tundo et al. [77], cuja primeira

aplicagdo foi como catalizador.
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Gushikem e Moreira [78] estudaram a cinética de troca ¢ a seletividade de
diversos anions adsorvidos sobre a silica funcionalizada com o ion piridinio e
utilizaram esse material como suporte para adsor¢do de ions metélicos de solugdes
aquosas € nao aquosas [79-82].

Outros estudos com aplicacdes em eletroquimica foram realizados
empregando o cloreto de propilpiridinio imobilizado sobre a superficie da silica:
como catalisador para a epoxidagdo de alcenos [83], como sensor potenciométrico
para o ion perclorato [84], para eletrooxida¢do de acido ascérbico [85] e como
substrato para a imobilizagdo de ftalocianinas tetrassulfonadas de Fe (II) ou de
Co(Il) para aplicacgdo, respectivamente, como sensor de oxigé€nio e eletrodo para a
determinacdo de acido oxalico [86]. Entretanto, a utilizagdo desse material para a
aplicacdo como FE em separagdes cromatograficas por troca anionica ainda nao
havia sido explorada. Essa nova aplicagdo € o objeto de estudo nesse trabalho.

Os tipos de fases estaciondrias aniOnicas que tém sido extensivamente
desenvolvidas para a analise de varios anions organicos e inorganicos, que utilizam
particulas de silica como suporte sdo aqueles cujas superficies sdo modificadas com
grupos organofuncionais, ligados covalentemente [87, 88] aos grupos aminopropil
[89], ou aos grupos fenilaminopropil [90].

Novas fases estaciondrias foram preparadas vinculadas ao uso de material
particulado de fase reversa [91], situando-se, nesse contexto, as fases estacionarias
C,s funcionalizada com cetiltrimetilamonio (CTA"), cujo grupamento atua como um
sitio de troca anidnica [92, 93].

Suzuki et al. [94] prepararam uma nova FE pela ligacio de 1,1,6
trimetiltetralina & silica aminopropil através de uma ligagdo carbono-hidrogénio. A
estrutura mostrada na Figura 4 refere-se a polieletrdlitos com centros de carga de
dimetilamonio interconectados por (CH,), e (CH,),, respectivamente, € sdo obtidos
pela eliminagcdo de uma molécula de H,O de um ionone. Esse tipo de fase ligada
possui comportamento similar a uma fase C;g protegida estericamente. Isso sugere

que os sitios de silanois acidos sdo protegidos por esses polieletrolitos e nao
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contribuem para o processo de separacdo dos analitos. Empregando-se FM aquosa
de hidrogenoftalato de potassio, ¢ possivel separar-se diversos anions, pois esse
trocador exibe um padrdao de seletividade de uma FE para CTI com grupos de

amonio quaternario ligados.

(|:H3 (|:H3
N (CHox—N—(CH,)y
CH ~ CH -
> Br ° Br n

Figura 4 - Polieletrolitos com centros de carga de dimetilamonio

Recentemente, uma nova FE para troca anionica foi sintetizada através da
silanizagdo da silica com cloropropiltrimetoxissilano, seguida pela reagdo com
N-metilimidazol. Essa fase ¢ de troca i6nica, mas possui mecanismo de fase reversa
aplicavel ndo apenas a separacdo de 4anions, mas também a separacdo de

aminoacidos e proteinas [95].

1.2.2 Fases Estacionarias Poliméricas

Um trocador i6nico compreende trés elementos importantes: uma matriz
insoluvel que pode ser orgédnica ou inorganica, natural ou sintética, sitios idnicos
fixos e uma quantidade equivalente de ions de carga oposta aquelas fixadas nos
sitios. Os grupos fixados sao referidos como grupos funcionais e os ions associados
(que estao proximos) sdo chamados de contra-ions. [17].

Os trocadores 106nicos a base de resina, para serem aplicados em CI, devem
ter algumas propriedades fundamentais, tais como a habilidade de trocar os ions com
rapidez, boa estabilidade quimica em uma faixa ampla de valores de pH e resisténcia
a deformagdo durante o recheio da coluna quando sao expostos a vazao da FM [1].

As resinas de troca i0nica de baixa capacidade de troca, produzidas por

derivacdo quimica de polimeros organicos sintéticos, foram introduzidos
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inicialmente como fases estacionarias em CI sem supressdo por Gjerde, et al. em
1979 [56]. A maioria das resinas de troca i6nica sao produzidas de copolimeros de
estireno e divinilbenzeno com um pequeno nimero consistindo de copolimeros de
divinilbenzeno e acido acrilico ou 4cido metaacrilico. No copolimero de estireno-
divinilbenzeno (PS-DVS) o estireno ¢ entrecruzado com divinilbenzeno em uma

rede polimérica de acordo com o esquema da reagdo mostrado na Figura 5:

CH=CH, CH=CH, —CH—CH;—CH—CHs;— CH—CH;—
00— O
|

CH=CH, — CH—CH,;—CH—CH;—CH—CH,

(1) (2) (3)
Figura 5 - Reagao do estireno (1) com divinilbenzeno (2) para produzir copolimeros de estireno-
divinilbenzeno (3).

As unidades divinilbenzeno estabelecem unides com outras cadeias. O grau
de ligagdes cruzadas ¢ dado pela quantidade de divinilbenzeno presente na mistura e
porcentagens tipicas sdo de 1, 2, 4, 8, 12 e 16. A porosidade do material ¢
conseqiiéncia desse grau de ligacdes cruzadas [17].

Um trocador de cations ou de anions ¢ obtido pela introducdo de grupos
funcionais na superficie da resina. As resinas basicas (trocadores anidnicos) sao
preparadas por clorometilacdo do anel benzénico seguida por uma reacdo com uma
amina terciaria de uma outra espécie adequada a esse fim. As resinas acidas
(trocadores catidnicos) sao preparadas por sulfonacdo do anel benzénico com é4cido
sulfrico concentrado ou com 4acido clorossulfirico. As varias espécies de

grupamento, bem como o processo de obtengao sdao descritos em varias referéncias
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classicas de troca i6nica e CI [17].
A reacao do acido metaacrilico com divinilbenzeno para produzir a resina de

polimetacrilato entrecruzado ¢ mostrada na Figura 6:

CH=CH,
H, (|;|-|3 ?Hs
Pt T — ?—CHT?—{H?CH—CWT
COOH COOH COOH
CH=CH,
CH, CH,
C—CHzCH-CH; G—
| : |
COOH COOH

(1) (@) 3)

Figura 6 - Reagdo do acido metaacrilico (1) com o divinilbenzeno (2) para produzir o copolimero
metacrilato-divinilbenzeno (3).

Novas fases estaciondrias poliméricas utilizadas em Cromatografia de fons
sdo constituidas de particulas de poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB), circundada
por uma monocamada de particulas de latex carregadas [1, 15, 33, 39]. O uso de um
substrato de etileno-vinilbenzeno (EVB) entrecruzado com 55% de divinilbenzeno
(DVB) resultou em materiais compativeis com diversos solventes. O latex ¢
usualmente cloreto de vinilbenzila-divinilbenzeno (VBC-DVB) ou PS-DVB
(poliestireno-divinilbenzeno) incorporando diferentes grupos funcionais.

Uma outra espécie de resina anidnica € o latex baseado em metacrilato, no

qual mondmeros de glicildimetacrilato (GMA) sdo entrecruzados com dimetacrilato
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de etileno glicol (EDM) [96]. Os trocadores anidnicos contém grupos funcionais de
amina quaternaria derivada de alquil ou de aril. As diferencas na seletividade entre
os trocadores anidnicos VBC-DVB e GMA-EDM aparecem principalmente na
separacao de anions mais polarizaveis, tais como iodeto e tiocianato [97].

A evolucdo das FE na CI de anions pode ser monitorada pela série de colunas
comercializadas direcionadas a analise de amostras de aguas naturais. A IonPac
AS9HC da Dionex, recheada com particulas macroporosas de EVB-DVB
entrecruzada 55% e revestida com um latex de glicidoxietilmetacrilato, possui o
diferencial de uma melhor resolu¢dao para o fluoreto em relacdo ao dip da dgua.
Uma nova FE para troca anionica comercializada pela Dionex, denominada IonPac
AS14A, foi desenvolvida utilizando-se uma nova técnica de enxerto em bloco
(block-grafting, em inglés) [98]. Essa coluna ¢ adequada ao uso em uma faixa ampla
de pH.

Um outro trabalho de importidncia para a separacdo de anions foi o
desenvolvimento por Woodruff et al. [99] de uma FE de criptato, que consiste em
um substrato macroporoso polimérico de estireno-divinilbenzeno, com 55% de
entrecruzamento com um tamanho médio de poro de 15 nm e uma area de superficie
de 450 m”. O criptato 2,2,2 n-decil é entdo ligado covalentemente sobre a superficie
da resina macroporosa ou de um suporte de silica Cig.

Recentemente, Sarzanini [36] fez uma revisao cuidadosa das fases
estacionarias desenvolvidas e disponibilizadas no mercado para aplicacdo em

Cromatografia de fons.

1.2.3 Fases Estacionarias Monoliticas para CI

As fases estacionarias monoliticas, também conhecidas como FE de leito
continuo, tém despertado grande interesse como resultado das vantagens que
apresentam em relagdo as FE de recheios convencionais. As fases estacionarias

monoliticas podem ser divididas em dois grupos principais: os monolitos de silica
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(inorganicos) € os monolitos de polimeros rigidos (organicos).

FE poliméricas monoliticas produzidas de metacrilato e funcionalizadas com
amonio quaternario foram sintetizadas para aplicacio em Eletrocromatografia
Capilar e micro CTI para determinar a concentragdo de anions inorganicos
[100,101].

As colunas monoliticas a base de silica foram desenvolvidas no final da
década de noventa, sendo do tipo Cg ou Cig e estdo disponiveis comercialmente
desde 2000 com o nome de Chromolith Columns. O recheio das colunas monoliticas
de silica também ¢ um material poroso, mas apresenta poros com diferentes
tamanhos. Nas colunas convencionais, o material particulado apresenta mesoporos
com tamanho de 6 até 30 nm, enquanto que, na fase monolitica, o suporte
cromatografico apresenta estrutura com mesoporos de 13 nm e macroporos de 2 um
de diametro [70].

Grande sucesso foi obtido na preparagdo de novas fases estaciondrias
vinculadas ao uso de colunas monoliticas baseadas em silica recoberta com sais de
amoOnio quaternario, as quais resultaram em separacdes ultra-rapidas de alguns
anions inorganicos mais comuns [102, 103].

Paull e Nesterenko [104], em uma revisao recente, mostraram o “estado da
arte” dos novos desenvolvimentos e as diferentes aplicagdes das FE monoliticas a
base de silica. Entretanto, o nimero de fases estaciondrias monoliticas para troca
anionica, utilizando suporte de silica, ¢ ainda muito limitado. A maioria das colunas
monoliticas disponiveis comercialmente sdo baseadas em polimeros, incluindo
polimetacrilato, poli(estireno-divinilbenzeno), poliacrilamida e celulose. A
preparacdo desses materiais, com a introducao de grupos funcionais, € mais simples,
mas possui a desvantagem de um possivel inchamento e retragdo do monolito sob

diferentes condigoes de FM [101].
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1.2.4 Caracterizacio Cromatografica da Fase Estacionaria

1.2.4.1 Escolha do Processo de Enchimento — Definicao de Algumas
Variaveis

Na década de 80, o enchimento das colunas era descrito como uma arte, uma
vez que dificilmente se conseguia uma reprodutibilidade dos métodos utilizados na
época. Apos este periodo, houve um grande desenvolvimento na tecnologia de
producdo de colunas cromatograficas e a reprodutibilidade das respostas desses
materiais em relacdo ao enchimento e a pardmetros inerentes a separacdo deixaram
de ser um problema, mas esse avango tecnoldgico ainda € pouco divulgado para os
usuarios da Cromatografia [105].

Alguns fatores sdo fundamentais para um bom desempenho cromatografico,
tais como a viscosidade e as propriedades dispersivas dos solventes de suspensao, a
pressao de enchimento, o polimento das paredes internas dos tubos, entre outros
[106, 107]. Para o enchimento das colunas cromatograficas existem variaveis

importantes na escolha do processo. Sao elas:
» A direcdo do enchimento;
» O tipo de solvente utilizado na preparacao da suspensdo da FE;
» A densidade e a viscosidade do solvente definido para a suspensao;
» A pressdo utilizada durante o enchimento;
» O solvente usado como propulsor durante o procedimento de enchimento;

» A forma de agita¢ao da suspensao.
Os métodos para enchimento de colunas podem ser classificados pela forma
na qual a fase estacionaria ¢ introduzida no tubo. Para particulas de FE de tamanho

menor que 20 pum utiliza-se normalmente no modo descendente o método de

enchimento por suspensao a alta pressao [108].
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Diante da literatura existente sobre o tema, observa-se que ha controvérsias a
respeito da utilizacdo das diversas técnicas, o que conduz a cada grupo que segue
essa linha de pesquisa a fazer sua propria adaptacdo, dependendo do tipo de
enchimento a ser realizado. No Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia Liquida
da Unicamp (LabCrom) a escolha de um processo adequado de enchimento e a
implementacao do mesmo, aconteceu ao longo dos anos 1980 e 1990. As aplicagdes
desse procedimento de enchimento bem como a evolugdo de suas melhorias foram
relatadas em muitos estudos realizados por pesquisadores desse laboratorio [106,

109-118].

1.2.4.2 Parametros Cromatograficos

Quando uma coluna € nova, seja ela adquirida comercialmente ou através de
enchimento no proprio laboratorio, devem ser feitos calculos dos parametros
cromatograficos, a fim de avaliar o potencial dessa coluna para futuras separagdes
cromatograficas. Esses célculos sdo realizados com os dados experimentais obtidos

em um cromatograma tipico, como mostra a Figura 7.

tR2

INJECAO

Figura 7 - Cromatograma obtido na separagdo de uma mistura de dois componentes [17].
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O tempo de retencdo do analito, tg, ¢ 0 tempo gasto desde o momento da
injecdo até a deteccdo maxima do pico. O tempo de retencao de um composto nao
retido, ty, € o tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatografico
desde a injecao até a saida da coluna e representa o tempo gasto para a fase movel
fazer este percurso. Esses valores sdo obtidos diretamente do cromatograma quando
se tem um integrador ou softwares apropriados. O tempo de reten¢do ajustado, t'g, €
o tempo real que as moléculas ou ions do analito ficam retidas na fase estacionaria,

calculado por:
t'R = 1R - tu

O fator de retencdo, k, ¢ determinado pela razdo dos tempos em que as
moléculas ou ions do analito ficam retidas na fase estaciondria ou percorrendo a
coluna através da fase movel. Valores de 2 < k < 10 s3o considerados ideais mas

aceita-se 1 <k <20 [22, 24].

k = (tR _tM)
t

M

A resolucdo, Rs, ¢ a medida quantitativa do grau de separagdo entre dois

picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a equagao:

Rs :2|:(tR2 _tR])i| :1,177|:(tR2 _tm):|

Wbl +Wb2 Whl +Wh2

onde tg, € tr; sdo os tempos de retencdo de dois analitos, wy; € Wy, sdo as larguras
dos respectivos picos na linha de base e wy,; € wy, sdo as larguras dos picos a meia
altura, com a largura medida em unidades de tempo.

O fator de separagdo, o, entre dois picos adjacentes ¢ calculada pela razdo

entre k; (do soluto mais retido) e k; (do soluto menos retido):
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A eficiéncia, medida pelo numero de pratos, N, representa o numero de

etapas de equilibrio do analito entre a fase mdvel e a fase estaciondria, calculada por

2 2
t t

N:16{ } :5,545{ }
Wy Wiy

A altura do prato, H, ¢ a razdo entre o comprimento (L) da coluna expressa

meio da equagao:

em mm ¢ o numero de pratos (N), que pode ser calculado por:

gL
N
Um outro parametro que deve ser considerado € a altura do prato reduzido, h.
Esse pardmetro ¢ um numero adimensional calculado pelo quociente da altura do
prato e o diametro médio das particulas que compde a fase estacionaria (h = H/dp).
E 1til para comparar colunas recheadas com particulas de tamanhos diferentes [22].
A simetria dos picos ¢ avaliada pelo fator de assimetria (As), que ¢ a medida
da propor¢do entre as duas partes de um pico cromatografico no sentido horizontal a
10 % da sua altura. Segundo Snyder et al. [119], os valores de As devem estar entre
0,95 e 1,3, sendo admitido valores de até 1,5. Outra maneira de definir a forma do
pico ¢ através do fator de alargamento (TF) a 5 % da sua altura Nessa abordagem a
assimetria ¢ medida a 5 % da altura do pico [119]. A Figura 8 mostra como ¢

calculada a assimetria utilizando as duas maneiras.
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Fator de alargamento = A+B
2A

Fator de assimetria do pico=B

10% da 5% da

altura do {"""'" I S altura do
pico S 4O . = L } pico

Figura 8 - Determinacao do fator de assimetria e alargamento do pico [119].

A vazao (F) 6tima de trabalho de uma coluna pode ser determinada através da

equacgao de van Deemter:

H:A+E+Cu
i

sendo p a velocidade linear da FM, obtida pela equagao:

e
M

O termo A, difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos devido
aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto. Esse termo pode ser
minimizado, usando colunas com diametro interno reduzido bem recheadas com
particulas de tamanho pequeno e uniforme.

O termo B, difusao longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecular do
soluto na fase movel e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades
lineares da fase movel.

O termo C, transferéncia de massa, estd relacionado com a facilidade de
transferéncia das moléculas do soluto entre a FE e a FM. Um fator que minimiza o
termo C ¢ a espessura do filme liquido que recobre as particulas do suporte. Quanto

maior for essa espessura, maior sera o termo C e menor a eficiéncia da coluna.
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A figura 9 ilustra uma curva tipica da equacao de van Deemter, assim como a
contribui¢do de todos os termos da sua equacao [17]. A curva mostra que existe uma
vazao (F) 6tima que esta relacionada com a velocidade linear da fase mével (), na
qual H terd um valor minimo e, conseqiientemente, correspondendo ao valor

maximo de eficiéncia da coluna.

H- A+ B/u +C.a

Him)

C.u

Hml’nimo ———h e

!‘ B/u
péﬂmu l.l[ms"}

Figura 9 - Curvas da equacao de van Deemter.[17]
1.3 Determinacao da Capacidade de Troca

A capacidade de troca da silica funcionalizada com o ion piridinio ¢ um outro
parametro importante a ser determinado. Gushiken e colaboradores [78-80, 86],
determinaram o grau de funcionalizagcdo da silica modificada, tratando o material
solido com solucdo de HNO; 0,1mmol L' e ap6s quantificando o ion cloreto
liberado na solugdo por titulacdo potenciométrica com AgNO;. Neste trabalho,
utilizou-se a analise por ativagdo neutrOnica, que consiste em uma técnica analitica
alternativa bastante adequada por apresentar uma excelente detectabilidade e
seletividade para a quantificacdo do ion cloreto. Devido a essa detectabilidade sao
necessarios apenas alguns miligramas do material sintetizado para a irradiacdo,

sendo uma grande vantagem no caso de amostras preciosas ou de dificil obtencao.
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1.3.1 A Técnica

A técnica de andlise por ativagdo neutronica (AAN) consiste na indugdo de
radioatividade em uma amostra e a posterior deteccdo e quantificagdo dessa
radioatividade induzida. Um modo de induzir a radioatividade ¢ através da
irradiacao da amostra com néutrons (n) em um reator nuclear, ocorrendo a reacao (n,
v). Os radionuclidios formados decaem em tempos de meia-vida e com emissdes
gama caracteristicas. A medida dessa radiacdo gama, via espectrometria gama,
permite, entdo, a identificagdo e quantificagdo dos diversos elementos ativados na
amostra [120].

No caso da técnica ser puramente instrumental significa que a amostra ¢
irradiada sem preparo quimico prévio, como, por exemplo, a dissolucdo 4cida da
amostra. Considera-se esse ponto como uma vantagem, pois ndo hd perda de
constituinte da amostra devido a possiveis reagdes quimicas durante o preparo. Além
disso, ndo ha contaminacdo proveniente de reagentes quimicos € nem ha qualquer

outra alteracdo da composi¢do quimica do material.

1.3.2 Reator TRIGA MARK I IPR-R1

O reator do tipo TRIGA (Training, Research and Isotope-General Atomic),
que utiliza os fluxos de n€utrons gerados para producao de radioisotopos, analise por
ativacao, neutrongrafia, producao de radiofarmacos, dentre outros, esta em operagao
desde novembro de 1960. Situado em Belo Horizonte, no Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDTN), Instituto da Comissao Nacional
de Energia Nuclear (CNEN), esse reator usa urdnio enriquecido a 20 % como
combustivel, hidreto de zirconio como moderador de néutrons, grafite como refletor
de néutrons e agua leve desmineralizada como refrigerante. O reator de pesquisas
TRIGA MARK I IPR-R1 apresenta trés dispositivos para as irradiacdes: mesa
giratoria, tubo central e tubo pneumatico. A mesa giratéria ¢ especialmente

apropriada para analises por ativagdo neutronica, apresentando fluxos de néutrons
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estaveis e 40 posi¢des para irradiagdo de amostras na camada inferior e mais 40 na

camada superior [121].

1.3.3 Método k, de Ativacao Neutronica Instrumental

No CDTN/CNEN, o método de ativagdo neutrdnica instrumental mais
utilizado ¢ o método ko, no qual as amostras irradiadas sdo acompanhadas de
comparador/monitor de fluxo e os cdalculos sdao efetuados considerando os
parametros f e a do reator e as constantes nucleares dos elementos. O parametro f ¢
a razdo entre os fluxos térmico e epitérmico e a ¢ a medida do afastamento do fluxo
epitérmico real da curva ideal [122-124].

No método k, de ativagao neutronica instrumental (ko-ANI), um ou dois
comparadores sao irradiados em paralelo & amostra para o calculo da atividade
especifica. O calculo da concentragdo do elemento de interesse ¢ baseado na
atividade obtida do comparador. Os dados nucleares nao conhecidos sao substituidos
por constantes nucleares caracteristicas de cada radionuclideo chamadas assim de k.
Dessa forma, o método requer um bom conhecimento dos parametros espectrais do
fluxo de néutrons no canal de irradiagao do reator.

A equagdo abaixo,

I m C & FES CDH,
" k,C,,e,ES,C,DH,

expressa ko como uma constante natural dos is6topos em estudo, podendo ser
calculada a partir de seus componentes. O método k, combina a simplicidade
experimental dos métodos absolutos por ativacdo neutronica com a exatidao dos
métodos comparativos. E aplicada para se calcular a massa do i-ésimo elemento

presente na amostra [123, 124]. Desta equagao K, ¢ definido como:

M 6.P .o,

_ p-a"v.a

~ M,0.P Cop

a~p-v.p

0
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Considerando os indices a, referindo-se a amostra, ¢ p ao padrdo, tem-se nessas
equagdes que: m ¢ a massa do elemento analisado, C, a area liquida sob o pico gama
do radionuclideo de interesse, ¢ a eficiéncia do detector para o gama considerado,
F ¢ [f+ Qo a)], onde f ¢ a razdo entre os fluxos de néutrons térmico e o epitérmico,
definido a partir de uma determinada energia e Qy( ) a razdo entre o Iy( «), integral
de ressonancia, S o fator de saturacdo de irradiacdo em fung¢do do tempo de
irradiacdo, C o fator de correcio de decaimento do radionuclideo durante a
contagem, D o fator de correcdo de decaimento do radionuclideo entre o final de
irradiagdo e o inicio da contagem, H ¢ o tempo morto do detector durante a
contagem, M ¢ a massa atomica do elemento, sendo quantificado, 6 ¢ a abundancia
isotopica do elemento, P, a abundéancia absoluta medida ¢ o a sec¢do de choque a
néutrons térmicos. Para 91 is6topos de interesse, os valores de k, tém sido medidos
por diversos laboratérios em todo o mundo, sendo que os recomendados estdo
disponiveis na literatura com incertezas menores que 2 %. Para outros 21, a
incerteza esta na faixa de 5 % [123].

Durante os trabalhos de ativagdo neutronica utilizando o método k, sdo
irradiados trés padrdes de sodio (Na) de 1000 pg cada para serem utilizados como
mono-padrdes comparadores. A escolha do elemento so6dio deve-se a varias razdes:

»  Geracdo de um radiois6topo que apresenta uma meia-vida relativamente

pequena, nao produzindo rejeitos radioativos significantes;

»  Possibilidade de utilizacdo em analise de elementos de meia-vida curta,
média e longa;

»  Baixo custo;

Disponibilidade de padrdes de boa qualidade no mercado.
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2. OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa € o desenvolvimento de um novo material para ser

utilizado como fase estaciondria em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE), modo troca anidnica, baseado na modifica¢dao da superficie da silica com

um agente sililante e posterior reagao com piridina. Esta fase estaciondria deve ser

capaz de separar uma mistura de anions orgéanicos e inorganicos com eficiéncia.

2.1 Etapas do Trabalho

Para atingir o objetivo delineado as etapas do trabalho sdo as seguintes:

» Modificar a superficie de uma silica cromatografica com um agente

sililante e posterior reacdo com a piridina para produzir a silica
propilpiridinio, sendo essa modificagdo realizada em meio anidro ou em

presenca de agua.

Caracterizar as silicas modificadas por meio de testes fisicos, quimicos e

cromatograficos.
Quantificar a capacidade de troca i6nica das silicas funcionalizadas.

Empregar esses materiais como fases estacionarias no recheio de colunas

cromatograficas utilizadas em cromatografia por troca anionica.

Verificar as separagdes cromatograficas de misturas contendo anions

organicos € 1norganicos.
Determinar a estabilidade quimica da fase estacionaria desenvolvida.

Utilizar a fase estacionaria desenvolvida para a quantificacdo de alguns

anions contaminantes no meio ambiente.
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3.1

3 PARTE EXPERIMENTAL

Equipamentos

Agitador magnético, Corning.

Agitador Red Rotor, Hoefer Pharmacia Biotech Inc.

Agitador Roto-torque, Cole-Parmer.

Analisador elementar Perkin Elmer, modelo 2400 (1Q-UNICAMP).

Analisador termogravimétrico, TA Instruments modelo 2050, (IQ-

UNICAMP).
Balanca analitica Fisher Scientific, modelo A-250.

Bomba de enchimento Haskel com faixa de pressio de 6,9 a 344,8 MPa
(1000 a 50000 psi), modelo 51769 (LABCROM).

Cromatdgrafo a liquido, Waters (LABCROM) utilizado nas separacdes em

fase normal, consistindo dos seguintes componentes:

- Bomba de alta pressao, Waters, modelo 510.

- Detector espectrofotométrico UV/Vis de comprimento de onda variavel,
Waters, modelo 486.

- Injetor Rheodyne com alga amostradora de 5 uL, modelo 7125.

- Software Chrom Perfect da Justice Innovation.

Cromatégrafo a liquido, Shimadzu (CDTN) utilizado nas separagdes por

troca i6nica, consistindo dos seguintes componentes:

- Bomba de alta pressdo tipo pistdo reciproca, cabeca dupla, modelo
LC-10ADyp.

- Forno para coluna com controle de temperatura na faixa de 4 a 80 °C em

intervalos de um °C, modelo CTO-10ADyp.
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3.2

3.2.1

- Detector de condutividade CDD-6A, com volume de célula de 0,25 uL.
- Injetor Rheodyne com alga amostradora de 20 uL, modelo 725.
- Software Class-LC10 para cromatografo a liquido da série LC-10A.

Espectrofotometro de Absor¢ao no Infravermelho com intervalo de 4000 —

400 cm™, resolugdo de quatro cm™, Bomem, modelo MB (IQ-UNICAMP).

Espectrofotdometro de Ressonancia Magnética Nuclear com polarizagao
cruzada segundo rotagcdo em um angulo magico (CP-MAS-NMR), Brucker

AC 300.

Medidor de area superficial (BET), Micromeritics, modelo Flowsorb 2300
(IQ-UNICAMP).

pHmetro Metrohm, modelo 744 (CDTN).

Sistema purificador de agua, Millipore, modelo Milli Q-Plus (CDTN).

Materiais

Reagentes e Solventes

Acetonitrila, OmniSolv, EMD™.

Acido 4-hidroxibenzoéico para sintese, Merck.

Acido ftalico (1, 2 4cido benzenodicarboxilico), p.a., Merck.

Agua deionizada, Sistema Milli-Q Plus.

Amostra de Referéncia CRM 409 (Certified Reference Material) —
Community Bureau of Reference — BCR, Bélgica.

Amostra de Referéncia CRM 408 (Certified Reference Material) —
Community Bureau of Reference — BCR, Bélgica.

Citrato de sodio tribasico diidratado, Reag. ACS, Reag ISO, Reag Ph. Eur. —
Riedel — De Haén.
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e C(Cloroformio, p.a., Merck.

e (3-cloropropil)trimetoxissilano 97%, Aldrich.

e Diclorometano, p.a., Merck.

e Hexano, p.a., Merck.

e Hexano, grau HPLC, Tedia.

e Metanol, OmniSolv, EMD™,

e Piridina, Aldrich.

e Silica Davisil, tamanho das particulas: 10um; forma irregular; area
superficial; (263 + 8) m® g'; tamanho de poro: 15nm; volume de
poro:60,5cm’ g™'; fornecedor: Alltech, LOTE 1 —N° de estoque 1445.

e Solugio padrio de cloreto — CertiPUR — NaCl em H,0, (1001 +2) mg L™ de
CI', Merck.

e Solugio padrio de nitrito-CertiPUR — NaNO, em H,0, (998 + 5) mg L' de
NO,’, Merck.

e Solugio padrdo de nitrato — CertiPUR — NaNO; em H,O, (1003 + 5) mg L™
de NOs’, Merck.

e Solugio padrio de brometo — CertiPUR — NaBr em H,0, (999 + 2) mg L™ de
Br’, Merck.

e Solucao padrao de sulfato — CertiPUR — Na,SO, em H,0, (1001 + 2) mg L
de SO42', Merck.

e Tris(hidroximetil)aminometano, TRIS, p.a., Merck.

e Tolueno, p.a., Merck.

3.2.2 Coluna cromatografica

As colunas cromatograficas utilizadas neste trabalho foram confeccionadas
na oficina mecanica da UNICAMP a partir de tubos de aco inoxidavel 316 L, sem

costura. Esse material ¢ conveniente para ser empregado na fabricagdo de colunas
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cromatograficas utilizadas em CLAE, pois possui elevada resisténcia mecanica para
suportar altas pressoes.

Nos experimentos para verificar o comportamento da fase estaciondria frente
a mudancas de pH e no teste de estabilidade foram utilizadas colunas de 60 mm de
comprimento € 3,9 mm de didmetro interno. Para as separagdes cromatograficas dos
diversos anions testados, envolvendo a otimizacdo da metodologia e sua posterior
aplicagdo, foram utilizadas colunas de 150 mm de comprimento e 3,9 mm de
diametro interno.

Apos a confecgdo, o processo de polimento interno das colunas
cromatograficas ¢ fundamental para a eliminagdo de imperfei¢des, uma vez que
esses materiais sao adquiridos com uma superficie interna bastante irregular, as
quais podem oferecer resisténcia ao escoamento da fase modvel, diminuindo a
eficiéncia da coluna. O processo de polimento seguiu uma metodologia

desenvolvida no LabCrom [109]. As partes constituintes da coluna cromatogréfica

.
o PU—7

f Porca terminal
Redutor (31 mm)

sdao mostradas na Figura 10.

f Manga (9 mm)

(9 mm)
Corpo da coluna contendo anel com filtro
cromatografica

(60 ou 150 mm)

Figura 10 - Esquema de uma coluna cromatografica e suas conexdes.
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3.3 Preparacio da Fase Estacionaria (FE)

3.3.1 Etapa 1: Modificacdo Quimica da Superficie da Silica com o

Agente Sililante

Nos processos de modificagdo quimica utilizou-se uma silica da marca
Davisil, forma irregular, tamanho de particula de 10 um, tamanho de poros de 15
nm. Duas sinteses foram feitas: na primeira, a reagdo foi efetuada em meio anidro,
utilizando-se 10 g de silica. Na segunda, foram utilizadas 20 g de silica, com adi¢ao
de pequena quantidade de dgua para promover a polimerizagdo do trialcoxissilano.
Nas duas sinteses, os procedimentos operacionais e os reagentes utilizados foram os
mesmos, diferindo, uma da outra, apenas no meio reacional.

Inicialmente, a silica foi seca, sob vacuo, a temperatura de 100 °C por 6 h,
para remocao da umidade. Apods o resfriamento até a temperatura ambiente em
dessecador, uma massa de 10 g ou 20 g foi transferida para um baldo de reagao,
contendo, respectivamente, 100 ou 250 mL de tolueno. A suspensdo foi agitada
mecanicamente e, durante este processo, adicionou-se o 3-cloropropiltrimeto-
xissilano, seguido da trietilamina, como catalisador [125]. O agente sililante foi
adicionado em excesso, correspondendo, respectivamente, a 20 ¢ 40 mL para 10 e
20 g de silica, de forma a garantir um maior recobrimento da superficie. A
quantidade de silano adicionado na reagdo, o cloropropiltrimetoxissilano, foi
determinada com base na concentracdo tedrica de silanodis (asioy) presentes na
superficie da silica disponiveis para reagir com o silano em questdo, segundo a

equacao:
Concoy” (umol g™ silica) = Sggr (m2 g™ X asion (nmol m?)

2 N . e S
onde Sggr (m” g ') corresponde a area de superficie da silica, Concoy, a
concentracio total de silanois disponiveis na superficie da silica (umol g™ silica),

considerando a quantidade total do material utilizado na sintese, e as;oy igual a 8,0
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nmol m™?, correspondendo a 4,8 silanois / nm™ [126]. Também ¢é possivel determinar
o volume do agente sililante necessario para reagir com os silanois da superficie da
silica, considerando-se a massa molar (M) do silano e o valor de sua densidade (d),

de tal forma que:

Mgijano = ConCOH- X Msilano

silano

Vsilano d

silano

Para a produ¢do da silica modificada em presenca de dgua, antes da reagdo
com o 3-cloropropiltrimetoxissilano, foram adicionadas 700 pL de dgua deionizada.
A reacdo foi processada em um baldo de trés bocas e realizada sob refluxo em

atmosfera de nitrogénio por 48 h, conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Sistema utilizado para as duas etapas da sintese.

Nesse processo, o nitrogénio foi borbulhado através da glicerina para

monitorar o fluxo, sendo entdo purgado para o interior do baldo que continha a silica
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em reagdo. Apos o término da reacdo, o material foi resfriado a temperatura
ambiente, adicionando-se entdo 100 mL de tolueno para a remocao do excesso de
silano, que nao reagiu.

O produto da reagdo foi transferido para um sistema de filtragdo a vacuo e
lavado na seqiiéncia: 100 mL de tolueno, 100 mL de isopropanol, 100 mL de etanol,
200 mL da mistura etanol:agua, modificando-se lentamente a polaridade com uma
primeira adicdo dessa mistura na propor¢ao 40:60 (v/v) e uma segunda adigdo, na
proporcao 30:70 (v/v). Finalmente, lavou-se com 500 mL de agua deionizada e apos,
com 100 mL de metanol. A silica cloropropil, identificada como SilprCl, foi seca

sob vacuo, a temperatura de 60 °C por 4 h, antes da reagdo com piridina.

3.3.2 Etapa 2: Preparacio da Silica Propilpiridinio (SilprPi)

Em uma segunda etapa, as silicas SilprCl, referentes as sinteses realizadas em
meio anidro e em presenga de dgua, foram transferidas para baldes contendo,
respectivamente, 100 e 250 mL de tolueno. Apds a homogeneizacdo da mistura,
adicionou-se 10 ou 20 mL de piridina (um grande excesso), para o meio anidro € em
presenca de agua, respectivamente. O sistema foi mantido em refluxo, com
atmosfera inerte de N, por 72 h, sob agitagdo mecanica constante. O soélido
resultante foi filtrado sob véacuo, sendo lavado primeiramente com 500 mL de
metanol, 300 mL de 4gua deionizada e novamente com 200 mL de metanol. A silica
propilpiridinio foi seca sob vacuo, a temperatura ambiente. Esses materiais
funcionalizados, obtidos a partir da silica cloropropil, foram identificados como
silica propilpiridinio, SilprPi e silica propilpiridinio preparada na presenca de H,O,

SilprPi-H,O.
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3.4 Caracterizacao Fisica e Quimica da Fase Estacionaria

As amostras de silica pura e de silicas modificadas foram caracterizadas

utilizando as seguintes técnicas:

3.4.1 Analise Elementar

As silicas modificadas com o alcoxissilano (SilprCl e SilprCl-H,0) e as
silicas funcionalizadas com o ion piridinio (SilprPi e SilprPi-H,0) foram submetidas
a analise elementar, sendo as porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
determinadas no analisador 2400 da Perkin Elmer.

A analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio consiste em
converter os elementos da amostra em gases simples como CO,, H,O e N, pelo
método da combustdo. A amostra ¢ primeiramente oxidada em uma atmosfera de
oxigénio puro. Os produtos gerados na zona de combustdo incluem CO,, H,O e N».
Os elementos como os halogénios e enxofre sdo removidos por reagentes na zona de
combustdo. Os gases resultantes sao homogeneizados e controlados em condi¢des
exatas de pressdo, temperatura e volume e entdo despressurizados através da coluna,
separados e detectados em fun¢ao de suas condutividades térmicas, e convertidos em

porcentagem de C, H e N na amostra [127].

3.4.2 Analise Termogravimétrica

A termogravimetria foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica da silica
modificada apds a silanizagdo com os alcoxissilanos (SilprCl) e as silicas
funcionalizadas com o ion piridinio (SilprPi e SilprPi-H,0). Para este fim, 10 mg de
amostra foram pesadas e colocadas no analisador térmico. As andlises foram
realizadas sob atmosfera de nitrogénio com velocidade de aquecimento constante de
10 °C min™, iniciando-se na temperatura de 25 °C até 1000 °C. Foram gerados dados

de perda de massa da amostra, com o aumento da temperatura.
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3.4.3 Medida de Area Superficial

Para as medidas de area superficial, volume e tamanho de poros da silica das
duas sinteses realizadas, silicas cloropropil e cloropropilpiridinio, foi empregado o
método BET (Brunauer, Emmett e Teller), que se baseia na determina¢do do volume
de nitrogénio adsorvido a diferentes pressoes na temperatura do nitrogénio liquido,

em 77 K, utilizando o equipamento Micromeritics Flowsorb 2300 .

3.4.4 Espectroscopia no Infravermelho

A silica pura e as silicas sintetizadas, SilprCl, SilprCIl-H,O, SilprPi e SilprPi-
H,0, foram analisadas por espectroscopia no infravermelho (IV). Para obtencao dos
espectros foi utilizado o acessorio de reflectancia difusa. Neste dispositivo as
amostras, na forma de pd, sdo colocadas sobre o porta amostra sem a adigao do KBr.
Os espectros na regido do IV, no instrumento Bomem, foram obtidos no intervalo de

4000 a 450 cm™, com resolucdo de 4 cm™.

3.4.5 Ressonancia Magnética Nuclear de *Si e °C

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) de »’Si e °C para a
silicas sintetizadas, SilprCl e SilprPi, foram obtidos utilizando a técnica de
polarizagdo cruzada e rotagio do dngulo magico CP/MAS. Para o nucleo de »Si foi
usado um tempo de contacto de 5 ms e um intervalo de tempo de 3 s e para o °C,
um tempo de contacto de 3 ms e um intervalo de 3 s. As andlises foram realizadas,

utilizando a freqliéncia de 75,5 e 59,6 MHz para carbono e silicio, respectivamente.
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3.4.6 Determinacio da Capacidade de Troca pela Técnica de

Ativacao Neutronica

3.4.6.1 Preparo da Amostra

O grau de funcionalizacdo da silica sintetizada, SilprPi, foi determinado
através da troca dos contra-ions Cl” pelos ions NO;5 . Foram utilizadas amostras de
SilprPi preparadas em meio anidro e em presenca de dgua. A troca anidnica foi
efetuada adicionando-se 10 mL de HNO; 0,1 mol L'a 0,1 g desse material, sob
agitacdo constante, por 1 h. Apds a agitagdo, a amostra em solugdo de HNO;
permaneceu em repouso por 12 h. Em seguida, pipetou-se uma aliquota de 1,0 mL
do sobrenadante para a determinagao da concentracdo dos ions cloreto. Este mesmo
procedimento também foi realizado utilizando-se uma solu¢do de KNO; 0,1 mol L™,
com pH ajustado em 4,2, como meio de troca. O valor do pH foi ajustado a0 mesmo
valor do tampao utilizado para a separacdo cromatografica dos anions. Em todos os
experimentos as amostras foram preparadas em duplicatas. As aliquotas de 1,0 mL
foram transferidas para tubos de polietileno que, uma vez lacrados, foram inseridos
em outros tubos, denominados “coelhos”, para inser¢ao no reator nuclear do CDTN

por meio pneumatico.

3.4.6.2 Irradiaciao e Contagem

Para a determinagao de ions cloreto na silica cloropropilpiridinio, mediu-se a
radiacdo gama produzida do decaimento do cloro ativado obtido na reagdo:
Cl(n,y)**Cl, meia-vida de 37,29 min. A poténcia aplicada no reator foi de 100 kW e
o fluxo de néutrons térmicos de 6,6 x 10" néutrons cm™ s. Para o grupo de
amostras irradiadas, foram ativados padroes de sodio, em triplicata, para

confirmagdo de k, e padroes aquosos de cloro, para construir a curva analitica. O
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tempo de irradiagdo tanto para o sddio como para o cloro, foi de 5 min, tendo sido as
amostras irradiadas uma a uma.

Apoés cada irradiagcdo, foi esperado um tempo de dois minutos para que
decaissem os radionuclideos de meias-vidas mais curtas, que pudessem interferir na
espectrometria gama. ApoOs esse tempo, as amostras foram inseridas no pogo
apropriado do detector. No sistema de detec¢do gama, composto de detector de
germanio de alta pureza (HPGe), com eletronica associada e programa de aquisi¢ao
e avaliacdo de espectros Genie-PC da Canberra, foram levantados os espectros por
um tempo necessario para que se alcancasse uma boa estatistica de contagem. A area
sob o pico gama de 1642 keV foi utilizada para os calculos de concentragdo do

cloro.

3.5 Caracterizaciao Cromatografica da Fase Estacionaria

Os materiais sintetizados, em meio anidro e em presenca de agua, foram
utilizados como fase estaciondria para rechear colunas cromatograficas empregadas

na separacao de alguns anions organicos € inorganicos.

3.5.1 Enchimento da Coluna Cromatografica

A massa de fase estacionaria necessaria para o enchimento da coluna
cromatografica € proporcional ao volume da coluna, o qual € calculado através da
equacao do volume de um cilindro vazio. Conhecendo-se a densidade da silica, o
valor do volume calculado pode ser convertido para a massa de fase estacionaria a
ser pesada.

Para o enchimento das colunas cromatograficas de 150 x 3,9 mm prepararam-
se suspensoes com as fases estacionarias, que consistiram em pesar 2,2 g de SilprPi
em tubos de ensaio e adicionar 22 mL de cloroférmio (suspensdo 10 % m/v). Para a

coluna de 60 x 3,9 mm pesa-se entre 0,72 a 0,74 g da silica modificada e suspende-
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se em 7-8 mL de cloroformio. Um excesso de 20 % de material foi utilizado para
garantir uma compactagdo completa dentro da coluna. Os tubos foram tampados,
colocados em um roto-torque e as suspensdes mantidas sob agitacdo constante, por
um periodo superior a 12 h, antes de serem colocadas no reservatério do sistema,

para o recheio das colunas cromatograficas (Figura 12).

Figura 12 - Roto-torque com a suspensdo da silica SilprPi em cloroférmio.

O procedimento de enchimento consiste em fazer passar a suspensao de silica
do reservatorio de suspensdao até a coluna, ocorrendo assim, a formagao do leito
cromatografico. Para realizar essa etapa, utiliza-se um solvente propulsor (metanol)
impulsionado por uma bomba pneumatica Haskel, a uma pressdao de 34 MPa (5000
psi)

Antes de iniciar o enchimento da coluna cromatografica, verifica-se sempre
possiveis vazamentos no sistema, que podem gerar variagdo na pressao, ocasionando
no processo uma distribui¢do ndo homogénea da fase estaciondria com conseqiiente
perda de eficiéncia. Apds essa etapa, acopla-se a coluna ao reservatério da
suspensao, com capacidade de 32 mL, transfere-se a suspensdo para o reservatorio,
completando-o com cloroférmio. E colocada uma proveta na parte inferior da coluna
para medir o volume de solvente que passa na mesma durante o seu enchimento.
Apos abrir a valvula da bomba Haskel, a pressdo exercida pelo gés nitrogénio forga
a passagem do solvente de suspensao, em seguida o solvente propulsor (MeOH) pela

fase estaciondria, ficando esta retida gragas a presenga de um filtro no final da
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coluna. O sistema ¢ mantido sobre pressdo constante até se coletarem 80 mL de
solvente. Apds o enchimento a coluna permanece conectada por um periodo de 20
mim, em seguida o sistema ¢ despressurizado e a coluna ¢ desconectada da linha.

O excesso de FE que sobra no topo da coluna ¢ removido por uma espatula e
sdo colocadas as conecg¢des da coluna (manga contendo anel com filtro, redutor e

porca terminal). A Figura 13 mostra o sistema utilizado no enchimento das colunas.

Linha de gas N,

Bomba Haskel ——

Reservatorio
de solvente

Reservatorio
de suspenséo

Coluna
cromatografica

Figura 13 - Foto do sistema de enchimento de uma coluna cromatografica.
3.5.2 Condicionamento da Coluna Cromatografica Pos-enchimento

Apos o enchimento da coluna cromatografica, ha a necessidade de se fazer
um condicionamento da mesma, buscando-se uma eliminacao completa dos residuos
do solvente usado no enchimento, além de estabelecer um equilibrio entre a fase
estacionaria e a fase movel. Dessa forma, foram passados 20 volumes de coluna de
isopropanol, na vazio de 0,2 mL min™ e, em seguida, considerando-se o carater
polar da fase estacionaria, foram passados 20 volumes da fase mdvel normal,

hexano: diclorometano 95:5 (v/v) na vazio de 0,2 mL min.
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Durante essa etapa, ndo ¢ conveniente fazer o acoplamento da coluna ao
detector para evitar que particulas provenientes da coluna possam obstruir a entrada

e saida do detector ou mesmo contaminar a cela de detecgao.

3.5.3 Avaliacao Cromatografica da Fase Estacionaria

Neste trabalho foram wusadas duas misturas teste para se conhecer o
comportamento das fases estaciondrias SilprPi, uma preparada em meio anidro e a
outra em presenca de dgua. A primeira mistura teste foi utilizada na separagdo em
fase normal, para avaliar a fase quanto a formacdao do leito cromatografico e a
segunda, aplicada em uma separagdo por troca-idnica dos ions de interesse para

verificar a seletividade e a eficiéncia cromatografica.

3.5.3.1 Separacao em Fase Normal

As avaliagdes cromatograficas foram realizadas com uma mistura de
compostos organicos de diferentes polaridades, tais como: benzeno, 4lcool benzilico,
antraceno, benzonitrila ¢ nitronaftaleno em fase mével normal. A mistura teste foi
preparada a partir da dissolu¢do dos analitos na propria fase movel, hexano:
diclorometano 95:5 (v/v). Tanto a solugdo da mistura teste como a fase mével foram
armazenadas em geladeira.

A escolha desta mistura teve por objetivo avaliar as colunas quanto ao seu
desempenho frente a compostos polares. Essas separagdes foram realizadas
utilizando um cromatégrafo a liquido Waters, composto de uma bomba e um
detector espectrofotométrico de absor¢do no UV/VIS de comprimento de onda
variavel, sendo que a detecc¢do foi realizada em 254 mm. O volume de injecao foi de
5 uL.

As solugdes da fase moével foram filtradas em membrana de nylon de 0,22 pm
(Millipore) e desgaseificadas por 10 min em banho ultrassonico. Os calculos dos

parametros cromatograficos dessas separacoes, a eficiéncia cromatografica, avaliada
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por meio do nimero de pratos por metro (N/m), calculada na meia altura do pico e a
altura reduzida do prato (h), fator de retencao (k), resolugdo (Rs) e fator de
assimetria (As) medido a 10% da altura do pico, foram obtidos através do software
Chrom Perfect da Justice Innovation.

A mistura teste foi separada em diferentes vazdes compreendendo de 0,1 a
1,5 mL min™. Através da construgio da curva de van Deemter [119], a qual indica a
vazao otima, onde a eficiéncia da coluna ¢ maxima, foi determinada a vazao 6tima

de 0,4 mL min™".

3.5.3.2 Separacio por Troca Ionica

Para a separacdo dos anions nas colunas de silica propilpiridinio, SilprPi,
utilizou-se o método de eluigdo isocratico com detec¢do por condutividade sem
supressao. Pelas iniimeras variaveis que devem ser consideradas em uma separacao
por Cromatografia por Troca Ionica (CTI) ¢ dificil de se prever a ordem de elui¢ao

dos analitos em uma corrida cromatografica.

3.5.3.2.1 Condicionamento da Coluna para Separacio por Troca Ionica

Apobs a separacdo em fase normal, as colunas foram acondicionadas em
metanol ou isopropanol puro. Para realizar a separagao dos anions, utilizando a CTI,
a polaridade da fase movel foi mudada lentamente. Primeiro, usou-se uma mistura
de metanol:agua 70:30 (v/v) e em seguida, metanol:agua 50:50 (v/v). Pelo menos 20
volumes de coluna de cada uma dessas misturas foi passada através da coluna. Em
seguida, a coluna foi condicionada com uma fase mével tampao aquoso de ftalato
em uma concentra¢ao 250 mmol L' em pH 3.8, na vazdo de 0,5 mL min”’, por 2 h.
Essa concentracdo representa 100 vezes a concentracao da fase movel de trabalho.

Para a realizacdo dessa troca de fase movel e para todos os testes
cromatograficos foi usado um cromatografo Shimadzu, com detector de

condutividade sem supressao e volume de injecao de 20 pL.
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3.5.3.2.2 Otimizagio das Condicées Analiticas para a Separacio dos Anions

Para a otimizacao das melhores condicdes de separagdo por troca ionica foi
usada uma mistura composta de cloreto, nitrito, brometo e nitrato, todos em
concentracdo de 10 mg L™, diluidos em 4gua deionizada a partir de uma solucio
padrao. Foram realizadas corridas cromatograficas utilizando-se as colunas de 150 x
39 mm com concentracdes variadas do tampao 4acido ftalico /
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), variando-se a concentracao do acido de 1,5
mmol L' a 10,0 mmol L', e a do TRIS de 1,4 mmol L' a 9,8 mmol L'". A
concentragdo mais adequada foi de 2,5 mmol L de 4cido ftalico € 2,4 mmol L de
TRIS. Também foram feitas separacdes em diferentes valores de pH, definindo-se o
pH entre 4,1 e 4,2 como a faixa mais adequada para a separacdo de um maior
nimero de anions de interesse analitico em uma mesma corrida cromatografica.

Para a preparacdo da solugcdo tampdo de ftalato nesta concentragdo,
dissolveram-se 0,415 g de &cido ftalico em agua deionizada. Essa dissolug¢ao foi
feita a quente sob agitacdo constante, em um agitador magnético. ApoOs a
solubilizagdo, adicionaram-se a essa solu¢do, ainda sob agitacao, 0,291 g do tampao
TRIS, resultando na concentracdo de 2,4 mmol L. A solucdo tampao foi transferida
para um baldo volumétrico de 1 L, com H,O deionizada. A fase movel de trabalho
foi preparada diariamente por diluicdo do tampdo 100 vezes mais concentrado,
guardado em geladeira por um periodo maximo de 14 dias [128]. Apds a diluicao
com agua deionizada e resfriamento, o pH foi medido em um potencidmetro
calibrado com solugdes tampao 4,00 e 7,00 obtendo-se valores de pH entre 4,1 e 4,2,
nao sendo necessario o ajuste do valor de pH da solugao.

A temperatura do forno de coluna foi testada entre 28 °C e 35 °C,
estabelecendo-se como 30 °C a temperatura adequada para as separagdes dos anions
e mantendo-se no laboratorio, durante todos os experimentos realizados, a
temperatura constante de 22 °C. A partir desses dados foi determinada a vazao 6tima

de 0,4 mL min™' para a separacdo dos anions. Porém, todas as separa¢des por troca-
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16nica foram realizadas com vazdes variando entre 1,2 mL min” a 1,5 mL min'l,
para reduzir o tempo total de anélise.

A eficiéncia das fases estacionarias para a separacdo dos analitos de interesse
foi avaliada por meio dos pardmetros: nimero de pratos/metro (calculados a meia
altura do pico), altura reduzida de pratos (h), fator de retencao (k), resolugao (Rs) e
fator de alargamento medido a 5% da altura do pico (TFs.,), usando o software do
sistema Shimadzu.

Para a separagdao de uma mistura teste contendo os anions inorganicos:
cloreto, nitrito, brometo e nitrato, utilizou-se uma fase movel composta por uma
solugdo de acido ftalico 2,5 mmol L™, tamponada com TRIS 2,4 mmol L
resultando em uma solucao com valor de pH igual a 4,2.

As inje¢Oes foram realizadas quando a linha de base ficou estavel. Os
fatores de retenc¢do foram calculados utilizando o software do sistema Shimadzu. O
tm do sistema, tempo morto do composto nao retido, utilizado para calcular o fator

de reteng¢do, foi medido neste caso pelo pico de injecao.

3.5.3.3 Teste de pH

Uma das maneiras de avaliar cromatograficamente a fase estaciondria SilprPi
foi verificar a separagdo de alguns anions em diferentes valores de pH. Para este
experimento utilizou-se uma coluna cromatografica de dimensdes 60 x 3,9 mm de
diametro interno. O condicionamento com a fase mével de ftalato seguiu 0 mesmo
procedimento descrito no item 3.5.3.2.1.

O tampao usado como fase mével foi o acido ftalico 2,5 mmol L'l, variando-
se a concentragdo de TRIS para obter o valor de pH desejado. A mistura de padroes
injetada para esse teste foi composta pelos fons cloreto (5,0 mg L), nitrito e nitrato
(10 mg L), e as condigdes operacionais do sistema cromatografico foram as
seguintes: vazdo da fase movel: 0,8 mL min’, temperatura do forno: 30 °C,

deteccdo: por condutividade sem supressao e volume de injecao: 20 uL.
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3.5.3.4 Teste de Estabilidade

O acompanhamento da mudanca da eficiéncia em fun¢do do volume da fase
movel que passou na coluna foi realizada com a fase estacionaria SilprPi-H,O. Ao
longo dos dias foi feita a inje¢ao periddica de uma solucao padrdo, composta de uma
mistura de fons cloreto e nitrato nas concentra¢des de 5 mg L' ¢ 10 mg L
respectivamente. Para esse experimento utilizou-se uma coluna cromatografica de
dimensoes 60 x 3,9 mm de diametro interno.

As injegOes da mistura teste foram realizadas em duplicatas, tanto pela manha
quanto a tarde, e sempre seguidas da inje¢do de uma amostra de referéncia, contendo
0s mesmos anions da mistura de padroes.

Para simular o uso longo e continuo, o eluente foi reposto no reservatorio
com a bomba operando na vazio de 0,1 mL min'. Esse sistema operou
continuamente por mais de 5 semanas a uma vazao de 0,1 mL min”', durante a noite,
e 0,8 mL min', durante o dia, vazio definida para obtencdo dos parametros

cromatograficos.

3.6 Aplicacoes da Nova Fase Estacionaria

3.6.1 Separacio de Alguns Anions

A nova fase SilprPi-H,O foi aplicada na separacdo de diversos anions
organicos € inorganicos na concentracao otimizada do tampao com 4cido ftalico 2,5
mmol L e TRIS 2,4 mmol L em pH 4,2. Varios anions monovalentes inorganicos
foram testados tais como fluoreto, cloreto, brometo, nitrito, nitrato, cianato,
tiocianato, clorato, bromato, hidrogeno-fosfato, iodato e a azida, incluindo-se
também alguns organicos como o lactato, oxalato, acetato, citrato e formiato.

Também foram injetados alguns anions divalentes como o sulfato e tiossulfato.
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3.6.2 Quantificacio de Anions

As solugdes padrao de iodato, iodeto, azida, tiossulfato, tiocianato, clorato,
hidrogeno-fosfato e bromato, injetadas para teste da coluna SilprPi-H,0O, foram
preparadas a partir de seus sais, com uma concentracio inicial de 100 mg L
conforme procedimento descrito na literatura [129, 130]. A partir dai foram feitas as
dilui¢des necessdrias a separagdo cromatografica. Também, alguns 4cidos orgéanicos
como os acidos oxalico, succinico, citrico e tartarico foram preparados na mesma
concentragdo por dissolu¢ao do composto sélido em dgua deionizada. Estas solucdes
foram filtradas utilizando-se uma seringa de 3 mL acoplada a um filtro de membrana

de 0,45 um de porosidade e 13 mm de diametro.

3.6.2.1 Condicoes Operacionais da Analise

As separagodes dos diversos anions, tanto inorganicos quanto organicos, foram
realizadas em um sistema de cromatografia da Shimadzu, com detector de
condutividade sem supressdo, empregando uma coluna de 150 x 3,9 mm de diametro
interno, recheada com a fase estacionaria SilprPi-H,O e usando as seguintes
condigdes otimizadas:

» Fase movel: solucao tampao de acido ftalico 2,5 mmol L'/ TRIS 2,4
mmol L, pH4,1;

» Vazdo da fase movel: 1,2 mL min™;

» Tempo de andlise: 25 minutos;

» Temperatura do forno da coluna: 30 °C;
» Volume de injecao: 20 pL;

> Condicdes de detec¢do: ganho: 0,1 pS cm™'; atenuacio: 4; polaridade:
positiva.
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3.6.2.2 Preparo de Padrées e Construcio da Curva Analitica

Na constru¢do da curva analitica e avaliagdo estatistica de alguns parametros
de validacdo, tais como limite de detec¢do, quantificagdo, precisdo e exatidao,
optou-se pela separagdo simultanea de quatro anions monovalentes: cloreto, nitrito,
brometo e nitrato. As solugdes padrao dos anions individuais (Merck — CertiPur)
foram diluidas para fornecer solu¢des de cada um dos anions com concentragdes
variando entre 0,25 mg L' a 10 mg L™

A partir da area do pico de cada anion, nas diferentes concentracdes
injetadas, foram construidas as curvas analiticas aplicando-se 0 método dos minimos
quadrados, obtendo-se por interpolagdo na curva analitica uma estimativa da
concentra¢dao real dos analitos injetados. Foram inseridos, nesses procedimentos,
duas amostras de referéncia, a CRM408 com concentra¢ao de ions cloreto e ions
nitrato de 2,4 mg L™ e 1,2 mg L™ respectivamente ¢ a CRM409, com valores de fons
cloreto de 4,0 mg L' e fons nitrato de 4,8 mg L. Procedente da Comunidade
Européia, essas amostras padrdo certificadas correspondem a dgua de chuva
simulada contendo um alto nivel de eletrolitos, armazenadas e seladas em ampola de
quartzo. Esses materiais de referéncia foram esterilizados por irradiagdo gama (fonte
de ® Co, 25kGy). Néo houve necessidade de um preparo dessas amostras antes de

sua injecao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Preparacio da Silica Propilpiridinio (SilprPi e SilprPi-H,O)

Nos processos de modificacdo quimica utilizou-se uma silica da marca
Davisil, forma irregular, tamanho de particula de 10 wm, tamanho de poros de 15
nm, volume de poro de 60,5 cm’ g ¢ area de superficie de 263 + 8 m* g, conforme
resultado obtido pela analise BET. Este tamanho de particula ¢ freqiiente em suporte
cromatografico de polimetacrilato e PS — DVB aplicado em cromatografia por troca
i0nica.

A modificagdo da superficie da silica consistiu na utilizagdo de um método
descrito por Tundo et al. [77] no qual a silica reage com um trialcoxissilano, sob
refluxo, em presenca de um solvente de baixa polaridade, tolueno. A representacdo
dessa modificagdo quimica encontra-se esquematizada na Figura 14. Os silandis da
superficie da silica sofrem reacdo com os grupos metoxi do agente sililante 3-
cloropropiltrimetoxissilano para formar novas ligacdes Si-O-Si entre o suporte da

silica e os grupos organicos do silano.

OH
—0OH 1) tolueno ~0-8i-CH,CH.CH,-CI
trietilamina 0
. refluxo '
—OH + 3(CH0);SI-CHCHLCH,Cl " ) ZL0-Si-CHCHCH,CI
2) HO OH
—OH —OH

SilprCl

Figura 14 - Esquema da reagdo da modificagao na superficie da silica para produzir a SilprCl, apos
a hidrolise.

Para a segunda sintese, que foi realizada na presenca de uma pequena

quantidade de 4gua, utilizou-se aproximadamente 700 pL de agua deionizada, valor
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estimado com base nos calculos da concentragdo tedrica dos grupos hidroxilas, nas
20 g de silica usada. A adi¢do da agua foi feita com a finalidade de promover a
polimerizagdo do trialcoxissilano, aumentando assim a cobertura da superficie da
silica com grupos cloropropil. Acredita-se que essa polimerizagdo seja aleatoria,
uma vez que a adicdo da dgua foi feita durante a reacdo, impossibilitando assim a
formagdo de camadas monomericas.

No final dessa etapa, as silicas modificadas com cloropropil foram
extensivamente lavadas com H,O deionizada para promover a hidrdlise total dos
grupos metoxi remanescentes. Considerando-se que esse agente sililante ¢
trifuncional, alguns grupamentos metoxi podem permanecer livres sobre a superficie
da silica, sendo suscetiveis as novas reagdes ou formacdo de novos grupamentos
silanois, conforme ja discutido em trabalhos anteriores [70].

Na segunda etapa, foi utilizada a piridina em excesso (Figura 15) para reagir
com os grupos cloropropil e produzir grupos de cloreto de propilpiridinio sobre a
superficie da silica. Esses grupos com cargas positivas sdo responsaveis pelas

propriedades de troca anidnica deste material.

OH OH Clé _
~0-5i-CH,CH.CH,-CI ~0-Si-CHEHLCH-N, X\’

l:.:' N — tolueno ':,:'
~0-Si-CH,CH.CHCI 4 T refluxe ~0-Si-CH,CH.CH,CI

OH OH
~OH ~OH

SilprCl SilprPi

Figura 15 - Esquema da reacdo da silica cloropropil com piridina para produzir as silicas SilprPi e
SilprPi-H,0.
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4.2 Caracterizacao Fisico-Quimica

4.2.1 Analise Elementar

As analises elementares das silicas silanizadas, SilprCl (silica cloropropil) e
SilprCI-H,0, e das silicas funcionalizadas, SilprPi e SilprPi-H,O, foram realizadas
para determinar as porcentagens de carbono, nitrogénio e hidrogénio existentes nos
materiais obtidos nos dois meios reacionais.

As porcentagens de carbono (Tabela 2) mostram que na reagao de silanizagdo
em presenga de agua, a quantidade de grupos cloropropil ligados a superficie da
silica, produzindo a SilprCI-H,O, foi quase o dobro em relacao a SilprCl preparada
em meio anidro. Obteve-se 0,95 mmol g de grupos cloropropil por grama de
SilprCl, em condi¢des anidras, ¢ 1,80 mmoles g de grupos cloropropil, para a
SilprCl modificada em presenca de agua.

Na segunda etapa das sinteses, observa-se que, pela diferenca da razao entre o
percentual de carbono das SilprPi e SilprCl, que a quantidade de grupos piridinios
ligados a superficie da silica silanizada foi ligeiramente maior na segunda. Pelos
resultados, constata-se uma diferenca entre os valores da porcentagem de hidrogénio
e nitrogénio nos materiais obtidos através dos dois diferentes meios reacionais
(Tabela 2).

As porcentagens de carbono obtidas nas andlises elementares também sdo
uteis para o calculo do grau de recobrimento pelos grupos organicos na superficie da
silica, depois da reagdo com o agente sililante cloropropiltrimetoxissilano e apds a
reacdo com a piridina. O calculo ¢ realizado pela expressdo recomendada pela

literatura [131].

P 1

C
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X
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sendo P¢ a porcentagem de carbono na silica modificada, nc o nimero de atomos de
carbono da molécula organica imobilizada, M a massa molecular do silano
imobilizado, ny o nimero de grupos reativos do alcoxissilano de partida, que pode
ser 1 para os silanos monofuncionais e 3 para os trifuncionais e Sggr a area
superficial da silica Davisil, calculada a partir da isoterma de adsor¢ao de nitrogénio
(Sper =263 m’ g').

O valor do grau de recobrimento de grupos organicos ligados sobre a
superficie da silica para a SilprCl, calculado pela expressdao acima, ¢ mostrado na
Tabela 2. Neste caso, assumimos que existe uma unica estrutura organica sobre a
silica e que pelo menos um grupo metdéxi ndo reagiu para produzir a silica
modificada. Essas consideragdes nao sdo validas para as SilprPi, uma vez que nem
todos os grupos cloropropil reagiram com a piridina. O grau de recobrimento das
silicas SilprPi foi estimado com base nos resultados da andlise elementar (CHN),
através do calculo estequiométrico do percentual de nitrogénio por grama de SilprP1i,
dividindo-se pela area superficial da silica Davisil, determinado pelo método BET.
Os resultados mostram que, quando a primeira reacdo acontece em presenga de

agua, ocorre a formagao de uma camada organica mais completa nesse material.

Tabela 2 — Porcentagens de C, H e N e valores do grau de recobrimento () dos grupos organicos
na superficie das silicas silanizadas e das silicas funcionalizadas, em diferentes meios
reacionais

Anidra Presenca de agua
SilprCl SilprPi SilprCl-H,O SilprPi-H,O
Carbono (%) 3,5 53 6,5 8,4
Hidrogénio (%) 0,7 0,9 0,9 1,5
Nitrogénio (%) 0,1 0,9 0,6 1,1
y (nmol m™) 4,1 2,4 8,4 2,9
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Pelo calculo do i utilizando os valores do percentual de nitrogénio resultante
da andlise elementar verificou-se também que o nimero de grupamentos piridinios
que reagiram com os grupos cloropropil foi ligeiramente menor na silica silanizada
em meio anidro. Possivelmente, na silica modificada em presenga de agua, a
polimerizagdo aleatoria do silano ndo permitiu que todos os grupos cloropropil

estivessem disponiveis para a reagdo com a piridina.

4.2.2 Analise Termogravimétrica

A termogravimetria ¢ uma técnica na qual a mudanca de massa de uma
substancia ¢ registrada como fun¢do da temperatura ou do tempo. O grafico de
massa ou porcentagem de massa em fun¢do da temperatura ou do tempo ¢ chamada
de termograma ou curva de decomposicao térmica.

Para a silica Davisil, a perda de massa ¢ atribuida exclusivamente a perda de
moléculas de dgua adsorvidas por ligacdes de hidrogénio, significando uma perda da
ordem de 2% até 200 °C. Este efeito ¢ perfeitamente visivel nas curvas da Figura 16
para as duas fases da sintese em presenca de dgua cujo comportamento até a
temperatura de 200 °C ¢ semelhante.

No intervalo entre 25 °C e 100 °C , temos a perda de agua adsorvida na
superficie das silicas, que deve ser descontada para o calculo da concentragdao de
grupos organicos. A perda de massa observada entre 200 °C e 600 °C esta associada
a perda de grupos organicos ligados sobre a superficie da silica [132].

Para as silicas modificadas com o cloropropil, no intervalo de 200 °C a
900 °C tem-se a perda dos grupos organicos e também a condensagdo dos grupos
silandis remanescentes apds a modificacdo com o cloropropil.

Para as silicas propilpiridinio, percebe-se claramente (em ambos 0s casos)
uma perda de massa bem definida no intervalo de 150 °C a 250 °C atribuida a perda
de piridina, uma vez que esta perda nao ¢ observada nas curvas para as silicas

modificadas com o cloropropil. Apos a reagdo com a piridina, conforme pode ser
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visto nas Figuras 16A e 16B, o nimero de grupamentos organicos ¢ maior €, em

conseqiiéncia, constata-se uma perda de massa mais elevada.

102 A —— Davisil 1021 B —— Davisil
] —— SilprCl 100 SilprCI-H20
100+ —— SilprPi ] SilprPi-H20
i 98
o\o 98- . ]
~ 96 o~ 964
[4v] ] - ]
B 94- g 9
© { a ]
= 92 ® 924
] s
90 904
88: 88
86 : : : : : 86 ; ; ; ; .
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Temperatura / °C Temperatura / °C

Figura 16 - Curvas termogravimétricas obtidas para a sintese em (A) meio anidro, (B) presenga de
agua.

4.2.3 Espectroscopia no Infravermelho

Na Figura 17 sdo apresentados os espectros no infravermelho para a silica
pura e as silicas silanizadas, SilprCl, obtidas nas sinteses em meio anidro e em

presenca de agua. Na Figura 18 sdo apresentados os espectros das silicas SiprPi,

obtidas apds a reagdo com a piridina.
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Figura 17 - Espectros no Infravermelho da (a) silica Davisil, e da silica silanizada: b) em meio
anidro e (c) em presenga de agua.
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Figura 18 - Espectros no Infravermelho da silica funcionalizada com piridina(a) em meio anidro e
(b) em presenca de agua.

Observa-se uma banda na regido de 1020 a 1100 cm™ em todos os espectros
atribuidos aos grupos siloxanos (=Si—O-Si=), além de um ombro por volta de 970
cm’ referente ao estiramento da ligagio O-H do grupo silanol [133]. Um aspecto
importante da Figura 18 ¢ que, apds a silanizagdo, ocorre uma diminuigdo na

intensidade desse ombro, comparado ao espectro da silica pura. Nos espectros 17 (b)
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e 17 (c), referentes a silica silanizada com 3-cloropropiltrimetoxissilano, observam-
se duas novas bandas em torno de 2960 cm™ devidas ao estiramento C-H dos grupos
cloropropil. Nesses espectros ndo se evidenciam diferencas estruturais para a silica
modificada em meio anidro e em presenga de dgua.

Os espectros (a) e (b) da Figura 18, para a silica propilpiridinio, SilprP1i,
também mostram bandas em 2939 e 3058 cm’ associadas, respectivamente, ao
estiramento C-H alifatico e aromatico. Duas bandas fortes surgem na regido de 1630
e 1490 cm™, devido & presenca do anel piridinio. De acordo com Silverstein et al.
[134] e Pavia et al. [135] os picos estdo relacionados ao estiramento C=C aromatico

e ao modo de vibragdo C-N, respectivamente.

4.2.4 Ressonincia Magnética Nuclear de *’Si e °C

As espécies detectadas na superficie da silica sdo descritas na Figura 19 como

Q" , onde n representa o numero de grupos siloxanos ligados ao atomo de silicio.

: |

% s Si—OH (‘)
OH
Si< Q* ou 53 —0—si—o— q°
{ “on : |
?i—OH c‘)
Si—OH

Figura 19 - Grupos silanoéis e siloxanos presentes na estrutura da silica.

Ja as espécies T" sdo originadas a partir da reagdo do silano, o
cloropropiltrimetoxissilano, com os silanois da silica. Como o agente sililante ¢
trifuncional, trés diferentes espécies de silicio T podem estar presentes na superficie
da silica, como mostra a Figura 20. Por outro lado, a espécie T° pode envolver a

reacdo com um silanol do agente sililante, também mostrado na Figura 20.
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Do ponto de vista cromatografico, seria interessante obter apenas
7o 3 . ~ . ;. .
as espécies T°, as quais ndo possuem nenhum grupo hidréxi ligado ao
atomo de silicio e apresentam um maior numero de ligagdes siloxanos.
A probabilidade de uma mesma molécula do agente sililante reagir simultdneamente
com trés grupos silandis na superficie da silica ¢ muito pequena, devido ao
impedimento estérico ao redor do 4tomo de silicio do agente sililante. Sendo assim,
. ~ . , . . roe 3
as ligacOes mais provaveis seriam 1:1 e 1:2. Por outro lado, a espécie T pode

envolver reacdo com um silanol do agente sililante, de acordo com a Figura 20.

OH(R") —O\
| —O—Si—R T (pouco provavel)
—O—Si—R T! —O/
driw) o R ”
Si
0~ “OH)
' OH(R")
OH(R") | )
, —O0—Si—R T
—O—Si—R |
| , 0
(0) T |
| ) —O —Si—R T
—O —Si—R |
I o]
OH(R) | .
—O —Si—R
|
OH(R")

Figura 20 - Espécies de silicio T que podem estar presentes na superficie da silica silanizada com
3-cloropropiltrimetoxissilano.

No espectro da silica original (Davisil), os silan6is geminais (Q?), os silandis
livres (Q’) e os siloxanos (Q*) sdo detectados em -92, -101 e -110 ppm,
respectivamente (Figura 21A). Esses grupos pertencem a estrutura inorganica da
silica.

A Figura 21 também mostra os espectros de RMN de *Si obtidos apds a

modificacdo com trialcoxissilanos em meio anidro e na presenca de agua. Nos
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. . \ r b 1 2
espectros citados, os picos em -49, -57 e -67 ppm referem-se as espécies T, T e T,
respectivamente. Esses grupos sdo derivados da reacdo da molécula do agente
o o .y 29q: 2
sililante com os silanois da silica e a presenga dos mesmos no espectro de “"Si ¢ uma

clara indicacao da ligagdo dos grupos organicos na superficie [136].
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Figura 21 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de *’Si da silica pura (A), da SilprCl em
meio anidro (B) e na presenca de agua (C).
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Observa-se que a espécie T' aparece apenas na reacdo realizada em meio
anidro (Figura 21B). A auséncia das espécies T' e picos de intensidades mais
elevadas para T> e T°, mostrados na Figura 21C, sugerem um alto grau de
entrecruzamento da camada cloropropil e a superficie da silica. As espécies T?
apresentando grupos do tipo metdxi como vizinhos ao atomo central de silicio, ndo
podem ser diferenciadas daquelas que apresentam os grupos OH ligados ao silicio.
Ambas espécies apresentam o mesmo deslocamento quimico no espectro de RMN
de *’Si.

Apesar da técnica de CP/MAS nao ser quantitativa, verifica-se a auséncia das
espécies Q° em ambos os espectros e a populagdo dos grupos Q° na silica preparada
na presenca de agua ¢ bem menor quando comparada com o material obtido em
meio anidro.

Na Figura 22A, representando o espectro de RMN de "C para a silica
silanizada, observa-se um sinal em 57 ppm referente aos grupos metoxi (CH30-)
remanescentes da reacdo em meio anidro, sugerindo que o grau de recobrimento
sobre a superficie da silica foi diferente nas duas sinteses realizadas. Na Figura 22B,
os trés sinais observados em 10, 26 e 46 ppm estdo relacionados ao grupo
cloropropil ligado a silica. A auséncia de um sinal em 50 ppm sugere que os
grupamentos metoxi (CH;0-) foram totalmente hidrolizados durante o procedimento
de lavagem apods a reagdo de silanizagdo, contribuindo assim para um melhor grau
de recobrimento da superficie [137]. Os demais sinais referem-se aos atomos de
carbono dos grupos cloropropil ligados na superficie da silica.

Apos a reagdo com a piridina foi obtido um novo espectro de RMN de °C. A
Figura 23 mostra que novos sinais em 61, 128 e 142 ppm aparecem no espectro
RMN de “C. O sinal em 61 ppm esta relacionado ao carbono ligado ao atomo de
nitrogénio da piridina e os sinais em 128 e 142 ppm referem-se aos carbonos do anel

aromatico.
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Figura 22 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de '*C da silica silanizada, SilprCl,
(A) em meio anidro e (B) em presenga de agua.
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Figura 23 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de "°C da silica propilpiridinio apos a reagéo
com a piridina. Os picos marcados com asteriscos representam bandas laterais.
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4.3 Determinacio da Capacidade de Troca da Silica
Funcionalizada

A capacidade de troca das silicas funcionalizadas, SilprPi, em meio anidro e
em presenca de tragcos de agua, foi verificada através da determinagdao da
concentragdao de ions cloreto na solu¢ao sobrenadante determinada pela técnica de
ativagdo neutronica. Pelos dados da Tabela 3 constata-se que a capacidade de troca
do ion cloreto ligado ao grupo propilpiridinio foi maior para a fase estacionaria
SilprPi preparada em presenca de dgua, quando comparada com a capacidade de
troca da SilprPi em condig¢des anidro, indicando que o produto desta primeira reagao

disponibiliza um maior numero de sitios de troca.

Tabela 3 - Capacidade de troca para a silica funcionalizada, SilprPi, sintetizada em meio anidro e em
presenca de 4gua, na determinag@o da concentracao de contra-ion cloreto

Capacidade de troca iénica / mmol g™

Condigdes: HNO ; (0,1 mol L™) KNO; (0,1 mol L), pH=4,2
SilprPi 0,36 £ 0,02 0,38 + 0,01
SilprPi-H,O 0,44 + 0,01 0,55+ 0,01

O uso de uma solugdo 4cida como meio trocador, HNO;_ foi recomendado por
Gushikem e colaboradores [78, 79]. Entretanto, os resultados mostram que houve
diferenca quando a solugdo acida foi substituida pela solu¢ao aquosa KNO; em pH
4,2 mas, essa diferenca ndao foi significativa em alteragdes, no processo
cromatograficos. Por outro lado, o uso desta solugdo aquosa teve como objetivo
simular as mesmas condi¢des de pH empregadas durante a separacao cromatografica

de alguns anions.

73



Resultados e Discussoes

4.4 Caracterizacdo Cromatografica

Apds o enchimento e condicionamento das colunas cromatograficas, inicia-se
uma nova etapa com a finalidade de verificar a seletividade da fase estacionaria
sintetizada e o nivel de compactacdo do leito cromatografico, ou seja, avaliar a
presenca ou auséncia de espagos vazios dentro da coluna. Nessa fase, ¢ verificado o
desempenho da coluna pela avaliacdo dos pardmetros cromatograficos, calculados
através de um software, apdés a injecdo e deteccdo de solucdes padriao de

concentragoes conhecidas.

4.4.1 Separacao em Fase Normal

As avaliagdes cromatograficas foram inicialmente realizadas usando uma
mistura teste de compostos organicos polares € ndo polares, em fase mével normal.
A injecao desta mistura de padrdes teve como objetivo avaliar se o enchimento foi
adequado ou ndo. Esta avaliagdo ¢ feita através da medida de alguns parametros
cromatograficos que dardo indicagdo do grau de seletividade e eficiéncia da
separagdo da fase estacionaria. Um ponto favoravel da utilizacdo da fase modvel
normal ¢ que os solventes de baixa polaridade, ao passarem continuamente na
coluna, eliminam os residuos de solventes utilizados durante o processo de
enchimento.

Foram recheadas quatro colunas cromatograficas (150 x 3,9 mm d.i.), uma
com a fase estacionaria SilprPi e trés com a fase SilprPi-H,O. Para cada coluna
recheada foram determinados os parametros cromatograficos € a vazao 6tima através
da injegdo de amostras da mistura teste em diferentes vazdes de fase movel, que
variaram de 0,1 mL min" a pelo menos 1,2 mL min™. As curvas de altura de pratos
(H) x vazdo foram obtidas e sdo mostradas na Figura 24. Nesta, se observa

comportamentos semelhantes para as colunas recheadas, frente as mesmas condigdes
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de analise. Todas elas apresentam vazdo 6tima proxima, ou seja, a vazdo na qual a

coluna apresenta uma eficiéncia maxima, situada entre 0,3 ¢ 0,4 mL min’
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Figura 24 - Curvas da altura de pratos (H) para o nitronaftaleno, em diferentes vazdes de FMpara
as colunas de 150 x 3,9 mm recheadas com as fases SilprPi (coluna 1) e SilprPi-H,O
(colunas 2, 3 e 4). Condigdes: FM: hexano:diclorometano 95:5 (v/v). Deteccdo UV a
254 nm e volume de injecdo 5 pL.

Os cromatogramas obtidos apds a inje¢do da mistura teste nas colunas
recheadas com as fases estacionarias SilprPi e SilprPi-H,O na vazado 6tima de 0,4
mL min™, usando a fase mével hexano:diclorometano 95:5 (v/v), sdo mostrados nas
Figuras 25 e 26 e os seus parametros cromatograficos sdo apresentados nas Tabelas

4 e 5 respectivamente.
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Figura 25 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a fase estaciondria SilprPi.
Condigdes cromatograficas: FM: hexano:diclorometano 95:5(v/v); vazdo: 0,40 mL
min”'. Volume de injegdo: 5 pL. Detecgdo: UV a 254 nm; mistura teste: 1 — benzeno;

2 —antraceno; 3 — alcool benzilico; 4 — benzonitrila; 5 — nitronaftaleno.

Tabela 4 - Parametros cromatograficos obtidos para os compostos na coluna recheada com a FE

SilprPi (coluna 1) usando condigdes de fase normal

Compostos SilprPi - ParAmetros cromatograficos

N/m TF* I$ Rs
Benzeno 30 800 1,1 - -
Antraceno 33900 1,1 1,1 12,7
Alcool benzilico 32900 1,2 1,4 2,5
Benzonitrila 26 800 1,6 1,7 1,3
Nitronaftaleno 32 500 1,1 2,7 5,7

*Fator de alargamento do pico a 5% de sua altura.

® t\; medido com o benzeno.

O benzeno foi definido como o composto nao retido embora sabendo-se que

este possa algumas vezes interagir com o grupamento propilpiridinio. Uma altura

reduzida de pratos de 3,0 para o composto mais retido, nitronaftaleno, e um baixo

valor de assimetria para todos os compostos, evidenciam que as colunas foram bem

recheadas (Tabela 4).
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Figura 26 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a fase estacionaria SilprPi-H,O.
Condi¢des cromatograficas: FM: hexano:diclorometano 95:5 (v/v); vazao: 0,40 mL
min™. Volume de injegdo: 5 pL. Detecgdo: UV a 254 nm. Mistura teste: 1 — benzeno;
2 — antraceno; 3 — alcool benzilico; 4 — benzonitrila; 5 — nitronaftaleno.:

Tabela 5 - Parametros cromatograficos obtidos para os compostos na coluna recheada com a fase
estacionaria SilprPi-H,O (coluna 2) usando condi¢des de fase normal

Compostos SilprPi-H,O - Pardmetros cromatograficos
N/m TF* k® Rs
Benzeno 33500 1,5 - -
Antraceno 33 800 1,3 0,7 9,3
Alcool benzilico 32300 1,4 1,0 2,6
Benzonitrila 29 800 1,7 1,3 2,3
Nitronaftaleno 33500 1,3 2,0 4,6

“Fator de alargamento do pico a 5% de sua altura.
® ty; medido com o benzeno.

Esse comportamento também ¢ evidente pelos valores apresentados na Tabela
6 que representam os parametros obtidos na vazdo Otima para o nitronaftaleno,
composto mais retido. De uma maneira geral, os valores de eficiéncia, e fator de

alargamento do pico, ndo sdo divergentes.
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Tabela 6 - Parametros cromatograficos obtidos para o nitronaftaleno na vazao 6tima nas colunas
SilprPi e SilprPi-H,O

Colunas Parametros cromatograficos
N/m TF* K° Rs
1 (SilprPi) 32500 1,1 2,7 5,7
2 (SilprPi-H,0) 33500 1,3 2,0 4,6
3 (Silprpi-H,0) 38300 1,1 1,1 2,8
4 (SilprPi-H,0) 31400 1,2 1,7 2,3

*Fator de alargamento do pico a 5% de sua altura
® t\; com 0 benzeno.

4.4.2 Separacao por Troca Ionica

Para realizar a separa¢do de anions na coluna recheada com a silica SilprPi
utilizando a cromatografia por troca idnica, a polaridade da fase movel, em uma
primeira etapa, foi mudada lentamente de uma condi¢do de fase normal para um
ambiente de troca i6nica. Um dos problemas de trocar da fase nao aquosa (FN) para
uma de agua tamponada est4 relacionado com a solubilidade da agua em hexano de
0,2 % [138]. Para realizar a troca da FM, foram passados pelo menos 20 volumes de
coluna de isopropanol ou metanol puro e, a seguir, metanol:dgua nas proporgdes de
70:30 (v/v), 50:50 (v/v) e por fim 30:70 (v/v). A mudanca lenta de polaridade de
uma fase movel praticamente apolar para uma fase movel polar foi para evitar o
impacto da diferenga de polaridade que, quando realizado de maneira brusca, pode
causar rachamento do leito da coluna cromatografica e entumescimento das
particulas de silica. Deve ser lembrado que as particulas de resinas sofrem também
alteragdes significativas nos seus formatos com mudangas no solvente.

Neste trabalho, para todas as separagdes cromatograficas de anions
organicos € inorganicos, realizadas com as FE SilprPi e SilprPi-H,O obtidas nos
diferentes meios de reagdo, foi utilizada a técnica de CTI sem supressao método
1socratico, com detecc¢ao por condutividade.

A primeira coluna a ser avaliada continha a FE preparada no meio anidro.

Embora, a silica funcionalizada em meio anidro (SilprPi) ndo tenha apresentado
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resultados tdo bons quanto a silica funcionalizada na presenca de agua (SilprPi-H,0)
em relagdo a caracterizagdo fisica e quimica, foram feitos alguns experimentos de
separagdo por troca ionica. Essa escolha foi fundamentada em uma avaliacdo da
separacdo em fase normal, cujos valores de eficiéncia obtidos para as duas fases nao
foram muito diferentes.

Como um teste preliminar escolheu-se uma metodologia conhecida e bastante
usual na separagao de anions com colunas comerciais contendo fases estacionarias
funcionalizadas com grupos amina. Para a sintese realizada em meio anidro os
resultados obtidos ndo foram adequados como mostram os cromatogramas da Figura

27 podendo estar relacionados com um menor numero de sitios trocaveis nessa FE.

4000 ] SilprPi 50007 SilprPi
:O: —
g )
8 1.CI(10mg | % (1)CI'(5mg L")
E 2 g(_)a g om 3 (2)NO, (10mg |
S . br mg 3 )
5 2, S ) (3)Br(10mg L"
o )
% g 03 (4)SCN(100m¢
g g ;
[0
o] -
od -
2 4 6 8 10
Tempo (min) o s 0 is 20
Tempo (min)

Figura 27 — Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a fase estacionaria SilprPi.
Condig¢des cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L'; pH
4.2: vazdo: 1,5 mL min™". Volume de injecdo: 20 uL. Detector: condutividade.

Utilizando-se as mesmas condigdes para a coluna recheada com a FE
SilprPi-H,O os resultados obtidos nessa separacdo foram bastante promissores.
Nessa fase, os anions da mistura teste foram separados com boa seletividade, como
mostra a Figura 28. A partir desse experimento ficou estabelecido otimizar-se as

separacoes dos anions utilizando-se a coluna recheada com a fase SilprPi-H,O.
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1 1.CI(10mgL™)
2.NO, (10mgL")
3.Br(10mgL™)
4.NO, (10mgL™)

2 5.Pico do sistema

Resposta do detector

Tempo (min)

Figura 28 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE, SilprPi-H,0. Condigdes
cromatograficas: FM: acido ftalico 5,0 mmol L'/ TRIS 4,8 mmol L"; pH 4,2; vazao:
1,5 mL min”'. Volume de injegdo: 20 pL. Detector: condutividade.

4.4.2.1 A Escolha da Melhor Fase Mavel (FM)

A fase movel empregada em cromatografia por troca idnica ¢ uma solugao
com propriedades tamponantes, escolhida de forma a ser compativel com o trocador
16nico selecionado. Conforme descrito na literatura [1, 15, 30, 33, 39], existem
muitos sais de 4cidos organicos fracos adequados para utilizacio como
modificadores da FM em separagdes por troca idnica e que estdo disponiveis
comercialmente. Neste trabalho, com relacdo a fase movel, foram consideradas
passiveis de utilizacdo, as solucdes tampao com valores de pH situados entre 3,0 e
7,0.

Inicialmente, utilizou-se como FM um acido carboxilico alifatico, o acido
citrico, adequado a separagdo por troca idnica, que se diferencia de outros acidos
polipréticos, tais como succinico, malico, fumarico, acético e formico, por ser um
ion competidor mais forte, especialmente quando usado na forma completamente
ionizada [34]. A separagdo cromatografica consistiu de uma solugdo de citrato de

potassio 1,0 mmol L' e detec¢do no UV, para a separagdo simultidnea de F', Br, I,
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NO,, NO5', SO42' e PO43' em uma solucao, contendo 10 mg L' de cada um desses
ions. Essa metodologia foi utilizada por Matsushita et al. [139] para a separacao de
diversos anions organicos e inorganicos, utilizando uma fase estacionaria com
suporte de silica funcionalizada com grupos aminoetil quaternario e detec¢ao no
UV. Os testes foram desmotivadores, pois a maior parte dos anions eluiu
simultaneamente com a fase movel, em um tempo de retencao de 3,3 minutos. Nem
todos os anions absorvem o suficiente para usar a deteccdo UV direta.

Fritz e Li [140] realizaram experimentos para a separagdo de anions
utilizando hidrogeno ftalato de potéassio e benzoato de sdédio como fase movel e
obtiveram excelentes resultados, quando a detec¢ao por condutividade foi usada.
Isso porque os anions ftalatos e benzoatos t€ém condutividades menores do que os
anions a serem separados e detectados. Testes preliminares foram entdo realizados
com sais de acidos organicos fracos, como o 4cido benzoico (pK, 4,2) 4,0 mmol L™
tamponado com o tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 3,5 mmol L'com, e
também o acido ftalico (pK,; 3,1; pKa, 5,4), 5,0 mmol L! tamponado com TRIS 4,8
mmol L' [141]. O tampdo de TRIS e seu acido conjugado (o grupo amino
protonado) possui boa estabilidade e elevada solubilidade em agua. O TRIS ndo ¢
higroscopico, nao absorve CO, e ¢ compativel com varios fluidos bioldgicos [142].

O valor do pK, mede a forca do acido fraco e, conseqiientemente, seu grau de
dissociacao e, quanto mais alto for esse valor, mais fraco ¢ o acido. Via de regra, a
dissociacao ¢ suprimida quando o pH ¢ menor em pK, - 1, sendo completa em
pK. + 1. As concentragdes definidas anteriormente correspondem a um valor de pH
5,0 para as duas condigOes testadas. Nessa condigdo, pode-se assumir que o acido
benzoico esta presente praticamente como benzoato (CgHsCOO").

No cromatograma da Figura 29, que mostra a separacdo de anions nas
colunas recheadas com a SilprPi-H,O utilizando-se benzoato 4,0 mmol L
observa-se o pico de inje¢do (*) correspondendo ao sinal da fase mdvel no detector,
aumentado pela presenca de outros ions na amostra injetada, que ndo participam do

processo da separacdo, mas contribuem com acréscimo da condutividade. Nesse
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mesmo cromatograma € possivel identificar um segundo pico de sistema (pico 5),
em torno de 10 minutos, apds a elui¢do dos anions injetados, mostrando uma
diminuicao da condutividade da fase mével, gerado pelo deslocamento competitivo
dos ions benzoato para ocupar os sitios ativos da fase estacionaria. Nesse
mecanismo, o volume total de FM que passa na coluna torna-se deficiente em ions
benzoato, a condutividade decresce e o processo € traduzido com um pico negativo

no cromatograma. Os parametros cromatograficos estdo apresentados na Tabela 7.

* pico de injegéao
1.CI(10 mg L™
2.NO, (10 mg L")
3.PO,*(50 mg L")
4.SCN(20 mg L™
5.Pico do sistema

Resposta do detector
*

5
Tempo (min )

Figura 29 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE SilprPi-H,O.Condigdes
cromatograficas: FM: acido benzodico 4,0 mmol L'/ TRIS 3,5 mmol L. Vazdo: 1,5
mL min™'; pH 5,0. Volume de injegdo: 20 uL; Detector: condutividade.
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Tabela 7 - Pardmetros cromatograficos obtidos para os anions na coluna recheada com a fase
estaciondria SilprPi-H,O usando acido benzoico 4,0 mmol L' /TRIS 3,5 mmol L
como fase movel

Anions Parametros cromatograficos
k (min)* N/m (m™) TF® Rs
Cloreto 6,2 17700 1,3 --
Nitrato 7.7 17500 1,3 2,5
Fosfato 12 8600 0,85 4,1
Tiocianato 13 11500 1,5 0,86

# tm da coluna é o sinal da fase movel no detector.
® Fator de alargamento do pico a 5% de sua altura

O 4cido benzoico, por ser um acido mais fraco que o acido ftalico, com forga
de eluicdo menor, propicia uma separacao bastante seletiva para anions monovalente
quando se utiliza uma coluna de resina com grupo funcional de amdnio quaternario
ligado ao suporte [141]. Na SilprPi-H,0, utilizando-se essas condig¢des, os ions
cloreto e nitrato eluem em tempos de retencdo muito proéximos, impossibilitando a
separacdo em uma unica corrida cromatografica de nitrito € brometo que, de acordo
com a ordem de seletividade para FE com grupos aminos ligados, deveriam ser
eluidos entre o cloreto e o nitrato. Resultados obtidos por Gjerde et al. [143] em
separacoes utilizando recheios de poliestireno entrecruzados, com grupos amino
ligados, confirmam também que o ftalato ¢ um eluente mais eficiente do que o
benzoato na separacdo de diversos anions porque com o benzoato, os tempos de
retencao sao mais longos.

A utilizagdo de um tampao de ftalato / TRIS como fase movel, Figura 30,
mostra também a existéncia de dois picos de sistema: o pico de injecdo presente
praticamente em todas as separagdes por CTI, quando se usa fases moveis diluidas
de 4cidos organicos fracos, ¢ um segundo pico (pico 5), dessa vez positivo,

originado pela presenca de anions ftalato e biftalato na solu¢ao em pH 5,0.
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1.CI(10mg L™
y 2.NO, (10 mg L")
3.Br(10mg L")
4.NO, (10 mg L")
S 5. Pico do sistema

5000 2

Resposta do detector

T T T T T T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (min)

Figura 30 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE, SilprPi-H,0.Condigoes
cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,9 mmol L™'; pH 5,0;vazdo:
1,5 mL min™. Volume de injegdo: 20 pL. Detector: condutividade.

Pelo cromatograma da Figura 30, representando as condigdes de eluigdo
descritas acima, observa-se que a separacao ndo foi completa implicando em uma
baixa eficiéncia e seletividade para os anions injetados. Os valores obtidos para os

parametros cromatograficos dessa separagdo sao mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros cromatograficos obtidos para os anions na coluna recheada com a fase
estacionaria SilprPi-H,O. Condigdes cromatograficas: FM: acido ftalico
5,0 mmol L™ / TRIS 6,4 mmol L™'; pH 5,0.

Anions Parametros cromatograficos

k* (min) N/m (m™) TF® Rs
Cloreto 2,3 14630 1,4 -
Nitrito 3,1 15590 - 2,4
Brometo 3,5 15640 - 1,1
Nitrato 4,0 16490 - 1,2

 tm da coluna ¢ o sinal da fase mdvel no detector.
®Fator de alargamento do pico a 5% de sua altura
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Apesar do pico do sistema presente ser um interferente em potencial e a
evidéncia de que alguns anions eluem com tempos de retencao proximos, ¢ possivel,
com ajustes da concentracdo e do pH da FM a obtengdo de uma melhor resolucao
dos anions presentes. Em uma analise cuidadosa dos cromatogramas obtidos nos
testes preliminares, verificou-se que a FM composta de acido ftalico / TRIS sugere
ser uma condi¢cdo mais promissora para a separacdo de um maior nimero de anions

com um tempo de andlise menor e uma eficiéncia maior.

4.4.2.2 A Otimizacio da Concentracio de Acido Ftalico / TRIS

Uma vez selecionada a FM de acido ftalico/ TRIS, as colunas foram entdo
condicionadas com o tampao de ftalato e biftalato, cuja concentragdo representa 100
vezes a concentracao da fase movel de trabalho antes de iniciar o uso da propria FM.
Com um condicionamento utilizando-se uma concentracao de ftalato / biftalato de
50 vezes maior nao se obteve bons resultados quanto a seletividade da separagao. O
uso dessa concentracdo elevada teve como objetivo garantir a troca efetiva entre o
contra-ion cloreto e as espécies i0nicas da FM. Esse processo de condicionamento €
utilizado para colunas de metacrilato [144].

A escolha do tampao levou em consideragao o tempo de vida da coluna,
considerando que alguns tampdes inorganicos, tais como carbonatos e fosfatos,
podem acelerar a dissolugdo da silica [145]. Além disso, como o &cido ftalico € um
acido organico fraco e possui K, elevada, o tampao de ftalato possui larga aplicagao
nas separagdes por troca ionica.

Um grande numero de separagdes foram realizadas variando-se a
concentragdo total do tampéo de 2,5 a 10 mmol L. Para estes experimentos foram
injetados sempre uma mistura padrdo em concentragdes entre 5 mg L'el0 mg L'
contendo os anions cloreto, nitrito, brometo e nitrato que correspondem a seqiiéncia

de eluicao observada nos cromatogramas (Figuras 31 e 32).
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Figura 31 - Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a FE SilprPi-H,0O na separagdo de
cloreto (1), nitrito (2), brometo (3), nitrato (4) e o pico do sistema (*). Condigdes
cromatograficas: (A) FM: 4cido ftalico 1,5 mmol L'/TRIS 1,44 mmol L"; vazdo:
1,0 mL min™; (B) 4cido ftalico 0,5 mmol L' / TRIS 0,48 mmol L'; vazdo: 1,0 mL
min”'. Volume de inje¢do: 20 pL. Detector: condutividade

5000

Resposta do Detector
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Figura 32 - Cromatogramas obtidos com a coluna recheada com a FE SilprPi-H,O na separagdo de

cloreto (1), nitrito (2), brometo (3), nitrato (4) e o pico do sistema (*). Condi¢des

cromatograficas: (A) FM: 4cido ftalico 3,0 mmol L™'; vazdo: 1,5 mL min™; (B) acido

ftalico 3,0 mmol L™ / TRIS 2,9 mmol L'; vazdo: 1,5 mL min". Volume de injecio:

20 pL. Detector: condutividade.

Os parametros cromatograficos obtidos para o cromatograma da Figura 32B

sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Parametros cromatograficos obtidos para os anions na coluna recheada com a fase
estacionaria SilprPi-H,O usando acido ftalico 3,0 mmol L™ / TRIS 2,9 mmol L™ como
fase movel; pH 4,1.

Anions Parametros cromatograficos

k* N/m As” Rs
Cloreto 7,5 20180 1,3 -
Nitrito 8,9 19920 1,3 2,1
Brometo 11 22060 1,2 2,6
Nitrato 12 21500 1.2 1.7

?tu da coluna ¢ o sinal da fase mdvel no detector.
® Fator de alargamento a 5% da altura do pico.

Outra separacdo cromatografica em condi¢des semelhantes as da Figura 32B
estd apresentada na Figura 33. Os valores dos pardmetros cromatograficos dessa
separacdo nao apresentaram diferencas significativas quando comparados aos da

separagdo anterior, como pode ser visto na Tabela 10.

1.CI(10mgL™)
2.NO, (10mgL™)
3.Br(10mgL™)
4.NO, (10mgL™)

Resposta do detector

Tempo (min)
Figura 33 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE SilprPi-H,0.Condigoes
cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L™'; pH 4,2; vazio:
1,5 mL min™. Volume de injegdo: 20 pL. Detector: condutividade.
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Tabela 10: Pardmetros cromatograficos obtidos para os anions na coluna recheada com a fase
estacionaria SilprPi-H,O usando acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L™ como
fase movel; pH 4,2.

Anions Parametros cromatograficos

N/m h T K Rs
Cloreto 20 500 4,9 1,3 7,7 -
Nitrito 20 500 4,9 1,3 9,2 2,2
Brometo 21 600 4.6 1,4 11 2,6
Nitrato 22 100 4,5 1,3 13 1,7

# tm da coluna é o sinal da fase movel no detector.
® Fator de alargamento

Em concentragdes maiores que 5,0 mmol L' do tampdo de ftalato
observaram-se distor¢des na linha de base. Esse comportamento pode ser
evidenciado no cromatograma da Figura 34, para uma concentracdo de FM tampao

de 10 mmol L',

4000 1.CI'(5 mgL™)
- -1
2.NO, (10 mgL™)
5 3.Br(10 mgL™
8 1 4.NO, (10 mgL™)
© 2
©
[e]
= 3
g 4
o
Q
n
Q
o
O_A

o 5 10 15 20
Tempo (min)

Figura 34 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE SilprPi-H,O Condigoes
cromatograficas: FM: acido ftalico 10 mmol L™ / TRIS 10,2 mmol L™'; pH 4,2; vazio:
1,5 mL min™; volume de injegdo: 20 uL. Detector: condutividade

E importante citar que, apos a passagem de FM nessa concentracdo, a saida

da coluna ficou obstruida, possivelmente devido a quebra de algumas particulas da
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fase estaciondria e ao aumento de pressao, inicialmente em 2,3 MPa (350 psi), e
atingindo o valor de 10,6 MPa (1600 psi) em uma vazdo de 1,0 mL min"'. A
colocagao do redutor e do filtro superior no ultra-som com metanol restabeleceu a
pressdo inicial, mas a separagdo excelente entre os seis anions observada
inicialmente ndo pode ser recuperada. Isso pode significar que, de alguma forma, a
elevada concentragdo do tampdo provocou a degradacao da FE, como pode ser
observado na Figura 35, que mostra uma separacao realizada com esta coluna no pH

4,2 apods o uso da coluna em pH e concentragdes mais altas.

1.N,; (10 mgL")

2.10,(50 mgL™)
1 3.PO,”(50 mgL™)
4.CI'(5 mgL™)
5.NO, (10 mgL™)
6.Br(10 mgL™)
7.NO,_ (10mgL")

Resposta do detector

O 2 4 6 8 10 12 14
Tempo(min)
Figura 35 - Cromatograma obtido com a coluna recheada com a FE, SilprPi-H,O, apds o uso com
altas concentragdes de tampao. Condicdes cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5

mmol L / TRIS 2,4 mmol L'; pH 4,2;vazdo: 1,5 mL min™'. Volume de injeg¢io: 20
puL. Detector: condutividade
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4.4.2.3 Determinacio da Eficiéncia Maxima da SilprPi-H,O por CTI

Para determinar a vazao na qual a eficiéncia da coluna SilprPi-H,O ¢ maxima
foi construida a curva da altura de prato, em funcao da vazao de FM (Figura 36) que
passa na coluna pela injecdo de uma mistura de anions em diferentes vazdes de FM,
que variaram de 0,2 mL min” até 1,5 mL min”. As curvas indicam a vazio 6tima
em torno de 0,4 mL min™ para os anions da mistura. Com esse valor obtém-se a

menor altura equivalente a um prato e, conseqiientemente, a maior eficiéncia.

50 - )
7-7C|- -/-
45 —e— Br - ) A .iA/A
—A— NO3 Aé'/'\A/./
Z 4 °
g A
T 40- -
'\ <
35 - \A/
4 ..\=
30 T T T T T T T

00 02 04 06 08 10 12 1.4 16
Vazdo (mL min™)

Figura 36 - Curvas de altura de prato para o cloreto, brometo e nitrato em diferentes vazdes de fase
movel para a coluna de 150 x 3,9 mm recheada com a FE SilprPi-H,O. Condigdes:
FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L. Volume de injegdo: 20 pL.
Deteccao: condutividade.

Os valores mostrados na Tabela 11, que representam dados da Figura 36,
indicam que o valor de eficiéncia maxima encontrado para a separacdo por troca
10nica esta em concordancia com os resultados obtidos para os compostos organicos
separados em FN. Esse experimento informa que, provavelmente, a separagdao de
qualquer composto polar ou espécie iOnica tera um maior numero de pratos, quando

a vazao ¢ menor permitindo mais tempo de interagao das espécies com a FE.
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Pode se observar pelos dados da Tabela 11 que, para os trés anions injetados,
o fator de retencdo (k) cai vertiginosamente entre vazdes de 0,2 mL min' a

- . , ~ .|
0,5 mL min~, mantendo-se praticamente constante ap6s uma vazao de 0,7 mL min™.

Tabela 11 - Parametros cromatograficos obtidos para os anions CI', Br" e NO;” em diferentes vazoes

de FM.
Vazao

(mL min")  N/mq Kcr N /m g K g N /m yos knos
0,2 27733 18,8 32787 22,9 26587 25,6
0,3 26473 11,6 30400 14,2 29520 16
0,4 32000 7,49 30793 9,21 27147 10,4
0,5 26127 5,46 27020 6,78 27633 7,68
0,6 25653 5,30 25067 6,59 25060 7,47
0,7 25053 4,19 25340 5,25 25600 5,98
0,8 24440 4,48 24187 5,60 24213 6,37
0,9 23893 4,65 23873 5,81 23800 6,60
1,0 23307 4,63 23427 5,78 22967 6,57
1,1 22767 5,78 22833 597 22220 6,77
1,2 22220 4,76 22347 5,94 21573 6,75
1,3 21653 4,95 23147 6,17 22420 7,01
1,4 21127 4,74 22820 5,92 21887 6,72
1,5 20700 4,42 22220 5,54 21573 6,30

4.4.2.4 Teste de Estabilidade da FE SilprPi-H,O

Nas separacdes por troca iOnica ¢ pratica comum o uso de uma coluna de
sacrificio, também chamada de coluna de saturacdo, colocada entre a bomba e a
valvula de injecdo. Entretanto, aqui essa precaugdo foi omitida, fazendo-se os
experimentos sem nenhuma prote¢do aos possiveis impactos que a coluna pudesse
sofrer. Devido a falta dessa protecao, dependendo do experimento a ser realizado, a
coluna pode rapidamente apresentar alguns sinais de degradagao.

Sendo assim, o objetivo do teste de estabilidade ¢ produzir dados

quantitativos que demonstre a estabilidade da silica propilpiridinio na presenca do
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tampao otimizado para as separagdes. A estabilidade da FE SilprPi-H,0 foi avaliada
pela injecdo periodica de uma mistura padrao de cloreto e nitrato em concentragoes
de 5 e 10 mg L™, respectivamente. Esta avaliagio também foi acompanhada pela
injecdo de uma amostra de referéncia, a CRM 409, com valores de ions cloreto de
4,0 mg L™ ¢ fons nitrato de 4,8 mg L. O teste foi realizado pela passagem continua
de FM chegando-se até 25000 volumes de coluna.

Durante o teste, a reciclagem do eluente, pratica comum em alguns
laboratérios, que poderia ter algum efeito protetor sobre a coluna, também ndo foi
utilizada. Durante o dia, a FM (acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L) foi
bombeada a 0,8 mL min™'. Durante a noite, a FM foi bombeada através da coluna a
uma vazdo de 0,1 mL min' com o propdsito de criar um ambiente ainda mais
agressivo a FE.

No periodo em que a coluna esteve em contacto com a FM passando
continuamente, cerca de cinco semanas, as injecoes foram realizadas pela manha e a
tarde em uma vazdo de 0,8 mL min™', sempre em duplicata, seguidas de uma injecéo
da amostra de referéncia.

Para uma avaliacdo das modificagdes sofridas pela coluna ao longo desse
periodo, fez-se o acompanhamento dos parametros cromatograficos de eficiéncia
(N/m), fator de retengdo (k) e fator de assimetria de pico (As), cujos valores,
dispostos na forma de graficos (Figura 37), referem-se aos anions cloreto e nitrato
presentes na mistura de padrdes e também na amostra de referéncia.

Um ponto importante a ser abordado € que a primeira injecao para a tomada
dos parametros cromatograficos foi efetuada quando j& havia passado 460 volumes
de coluna de FM, correspondendo ao volume necessario para o condicionamento
com a FM mais concentrada e um posterior restabelecimento do equilibrio da coluna

e da linha de base com a FM de trabalho.
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Figura 37 - ParAmetros cromatograficos obtidos durante o teste de estabilidade da FE SilprPi-H,O.
Coluna: 60 X 3,9 mm.Condi¢des cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ /
TRIS 2,4 mmol L™'; pH 4,1; vazdo: 0,8 mL min™ (dia) e 0,1 mL min™ (noite). Volume
de injecdo: 20 uL. Detecgdo: condutividade. Amostra de referéncia CRM409 - agua
de chuva.
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A Figura 37 mostra o desempenho cromatografico da FE SilprPi-H,O na
analise de uma amostra de referéncia da Comunidade Européia CRM409, contendo
os anions cloreto e nitrato, durante o teste de estabilidade. Através da analise dessas
figuras verifica-se que os fatores de retencdo para os anions escolhidos nesse teste
sofreram um decréscimo no fator de retencao de 15 % e 23 % para os anions cloreto
e nitrato, respectivamente, que ¢ uma reducgdo relativamente pequena.

Os valores mais altos de eficiéncia foram obtidos na 32" injegdo,
correspondendo ao nono dia da passagem continua da FM, com 6828 volumes
de coluna (4890 mL). Esses dados reforcam ainda mais a necessidade de
um bom condicionamento na coluna SilprPi-H,O e, em adicdo, o tempo que
leva o detector de condutividade apresentar uma linha de base estdvel, que
¢ em torno de 1,5 horas.

Mudancas mais proeminentes ocorreram na eficiéncia entre 8500 e 12000
volumes de coluna (6080 mL e 8600 mL) quando se observa uma queda continua na
eficiéncia, acompanhado por uma acentuado aumento no fator de assimetria.
E importante citar que, apds a passagem de aproximadamente os 12000 volumes de
FM, a saida da coluna ficou obstruida, devido provavelmente a quebra das
particulas da fase estacionaria com o conseqiiente aumento da pressao. A colocagao
do redutor e do filtro superior no ultra-som com metanol restabeleceu a
pressdo inicial e o fator de assimetria voltou ao normal quando a eficiéncia
atingiu outro patamar. Por outro lado, ndo ocorre mais uma separacdo suficiente
para a quantificacao.

Uma melhor visualizacdo do comportamento da coluna SilprPi-H,O ¢ visto
na Figura 38 que mostra os cromatogramas da separa¢ao de cloreto e nitrato no
inicio do teste de estabilidade e apds a passagem de aproximadamente 25000

volumes de Fase Movel.
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Figura 38 — Cromatogramas obtidos durante e depois do teste de estabilidade com a FE SilprPi-
H,0. Coluna: 60 x 3,9 mm Condigdes cromatograficas: FM: acido ftalico
2,5mmol L' / TRIS 2,4 mmol L; pH 4,2;; Mistura teste: 1 — cloreto; 2 — nitrato.

4.4.2.5 Efeito do pH Sobre a Retencio dos Anions

Os valores de pH da fase mével também foram variados de 3,8 a 7,0. Valores
de pH menores do que 3,8 ndo foram utilizados para evitar que ocorresse a hidrélise
dos grupos siloxanos e, conseqiientemente, a perda da fase ligada. Nao se obteve
uma separagdo completa dos anions testados quando foi usada uma fase movel com
valor de pH 3,8. Em valores de pH entre 4,5 ¢ 6,0, foram observados picos do
sistema. Essa condicdo nao foi favoravel a separagdo, pois esses picos sao
interferentes na determinacdo de alguns anions de interesse. Por outro lado, em
valores de pH 6,0 foi possivel separar sulfato e tiocianato com boa eficiéncia. Em
pH 7,0, embora a concentracdo do tampdo seja bastante baixa, a resolucdo foi
totalmente perdida.

Um teste do comportamento da fase estaciondria da SilprPi-H,O em
diferentes valores de pH da FM na concentragdo de ftalato otimizada, foi realizada
com uma coluna de 60 x 3,9 mm em uma vazio da FM de 0,8 mL min™". O efeito do
pH sobre a reten¢do de anions inorganicos foi observado na faixa de 3,8 a 6,6 em
uma concentragdo fixa do ftalato. Os pH foram ajustados com TRIS em diferentes

concentragdes. Os trés primeiros picos nos cromatogramas da Figura 39 referem-se
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aos anions cloreto, nitrito e nitrato, respectivamente, € o quarto pico representa um
pico do sistema referente ao componente da fase movel presente entre pH 4,6 e 5,45.
Nesses pH, tem-se o anfotero biftalato que a depender do pH da FM juntamente com
o ftalato formam um pico do sistema, ja observado no cromatograma da Figura 34

em FM tampao de pH 5,0.

2
1 pH 6,60
3
-
12
ML

pH 6,00

12
5 pH 5,45
4
.
1 2
M o
4
_J
12

pH 4,60

JU\M
4
1
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JM

pH 3,80

6 8 10
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Figura 39 - Cromatograma obtido com a coluna de 60 x 3,9mm, recheada com a FE SilprPi-H,O.
Condigdes cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L;
vazdo: 0,8 mL min™'. Volume de injegdo: 20 pL. Detecgio: condutividade. Mistura: 1
— cloreto; 2 — nitrito; 3 — nitrato, 4 — pico do sistema.
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Os tempos de reten¢do para os anions da mistura padrao sdo mostrados na
Tabela 12. Em valores mais baixos de pH predomina na FM a forma de
hidrogenoftalato, enquanto em valores mais altos hd maior quantidade do anion
biftalato, divalente. Os resultados indicam que uma eluicdo muito mais rapida ¢
obtida com o predominio do anion divalente na FM. Esse efeito também ¢ observado
em FE de poliestireno com grupos aminos ligados ao suporte [143]. Através desse
experimento, pode-se verificar em que valores de pH a presenca do pico do sistema
interfere na separagdo dos anions.

A melhor separacao foi alcan¢ada usando-se um tampao de ftalato 2,5 mmol
L', em pH 4,2, como j& visto na Figura 33. O pH do 4cido ftalico nessa
concentragdo ¢ 2,9. Através dos calculos de pH de tampao verifica-se que seriam
necessarios 2,5 mmoles L' de TRIS para reagir todo o acido ftalico na primeira

1onizacao, conforme a reacao:

—COOH —Co0-
4+ (HOCH,.CNH, _» + (HOCH,),CNH,
—_COOH — COOH
pH 4,3

Se adicionar quantidade suficiente do tampao TRIS para reagir até o segundo
ponto de equivaléncia, tem-se um pH de 9,68, o qual ndo ¢ adequado a fase
estaciondria que estd sendo utilizada. Para o valor de pH 4,2 na fase mével tem-se
presente os anions ftalatos e biftalatos, resultando em pico do sistema positivo, que

poderao ser interferentes na separacao de alguns dos analitos da amostra.
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Tabela 12 - Parametros cromatograficos obtidos para o CI', NO,’, e NO;” com a SilprPi-H,O em

diferentes pH da fase movel tampio de ftalato 2,5mmol L™

Altura

pH  Anion  t(min) Area Pico k N/m As Rs o
1 5,7 16161 688 8,7 22267 1,2

3,80 2 7,0 18628 494 11 13133 1,7 1,6 0
3 10 2908 81 16 30467 - 3.3 3,4
1 4,8 15431 778 7,2 22233 1,2

4,05 2 6,2 18683 568 9,6 13550 1,6 23 0
3 8,6 11180 312 14 21783 1,3 2,6 2,7
1 5,3 15437 723 7,4 23350 1.4

4,17 2 7,2 18896 601 10 19467 1,8 2,6 0
3 10 9121 218 15 22783 1,6 3,2 2,7
1 3,5 12315 856 4,5 21933 1,3

4,60 2 4,8 17040 809 6,6 19567 1,6 2,8 0
3 6,4 12369 461 91 21183 1,5 2,4 2,2
1 2,8 9967 872 3,0 22967 1,3

5,00 2 3.9 14177 861 4,5 20667 1,3
3 5,0 10286 492 6,1 21567 1,4 2,3 2,1
1 2,5 8422 855 2,5 23583 1,3

5,45 2 3,3 12032 862 3,7 21183 1,5 2,7 0
3 4,3 8020 463 5,1 22733 1,4 2,3 2,1
1 2,2 7531 868 2,2 25050 1,3

6,00 2 2,9 10797 905 3,2 22717 1,4 2,5 0
3 3,8 6926 463 4,3 23750 1,4 2,3 2,2
1 2,1 16161 688 1,9 22267 1,2

6,60 2 2,7 6075 730 2,7 24483 1,3
3 3,4 7109 518 3,7 23417 1,3 2,3 2,3

Legenda: 1 = cloreto; 2 = nitrito; 3 = nitrato.
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4.5 Exploracao de Possiveis Aplicacgoes.

4.5.1 Separacio de Diversos dnions

Outras separacdes, envolvendo alguns anions orgénicos e inorganicos, foram
realizadas utilizando a composi¢cdo de fase movel aprimorada. Os cromatogramas
obtidos estdao apresentados nas Figuras 40, 41 e 42.

No cromatograma da Figura 40 verifica-se que os anions da mistura padrao
injetada sdo eluidos, em um tempo de andlise de 12 minutos, com fator de

alargamento e resolucdo dentro dos limites permissiveis e excelente seletividade.

1N
2H,PO,
3.Cr
3 4.NO,
5.Br
6.NO,

(N/m = 20400)

5 § TF=13)

Resposta do detector

Tempo (min)

Figura 40 — Separacdo de uma mistura de &nions inorganicos. FE: SilprPi-H,O.Condigdes
cromatograficas: FM: 4cido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L"';vazdo: 1,3 mL
min”'. Volume de inje¢do: 20 pL. Detecgio: condutividade
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Resposta do detector

o 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 41 - Separagdo de anions organicos. FE: SilprPi-H,0O. Condigdes cromatograficas: FM:
4cido ftalico 2,5 mmol L' / TRIS 2,4 mmol L'; vazdo: 1,3 mL min". Volume de
injecdo: 20 uL. Detecgdo: condutividade. Mistura de &nions: 1 acetato ; 2 lactato; 3
succinato; * “pico do sistema”.

b 1.10, (15 ppm)

2. H,PO, (100 ppm)
2000 3.CI'(10 ppm)

4 4.NO2 (10 ppm)
5.Br (10 ppm)
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Figura 42 -. Separacdo de anions inorganicos. FE: SilprPi-H,O. Condi¢des cromatograficas: FM:
acido ftalico 2,5 mmol L' / TRIS 2,4 mmol L; vazdo: 1,3 mL min’. Volume de
inje¢do: 20 puL. Detecgdo: condutividade.
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A aplicabilidade dessa nova fase estacionaria para troca anionica foi
explorada na separacao de cloreto e nitrato em uma amostra de referéncia ambiental,

obtida da Comunidade Européia (Figura 43).

Resposta do Detector

0o 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Figura 43 — Separacdo de uma amostra ambiental. FE: SilprPi-H,O. Mistura de anions: 1 cloreto ; 2
nitrato. Amostra: agua de chuva (amostra de referéncia da Comunidade Européia).
Condi¢des cromatograficas: FM: acido ftalico 2,5 mmol L™ / TRIS 2,4 mmol L;
vazdo: 1,3 mL min"'. Volume de inje¢do: 20 pL. Detecgdo: condutividade.

4.5.2 Quantificaciio dos Anions

Alguns anions foram separados e quantificados usando o método
desenvolvido, com detec¢ao por condutividade sem supressdo. Esses anions foram
escolhidos por terem dado uma excelente resposta em relagdo a seletividade. A
construcdo da curva analitica foi baseada na concentracdo nominal do padrao e a
area sob o pico, obtida experimentalmente. Os valores de area obtidos para
constru¢do da curva analitica foram nos tempos de retengdo, utilizando a
metodologia otimizada, de 2,33 min para o cloreto, 8,11 min para o nitrito, 9,82 min
para o brometo e 11,07 min para o nitrato.

Para preparar a curva analitica e determinar os limites de deteccdao (LD) dos
anions injetaram-se padrdes cobrindo uma faixa de 0,10 mg L 4 10 mg L™, com

intervalos de concentracao de 0,05 mg L. Para o limite de deteccdo, utilizou-se o
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método visual, de tal modo que se pudesse distinguir entre ruido e sinal analitico

estabelecendo-se a menor concentragdo visivel (detectavel). A partir dos resultados

foram construidas as curvas analiticas dos diversos anions, conforme ¢ mostrado na

Tabela 13.

Tabela 13 - Parametros das curvas analiticas obtidos apos regressao linear para coluna SilprPi-H,O

Parametros da Curva Analitica

b

Anions Faixa de conc.” Equagao de r LD(mg L™)
(mg L'l) regressao

Cloreto 0,25 - 10 Y=1579,8 x +22,0  0,9999 0,04

Nitrito 0,40 -10 Y=918,7x+179,3  0,9990 0,17

Brometo 0,70 - 10 Y=504,3x + 16,0 0,9987 0,20

Nitrato 0,90 - 10 Y=530,4x + 1584  0,9991 0,24

* Foram usados 8 pontos para a construgdo da curva.

® r = Coeficiente de correlacio linear

Foi realizada também uma comparagdo entre uma curva analitica obtida com

a coluna SilprPi-H,O e uma curva analitica obtida com uma coluna polimérica,

comercializada pela Shimadzu (IC-Al), que tem um grupamento de amodnio

quaternario ligado ao suporte. As Figuras 44 ¢ 45 mostram os resultados obtidos

neste experimento.
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SilprPi - H,0O

y=1681,2x + 113,6
R%=1
Cloreto

Nitrato
y = 801,43x - 28,667
r=0,9998

2 4 6 8
Concentragdo (mg L ™)

10 12

Figura 44 — Curva analitica para cloreto e nitrato utilizando a coluna SilprPi-H,O

Coluna Comercial

20000
16000 - cloreto
y = 1681,6x - 22,667
12000 - R? = 0,999
o
< 8000 |
Nitrato
4000 - y =870,1x + 68,24
R? =0,9978
0 : : : : :
0 2 4 6 8 10 12

Figura 45 - Curva analitica para cloreto e nitrato em uma coluna polimérica com grupamento

Concentragéo (mg L™

funcional de amonio quaternario.

O objetivo deste estudo foi situar essa nova FE desenvolvida, no universo de
colunas ja comercializadas para a analise de anions. A coluna polimérica utilizada

para essa comparagao atende a analise de amostras ambientais de diversos anions em

baixos teores.
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Para referenciar ainda mais essa nova FE, utilizou-se neste estudo
comparativo duas amostras de referéncia da comunidade européia, a AR408 ¢ a
AR409, com diferentes concentra¢des de cloreto e nitrato, simulando uma amostra
de agua de chuva. Essas amostras possuem diversos anions e cations em sua
composi¢do, podendo-se verificar dessa maneira a seletividade da nova fase.

As Tabelas 14 e 15 mostram os resultados obtidos para cloreto e nitrato nas
duas amostras de referéncia certificadas que foram injetadas nas duas colunas de
diferentes suportes cromatograficos.

Tabela 14 - Comparagio dos resultados obtidos para o anion cloreto nas amostras de referéncia
AR408 e AR409

Cloreto
Amostra Concentragdo SilprPi-H,O IC-A1
Ref d? . NOl’IllIfll Concentragao Taxa de Conentragdo Taxa de
clerencia = (mg L) Experimental ~ Recuperagdo  Experimental Recuperagao
(mg L) (%) (mg L) (%)
AR408 2,40 2,42 101 2,55 106
AR409 4,00 4,07 102 4,17 104

Tabela 15 - Comparacdo dos resultados obtidos para o &nion nitrato nas amostras de referéncia
AR408 ¢ AR409

Cloreto
Amostra Concentracao SilprPi-H,O IC-A1
Refi d? . NOIIllIfll Concentragdo Taxa de Conentragao Taxa de
crerencia — (mg L) Experimental Recuperagdo  Experimental Recuperagdo
(mg L") (%) (mg L) (%)
AR408 1,25 1,58 126 1,24 99
AR409 4,8 4,7 98 4,70 98

Através desses materiais, cuja quantidade de analito € previamente conhecida,

pode-se estimar o fator de recuperagdo R definido como a propor¢ao da quantidade
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de analito presente na porcao analitica do material teste. Neste trabalho, as medidas

foram realizadas considerando a expressao:

R (%): média do valor obtido X 100

Valor tedrico do padrao

Este valor pode ser de 50% a 120%, com precisao de até = 15% dependendo da

complexidade analitica e do tipo de amostra a ser analisada [146].
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5 CONCLUSOES

Uma nova fase estaciondria para cromatografia por troca aniOnica, com
grupos propilpiridinio, foi preparada através da silanizagdo da silica com o
3-cloropropiltrimetoxissilano, na presenca de agua seguida pela reacdo com a
piridina. Através das diversas técnicas utilizadas para caracterizar fisica e
quimicamente o material obtido nas duas etapas da sintese, constatou-se que a
adicdo de uma pequena quantidade de agua na etapa de silanizagdo permitiu a
formacao de uma camada polimérica, melhorando a cobertura da superficie da silica.
Esta polimerizacdo foi o diferencial quando comparada a sintese realizada em meio
anidro. Em face disso, a separacao dos anions, com boa resolugdo, somente foi
alcancada na fase sintetizada em presenga de agua. Esses resultados mais
promissores foram obtidos em fun¢do de um maior nimero de grupamentos
piridinios na superficie dessa fase estacionaria, que foi evidenciado pelos calculos
do grau de recobrimento através dos dados de andlise elementar e também pela
maior perda de massa da SilprPi- H,O na andlise termogravimétrica. Na comparagao
dos espectros de RMN de *’Si para as duas fases sintetizadas, observou-se
claramente a redu¢do dos silandis livres, indicando um maior grau de
entrecruzamento durante a reagdo de sililacao realizada em presenca de agua.

A capacidade de troca i6nica, determinada pelo método ky,, mostrou que a
nova fase sintetizada em presenca de 4gua possui mais sitios trocaveis do que a fase
obtida em meio anidro. E relevante ter conhecimento de que os dados obtidos estio
de acordo com os dados reportados na literatura para a silica cloropropilpiridinio.

Muitas varidveis foram testadas para a escolha dos parametros
metodoldgicos: o mais importante foi definir uma fase movel tampao com um pH
intermediario de forma a minimizar os picos do sistema. Também foi selecionada
uma vazao maior, diminuindo o tempo de retencao dos analitos. Nessa vazao, foi

obtida uma melhor linha de base no cromatograma. Na vazao 6tima, determinada
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pela curva de van Deemter, os analitos ficaram muito retidos, levando longos
tempos para serem eluidos e produzindo picos largos, dificeis de serem
quantificados, o que praticamente inviabilizou a andlise cromatografica desses
analitos. A FE SilprPi-H,O também exibiu boa estabilidade até cerca de 12000
volumes de coluna correspondendo a mais de 300 corridas cromatograficas de 15
minutos.

Os resultados obtidos foram bastante promissores, considerando que foi o
primeiro trabalho no grupo de pesquisa que desenvolveu uma fase quimicamente
ligada com grupamento propilpiridinio para cromatografia de ions, utilizando a
silica como suporte. Os valores de eficiéncia apresentados e de outros parametros
cromatograficos mostraram que a fase estacionaria denominada SilprPi pode ser
aplicada a separagdo de ions orgénicos e inorganicos.

Para situar o desempenho da SilprPi na quantificagdo de alguns anions no
universo de colunas cromatograficas comercialmente disponiveis para troca i0nica,
fez-se um estudo comparativo com uma coluna comercial a base de polimero,
através da constru¢do de uma curva analitica. As duas colunas, submetidas as
mesmas condi¢des, forneceram resultados semelhantes quanto a quantificagdo. Os
valores de LD e LQ obtidos sdo adequados a analise de amostras ambientais.

Muitos caminhos ainda podem ser testados e avaliados para uma melhor
resposta dessa fase estaciondria quanto a estabilidade e a separacdo dos analitos de
interesse. Como proposta de continuidade deste trabalho, a modificacdo da silica
cloropiridinio poderia ser realizada em wuma TUnica etapa. Isto significaria
sintetizar  primeiramente um novo silano partindo-se da reagdo do
3-cloropropiltrimetoxissilano com a piridina e assim formar o grupo cloropiridinio
na molécula do agente sililante. Em uma segunda etapa o agente sililante seria
imobilizado na superficie da silica empregando-se as mesmas condi¢des de reagao ja
utilizadas.

Uma outra alternativa para a elaboracdo de uma nova fase estacionaria para

aplicagdo em Cromatografia de lons seria modificar a silica com o silano
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aminopropiltrimetoxissilano e posteriormente fazer uma reacdo de metilacdo com os
grupos —NH, imobilizados na superficie da silica para formar os grupos —N(CHs),,
que serdo responsaveis pela troca aniOnica. Essa reacdo baseia-se no processo
classico de alquilagao de aminas empregando o iodeto de metila.

A fase estacionaria SilprPi1 foi preparada com particulas de silica com 10 pum,
entretanto, esta mesma fase pode ser sintetizada com particulas esféricas de 7 um ou
5 wum, que conseqiientemente pode apresentar um melhor desempenho
cromatografico.

No que diz respeito a separagdo, outras metodologias podem ser aplicadas

testando-se diferentes tampdes como fases moveis.
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