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RESUMO

Titulo: Preparacio de fases estaciondrias, SiO2(PMOS), imobilizadas por
microondas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ( CLAE ).

Autor: Marcos André Kapor

Orientadora: Prof®. Dr, Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Palavras chaves: fases estaciondrias, imobilizacdo por microondas, CLAE

Na preparacao de fases estacionarias (FE), uma alternativa para minimizar
os efeitos indesejaveis dos grupos silanol consiste em promover um recobrimento
mais efetivo da suberﬁ'cie da silica pela sorgdo de um polimero sobre o suporte
cromatogréfico, obtendo-se a fase sorvida. A estabilidade destas FE é aumentada
pelo processo de imobilizagdo como, por exemplo, radiacio microondas. A principal
consequéncia dos fendmenos de migracgo idnica e rotagdio dipolar, causados pela
radiacao microondas, € um super aquecimento das amostras compostas por ions
ou moléculas polares. Sendo assim, o principal objetivo desse trabalho foi o de
utilizar a radiagdo microondas como método alternativo de imobilizacdo, visando
obterem FE imobilizadas com alta eficiéncia e estabilidade. As FE foram preparadas
por evaporagao, a temperatura ambiente, de uma mistura de poli(metiloctil-
siloxano) (PMOS), silica Davisii 10 um e diclorometano, e imobilizadas,
posteriormente, em forno de microondas. Valores de eficiéncia 22.300 pratos m'™
foram obtidos, com um fator de assimetria de 1,5, para as fases sorvidas,
enquanto que para as fases imobilizadas por microondas & 495 watts, por 900
seg'undos, foram obtidas colunas com 44.700 pratos m™ e fator de assimetria de
1,1. O mesmo procedimento de preparacdo foi empregado para silica Spherisorb 5
um, obtendo-se eficiéncia de 89.400 pratos m™ e fator de assimetria de 1,5 para
as fases imobilizadas por microondas, na mesmas condicBes citadas acima.
Adicionalmente, os resultados de andlise elementar de carbono e espectroscopia
no infravermetho comprovaram o efeito positivo do uso da radiacio microondas na
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imobilizacdo das FE. A FE foi aplicada na separacdo de multirresiduos de pesticidas
e na andlise de urina fortificada com diuron e linuron obtendo-se separagbes
satisfatérias, comprovando assim a potencialidade das FE preparadas.
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ABSTRACT

Title: Preparation of stationary phases, SiO(PMOS), immobilized by microwaves
for High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Author: Marcos André Kapor
Supervisor:Prof. Dr. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Key words: stationary phases, immobilization by microwaves, HPLC

In the preparation of stationary phases (SP), an alternative to minimize the
undesirable effects of the silanol groups consists of promoting a better covering of
the surface of the silica by the sorption of a polymer onto the support, a sorbed
phase being obtained. The stability of these SP is increased by the immobilization ,
process using, as an example, microwave radiation. The main consequence of the
phenomena of ionic migration and dipolar rotation, caused by the microwave
radiation, is a fast heating of samples composed of ions or polar molecules. The
main objective of this work is to use microwave radiation as an alternative method
of immobilization, seeking to obtain SP immobilized with high efficiency and
stability. Thus SP was prepared by evaporation at room temperature of a misture
of poly(methyloctylsiloxane) (PMOS), 10 um Davisil silica and dichloromethane,
and later immobilized in a microwave oven . Values of 22300 plates m™ were
obtained, with an asymmetry factor of 1.5, for sorbed phases, while, for phases
immobilized by microwaves at 495 watts for 900 seconds, columns were obtained
with 44700 plates m™ and an asymmetry factor of 1.1. The same preparation
procedure was used for PMOS with 5 um Spherisorb silica, with an efficiency of
89400 plates m™ and an asymmetry factor of 1.5 being obtained for a phase
immobilized by microwaves. The results of elemental analysis for carbon and IR
spectroscopy proved the positive effect of the use of microwave radiation for the

immobilization of the SP. The SP was applied in the separation of pesticides and in
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the analysis of diuron and linuron in urine with good separations being obtained,
showing the potential of the SP prepared.
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Nos ultimos 30 anos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem-
se tomado um dos métodos de instrumentacdo analitica mais eminente. As
principais razOes para o rapido desenvolvimento desta técnica s3o a capacidade de
analisar compostos organicos e inorganicos, além de substincias de alta massa
molar ou substancias ionizaveis. Além disso, com a CLAE é possivel alta resolucdo
na andlise de misturas complexas, boa detectabilidade e possibilidade de
automatizac3do.

A forma mais tradicional de CLAE consiste em um material poroso polar,
como silica ou alumina, e uma fase mével apolar baseada em hidrocarbonetos
como éter de petrdleo ou hidrocarbonetos clorados como cloroférmio. Esta forma
de CLAE é chamada de fase normal, onde o mecanismo de separacio é o de
sorgao-dessorgdo. A separacdo se dé de acordo com interagdes entre os grupos
funcionais dos analitos com os sitios polares da superficie do material de recheio.
Entretanto as separacbes realizadas no modo fase normal tém perdido importincia
nos Ultimos anos para aquelas realizadas no modo fase reversa.

A CLAE com fase reversa é um dos métodos analiticos de separacio mais
populares. Aproximadamente 90% de todas as separagdes na CLAE sdo realizadas
com recheios de fase estaciondria reversa. Sistemas de fase reversa consistem de
uma fase estacionaria de menor polaridade, predominante lipofilica, € uma fase
mével de maior polaridade, principalmente hidrofilica.!

1.1 Fases estacionarias reversas

A CLAE realizada no modo fase reversa (CLAE-FR) é uma das técnicas mais
utilizadas atualmente devido ao seu amplo campo de aplicaciio, como estudos
farmaéolégicos, controle de qualidade de alimentos e andlise de pesticidas e
contaminantes em solos e dgua. Além disso a CLAE-FR possui alta estabilidade
frente a diferentes solventes organicos, alta reprodutibilidade dos fatores de
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retencdo obtidos em suas andlises e pode ser operada utilizando eluicio por
gradiente. Porém apresenta como principais desvantagens, uma baixa estabilidade
na faixa de pH< 2 e pH> 8 e a presenca de grupos silandis residuais, presentes na
superficie da silica, que podem contribuir para adsorcdio irreversivel de analitos
basicos durante as andlises cromatograficas.

1.1.1- Fases estaciondrias liquidas

A classe mais comum de fases estaciondrias liquidas para cromatografia
liquida é constituida de polimeros de silicone ou polissiloxanos. Eles sdo
encontrados em uma faixa extensa de seletividade, de acordo com os grupos
substituintes existentes nas diversas estruturas, como por exemplo:
poli(metilsiloxano), poli{metilfenilsiloxano), poli(metiloctilsiloxano), poli(metilocta-
decilsiloxano) entre outros 2.

Os poli(metilalquilsiloxanos) apresentam férmula geral:?

|R
RqO%fi——OJ—Fh
' CH, n

onde: R= octil, dodecil, hexadecil, octadecil
R; = trimetilsilil ou dimetilvinilsilil
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1.1.2- Suportes cromatograficos

A fungao do suporte cromatografico na preparacdo de materiais de recheio
é reter a fase estacionaria liquida sob a forma de um filme liquido com a menor
espessura possivel. Como suporte pode-se utilizar a silica*, a alumina®, o carbono®
e outros materiais. A silica gel € o suporte mais usado para fase reversa em CLAE?
por ser um solido rigido, de area superficial grande, mecanicamente estivel
quando submetido a altas pressdes utilizadas no enchimento das colunas e nas
separagdes cromatograficas.

A superficie da silica apresenta trés tipos de grupos silandis: vicinais (dois
grupos hidroxila sobre dois atomos de silicio vizinhos), geminais (dois grupos
hidroxila originarios do mesmo atomo de silicio) e isolados ou livres (um grupo
hidroxila sobre um &tomo de silicio), como mostram as figura 1 e 2.

GRUPOS HIDROXILAS
VICINAIS

LIGALOES

SILOXANG
GRUPOS ° ﬁ
HIDROXILAS 3y o/

ISOLA DOS

. /
OH :
GRUPOS HIDROXILAS

oM GEMINAIS

Figura 1- Estrutura da silica-gel®
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Figura 2-Tipos de silandis presentes na superficie da silica amorfa: (1) vicinais,
(2) geminais e (3) isolados’.

Entretanto, a silica possue algumas limitagbes: seus silanis sio cidos, e se
eles n&o forem removidos ou cobertos, podem causar cauda nos picos ou adsor¢do
ireversivel de compostos basicos. Além disso, a silica gel pode ser dissolvida,
muito rapidamente, em solugdes aquosas a valores de pH maiores que 9.

1.2- Fases quimicamente ligadas

As fases quimicamente ligadas surgiram com o objetivo de aumentar a
estabilidade quimica das fases estaciondrias utilizadas. Os recheios de fase ligada
mais disponiveis atualmente sdo do tipo siloxano, obtidos a partir da reacdo dos
grupos silandis da superficie da sflica com um organossilano, de acordo com a
equacao quimica 1%,

Si-OH + XSiR;'R = Si-0-SiR;'R + HX [1]

onde :X= cloreto ou grupo alcéxido ,
R= cadeia alifética ( ex. C8, C18)
R"= grupos metila ou X
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As reagbes podem ser realizadas utilizando silanos monofuncionais (um
dnico grupo X, XSiR;" R) silanos di ou trifuncionais (mais de um grupo X, X;SiR ‘R
ou X3SiR).

Como alternativas para melhorar as propriedades das fases estacionarias
reversas surgiram as fases estacionarias monoméricas estericamente protegidas'!
15, as capeadas’, as bidentadas'!, as polimerizadas horizontalmente'”?, as
sintetizadas com hidreto intermedidrio®, as encapsuladas *'%27, as ligadas com
grupo polar embutido® e as imobilizadas obtidas a partir do uso de temperatura,
radiacdo gama, agentes reticulantes (ex. perdxidos)>*** ou radiacdo microondas.

1.3-Imobilizacdo por microondas de fases estaciondrias
sorvidas

Uma alternativa para minimizar os efeitos indesejéveis dos silandis consiste
em promover um recobrimento maior da superficie da silica através da sorcio do
polimero sobre a silica. Varios estudos sobre fases sorvidas tém sido desenvolvidos
no Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia Liquida da UNICAMP (LABCROM),
com o objetivo de promover um maior recobrimento da superficie da silica pelo
polimero.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi utilizar um novo e inédito
meio de imobilizagdo através da radiacio microondas, a fim de obterem fases
estacionarias com maior eficiéncia, estabilidade quimica e recobrimento do suporte
cromatografico.

A radiacdo microondas localiza-se no espectro eletromagnético, na regido de
300 a 300.000 MHz.

De acordo com a Federal Communications Commission (EUA), foram
estabelécidos quatro valores de frequéncia para os equipamentos de microondas
empregados em operagbes domésticas, industriais, cientificas e médicas: 915,
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2450, 5800 e 22125 MHz. Destas, a de 2450 MHz é a mais utilizada em formos de
microondas domésticos e cientificos®™*1.

Os formos de microondas sdo compostos basicamente pelos seguintes

componentes:

Magnetron — onde as microondas sdo geradas.

Guia de onda - canal retangular de metal com paredes refletoras, onde as
microondas serao transportadas do magnetron para a cavidade do forno.
Cavidade do forno — espago intemo do forno, onde as amostras serdio
aquecidas. A cavidade ¢ constituida de paredes refletoras com o objetivo de
prevenir possiveis vazamentos das microondas e aumentar a eﬁciéncia do
forno.

Espalhador de onda — este componente tem a funcio de propiciar um
melhor espalhamento das microondas na cavidade do fomo. Este
componente ndo se encontra presente em forno domésticos.

Sistema de seguranga — sdo instalados para prevenir que o magnetron
esteja em funcionamento quando as portas estiverem abertas.

A figura 3 mostra um esquema simplificado de um forno de microondas
utilizado em laboratdrios de pesquisas.
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transparentes
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Figura 3- Diagrama simplificado de um forno microondas e seus principais
componentes™.

A radiacao de microondas € um tipo de energia ndo ionizante que causa
movimento molecular pelos fendmenos de migracdo idnica e rotacio dipolar.

A condugdo ifnica é uma forma de migrac3o condutiva {eletroforética) de
ions dissolvidos em um campo elétrico aplicado. Esta migracao consiste em um
fluxo de corrente, que resulta em uma perda de I°R (I=intensidade de corrente e
R=resisténcia) (produgdio de calor) devido a resisténcia imposta ao fluxo. De forma
geral, os parametros que afetam a condugéo ibnica s8o a concentracdo, a
mobilidade dos ions e a temperatura da soluggio™*!,

Um mecanismo de conducdo idnica™ estd descrito, resumidamente, na
figura 4.
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Figura 4- Mecanismo de conducio idnica™
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A rotacdo dipolar é originada quando o campo elétrico da energia

microondas aumenta, ocorrendo um alinhamento das moléculas polarizadas do

meio.

Quando o campo decresce, devido & oscilacio do mesmo, as moléculas,

inicialmente polarizadas, retornam, pela prépria agitacio térmica, ao estado inicial
de desordem, produzindo assim uma energia associada. Em uma frequéncia

aplicada de 2450 MHz, o alinhamento e a desorganizacdo das moléculas ocorrem

cerca de 5 x10° vezes por segundo, 0 que proporciona um aquecimento muito

rapido.
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A figura 5 mostra 0 mecanismo de acSo das microondas através da rotagao
dipolar das moléculas da gua.

\_/O momento de dipolo da |

Agua esti alinhado com o |
campo ;

O dipolo gira na tentativa |
de acompanhar o campo |

O dipolo gira em direglio oposta
na tentativa de se alinhar ao
campo

Figura 5- Mecanismo de rotagdo dipolar®
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1.4-Avaliagdo de colunas cromatogréficas

As colunas cromatograficas sio avaliadas através da andlise de parametros
calculados a partir de medidas obtidas nos cromatogramas. A figura 6 mostra um
cromatograma tipico com as principais medidas que podem ser obtidas.

A cromatografia em coluna ocorre com um fluxo continuo da fase movel até
que todos 0s componentes tenham saido da coluna. Os componentes que vao
sendo eluidos passam pelo detector, cuja resposta é indicada graficamente. No
cromatograma, a linha de base representa a passagem somente da fase mdvel
pelo detector e os picos representam o registro dos componentes eluidos.

Figura 6- Cromatograma com as medidas relacionadas 3 determinacdo de
parametros cromatograficos.

O tempo de retengdo de um soluto, tg, é o tempo gasto desde a inje¢io da
amostra até a saida do componente do sistema®. O ty é o tempo de retencdo de
um soluto ndo retido ou tempo de retenciio da fase mével. Tanto tx quanto ty

podem ser obtidos diretamente do cromatograma quando se utiliza um-integrador
eletrbnico, ou um microcomputador.
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A retencdo de um componente é determinada pela razéo entre os tempos
em que as moléculas ficam retidas na fase estacionaria (tR) e percorrendo a
coluna na fase mével (tw) e é representada pelo fator de retencao (k):

k=" (1)

onde: th=t:-tm &0 tempo de retencdo ajustado

O valor de k, idealmente, deve estar entre 2 e 10, sendo que valores abaixo
de 2 significam pouca interacio do soluto com a fase estacionaria e acima de 10
forte interagdo e, consequentemente, alto tempo de anélise™.

O parametro que avalia a separacio entre dois picos adjacentes é a
resolucdo (Rs) e é calculada a partir da diferenca entre os tempos de retencdo
dividida pela média das larguras de suas respectivas bases (wy):

( trz - tja )___1,177( trz — tra

Rs=2
Wl + W2 Wht + Wh2

) (2)

onde: tu et sHo tempos de retencio dos dois picos adjacentes
envolvidos no calculo
Wo1 € Wi, 530 larguras dos picos na base, em unidades de tempo

Whi € W2 S30 larguras dos picos & meia-attura, em unidades de
tempo

Valores de Rs acima de 1,5 sdo considerados ideais, pois indicam uma
separagdo entre os picos até a linha de base.

Outro parmetro referente a separacao de dois picos adjacentes é o fator
de separacdo (a)', que ¢ caiculado pela raziio entre os respectivos fatores de
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retencdo que estdo, por sua vez, relacionados aos tempos de retencio ajustados,
segundo a equacdo 3.

k tr
= = tm (3)

O fator de separacio mede a seletividade de um sistema cromatogréafico.
Quanto mais seletivamente a fase estacionaria retiver o segundo componente,
maior sera o fator de separagdo. Porém, apenas o fator de separacio pode n3o ser
suficiente para avaliar a separagdo, pois € uma medida baseada nos tempos de
retencdo dos maximos dos picos e ndo considera a largura dos mesmos.

A eficiéncia apresentada por uma coluna é medida em termos de ndmero
de bratos, N. Um prato € equivalente a uma etapa de equilibrio do soluto entre a
fase estacionaria e a fase madvel e é calculado pela expressdo:

N=16() =5,545C2) (4)

Isto significa que quanto mais estreito e mais retido for o pico
cromatografico, maior sera a eficiéncia.

O ndmero de pratos obtidos pode ser afetado por vérios fatores, incluindo,
as condicbes de recheio da coluna, as condigdes de analise, o tamanho da
amostra, o tipo de soluto e, principaimente, o tamanho das particulas da fase
estacionaria e o comprimento da coluna. Para efeitos de comparagao entre
colunas, a eficiéncia é expressa em termos de niimero de pratos por metro (N/m),
calculado através da divisdo do nimero de pratos da coluna pelo seu comprimento
em metros.

A expressdo para o calculo do nimero de pratos s6 é vélida para picos
simétricos. Isso faz com que a medida de simetria seja um pardmetro
cromatografico de relevancia.
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A simetria dos picos é avaliada pelo fator de assimetria dos picos (As),
a 10% da altura do pico, calculado como mostra a figura 7.

FATOR DE ASSMETRIA _CB
Bo PICD T AC

________________ A }
| SR

Figura 7- Medida e calculo do fator de assimetria do pico

O valor de As deve estar entre 0,9 e 1,2, sendo admitidos valores de até 1,6

A vazdo (F) otima de trabalho pode ser determinada pela equacio de van
Deemter:

B
H=A+—+Cu (5)

onde: H € a altura de um prato
u=% (6) é a velocidade linear da fase mével,

_ sendo L o comprimento da coluna
O termo A, difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos, devido
aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto. Este termo pode
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ser minimizado usando colunas com didmetro intemo reduzido, bem recheadas
e particulas com tamanho pequeno e uniforme.

O termo B, difusao longitudinal, esta relacionado com a difusio molecular
do soluto na fase mével e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades
lineares da fase mdvel. Este termo & mais importante em cromatografia gasosa
que em CLAE, ja que o coeficiente de difus3o no liquido € muito menor que no
gas.

O termo C, transferéncia de massa, estd relacionado com a facilidade de
transferéncia das moléculas do soluto da fase estaciondria para a fase mével. Um
fator que minimiza o termo C é a espessnjra do filme liquido que recobre as
particulas do suporte. Quanto maior for esta espessura, maior sera o termo C e
menor a eficiéncia da coluna.

A figura 8 mostra uma curva de van Deemter tipica e a contribuicio dos
termos da equacdo 5. A curva mostra que existe uma vazdo (F) 6tima, que
esta diretamente relacionada com a velocidade linear da fase mével (1), na qual H
tera um valor minimo e, consequentemente, a eficiéncia serd maxima.

H: A+B/u +C.a

C.xu

Figura 8- Curva da equacdo de van Deemter ¥



~ Dissertagdo de Mestrado Marcos André Kapor Introdugéo 16

A completa avaliaciio de uma coluna cromatogréfica passa pela andlise de
todos os pardmetros citados, com cuidado para que haja coeréncia entre os
parametros calcdlados e o0 composto que esta relacionado a estes dados. Deve-se
ainda escolher compostos que caracterizem as propriedades de resolucio, de
retencdo, de seletividade estérica, hidrofobicidade, de troca ifnica e de interacio
silanofilica da coluna cromatogréfica .

1.5-Emprego da quimiometria na otimizacdo de condicoes
experimentais

A Quimiometria, uma das subdivisGes mais recentes da quimica, consiste,
essencialmente, na aplicagdo de técnicas estatisticas a problemas quimicos. Q
pesquisador recorre a estatistica para planejar detalhadamente a realizacio do
experimento. Além de minimizar os custos operacionais, tal precauciio dard a ele a
garantia de que seus resuitados conterao informagoes relevantes para a solucio
do problema. Se o experimento tiver sido planejado corretamente essas
informacOes poderdo ser extraidas facilmente dos resultados observados,
utilizando-se métodos adequados de anélises™.

- A esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento
de forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informago que se
procura. A primeira etapa, no planejamento de um experimento, é determinar
quais sdo os fatores e as respostas de interesse para o sistema que se deseja
estudar. Os fatores, isto é, as variaveis controladas pelo experimentador, tanto
podem ser qualitativos(como tipo de catalisador), como quantitativos(como
temperatura)®.

Em seguida, é preciso definir claramente o objetivo que se pretende
alcangar com os experimentos, porque isto determinara que tipo de planejamento
experimental deve ser utilizado.
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Um tipo de planejamento experimental muito empregado é o planejamento
fatorial. Para executar um planejamento fatorial precisa-se, em primeiro lugar,
especificar os niveis em que cada fator serd estudado, isto €, os valores dos
fatores que serdo empregados nos experimentos. Um planejamento fatorial requer
a execugdo de experimentos para todas as possiveis combinacBes dos niveis dos
fatores. Cada um desses experimentos em que o sistema é submetido a um
conjunto de niveis definido, é um ensaio experimental. Havendo 4 niveis num fator
e 3 em outro, entdo serdio necessdrios 4 x 3 = 12 ensaios diferentes, e o
planejamento é chamado de fatorial 4 x 3. Em geral, se houver n; niveis do fator
1, nz niveis do fator 2, ....... » € N « do fator k, o planejamento serd um fatorial ny x

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso fazé-lo
variar e observar o resultado dessa variacdo. Isto implica na realizacdo de ensaios
em pelo menos dois niveis desse fator. Um planejamento fatorial em que todas as
varidveis sdo estudadas em apenas dois niveis é portanto o mais simples de todos
eles. Havendo k fatores, isto é, k varidveis controladas pelo experimentador, o
planejamento de dois niveis ird requerer a realizacdo de 2* ensaios diferentes,
sendo chamado de planejamento fatorial 2.

No planejamento de dois niveis costuma-se identificar os niveis superior e
inferior com os sinais (+) e (-), respectivamente. O registro das respostas
observadas em todas as possiveis combinagbes dos niveis estd contido nas
matrizes de planejamento, como mostra a tabela 1 %,
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Tabela 1: Matriz de planejamento contendo o ensaio experimental, os fatores
controlados (F; e F;) em dois niveis (+ e -), a resposta média (R) obtida e o efeito
de interacdo entre os fatores (F;F>).

Ensaio Fi FiF; R
1 - - + Ry
2 + - - Rz
3 - + - Rs
4 + + + R4

O célculo dos efeitos dos fatores principais (F; e F,) e de interacio (FiF,) é
dado pela diferenga entre a resposta média no nivel superior e a resposte média
no nivel inferior desse fator, de acordo com a expressao:

Fi=F2=FF,=R,-R. (7)

No entanto, quando o niimero de fatores aumenta, crescem as chances de
que um ou mais fatores ndo afetem significativamente a resposta, seja por meio
de efeitos principais, ou por meio de efeitos de intera¢do. Por outro lado, em
muitas situacGes, o pesquisador niio conhece todos os fatores que afetam
significativamente a resposta. Por isso é conveniente incluir no estudo, o maior

numero possivel de fatores. Isso é possivel usando-se planejamentos fatoriais
fracionarios ao invés de completos?.




2.0bjetivos
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O trabatho teve como principal objetivo estudar o emprego da radiacdo
microondas no preparo de fases estacionarias imobilizadas para CLAE. Para isso,
algumas etapas foram pré-estabelecidas:

* Preparar fases estaciondrias sorvidas e imobilizadas, por meio da radiacdo
microondas, baseadas em silicas irregulares e esféricas, de 10 ym e 5 um, e
poli(metiloctilsiloxano) (PMOS);

* Caracterizar as fases estaciondrias através de testes cromatograficos, fisicos e
quimicos;

* Estudar a estabilidade quimica das fases estaciondrias preparadas a partir de
particulas de 5 um;

* Aplicar as fases imobilizadas preparadas em separagao de multirresiduos de
pesticidas e na analise de diuron e linuron presentes em amostras de urina.



3.Parte Experimental
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3.1-Materiais
3.1.1-Reagentes e solventes

acetona p.a., Merck, Rio de Janeiro;
acido nitrico, Synth;

agua ultrapura, sistema Milli-Q, Millipore;
metanol, Mallinckrodt, grau HPLC;
cloroférmio, Mallinckrodt, grau HPLC;
diclorometano p.a., Merck;

etanol, Lichrosolv, Merck;

benzeno p.a ., Synth;

tolueno p.a., Merck;

naftaleno p.a., Vetec quimica fina;
benzonitrila p.a., Riedel-de Haén;
fenol p.a., Ecibra;

N,N- dimetilanilina p.a., Quimex;

3.1.2-Gases empregados

Nitrogénio, White Martins 99,9%
3.1.3-Fase estacionaria liquida

Poli{metiloctilsiloxano)(PMOS) HPLC America INC;
viscosidade (em centistokes a 25°C) =-600-1000 ;
massa molar = 6.200;

densidade relativa (a 25°C) = 0,91;

FParte Experimental 22
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indice de refragdo (a 25°C) = 1,445;
tens3o superficial (dina cm™) = 30,4

3.1.4-Suporte cromatografico

Silica Davisil (Alltech Associates), irregular, 10 um, tamanho de poros (dp) = 6 nm,
area superficial especifica (S) =237 m? g, volume de poros (Vp)=1,6 mL g

Silica Spherisorb (Phase Separation), esférica, 5 um, tamanho de poros (dp) = 8
nm, area superficial especifica (S) =186 m? g%, volume de poros (Vp) =0,9 mL g™

3.1.5-Pesticidas utilizados

* benomil (99.8%) - Férmula Molecular Ci4H1sN4Os, massa molar (g mof?) 2283,
classe toxicoldgica (EPA) IV (praticamente atéxico) , LDsg (camundongos) 9590 mg
kg?, Supelco;

* tebutiuron (99.8%) - Formula Molecular CoHi N4OS, massa molar (g mol™)
290,3, classe toxicoldgica (EPA) III (fracamente t6xico) , LDsy (camundongos) 644
mg kg™, Supelco;

* diuron (99,3%) - Férmula Molecular CsH1oCILN20, massa molar (g mol™) 233,1,
classe toxicoldgica (EPA) III (fracamente tdxico) , LDso (camundongos) 3400 mg
kg, Du Pont;

* linuron (99,5%) - Férmula Molecular CgH1oClN20,, massa molar (g mol™) 249,1,
classe toxicologica (EPA) III (fracamente toxico) , LDsp (camundongos) 14000 mg
kg?, Hoescht;

* simazina (98,3%) - Férmula Molecular C;H;>CINs, massa molar (g mol™') 201,6,
dasse toxicoldgica (EPA) III (fracamente tdxico) , LDsp (camundongos) 971 mg

kg !, Novartis;
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* atrazina (97,7%) - Férmula Molecular CsHy4CINs, massa molar (g mol) 215,7,
classe toxicoldgica (EPA) III (fracamente t6xico) , LDsp (camundongos) 1750 mg
kg™, Novatirs;
* ametrina (96,8%) - Formula Molecular CsHy7NsS, massa molar (g mol) 227,3,
classe toxicologica (EPA) III (fracamente tdxico) , LDsy (camundongos) 1100 mg
kg, Novartis;

3.2-Equipamentos
. Cromatdgrafo a liquido, constituido de :

-bomba de alta pressdo, do tipo pistdo de cabega dupla, Shimadzu, modelo LC-
10AD (1);

-detector UV/Vis, de comprimento de onda fixo (254nm), Alltech, modeio 450 UV
(2);

-injetor, do tipo Rheodyne, modelo 8125, alca de amostragem 5 pL (3);

-sistema de aquisicdo de dados: microcomputador PC pentium II 400MHz, com
software de sistema de dados cromatogréficos Chrom Perfect (4), representado na
figura 9.

-bomba de enchimento de colunas Haskel, com faixa de pressdo disponivel entre
6,9 a 344,8 MPa( 1000 a 50.000 psi) modelo n°51769;

-uftrassom, Thormnton, T14;

-agitador Roto Torque, Cole-Parmer, Modelo n°7637-01;

-balanca analitica, Fisher Scientific A-250;

-Furadeira de bancada Schulz;

-Forno de microondas com prato giratério CCE, modelo M-34 (900 watts);

-Frasc‘d_s de Teflon

-Analisador elementar Perkin Elmer, modelo 2400;

~Espectrofotdmetro de infravermetho Perkin Elmer, modelo FT-IR 1600;
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-Espectrofotdmetro Bruker ASX 300 NMR;
-Microscopio eletronico de varredura Jeol modelo JSM-T300.

Figura 9 -Cromatdgrafo a liquido e sistema de aquisicao de dados utilizado no
trabalho

3.2.1- Calibracdo do forno de microondas

A calibracdo do forno de microondas foi feita seguindo recomendacdo da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA - Environmental
Protection Agency ). O procedimento consistiu basicamente em aquecer 1.000
gramas de agua por 120 segundos, e medir a temperatura inicial (T) e a
temperatura final (Tr). Os experimentos foram executados nos niveis de poténcia
de : 100, 80, 60, 40 e 20 %. Foi utilizada 3 equagao 8 para obterem os valores
reais de poténcia:
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Poténcia (W) = k.cp. m. AT/t (8)
onde:
k= fator de conversdo de calorias s para watts (k= 4,184 W cal’* s);
cp= calor especifico da dgua (cp= 1,00 cal g °C);
m= massa de agua em gramas;
AT=Te- T (°C);
t= tempo de aquecimento (s).

Os valores reais obtidos em watts para os niveis de poténcia estudados
foram: 105 (20%), 244 (40%), 338 (60%), 495 (80%) e 638 (100%).

3.3-Confeccéo e polimento das colunas cromatograficas

As colunas cromatogréficas foram confeccionadas na oficina mecinica da
UNICAMP a partir de tubos de ago inoxidavel 316. O comprimento das colunas
utilizadas neste trabalho foi de 150 mm e didmetro interno de 3,9 mm. Entretanto,
para uma redugdo na quantidade de FE, visando uma maior economia, passou-se
~ a trabalhar com colunas de 50 mm x 3.9mm d.i.

O corpo da coluna foi submetido a um polimento da sua superficie intema a
fim de contribuir para uma melhor fluidez da fase mdvel durante o enchimento
como também nas analises cromatograficas. |

A técnica de polimento® consistiu em fixar na furadeira uma haste de aco
de didmetro menor que o tubo a ser polido e envolvé-lo com palha de aco e pasta
de polimento(Rubing compound, n°7).

Apos o polimento, o tubo foi deixado em repouso numa solucio de cido
nitrico 10% por 15 horas, com o objetivo de formar uma camada de 6éxido
metalico na superﬁ'cie interna da coluna e assim aumentar a fluidez do liquido
mével, e em seguida lavou-a com detergente, dgua, acetona, dgua ultrapura e
metanol.
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3.4- Preparacdo da fase mével

Os solventes utilizados para preparar a fase mdvel podem conter possiveis
impurezas residuais que irdo provocar entupimentos nos capilares, danificar
bombas e afetar o desempenho da coluna. Para minimizar esses problemas, os
solventes foram previamente filtrados em uma membrana de Nylon de 0,45 um de
porosidade. Além disso a presenca de bolhas de ar nas fases méveis podem causar
danos na bomba e no detector. Para evitar a formacgio de bolhas, as fases méveis
foram desgaseificadas por 15 minutos em ultrassom acoplado a um sistema de
vacuo. A fase mével utilizada consistiu de uma mistura MeOH/H,0. O metanol foi
escolhido como solvente organico da fase mével em virtude de sua menor toxidez
e custo. A composicao de fase movel utilizada durante todo o trabalho foi 70:30
v/v metanol:agua, estabelecida anteriormente por AnazawaZ.

3.5-Preparacdo do material de recheio

3.5.1-Quantidade de fase estacionaria liquida sobre o suporte

A porcentagem de carga de fase estaciondria liquida utilizada para preparar
as fases estacionarias com particulas de silica de 10 um, foi de 50 % (m/m),
considerando o melhor valor obtido nos estudos feitos por Anazawa®.

Para fases estaciondrias preparadas a partir de silica de 5 pum foram
analisadas porcentagens de carga de 30 % (m/m) e 40 %'(m/m) empregando um
planejamento fatorial, uma vez que 50 % resultou em uma fase com grande
excesso de polimero.
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3.5.2-Solvente de preparacdo da fase estacionaria

Escolheu-se o didorometano como solvente para ser utilizado na preparacao
do material de recheio, pois este solvente alem de solubilizar o polimero apresenta
volatilidade suficiente para ser removido por simples evaporagao e também por ter
sido utilizado nos trabalhos de Anazawa’ e de Ohmacht et al.*

3.5.3-Procedimento de preparaciio da fase estacionaria

O recobrimento do suporte pela fase liquida foi realizado utilizando o
método da evaporacdo do solvente®.

Este método consistiu em dissolver uma determinada quantidade de PMOS
em um volume adequado de diclorometano, obedecendo a relacdo: 5g de fase
estacionaria para 60 mL de solvente de dissolucdo. A silica foi adicionada 3 solucdo
PMOS+diclorometano, de acordo com a relacgo citada acima. Esta adicdo foi feita
lentamente, sob agitagdo, para permitir que todas as particulas do suporte
ficassem em contato com a fase liquida dissolvida em diclorometano. A mistura de
fase estacionaria liquida, solvente e suporte foi mantida sob agitacao durante 3
horas. Com o término da agitacio, a mistura foi mantida em repouso, em capela,
para promover a evaporacao do solvente.

Neste trabalho usou-se a silica ativada a 150°C por 24 horas e a silica ndo
submetida a etapa de ativacdo. A ativacdo da superficie da silica é feita com o
intuito deixar livre os grupos silandis da silica, através da remocSo das moléculas
de égua adsorvidas fisicamente. Usou-se a silica sem ativacio porque se sabe que
a presenga das moléculas de agua na superficie da silica contribuem para acentuar
o fendmeno de rotagdo dipolar das microondas, promovendo um aquecimento
maior da fase estaciondria, trazendo como conseqiiéncia uma maior imobilizacgo.
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3.6-Irradiacdo das fases estacionarias por microondas

As fases estacionadrias preparadas foram previamente pesadas e transferidas
para frascos de teflon e em sequida irradiadas em forno de microondas variando-
se o tempo e a poténcia, com o objetivo de estabelecer estes parametros que
resultassem em maior eficiéncia das fases imobilizadas.

A utilizacado de frascos de teflon para a irradiagdo em microondas é
indispensavel ja que esses materiais s30 transparentes a esse tipo de irradiacdo.
Na figura 10 visualiza-se a interacdo da radiacdo microondas com trés tipos de
materiais®.

refletores
Ex: metais

transparentes

Ex: teflon

absorventes
Ex: vidrarias

Figura 10- Interacdo da radiacdo microondas com os materiais*
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3.7-Estudo da influéncia da ativacio do suporte
cromatografico, tempo de irradiacdo e presenca de solvente

orgénico na preparagao de fases baseadas em silica Davisil, 10
pm e PMOS

Iniciaimente foram testadas varias condicbes de preparo das fases
estacionarias imobilizadas por microondas. Neste estudo os trés parametros
analisados foram: ativacdo do suporte cromatogréfico, iradiacio das fases na
presenca de solvente organico, diclorometano (CH.CL), e tempo de irradiacdo (t).
Foram preparados quatro lotes de fases estacionarias utilizando-se o procedimento
citado no item 3.5.3 e as condigOes apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Condicbes empregadas no preparo das fases estacionarias
SiO>(PMOS), 10 um, imobilizadas por microondas

Fases estacionarias Condicoes de preparo
A Silica ativada, t = 6 min, presenca de solvente CHCl, { 78 mL)
B Silica ndo ativada, t; = 6 min, presenca de solvente CH,Cl, ( 78 mL)
C Silica ativada, t; = 15min, auséncia de solvente CH,Cl,
D Silica ndo ativada, t; = 15 min, auséncia de solvente CH,Cl,

As fases imobilizadas na presenca de solvente orgénico foram submetidas a
um tempo de irradiacdo menor devido a ebulicio do solvente orgénico, que pode
resultar em uma perda significativa do material preparado.
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3.8-Estudo da presenca de quantidades adicionais de agua no
suporte cromatografico

Esse estudo foi realizado com o intuito de verificar se uma quantidade maior
de agua presente no suporte cromatografico iria contribuir para um aquecimento
mais intenso da fase estacionaria, favorecendo a imobilizac3o.

O procedimento adotado consistiu em: adicionar 6 g de silica a 30 mL de
agua ultrapura, a seguir filtrar a solucio em papel de filtro (Whatman Inc.) e lavar
a silica com duas porgBes de 10 mL de metanol, para facilitar sua secagem.

A silica tratada com agua foi adicionada a solucgio de polimero e solvente de
dissolugado, seguindo 0 procedimento descrito no item 3.5.3.

3.9-Preparo da suspensio

O solvente de suspensdo tem a fun¢iio de impedir a aglomeracao de
particulas, mantendo-as dispersas através da reducdo da intensidade das forcas
eletrostaticas de interacdo e de impedir a sedimentaciio das particulas, através da
escotha de um solvente ou mistura de solventes com densidade aproximadamente
igual a das particulas. Neste trabatho usou-se cloroférmio como solvente de
SUspensao.

A suspensdo foi preparada em um tubo com tampa de rosca, pesando-se
uma massa de fase estacionaria suficiente para rechear a coluna, acrescida de um
leve excesso (~20 %) e adicionado o solvente de suspensso. A concentracdo da
suspensdo foi de 10% (m/v) baseada em outros trabalhos do laboratdrio de
cromatografia liquida da UNICAMP (LABCROM)®, para particulas de 10 um e 10 %
(m/v) e 20 % (m/v) para particulas de 5 um. Apds preparada a suspensao,
submeteu-a a agitagio em um agitador Roto-Torque por 4 ou 16 horas.
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‘3.10-Procedimento de enchimento e condicionamento de
colunas cromatograficas

O procedimento de enchimento de colunas utilizado esta descrito 3 seguir;

* transferiu-se a suspensdo de enchimento para o reservatério da bomba de
enchimento e a seguir completou-se o volume do reservatdrio com cloroférmio;

* A0 reservatdrio conectou-se a coluna que possuia um filtro poroso em sua
extremidade oposta;

* Ligou-se a bomba de enchimento, abrindo a valvula de gas nitrogénio (34,5
MPa) e a vdlvula do solvente, ja previamente pressurizada, e coletaram-se, em
uma proveta, 100 mlL de solvente de suspensdo + solvente de propulsio
(metanol);

* Desligou-se a bomba fechando as duas vélvulas citadas anteriormente;

* Deixou-se a coluna em repouso por dez minutos para despressurizacdo;

* Finalmente a coluna foi desconectada da bomba, e os acessérios (redutor, filtro
e terminal) foram adaptados a outra extremidade da coluna.

Apds o enchimento, as colunas foram condicionadas acoplando-as a uma
bomba e passando a fase mével MeOH/H;0 70:30 v/v a uma vazio de 0,2
mL/min, por duas horas, com a finalidade de estabelecer uma methor condicdo de
equilibrio entre a fase mével e a estacionaria. A figura 11 apresenta um esquema
da aparelhagem utilizada para 0 enchimento das colunas. A fotografia,
representada na figura 12, permite visualizar, mais realisticamente, ¢ sistema de
enchimento empregado no LABCROM.



Dissertag¢do de Mestrado Marcos André Kapor Parte Experimental 33

Figura 12 - Sistema de enchimento de colunas utilizado no LABCROM
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3.11-Preparo de fases estacionarias baseadas em silica
Spherisorb, 5 um, e PMOS

3.11.1-Estudo da extracio da FE imobilizada

O procedimento de preparo de fases estacionarias, descrito no item 3.5.3,
usando uma carga de 50% de polimero, foi empregado no preparo de fases
SiO(PMOS) a parh'r de siica Spherisorb de 5 pm. Entretanto, visualmente,
observou-se que havia um grande excesso de polimero. Um grande excesso de
polimero sorvido na silica pode comprometer a eficiéncia das fases estacionarias,
devido a uma menor velocidade de transferéncia de massa do soluto entre a FE e
FM. Alguns resultados, obtidos em nosso grupo de pesquisas, também comprova-
ram esse fato negativo para porcentagem de 50% de carga de PMOS sorvido
sobre particulas de 5 um, onde se tomou impraticivel o manuseio dessas fases
preparadas. Por esse motivo, fez-se necessario um estudo de diferentes condicOes
de extracdo com a finalidade de eliminar o excesso de polimero, obtendo, dessa
forma, fases estaciondrias que apresentassem boa eficéncia, estabilidade e
reprodutibilidade.

Foram propostas trés condigdes de extragiio baseadas em estudos do nosso
grupo de pesquisa® descritas a seguir:

Condigdo 1-Extracio com hexano (96 mL) a uma vazio de 0,4 mL/min;
Condigio 2-Extracido com hexano (720 mL) & uma vaziio de 3,0 mL/min;
Condicdo 3-Extracio com cloroférmio (30 mL) e metanol (70 mL) a uma
pressao de 34,5 MPa.

~ As condigBes 1 e 2 foram realizadas utilizando uma bomba de alta pressao,
do tipo pistdo de cabega dupla, Waters, modelo 510, enquanto que a condiciio 3
foi efetuada em uma bomba de enchimento de coluna Haskel.
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As fases estaciondrias submetidas a essas condicdes de extracio foram
imobilizadas anteriormente em forno de microondas por 900 segundos, a uma
poténcia de 495 watts.

3.11.2-Planejamento Fatorial Fracionario 2+

A partir dos resultados obtidos no estudo de extracdo das fases
estacionarias foi proposto um planejamento fatorial fraciondrio 2% que visou
estudar alguns fatores importantes para definir uma metodologia de preparo de
fases estacionarias a partir de silica de 5um e PMOS sorvido e imobilizado por
microondas, tendo como base as condigbes pré-determinadas no preparo de fases
Si0x(PMOS) com silica de 10 um. Este tipo de planejamento fatorial foi proposto
porque além de ser representativo de um fatorial completo, consome poucas
etapas para ser concluido, contribuindo para uma economia de reagentes e de
tempo do analista. O planejamento fatorial fraciondrio 2*! ests apresentado na
tabela 3.

Tabela 3. Efeitos, fatores e niveis selecionados na aplicacao do
planejamento fatorial 241

Efeitos Fatores

1 Carga de PMOS (%) (m/m) 30 40
2 Concentracdo da suspensdo (%) (m/v) 10 20
3 Pressao de enchimento (MPa) 345 483
4

Tempo de agitagdo (horas) 4 16
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- 3.12-Caracterizacdo das fases estacionérias

Os suportes cromatograficos e as fases estacionarias preparadas foram
submetidos a andlise elementar de carbono, espectroscopia no infravermelho (IV),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), area superficial especifica
(Ager) e microscopia eletrénica de vamredura (MEV). Todas as andlise foram
realizadas em laboratorios do IQ/UNICAMP, com excecdo das medidas de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear efetuadas na Universidade de
Tiibingen, Alemanha, pelo Dr. Stefan Bachmann.

3.12.1- Andlise elementar de carbono

As fases estaciondrias sorvidas preparadas a partir de particulas de silica de
5 um e 10 um e PMOS e as correspondentes imobilizadas por meio de radiagdo
microondas a uma poténcia de 495 watts, por 900 segundos foram submetidas a
andlise de carbono antes e apds o enchimento das colunas, com o objetivo de
avaliar a quantidade de carbono presente inicialmente e a quantidade
remanescente apds o enchimento, ou seja, a quantidade de carbono sorvida ou
imobilizada por microondas. O método empregado utiliza a combustio para
converter o carbono em CO; que é entiio medido em funcdo de sua condutividade

térmica. O aparelho utilizado foi um analisador elementar Perkin Elmer, modelo
2400.

3.12.2- Espectroscopia no Infravermelho (1v)

Os suportes e as fases estacionarias preparadas foram submetidos a
espectroscopia no infravermelho com o objetivo de avaliar, qualitativamente, a
eficiéncia no recobrimento do suporte pelo PMOS, através da presenca de bandas
caracteristicas dos grupos hidroxilas presentes na silica.
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Os espectros foram obtidos no intervalo espectral de 4.000 a 400 cm™? em
um espectrofotdmetro de infravermelho Perkin Elmer, modelo FT-IR 1600.

As andlises foram realizadas preparando-se pastilhas de KBr com as amos-
tras das fases estacionarias e dos suportes cromatograficos.

3.12.3-Espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear (RMN)

As fases estacionarias foram analisadas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear com polarizagio cruzada segundo angulo mégico (%),
utilizando um espectrofotdmetro Bruker ASX 300 NMR, com o objetivo de avaliar
possiveis ligagbes entre o suporte e 0 PMOS e alteragdes quimicas causadas pelo
processo de imobilizacao por radiagio microondas.

Os espectros foram obtidos com tempo de contato de polarizacao de 5 ms e

intervalo de pulso de 1 s. As amostras foram agitadas em 3500 Hz em um rotor de
ZrO; de 7 mm.

3.12.4-Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram previamente recobertas com uma fina camada de ouro e
entdo examinadas em um microscépio eletronico de varredura Jeol modelo ISM-
T300 operado a 20kV. Foram analisadas amostras do suporte cromatografico,
suporte recoberto com PMOS e irradiado em microondas e suporte cromatografico
recoberto com PMOS, iradiado em microondas e extraido em bomba de
enchimento Haskel. As fotografias foram tiradas com aumento de 5000 vezes.

3.13-Avaliacao das colunas

As colunas foram avaliadas através dos pardmetros cromatograficos N/m, k,
Rs € As. Para isto, uma mistura organica sintética foi utilizada:
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Mistura teste 1: uracila (composto ndo retido), acetona, benzonitrila, benzeno,
tolueno e naftaleno.

Para o teste de estabilidade foi utilizada uma mistura de compostos acidos,
basicos e neutros:
Mistura teste 2 : uracila (composto ndo retido), fenol, N,N-dimetilanilina e
naftaleno.

As condigbes cromatogréficas utilizadas nas andlises foram: fase movel
MeOH/H;0 70:30 v/v, volume de inje¢do de 10 pL e deteccio UV em 254 nm.

3.14- Estabilidade quimica das FE

As colunas recheadas com as fases estacionarias sorvidas, preparadas a
partir de silica Spherisorb 5 um e PMOS, e imobilizadas por microondas a poténcia
de 495 watts, por 900 segundos foram submetidas a avaliacio de estabilidade
quimica em fase mével neutra, de acordo com um novo procedimento estudado
em nosso grupo de pesquisas® ™. Inicialmente, passou-se através da coluna uma
fase mével neutra, Metanol: 4gua numa proporcdo de 50:50 (v/v), a uma vazio de
1,0 mL min™’. Apds a passagem de 50 mL de fase movel, injetava-se a mistura
teste 2 e analisava-a na melhor vazio de trabatho (0,3 mL min'), obtida através
da curva de van Deemter construida a partir dos dados obtidos para o naftaleno.
Este procedimento foi repetido até alcancar 3750 mL de fase mdvel.

O mesmo de procedimento de avaliagdo de estabilidade quimica foi aplicado
para uma coluna recheada com fase estaciondria comercial (Rainin Sum,
quimicamente ligada) até 3750 mL de fase mdvel neutra, para comparar o tempo
de vida util das colunas por nds preparadas com as disponiveis no comércio.
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3.15-Aplicacdo em analise dé pesticidas das colunas recheadas
com fases estacionarias imobilizadas por microondas

Foram realizados dois tipos de aplicagdes. Em uma delas, estudou-se a
potencialidade da fase estacionaria SiO(PMOS) 5Sum, imobilizada por radiacio
microondas, na separacdo de uma amostra de multirresiduos de pesticidas, a
saber, benomil, tebutiuron, simazina, atrazina, diuron e ametrina, usando a fase
movel acetonitrila/agua 35:65 (v/v). Para comparacio com as fases estacionarias
disponiveis comercialmente fez-se a separacdo da mesma mistura utilizando uma
coluna recheada com fase estaciondria Rainin C-8, S5um. Este estudo foi realizado
em um cromatografo a liquido composto por uma bomba de alta pressao do tipo
pistdo cabega dupla Waters modelo 510, com detector espectrofotométrico UV-Vis
de comprimento de onda variavel, Waters modelo 48 e, injetor pneumético SSI
3XL com alga de amostragem 10 plL. modelo 02-0240.

Em uma outra aplicagao, feita em colaboracdo com uma aluna de doutorado
Joseane Montagner Pozzebon, avaliou-se a separacdo de uma mistura de dois
herbicidas, pertencentes a classe das uréias substituidas, ou seja diuron e linuron,
presentes em amostras de fluido bioldgico (urina). Para extrair os herbicidas da
matriz estudada, urina, e pré-concentra-ios, uma vez que se encontram em
concentragbes muito baixas, empregou-se a extragiio em fase sdlida. Para isto
foram utilizados tubos SiO(PMODS) 40 pm, preparados em nosso proprio
laboratorio. Trés parametros de validacio de metodologia analitica, a recuperacao,
curva analitica e limite de quantificacio foram calculados. Este estudo de aplicacao
da coluna cromatografica preparada por nés em andlise de pesticidas na urina foi
feito em uma bomba de alta pressdo, do tipo pistdio cabeca dupla Waters modelo
510, com detector espectrofotométrico UV-Vis de comprimento de onda variavel
Waters modelo 486, injetor Rheodyne, modelo 7125 com alca de amostragem 10
ul. A detecgao UV foi feita em 235 nm.
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4.1-Estudo da influéncia da ativacio do suporte
cromatografico, tempo de irradiacdo e presenca do solvente

organico na preparacio de fases baseadas em silica Davisil, 10
um, e PMOS

Os resultados obtidos nos estudos sobre a ativagdo ou ndo do suporte
cromatografico de silica de 10 um, bem como a influéncia do tempo de irradiacio
e da presenca do solvente organico na preparacdo de FE SiO(PMOS) imobilizada
por microondas, a uma poténcia de 338 watts podem ser visualizados na figura 13.

Na tabela 4 estdo apresentados os valores dos parémetros cromatograficos
obtidos.

Tabela 4. Influéncia da ativacio do suporte, presenca de solvente
organico e tempo de irradiaciio nos pardmetros cromatograficos obtidos
com as FE SiO»(PMOS) sobre silica de 10um

Fases estacionarias

Si ativada; CH,Clz; t=360s; P= 338 watts 22.080 19 23 2.2
nao ativada; CH>Cly; t;=360s; P= 338 watts 26.220 1,8 23 25
Si ativada; t=900s; P= 338 watts 26.720 1,7 26 23

Si nao ativada; t;=900s; P=338 watts 33.150 1,3 26 28

*calculado para o naftaleno (composto mais retido), ** calculado para o par tolueno/naftaleno
Si = silica, t=tempo de irmadiac3o, P=poténcia

Os valores apresentados na tabela 4 e figura 13 mostram que para preparar
fases estacionarias imobilizadas por microondas ndo é necessario submeter a silica
@ uma etapa de ativagdo para a remogio de agua, j4 que a presenca dessas
moléculas contribui para o aquecimento da fase estacionaria, fazendo com gue o
processo de imobilizagao seja mais efetivo. Além disso a agua possui um momento
dipolar maior que os dos solventes orgénicos utilizados para o preparo das fases.
Este fator € muito importante de acordo com o fendmeno de rotacdo dipolar
descrito anteriormente. Também n3o se faz necesséria a presenca do CH,Cl; no
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- processo de irradiagdo por microondas, uma vez que além de ndo contribuir para o
aumento da eficiéncia, impede que se use tempos mais longos de irradiacSo,
devido a ebulicdo do solvente, com conseqlente evaporagdo, 0 que conduz a
secagem da fase estaciondria.
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Figura 13- Cromatogramas sobre a influéncia da ativacdo do suporte,

presenca de solvente orgénico na irradiacio e tempo de irradiacio

A- F.E =silica 10 um ativada (150°C por 24h) + PMOS.

Irradiacdo na presenga de solvente CH,Cly; =360 s (secura) e P= 338 W.

B- F.E = silica 10 um sem ativacio + PMOS. Irradiacdo na presenca de solvente CHCl; t=360s e
= 338 W.

C- F.E = silica 10 um ativada (150°C por 24h) + PMOS. Irradiacdo apds evaporacio do solvente

CHCho; t=900s e P=495 W,

D- F.E = silica 10 pm sem ativacdo + PMOS. Irradiagdo apds evaporacio do solvente CH.Cly;

t=900s e P=495 W,

CondicSes cromatogréficas: Colunas 150 mm x 3,9 mm d.i.; vazio 0,3 mL min%; FM Metanol:agua

70:30 v/v; volume de injeciio 10 L e deteccdo UV em 254 nm.

Mistura padrdo: 1-acetona; 2-benzonitrila; 3-benzeno; 4-tolueno; S-naftaleno.
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4.2-Estudo da presenca de quantidades adicionais de agua
sorvida no suporte cromatografico

O procedimento utilizado para esse estudo foi descrito no item 3.8 da parte

experimental e os resultados obtidos estdo apresentados na figura 14 e na tabela
5.
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Figura 14- Cromatograma obtido com a FE SiO,(PMOS), 10 um, (Si
tratada com H,0) e imobilizada em P= 338 W e t;= 360s

Condicdes cromatograficas: Colunas 150 mm x 3,9 mm d.i.; vazdo 0,3 mL min™:; FM Metanol:agua
70:30 v/v; volume de injegdo 5 pL e deteccdo UV em 254 nm.

Mistura padrao: 1-acetona; 2-benzonitrila; 3-benzeno; 4-tolueno; S-naftaleno.

Tabela 5. Pardmetros cromatogréficos obtidos para a FE SiO.(PMOS), 10

nm, (Si tratada com H;0) e irradiada por um tempo de 360 s e poténcia
de 338 W

Fase estacionaria N/m (m?)* A¥ k¥ R*

SiO2(H20)(PMOS) 3.950 nd 28 08

*calculado para o naftaleno (composto mais retido), ** calculado para o par tolueno/naftaleno
n.d = ndo determinado

No cromatograma pode-se observar que ndo houve boa separacio dos
componentes da mistura teste, além dos picos se apresentarem duplos e com
caudés bastante pronunciadas. Isso pode ter ocorrido devido a uma deposicdo
heterogénea do polimero sobre o suporte de silica, uma vez que ndo se observou
grandes alteracOes na retencdo dos solutos analisados.
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4.3-Otimizacdo dos parametros envolvidos no preparo das
fases imobilizadas por microondas

Na tabela 6 estdo os parametros cromatograficos obtidos variando o tempo
de irradiaggo e a poténcia do fomo de microondas empregando silica de 10um e o
procedimento descrito no item 3.5.3 da parte experimental.

Na figura 15 podem ser visualizados dois cromatogramas comparando fase
sorvida (sem irradiacdo) com a fase estacionaria imobilizada por microondas por
um tempo de 900 s e poténcia de 495 watts.

Tabela 6. Influéncia da poténcia e tempo de irradiacdo nos parametros
cromatograficos de FE SiO.(PMOS) sobre silica de 10 uym

Tempo de irradiacio (s) Poténcia (W) N/m (m™)*

0 22.330 1,5 3,1 22

30 495 27.150 1,5 3,1 27

150 495 27.920 1,2 41 31
300 495 33.670 1,3 2,7 26
600 495 30.490 09 3,2 29
200 495 40.660 1,1 3,2 3,2
300 638 33.090 15 2,7 25
600 638 30.630 1,3 3,0 28
500 638 32.370 14 3,0 3,0

*calculado para o naftaieno (composto mais retido), ** calculado para o par tolueno/naftaleno
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Figura 15- Cromatogramas de fases estacionarias baseadas em silica 10
um e PMOS A) sorvida e B) imobilizada em microondas, ;=900 s e P=

495 W, Condigdes cromatogréficas: colunas 150 mm x 3,9 mm d.i.; vazdo 0,3 mL mint; FM
Metanol:agua 70:30 v/v; volume de injeciio 5 pL e deteccdo UV em 254 nm.
Mistura padr&o: 1-acetona; 2-benzonitrila; 3-benzeno; 4-tolueno; S-naftaleno.

Analisando a tabela 6 e a figura 15 verifica-se que apds a irradiacio por
microondas um valor mais elevado de eficiéncia da coluna é obtido oriundo,
provavelmente, de uma distribuigdo mais homogénea do polimero, uma vez que
para a maioria das FE imobilizadas houve também melhora no fator de assimetria.

Com base nos valores obtidos, escolheu-se como tempo de irradiacio 900
segundos e poténcia de 495 watts para serem empregados no preparo de fases
estacionarias imobilizadas por microondas, com particulas de sflica de 10 um de
tamanho. A vazéo de 0,3 mL min™ foi escolhida com base na curva de van
Deemter construida para coluna recheada com fase estaciondria Si0,(PMOS),
irradiada por 900 segundos, a uma poténcia de 495 watts. A curva de van
Deemter obtida est representada na figura 16.

'
]
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Figura 16- Curva de van Deemter para coluna recheada com FE
Si0,(PMOS) imobilizada por microondas utilizando ;= 900 s, P= 495 W.

4.4-Preparo de FE baseadas em silica Spherisorb, 5 um, e
PMOS

4.4.1-Estudo da extracio da FE imobilizada

Os parametros cromatograficos obtidos com as FE SiOx(PMOS), 5 um,
imobilizadas em microondas a P= 495 watts e ti= 900 segundos estdo contidos na
tabela 7 e os respectivos cromatogramas podem ser visualizados na figura 17.

Tabela 7. Paridmetros crorhatogréfieos das fases estacionarias
Si0»(PMOS), 5um, imobilizadas por microondas e submetidas a trés
condicdes de extracio

Coluna N/m (m1)x* As* k* Rg**
Sem extracdo 44.000 23 35 2,2
hexano 0,4 mL min! 77.700 19 30 2,7
hexano 3,0 mL min* 27.410 07 29 1,7
CHCl; e CH30H 34,5 MPa 94.550 15 29 2,9

*caiculado para o naftaleno (composto mais retido) ** calculado para o par tolueno/naftaleno
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Através dos resultados mostrados na tabela 7 e da analise dos
cromatogramas apresentados na figura 17, pode-se verificar que as condi¢bes de
exu'agao testadas foram eficientes, com exceco do uso de hexano a uma vazao
de 3,0 mL min™, Isso pode ter acontecido, provavelmente, porque nessa condicao,
além da utilizacio de um solvente forte, a extracdo foi realizada 3 uma vazio

muito alta, o que pode ter ocasionado uma desorganizagdo do polimero nos poros
da silica.

4.4.2-Planejamento Fatorial Fracionirio 241

O planejamento fatorial fraciondrio 2** foi proposto para estabelecer uma
metodologia de preparo de fases estacionarias SiOx(PMOS), com particulas de 5
um ainda pouco estudadas pelo nosso grupo de pesquisa. Na tabela 8 sdo
mostrados os resultados obtidos para o fatorial fracionario, onde se verificou o
efeito de quatro fatores, carga de PMOS, concentraciio da suspensdo, tempo de
agitacao da suspensdo e pressio de enchimento no preparo das colunas
SI0A(PMOS), 5um, imobilizadas por microondas & poténcia de 495 watts, por 900
segundos. Na tabela 9 sSo mostrados os efeitos Calculados para os fatores
estudados em relagdo a um fatorial completo 2,

Através dos resultados obtidos na anélise do planejamento fatorial 2+ para
fases estacionarias preparadas a partir da imobilizagdo do PMOS sobre o suporte
de silica Spherisorb de 5 pm, pode-se observar que os contrastes referentes aos
efeitos principais 1 e 2, carga de PMOS e concentragao de suspensdo
respectivamente, foram significativos em comparagdo com o0s contrastes
calculados a partir dos efeitos principais 3 e 4. Além disso, 0s contrastes
secundarios ndo se mostraram significativos para esse planejamento, dando a
informago de que a interacio de dois fatores ndo tem influéncia sobre a resposta.



Dissertacdio de Mestrado Marcos André Kapor Resultados e Discussdo 48
%

]
s
N

Sem extragic
Condigéo 1

b
M‘ /"’L
2 4 5

tempo (min)

gz
- o
i

i)

g

Resposia do detector (mV)
[.]
1

Resposta do daetactor (mv)

L]

Condiglio 2

Cendiglo 3

Resposta do detector (mV)
Resposta do detector (mV)

tempo {min) tempo (min)

Figura 17- Cromatogramas de fases estacionarias SiO;(PMOS), 5um,

irradiadas por microondas a poténcia de 495 W, por 900 s e expostas a
trés condicbes de extracio

Condi¢do 1-Extraggio com hexano 3 uma vazio de 0,4 ml. min'%;

Condicao 2-Extraciio com hexano & uma vazio de 3,0 mL min';

Condicdo 3-Extracio com clorofSrmio e metanol 3 uma pressdo de 34,5 MPa;

Condigbes cromatograficas: colunas 50 mm x 3,9mm d.i.; vazdo 0,3 mL min'; FM Metanol:dgua
70:30 v/v; volume de injecio 5 pl e deteccio UV em 254 nm;

Mistura padrdo: 1-acetona; 2-benzonitrila; 3-benzeno; 4-tolueno; 5-naftaleno.
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Tabela 8. Resultados de um planejamento fatorial fracionario 2*+!
aplicado a fases estacionarias Si0(PMOS), 5um, imobilizadas por a
poténcia de 495 W, por 900 s

Ensaios 1 2 3 4 Resposta (N m™?)

1 - - - - 74650
2 + - - + 89350
3 - -+ 56820
4 + + - - 67120
5 - -+ o+ 69830
6 + - + - 88680
7 -+ + - 23880
8 + + + + 84230

Tabela 9. Efeitos dos fatores estudados para um fatorial completo 2*.

Efeitos Valores

1 +13026
2 -11307
3 -2666
4 +5738
12=34 +4638
13=24 -6744
14=23 -1292
234 +13026
134 -11307
124 -2666
123 +5738

Abaixo sdo mostrados os valores de contrastes calkculados a partir dos
efeitos extraidos da tabela 9:
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l, = efeito 1 + efeito 234= +26052 l12 = |34 = efeito 12 + efeito 34= +9276
l2 = efeito 2 + efeito 134= -22614 i3 = lz4 = efeito 13 + efeito 24= -13488
I3 = efeito 3 + efeito 124= -5332 lia = b3 = efeito 14 + efeito 23= -2584

l+ = efeito 4 + efeito 123= +11476

A figura 18 mostra dois cromatogramas extraidos do planejamento fatorial
fracionario proposto, onde se constata que a carga de 40 % e a concentra¢io de
10 % permitem obter colunas com altas eficiéncias e boas assimetrias. Além disso,
usando concentracdes de suspensiio menores, ainda é possivel obterem bons
resultados. As caudas visualizadas no cromatograma referente ao ensaio 7 indicam
que 30 % de PMOS propiciou um pequeno recobrimento do suporte
aromatografico, deixando os grupos silan6is expostos.

160 =
120
) Sm-. Ensaio 7
5 S .. ]
E ;‘%100-‘ . 5
©
S S 1 2 3 g4
': T &0
§ o] |
g,- J
[i'4 ]
R -
tempo {min)

Figura 18- Cromatogramas de fases estacionarias Si0(PMOS), 5um,
irradiadas por microondas a poténcia de 495 W, por 900 s obtidos
através do planejamento fatorial fracionario 2+
Ensaio 2- Carga de PMOS 40%, concentracdo de suspensio 10%, press3o de enchimento 34,5
MPa, tempo de agitagdo 16 horas;
Ensaio 7- Carga de PMOS 30%, concentracio de suspens3o 20%, pressio de enchimento 48,3
'MPa, tempo de agitacdo 4 horas;
CondigBes cromatogréficas: colunas 50 mm x 3,9 mm d.i.; vazio 0,3 mL min%; FM Metanol:agua
70:30 v/v; volume de injecdo 5 uL e detecciio UV em 254 nm;
Mistura padrao: 1-acetona; 2-benzonitrila; 3-benzeno; 4-totueno; S-naftaleno.
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4.5-Caracterizacao das fases estacionarias
4.5.1-Analise elementar de carbono

Os recheios das colunas foram submetidos a andlise elementar de carbono
antes e depois do enchimento, sendo que, os resultados mostrados nas tabelas 10
e 11, sdo as porcentagens de carbono finais presentes nas fases estacionarias
sorvidas e imobilizadas por microondas. Nestas tabelas também estio os
parametros cromatograficos obtidos com as fases estaciondrias sorvidas e
imobilizadas.

O acréscimo nos valores de %C obtido com o aumento do tempo de
imobilizagao aliado a diminuicdo do fator de assimetria, é um indicativo de um
recobrimento mais uniforme do suporte cromatografico pelo PMOS causado pela
radiacdo microondas. Além disso pode-se observar uma melhora significativa nos
valores de eficiéncia com o pequeno acréscimo da quantidade do filme polimérico
imobilizado sobre a silica.

Tabela 10. Pardmetros cromatograficos e % de carbono das fases
estacionarias sorvidas e imobilizadas por microondas, preparadas a
partir de silica Davisil, 10 um, e PMOS

ti (s)

P (W) N/m (m™)

0 0 22.300 1.5 3.1 2.2 10.8
300 495 33.700 1.3 3.0 2.6 11.0
600 495 30.500 1.0 3.2 2.9 11.2
900 495 40.700 1.1 3.2 3.2 11.6

* calculado para o naftaleno, ** caiculado para o par tolueno-naftaleno
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Tabela 11. Pardmetros cromatograficos e % de carbono das fases
estacionarias sorvidas e imobilizadas por microondas, preparadas a
partir de silica Spherisorb, 5 um, e PMOS

ti (s) P (W) N/m (m™) As*

0 0 44.100 2.3 3.5 2.2 4.5
300 495 53.200 1.4 2.8 2.7 5.3
600 495 77.800 1.4 2.7 2.8 6.8
200 495 89.400 1.5 2.9 2.9 7.3

*calculado para o naftaleno, ** calculado para o par tolueno-naftaleno
4.5.2-Espectroscopia no infravermetho

Na figura 19 sdo mostrados os espectros de infravermelho das FE SiO,
(PMOS) 10 um, sorvidas e imobilizadas em microondas por 900 segundos a
poténcia de 495 watts e extraidas com metanol a pressao de 34,5 MPa.

Através da analise dos espectros, podem ser observadas: uma banda larga
na regiao de 3500 cm™ (proveniente tanto das vibragdes de grupos hidroxilas
ligados por pontes de hidrogénio 3 agua adsorvida fisicamente, como dos grupos
hidroxila geminais), uma banda forte em torno de 1100 cm (proveniente dos
grupos siloxano da silica e do PMOS). Além disso pode ser visualizado um ombro
referente aos grupos silanol livre, em torno de 970 cm™ a 980 cm para os
espectros referentes ao suporte cromatografico e as fases extraidas a aita pressao.
Para as fases que ndo foram extraidas, tanto as sorvidas como as imobilizadas, o
ombro proveniente dos grupos silanol livre (970 cm™) praticamente deixou de
existir. Esse comportamento é um indicativo de que, embora a radiacdo
microondas, mantenha uma quantidade um pouco maior de polimero sobre o
suporte cromatografico para fases SiO(PMOS), 10 um, a extracdo provoca o
lixiviamento da fase liquida e tem-se a presenca de grupos silandis residuais. Este
lixiviamento é observado na figura 19, ao verificar a diminuigdo do triplete em
2.958,0; 2.923,5 e 2854,6 cm™, referente ao PMOS.
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Figura 19- Espectros no Infravermelho de FE Si02(PMOS), 10 um

- Silica Davisil

- FE imobilizada e ndo extraida

- FE imobilizada e extraida com CHCl; e CH30H a 34,5 MPa

- FE ndo imobilizada e ndo extraida

- FE ndo imobilizada e extraida com CHCl; e CH;OH a 34,5 MPa
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Entretanto, para os espectros obtidos com as FE SiO; (PMOS), 5 um, figura
20, é observada a presenca do ombro referente aos grupos silanol livre somente
no espectro referente ao suporte. Isso mostra que ocorreu um melhor
recobrimento do suporte através da imobilizagio do PMOS sobre a silica de 5 pum,
haja visto que, os resultados de andlise de carbono, tabela 11, mostram que a
imobilizacdo por microondas faz com que uma maior quantidade de polimero fique
retida sobre o suporte. Embora haja um lixiviamento da fase estaciondria liquida
com a extracdo, observada nos espectros IV através da diminui¢gdo da intensidade
do triplete na regido de 3.000 cm™, relativo a0 estiramento dos grupos metila do
PMOS, verifica-se que uma distribuicio mais homogénea do polimero sobre o
suporte deve estar ocorrendo, uma vez que n&o se observa o ombro atribuido aos
grupos silandis, apds as extracdes.

4.5.3-Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear ( 2°Si)

Na figura 21 sdo mostrados os espectros de RMN 2°Si das FE sorvidas e
imobilizadas por microondas. Em ambos espectros, podem ser observadas
ressonancias dominantes em -110 (pico 1), -100 (pico 2) e -90 (pico 3) ppm
atribuidas aos grupos siloxano (=Si0)Si, silanol livre (=5i0)sSi*OH e silanol
geminal (=Si0):Si*(OH);*®> respectivamente. Além disso pode-se observar
ressonancias em -15 ppm referente a ligaciio da silica com o PMOS (pico 4)e em -
20 ppm atribuido a0 PMOS (pico 5). Porém esse comportamento somente foi
observado para o material imobilizado por microondas e n3o extraido, sendo que
para as FE imadiadas e extraidas com metanol a 34,5 MPa, somente a ressonancia
do PMOS (pico 5) permanece intacta. Isso mostra que a imobilizagao por
microondas ndo se apresentou muito efetiva na formacdo de uma ligacdo, mais
estév_él, entre o suporte cromatografico (silica) e a fase liquida (PMOS).
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~ Figura 20- Espectros no Infravermelho de FE SiO>(PMOS), 5 um
- Silica Spherisorb

- FE imobilizada e ndo extraida

- FE imobilizada e extraida com CHCl; e CH;OH a 34,5 MPa

- FE nd3o imobilizada e extraida com CHCl3 e CH30H a 34,5 MpPa
- FE nao imobllizada e ndo extraida
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Figura 21- Espectros de RMN *Si das FE sorvidas e imobilizadas por
microondas

A- FE imobilizada por microondas & P=495 W, por 900 S, sém extracdo;
B- FE imobilizada por microondas 3 P=495 W, por 900 s e extraida com Metanol a
34,5 MPa.
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4.5.4-Microscopia eletronica de varredura

Na figura 22 estao as fotomicrografias para a silica Spherisorb 5 um (A); FE
SiO2(PMOS), 5 um (B) e FE SiO2(PMOS), 5 um, imobilizada e extraida (C).

A B

Figura 22- Microscopias eletronicas de varredura

A) silica Spherisorb 5um;
B)FE SiO2(PMOS), 5 um, imobilizada por 900 s a poténcia de 495 W;

C)FE SiOx(PMOS), 5 um, imobilizada e extraida com Metanol/cloroférmio (100mL)
(70:30 v/v ) a pressdo de 48,5 MPa.

Analisando a figura 22, observa-se que o suporte é constituido de particulas
esféricas com um intervalo de distribuicio de tamanho bastante regular e que o



Dissertagdo de Mestrado Marcos André Kapor Resuitados e Discussio 58

‘excesso de PMOS sorvido sobre particulas de silica de Sum, figura 22 (B),
comprometeu a obtencdo de uma fotografia com melhor resolucio, devido a pouca
estabilidade da fase ao ser atingida pelo feixe de elétrons do microscépio. Na

figura 22 (C) observa-se que a extrag3o elimina o excesso de polimero existente
na FE.

4.6-Estabilidade quimica das FE

A estabilidade quimica das fases estaciondrias sorvidas e imobilizadas por
microondas e das FE comerciais (Rainin C-8), 5 um, foi verificada usando FM
neutra, seguindo uma nova metodologia desenvolvida no nosso laboratdrio de
pesquisas™°!,

Os graficos da figura 23 mostram as variagbes nos valores de eficiéncia,
fator de assimetria e fator de retencBo obtidas com as fases imobilizada e a
comercial. Analisando os resultados, pode-se observar que a fase comercial
testada apresentou valores de eficiéncia e fator de assimetria constantes apos a
passagem de 3.750 mL de FM. Para as FE imobilizadas por microondas, observou-
se uma perda de 50 % de eficiéncia apds a passagem de cerca de 2600 mL de FM,
atingindo um novo patamar até a passagem de 3500 mL de FM, enquanto os
valores de fator de assimetria mantiveram-se praticamente constantes durante
todo o0 experimento de estabilidade. Os fatores de retengdo, calculados para o
naftaleno, sofreram pequenas alteragdes, entretanto, para ambas as fases,
permaneceram dentro do intervalo aceito na literatura.

A fase estacionaria imobilizada por microondas possui uma menor
estabilidade que as disponiveis comercialmente e isto requer estudos futuros,
entretanto mesmo perdendo cerca de 50% de eficiéncia, os fatores de assimetria e
retencao sofreram variagGes , que ainda permitem que a coluna continue sendo
utilizada.
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Figura. 23- Comparacdo de estabilidade quimica Rainin C-8 e
imobilizadas por microondas

CondicOes do teste: FM neutra Metanol:H,0 (50:50 v/v), vazio 1,0 mL min -1

Condigao de anaiise: FM Metanol:H,0 (70:30 v/v),vaz3o 0,3 mL min'L.
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4.7-Aplicacao das colunas recheadas com fases estacionarias
imobilizadas por microondas em anélises de pesticidas

A potencialidade das FE imobilizadas por microondas foi avaliada através da
andlise de muitirresiduo de pesticidas e na andlise de urina fortificada com diuron
e linuron.

A figura 24 mostra 0s cromatogramas obtidos na separacao de uma
amostra contendo seis pesticidas padrso, tebutiuron, simazna, atrazina, diuron,
ametrina e benomil, usando a FE Si0(PMOS) 5 um, imobilizada por microondas e
uma coluna recheada com FE comercial, Rainin C-8, 5 um, nas mesmas condicBes
de analise.

Analisando a figura 24 verifica-se que o benomil, sendo um composto
bastante polar, praticamente elui junto com a FM na coluna recheada com fase
imobilizada por microondas, ndo sendo detectado, e na coluna comercial encontra-
S apenas parcialmente separado do tebutiuron. Os demais pesticidas tiveram
separagbes muito boas em ambas as colunas destacando-se o tempo
relativamente curto de andlise (~13 minutos obtido coma coluna imobilizada por
microondas, contra os ~30 minutos da coluna comercial) contribuindo para a
reducdo de custos e de residuos. Acredita-se que com um estudo mais profundo
da FM consiga-se obter uma boa separaciio de todos herbicidas.

Os resultados de recuperagdo dos herbicidas diuron e linuron em trés niveis
de fortificacdo de amostras de urina, s3o mostrados na tabela 12 e 13 para o
diuron e linuron, respectivamente.
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Figura 24- Cromatogramas obtidos na anilise de multirresiduo de
pesticidas utilizando dois diferentes tipos de FE.

A- FE SIO(PMQS), S5um, imobilizada por microondas;

B- FE Rainin C-8, 5um;

CondicGes cromatogrdficas: colunas 150 mm x 39 mm d.i, vazio 0,5 mL min’; FM
acetonitrila:dgua 35:65 v/v; volume de injec30 10 pL e deteccdo UV em 235 nm.

Mistura: 1-benomil; 2-tebutiuron; 3-simazina; 4-atrazina; 5-diuron; 6-ametrina.
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Tabela 12. Recuperacoes do diuron apds extracio e analise em coluna
recheada com FE SiO»(PMOS), 5 um, irradiada por microondas

Fortificacao Recuperacao (%) Precisao {CV) %

(ugL™) média n=3

40 95 1,8
80 39 04
160 103 14

Condicbes cromatogréficas: colunas 150mm x 3,9mm d.i., vazio 0,8 mL min'’; FM acetonitrila:dgua
40:60 (v/v); volume de injegdo 10 pL e deteccio UV em 235 nm.

Tabela 13. Recuperagdes do herbicida linuron apds extragiio e anilise em
coluna recheada FE imobilizada por microondas

Fortificacao Recuperacao (%) Precisao (CV) %

(ng L™ média n=3

60 85 1,5
120 98 0,8
240 100 0,4

Condicbes cromatograficas: colunas 150mm x 3,9mm d.i., vazdo 0,8 mL. min’; FM acetonitrila:agua
40:60 (v/v); volume de inje¢do 10 pl e deteccio UV em 235 nm.

Nas figuras 25 e 26 estdo representadas as curvas analiticas obtidas para o
diuron e linuron e na tabela 14 estdo os resultados de alguns pardmetros de
validacdo do método de andlise dos herbicidas em urina, apés extracdo em fase
s6lida, com tubo contendo FE SiO»(PMODS), 40 um, confeccionado no laboratério
e analise por CLAE empregando a coluna recheada com FE SiOx(PMOS), 5 um,
imobilizada por microondas a poténcia de 495 watts, por 900 segundos.

Tabela 14. Parametros de validagio obtidos para o0 método desenvolvido
para anadlise de herbicidas em urina

Curva analitica (area x conc)

herbicidas a b r LOQ (ug L) R (%)
linuron 323,3 52,26 0,99993 20 85
diuron 47,50 45,39 0,99995 10 95

a= coeficiente angular b=coefiente linear r=coeficiente de correlacio
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Figura 25- Curva analitica para o herbicida diuron obtida com a coluna
recheada com FE imobilizada por microondas
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Figura 26- Curva analitica para o herbicida linuron obtido com coluna
recheada com FE imobilizada por microondas

Analisando a tabela 14 e as figuras 25 e 26 nota-se que as curvas analiticas
‘apresentaram boa linearidade, com coeficientes de correlaciio maiores que 0,9999
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e com intervalo de linearidade de 40-1500 ug L™ para o diuron e de 60 a 1500 pg
L para o linuron.
As recuperacdes obtidas nos trés niveis de fortificacio foram muito boas,
pois estdo compreendidas no intervalo aceito na literatura que é de 50-120 % 52, -
Os limites de quantificacido (LOQ) encontrados foram satisfatorios
permitindo que se faca o monitoramento da urina de pacientes expostos a
contaminacdo com diuron e linuron.
As duas aplicacdes realizadas mostraram que as FE SiO»(PMOS), preparadas
a partir de imobilizacdo por microondas sdo potencialmente Uteis para serem
empregadas em anadlises de pesticidas presentes tanto em &gua como em
amostras bioldgicas, como urina.



5.Conclusoes

65
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As fases estacionérias sorvidas, de 10 um e S pm, sdo vidveis de serem
utilizadas em Cromatografia Liquida de Afta Eficiéncia, entretanto a imobilizacdo
traz beneficios as fases estaciondrias tanto em ganho de eficiéncia como
estabilidade quimica.

As melhores condigdes a serem empregadas na imobilizacio de fases
estacionarias SiO(PMOS) 10um, por microondas sdo: irradiacdo a seco da FE
sorvida, tempo de irradiagdo de 900 segundos, poténcia de 495 watts e a n3o
ativacao da silica.

Essas condicbes também foram utilizadas para as fases estaciondrias
preparadas a partir de particulas de silica de 5 um com PMOS sorvido e imobilizado
sobre silica. Porém para estas fases foi necessario extrair o excesso de PMOS
imobilizado sobre o suporte, pois os resultados obtidos com as fases ndo extraidas
ndo foram satisfatdrios. Dessa forma as fases imobilizadas passaram a ser
extraidas com cloroférmio e metanol a pressso de 34,5 MPa (5000 psi).

Através dos resultados obtidos no planejamento fatorial fraciondrio 2+
proposto foi possivel notar que os fatores 1 e 2 carga de PMOS e concentraciio de
suspensao respectivamente, foram bastante significativos em relacdo aos demais
fatores estudados, pressdo e tempo de agitacdo da suspensdo de enchimento.
Dessa forma adotou-se no preparo de fases estacionarias SiOx(PMOS) 5um, uma
carga de 40 %, concentragdo de suspensio em cloroférmio de 10 %, agitacdo por
16 horas e enchimento das colunas & uma pressgo de 5000 psi (34,5 MPa).

A partir dos resultados obtidos com a imobilizacdio por microondas pode-se
concluir que esse tipo de irradiacio é uma maneira bastante simples e eficaz de
promover um recobrimento mais uniforme do suporte e uma maior eficiéncia da
fase estaciondria, uma vez que para silica de 10um conseguiu-se uma eficiéncia de
40.700 pratos m™ e assimetria de 1,1 e para sflica de S5um a eficiéncia foi de
~89.000 e o fator de assimetria de 1,5.

As porcentagens de carbono obtidas através de analise elementar,
mostraram que a imobilizagdo por microondas retém uma maior quantidade de
polimero permitindo um melhor recobrimento da sflica. Os espectros de
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infravermelho mostraram que o recobrimento dos grupos silanol livre é mais
efetivo para as fases estaciondrias preparadas a partir de particulas de silica de 5
um de tamanho, onde se observa a presenca desses grupos, a 970 cm™, somente
para a silica nua.

A partir do teste de estabilidade proposto foi possivel concluir que, mesmo
apresentando uma estabilidade quimica satisfatdria com fase mdvel neutra, as
fases estaciondrias imobilizadas por microondas necessitam de novos estudos para
que a sua estabilidade possa tormar comparada 3s das fases estaciondrias
comerciais. Esta estabilidade reduzida das fases estaciondrias imobilizadas por
microondas, possivelmente, possa ser atribuida a ndo ligacdo do PMOS ao suporte,
confirmada pelos estudos de ressonancia magnética nuclear do 2i.

As fases imobilizadas por microondas possuem potencialidade para serem
utilizadas em analises de pesticidas presentes tanto em égua como em urina.

A principal vantagem da utilizagio das microondas é a alta velocidade de
aquecimento, comparada a imobilizacio térmica realizada através de aguecimento
em estufa. Além da rapidez no preparo das FE imobilizadas por microondas, a
facilidade e a disponibilidade do equipamento, os custos e cuidados na utilizacao
desse método sdo bastante reduzidos se comparados com a radiagio gama e
outros métodos de imobilizacio, tormando mais vidvel a preparagdo de fases pelos
usuarios da cromatografia.
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