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RESUMO

PREPARO, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE FASES ESTACIONARIAS
DE POLI(DIMETILSILOXANO-CO-METILFENILSILOXANO) SORVIDAS E
IMOBILIZADAS SOBRE SILICA E SILICA ZIRCONIZADA. Este trabalho descreve o
desenvolvimento de novas fases estacionarias (FE) sorvidas e imobilizadas para
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR), utilizando-se
suporte de silica ndo modificada e metalizada com zirconia, recobertos com o polimero
poli(dimetilsiloxano-co-metilfenilsiloxano) (PDMFS). O processo de imobilizacdo do
polimero foi feito por tratamento térmico e as condi¢cdes que forneceram FE com o
melhor desempenho cromatografico foram 140 °C e 6 h. As FE preparadas sob estas
condicoes apresentaram porcentagens de carbono entre 10 e 11 % e espessura de
camada entre 0,6 e 0,7 nm. Foi feito o capeamento das FE buscando-se um melhor
recobrimento dos sitios ativos do suporte e, apds este procedimento, houve um
aumento de cerca de 2 % na porcentagem de carbono e reducao do numero de silanois
livres e vicinais nos suportes cromatograficos. A caracterizagédo fisico-quimica das FE
sugere que o PDMFS esta fisicamente adsorvido e quimicamente ligado aos suportes,
sendo que as interagcdes com o suporte metalizado sdao mais intensas. As FE foram
avaliadas cromatograficamente por meio da separacdo de algumas misturas teste e
seus desempenhos foram similares aos de colunas comerciais tradicionais, com
eficiéncias superiores a 70000 pratos m” para o acenafteno, nas FE ndo capeadas, e
acima de 56000 pratos m” nas FE capeadas. As caracteristicas cromatograficas das
FE preparadas foram similares no que diz respeito as seletividades hidrofobica,
estérica e aromatica. As FE capeadas apresentaram maior hidrofobicidade e menor
capacidade de formacao de ligagdes de hidrogénio que as FE nao capeadas. A
zirconizagdo aumentou a acidez dos sitios ativos e a capacidade de troca iénica das
silicas zirconizadas. Por outro lado, a combinagdo da zirconizagcdo do suporte com o
capeamento € uma estratégia importante para a obtencdo de FE com estabilidade
elevada. As FE desenvolvidas neste trabalho apresentam potencial para serem
aplicadas na separacdo de compostos aromaticos de diferentes polaridades,
agrotéxicos e farmacos contendo grupos basicos.
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ABSTRACT

PREPARATION, CHARACTERIZATION AND APPLICATION OF
STATIONARY PHASES BASED ON POLY(DIMETHYLSILOXANE-CO-
METHYLPHENYLSILOXANE) SORBED AND IMMOBILIZED ONTO SILICA AND
ZIRCONIZED SILICA. This work describes the development of new stationary phases
(SP) based on poly(dimethylsiloxane-co-methylphenylsiloxane) sorbed and immobilized
onto silica and zirconized silica for reversed phase high performance liquid
chromatography. The polymer was immobilized by thermal treatment at 140 °C during
6 h, which were the conditions that produced SP with the best chromatographic
performance. The SP prepared using these conditions presented carbon loadings
between 10 and 11 % and polymeric thicknesses between 0.6 and 0.7 nm. The SP
were end-capped aiming at a better coverage of the active sites of the support. This
procedure increased the carbon loadings by about 2 % and reduced the number of free
and vicinal silanols on the chromatographic supports. Physico-chemical characterization
of the SP suggests that PDMFS is physically absorbed and chemically bonded to the
supports and that the interactions with the metalized support are stronger. The SP were
chromatographically evaluated by the separation of some test mixtures and the
performances were similar to those of traditional commercial columns, with column
efficiencies higher than 70000 plates m™ for acenaphthene on the SP without end-
capping, and above 56000 plates m" with the end-capped SP. The chromatographic
characteristics of the SP were similar with regard to hydrophobic, spatial and aromatic
selectivities. The end-capped SP presented higher hydrophobicity and lower hydrogen
bonding capacity than the not end-capped SP. The metallization procedure increased
the acidity of active sites and the ion exchange capacity of zirconized silica. However,
the combination of zirconization of the support and the end-capping procedure is an
important strategy to obtain SP with high stability. The SP presented potential for the
separations of aromatic compounds with different polarities, of pesticides and of
pharmaceuticals having basic groups.
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1. Introducao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura, que normalmente utiliza colunas
metalicas, de tamanho reduzido, preenchidas com material finamente pulverizado que
oferece grande resisténcia ao fluxo da FM (fase movel), exigindo o uso de bombas de
alta pressdo para forcar a passagem da FM através da coluna'?°.

As principais vantagens da CLAE incluem a capacidade de realizar separacdes
de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras,
independente da volatilidade e da estabilidade térmica, em escala de tempo de poucos
minutos, com alta resolugao, eficiéncia e repetibilidade’.

Apesar das inumeras vantagens, a CLAE, assim como outros meétodos
cromatograficos, ndo é capaz de fornecer informagdes que permitam a identificacao
dos picos, exceto com o uso de um detector qualitativo’, como o espectrémetro de
massas e por arranjo de diodos.

Atualmente, a CLAE tem sido escolhida como a técnica analitica de separagéao
em diversas areas de pesquisa, tanto cientifica quanto aplicada, com destaque para a
saude, como medicina e farmacia; alimentos; quimica ambiental; polimeros e
forense*”.

Estima-se que cerca de 85 % das aplicacdes da CLAE sao realizadas em fase
reversa (CLAE-FR), que consiste de uma modalidade da CLAE na qual a FE (fase
estacionaria) apresenta menor polaridade que a FM>.

Esta grande popularidade da CLAE-FR deve-se as suas inUmeras vantagens,
entre elas o uso de fases méveis mais simples, por ter agua em sua Composi¢ao;
rapido equilibrio da coluna apés a mudanca da FM; boa repetibilidade dos tempos de
retencdo; possibilidade de eluigdo por gradiente, resultando em analises mais rapidas;
grande variedade de FE disponiveis e vasta faixa de aplicacédo, devido a possibilidade
de separacdo de compostos de diferentes polaridades, massas molares e grupos
funcionais®.

O aumento da estabilidade quimica e a redugcdo da alta atividade de grupos
residuais tém sido os principais focos das pesquisas em fases estacionarias para
CLAE-FR. Novas estratégias de modificacao da superficie da silica e a introducao de
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novos materiais como suportes cromatograficos tém minimizado estas limitacdes e
possibilitado a crescente popularizagdo da técnica®. Além do aumento da estabilidade,
outra linha de pesquisa que tem alcancado grandes avancos em CLAE-FR é o
desenvolvimento de novos tipos de fases estacionarias, com seletividades alternativas

as fases estacionérias tradicionais C8 e C18’.
1.1 Suportes cromatograficos

As FE empregadas em CLAE-FR normalmente sdo obtidas a partir do
recobrimento de um suporte com um liquido estacionario. Para se obterem FE com
desempenho cromatografico satisfatdério, o material empregado como suporte deve
apresentar uma série de caracteristicas®®, sendo elas: ser suficientemente poroso,
possibilitando a absor¢ao do liquido no interior dos poros, cujos diametros devem ser
de 5 a 100 nm, permitindo a entrada do analito, uma rapida taxa de transferéncia de
massa e fixacdo adequada do liquido estacionario; apresentar alta concentracao de
grupos ativos em sua superficie, facilitando a modificagdo quimica da mesma a partir
da adsorcao ou reagado de fixagcdo do liquido estacionario; as particulas devem ser
obtidas em uma faixa estreita de distribuicAo de tamanhos e apresentarem area
superficial elevada, proporcionando alta capacidade de aceitagdo de amostra; devem
apresentar estabilidades térmica, mecénica e quimica elevadas; e serem inertes
quimicamente para nao reagirem com 0s componentes da amostra.

Ainda ndo foi encontrado um material que apresente todas as caracteristicas
requeridas citadas acima e, dentre os diferentes materiais, organicos ou inorganicos,
que vém sendo utilizados como suporte desde o surgimento da CLAE-FR, a silica tem
sido o material mais empregado, devido a sua estabilidade mecéanica; suscetibilidade
de modificacdo quimica da sua superficie, sendo possivel a obtencdo de materiais de
diferentes seletividades; disponibilidade comercial em uma larga faixa de tamanhos de
particulas, nas formas irregulares e esféricas, com estrutura de poros bem controlada
por procedimentos de sintese, com uniformidade de didmetro de particulas e grande

area superficial®'°.



A superficie da silica consiste de uma rede de grupos silandis, alguns dos quais
podem formar grupos siloxano ou ligacdes de hidrogénio entre si ou com a agua. A

Figura 1 apresenta os grupos funcionais presentes na superficie da silica.
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Figura 1. Grupos funcionais presentes na superficie da silica.

Os grupos silandis sdo o centro de adsor¢do na cromatografia em fase normal,
apresentam carater hidrofilico e interagem com grupos funcionais da fase mével e das
moléculas dos analitos. Em CLAE-FR, podem atuar como ancoras para ligacbes
covalentes de polimeros ou substdncias que apresentem um grupo funcional
apropriado.

Comparada com outros suportes cromatograficos, além das caracteristicas
citadas anteriormente, a silica apresenta inimeras vantagens em termos de eficiéncia e
desempenho. Por outro lado, tanto a silica, quanto as FE baseadas em silica sdo

411 Um deles estd relacionado a nao-

limitadas em dois aspectos importantes
homogeneidade da sua superficie, que apresenta diferentes tipos de grupos silanais,
os quais afetam a funcionalizacao e, consequentemente, 0 mecanismo de retencéo. Os
silandis (£Si-OH) séo acidos e podem interagir fortemente com compostos basicos e
adsorvé-los de forma reversivel ou irreversivel, resultando em picos assimétricos,
diminuindo o desempenho cromatografico e a reprodutibilidade das andlises, ou na
deterioracao do leito cromatografico.

O outro aspecto limitante € a instabilidade das FE a base de silica frente a FM
acidas e alcalinas que, respectivamente, atacam as ligagdes Si-C provocando a perda

da FE, e/ou dissolvem o suporte causando o colapso da estrutura do leito da coluna'’.



Para evitar o problema da instabilidade da FE em solu¢des acidas ou alcalinas,

existe a possibilidade de substituir a silica por outros suportes, entre eles, polimeros

organicos, como o poliestireno-divinilbenzeno®”'#13

6,14,15,16,17

, ou alguns éxidos metalicos, como
alumina, titdnia e zircénia que, apesar de serem estaveis em uma faixa
bastante ampla de pH (1-14 ou 1-12), também apresentam algumas desvantagens,
como maior dificuldade de modificacdo quimica da superficie e/ou FE com
desempenho cromatografico inferior quando comparado com as FE a base de silica*'®.

Em funcdo destas limitagcbes, muitas pesquisas vém sendo realizadas para
minimizar a atividade dos silandis e/ou melhorar a estabilidade da silica e das FE a
base de silica em condi¢cdes extremas de pH. Algumas se baseiam na modificacdo da
superficie da silica, aproveitando suas propriedades favoraveis, como rigidez e
reprodutibilidade de tamanho de poro e de particula, e outras consistem em novas
tecnologias de desenvolvimento de particulas de silica, como as chamadas particulas
de silica hibrida'®.

As particulas de silica hibrida contém partes inorganicas, como a silica, e
organicas, como um organossilano'®. Estas particulas sdo preparadas por processo
sol-gel, por exemplo, a partir da mistura de tetraetoxissilano (TEOS) e
metiltrietoxissilano (MTEOS) ou bis(trietoxissililetano) (ETEOS), sendo o TEOS
responsavel por gerar as unidades SiO, e o0 MTEOS ou ETEOS responsavel pelas

unidades de organossilano'®?%'

. Os gupos organossilano sdo formados tanto na
superficie como no interior das particulas. Dentro deste tipo de particulas, destacam-se
as desenvolvidas pela Waters Corporation, que contém ligacdes silicio-metil'®*° (Si-
CHs), denominadas de silica hibrida de 12 geragéo e empregadas nas colunas XTerra®,
e as que contém pontes de etano®', denominadas de silica hibrida de 2% geracéo,
empregadas nas colunas XBridge®. Estas particulas apresentam alta estabilidade
mecanica, principalmente as de 2% geracdo, e ambas possuem eficiéncias elevadas e
resultam em picos simétricos para compostos basicos, além de serem estaveis na faixa
de pH de 1-12. Outras empresas que também empregam a tecnologia das particulas
hibridas em suas colunas sao a Microsolv, a Phenomenex e a Akzo Nobel. O processo
de obtencdo das particulas utilizado por cada empresa é diferente. As particulas da

Microsolv contém ligac¢des silicio-hidrogénio incorporadas na sua estrutura e na



superficie, enquanto as particulas da Phenomenex e da Akzo Nobel contém uma
camada de organossilano apenas na superficie®.

Com relacdo a modificacdo da superficie da silica para diminuir a atividade dos
silandis, um processo relativamente simples e bem difundido consiste na remogéao de
impurezas metdlicas a partir da lavagem &cida e reidroxilagdo da superficie das
particulas de silica, apés a obtencdo das mesmas por processo sol-gel e a
desidratacdo a alta temperatura'®??32* O teor de metal presente na silica depende do
processo de sintese e do material de partida, mas geralmente a silica cromatografica
contém cerca de 0,1 a 0,3 % de metais. Dentre os metais comumente encontrados na
silica (Fe, Al, Na, K, Mg, Ca, La, Ti, Zr, Cu, Cr e Zn), a reducgéo do teor de Al e Fe para
quantidades inferiores a 3 pg g’ e do teor de Ti, Zr e Zn para quantidades nao
detectaveis por absor¢do atdbmica, caracterizam a silica como sendo de alta
pureza®##_ Devido & presenca de tracos metélicos na silica, a acidez dos grupos
silanGis aumenta e, com isso, a interacdo destes grupos com determinados analitos
também aumenta, podendo ser 50 vezes mais forte em relagdo as interacées dos
silan6is na auséncia de metais. Estas interacbes mais fortes sdo a causa de
alargamento dos picos cromatograficos, principalmente de compostos basicos, levando
a perda de resolucao e reprodutibilidade das analises. Portanto, a silica empregada nas
separacdes cromatograficas deve apresentar o maior grau de pureza possivel®.

Buscando-se maior estabilidade quimica do suporte e das FE, no Laboratério de
Pesquisas em Cromatografia Liquida (LabCrom) alguns estudos vém sendo
desenvolvidos a partir da modificacdo da superficie da silica com camadas de 6xidos

6.2627.28 & ZircHnio®?23031233  Ambos sdo 6éxidos

metalicos de transicdo como titanio
anféteros e portanto, insolGveis em meio alcalino®. Os primeiros suportes recobertos
com metal no LabCrom foram preparados a partir da reacao, sob refluxo, entre a silica
e tetracloreto de zirconio(IV) em tolueno®, no entanto, as porcentagens de zirconio
incorporadas por esta reacdo eram muito baixas (~1,5 %). Os suportes posteriores
foram preparados empregando-se tetrabutoxido de zicdnio(lV) ao invés do tetracloreto,
e a reagédo em banho termostatizado a 40 °C, sem refluxo; as porcentagens de zirconio
obtidas com este novo procedimento aumentaram para valores entre 15 e 22 %2303,

Os resultados mostram que as FE obtidas a partir da silica metalizada, principalmente



a zirconizada, sdo mais estaveis frente a FM neutras e alcalinas, apresentando o

mesmo desempenho cromatogréafico das FE baseadas em silica ndo modificada®.
1.2 Fases estacionarias para CLAE-FR

Como as FE para utilizacdo em FR devem apresentar carater apolar e as
superficies dos éxidos utilizados como suporte sédo polares, devem-se introduzir grupos
organicos apolares nas suas superficies. Existem varias formas de se obterem as
camadas organicas apolares sobre as superficies dos diferentes 6xidos, discutindo-se

a seguir algumas delas.
1.2.1 Fases estacionarias quimicamente ligadas

O método mais comum de obtengcdo de FR envolve a introducdo de
monocamadas organicas por meio de reacao com reagentes apropriados, produzindo
as chamadas fases quimicamente ligadas. Neste tipo de fase, as cadeias organicas
sdo ligadas covalentemente a superficie do suporte fornecendo alta estabilidade
hidrolitica ao liquido estacionario®. Existem varios procedimentos para a formacdo de
uma camada quimicamente ligada sobre a superficie de 6xidos, como a esterificacao,
cloragdo seguida por reacao com reagente de Grignard ou com compostos organo-litio
e a organossilanizacdo, que é a mais empregada’”.

Na organossilanizacao, as fases ligadas sao preparadas pela reacao dos grupos
silandis da silica com reagentes organossilanos, resultando em FE com ligacbes do
tipo siloxano (=Si-O-SiZ). As colunas recheadas com esse material apresentam
eficiéncias altas devido aos rapidos efeitos de transferéncia de massa®.

O agente silano pode ser monofuncional, bifuncional ou trifuncional (Figura 2).
Dependendo destas funcbes, as fases apresentam caracteristicas fisicas e
cromatograficas bastante distintas. Utilizando-se silanos mono, bi ou trifuncionais na
auséncia de agua tem-se as fases monoméricas e silanos bi ou trifuncionais na
presengca de agua geram reagbes cruzadas que levam a polimerizagdo vertical do

modificador e, consequentemente, as fases estacionarias poliméricas®.



Figura 2. Agentes silanos empregados na organossilanizagdo de fases estacionarias,
monofuncional (A), bifuncional (B) e trifuncional (C). R = normalmente CHs,
R’ = comumente C8 ou C18, X = grupos metdxi ou etdxi ou cloro.

As colunas cromatograficas recheadas com a fase monomérica apresentam
eficiéncias mais altas devido a cinética favoravel envolvendo a rapida difusdo dentro e
fora da camada fina da FE. No entanto, o principal inconveniente do preparo deste tipo
de fase é que mais de 50 % dos grupos silandis da silica permanecem sem reagirem
(silandis residuais), ap6s o processo de sintese. Esta baixa concentracdo do ligante na
superficie estd associada ao impedimento estérico ocasionado pelos volumosos
agentes silanos empregados na reacdo. Embora os silandis residuais ndo estejam
disponiveis para a reagdo com o0s agentes silanos, alguns sdo suficientemente
acessiveis para interagirem com os compostos durante a separacdo cromatografica.
Os silandis residuais sdo os principais responsaveis pelo aumento da retencdo e do
alargamento de pico de compostos basicos™®.

Na tentativa de contornar o problema dos silanédis residuais e também como
forma de melhorar a estabilidade das FE a base de silica frente a fases moéveis
agressivas, foram sugeridas diversas alternativas de preparo das fases ligadas: o
capeamento, as fases poliméricas, as fases com polimerizacdo horizontal, as
estericamente protegidas, as com grupos polares embutidos e as FE bidentadas.

a) Capeamento®: apés a ligacdo das espécies quimicas na superficie da silica, a
FE é submetida a uma segunda reacdo com um agente silano apropriado
(trimetilclorossilano e/ou hexametildissilazano — contém grupos orgéanicos
pequenos), reduzindo o numero de silandis residuais, € devido ao melhor
recobrimento do suporte de silica, ocorre um aumento da estabilidade da FE em

fase moével alcalina.



b) Fases poliméricas ou com polimerizacdo vertical®*****'*?: sdo obtidas pela

reacdo de agente silano bi ou trifuncional na presenca de tracos de agua.
Apesar da maior estabilidade hidrolitica desta fase, a dificuldade em controlar a
reagdo de entrecruzamento e a espessura da camada resultante torna o
processo pouco reprodutivel, sendo raramente formada uma camada uniforme.

c) Fases com polimerizacdo horizontal*®: neste método, monocamadas auto-

organizadas de silanos trifuncionais de cadeias longas (C8, C18) e curtas (C1)
séo ligadas sobre as particulas de silica melhorando a estabilidade hidrolitica
das fases com substancial reducao do acesso aos silandis residuais. Além disso,
o processo de obtencéo destas fases é altamente reprodutivel.

d) Fases estericamente protegidas***’: sdo obtidas pela reacdo de um reagente

organossilano contendo o grupo principal (C8 ou C18) na cadeia lateral e dois
grupos alquilas volumosos (isopropil ou terc-butil) que restringem o acesso de
solutos bésicos aos grupos silandis residuais e protegem a ligagdo siloxano,
evitando a quebra entre a fase ligada e o suporte quando sdo empregadas fases
moveis acidas.

e) Fases estaciondrias com grupos polares embutidos*®: trata-se de um método

alternativo de reducdo da atividade dos silanédis residuais, pois a insercao de
grupos polares (como amida, amina, uréia e carbamato) promove uma
competicdo destes com o0s solutos basicos pelos silandis residuais,
estabelecendo uma reducédo da atividade silanofilica.

f) Fases estaciondrias bidentadas*’: preparadas a partir de silanos bifuncionais,

formados por dois atomos de silicio ligados entre si por um grupo etil ou propil,
proporcionam maior restricdo de acesso aos silandis residuais e maior

estabilidade quimica quando empregadas fases méveis com pH superior a 8.

1.2.2 Fases estacionarias com polimeros sorvidos e imobilizados

Outra alternativa para reduzir os grupos silandis residuais baseia-se no

recobrimento superficial da silica, ou de outros 6xidos, com polimeros organicos pré



sintetizados, cujo objetivo € combinar a resisténcia mecéanica do suporte inorganico a
versatilidade e & inércia quimica dos polimeros organicos*®*°°,

Estas fases apresentam uma série de vantagens que as tornam extremamente
atrativas para uso em CLAE-FR, como: melhor protecao dos grupos silandis residuais
(silica) ou de sitios acidos de Lewis (zircnia, titAnia e alumina), quando comparadas as
FE quimicamente ligadas; maior facilidade de preparo e a possibilidade de maior
seletividade da FE pela escolha do polimero apropriado®®'.

Existem véarias formas de se fazer o recobrimento polimérico. O mais
comumente empregado consiste na adsorcao fisica de um polimero pré-sintetizado,
com composicdo quimica bem definida sobre o suporte cromatografico®’ #4902 Qu,
alternativamente, o polimero pode ser depositado pela polimerizacao in situ de uma
solucdo de monbémeros ou oligbmeros iniciada ou propagada na superficie do
suporte®®®*. A primeira forma é preferida por fornecer maior reprodutibilidade no
preparo das FE*.

A quimica da superficie do suporte tem uma influéncia significativa na sorgéo
dos polimeros. Os grupos reativos superficiais agem como pontos de ancoramento, nos

quais os polimeros podem se ligar covalentemente®%*’

58,59,60,61

ou apenas interagirem
fracamente

Outro ponto a ser destacado na preparacao destas fases é a quantidade de
polimero depositado na superficie do suporte. Se, por um lado, uma maior quantidade
de polimero fornecera um material com maior protecao dos silandis ou dos sitios acidos
de Lewis contra interagdes indesejaveis com a amostra, por outro lado, resultara em
uma camada mais espessa e bloqueio dos poros do suporte, diminuindo a velocidade
dos processos de transferéncia, o que implica em FE com eficiéncia baixa. Portanto, a
preparacao das fases recobertas com polimeros € uma etapa critica que tem por
finalidade a obtencéo de duas propriedades idealizadas®'" %%

(1) Um filme fino que ndo bloqueie a entrada dos poros para manter a estrutura
geral e a conectividade e resultar em rapida transferéncia de massa nos poros e no

filme polimérico.



(2) Uma camada polimérica uniforme para recobrir completamente os sitios ndo
especificos de interacdes indesejaveis e, se possivel, impermeavel aos outros solutos a
serem separados.

Basicamente, o polimero sorvido pode formar um filme fino na superficie da
silica (Figura 3a) ou preencher o volume do poro (Figura 3b), € possivel também haver
uma combinagédo destas duas formas. Em ambos os casos as cadeias poliméricas
podem apenas recobrir (por mecanismo de sorcdo) as paredes dos poros sem
entrecruzamento e sem ligar a superficie (representado no lado esquerdo da Figura 3a
e b), pode formar uma camada densamente entrecruzada sem ligagdo quimica com a
superficie dos poros (parte central) ou entdo pode se ligar quimicamente as paredes

dos poros (representado no lado direito da Figura 3a e 3b)®"

. Porém, se a sorcéo do
polimero ao suporte for governada por forcas de interacdo fraca, ele podera ser
facilmente removido durante a passagem da FM. Faz-se necessario, portanto, uma
etapa de imobilizacdo posterior a sor¢cdo para melhor “ancoramento” do polimero ao

suporte, dando uma maior estabilidade & FE®'"%2,
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Figura 3. Tipos de deposicdo polimérica nos poros do suporte cromatografico,
recobrimento das paredes dos poros (a) ou preenchimento do volume dos poros (b)'".
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Os métodos de imobilizacdo de polimeros atuais sdo originarios das varias
técnicas para a criacdo de camadas poliméricas em materiais de vidro ou de silica, da
experiéncia de fases estacionéarias poliméricas em suportes para cromatografia gasosa
e das varias técnicas para modificacao de suportes para cromatografia liquida classica,
antes do desenvolvimento da CLAE. Porém, o grande avanco conquistado nos
procedimentos de imobilizacdo de polimeros aconteceu com a introducao de
microparticulas de silica porosas, pois diminuiu o risco de entupimento dos poros e
possibilitou altas eficiéncias de separag¢do, comparadas as silicas modificadas com
ligantes de baixa massa molar usados no passado®.

Atualmente, as FE imobilizadas sdo obtidas por reacbées entre as moléculas
individuais da fase liquida sorvida, induzidas ou nao por processos de
entrecruzamento, ou entre a fase liquida e o suporte®® (Figura 3). Estas reagbes de
entrecruzamento resultam em camadas estaveis, quando comparadas com as FE
sorvidas, e sao insoluveis nas fases mdveis comumente empregadas em CLAE-FR.

Varios métodos sdo empregados para que estas reagdes ocorram, como: reticulacao

induzida por agentes quimicos como peréxidos e azocompostos®® auto-
imobilizacdo®®, tratamento térmico sem iniciador®®®®, radiacdo gama®® e radiacdo
microonda’®5°:06¢7,

Ao longo dos ultimos 20 anos, o LabCrom tem direcionado esforcos para o
preparo de FE com polimeros [poli(butadieno) e polissiloxanos] sorvidos e imobilizados
por diferentes tratamentos sobre suportes de silica e silica metalizada, sem a utilizagao
de agentes quimicos para inducdo do entrecruzamento das cadeias poliméricas®. O
principal foco destes estudos tem sido a obtencdo de fases estacionarias com maior

estabilidade quimica em condicdes drasticas de fase mével®®'.

Este trabalho envolve a aplicagdo de trés das alternativas descritas
anteriormente para aumentar a estabilidade quimica das fases estacionarias e reduzir
interacdes indesejaveis entre alguns analitos e os sitios ativos da superficie da silica: 1)
recobrimento do suporte de silica a partir de tetrabutéxido de zircénio, 2) preparo da

fase estacionaria a partir da sor¢do e imobilizagdo por tratamento térmico de um
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polimero pré-sintetizado sobre as particulas do suporte e 3) capeamento da fase

estacionaria apds sorgéo e imobilizagao do polimero.

O copolimero utilizado neste trabalho ¢é o poli(dimetilsiloxano-co-
metilfenilsiloxano), pertencente a classe dos polissiloxanos fenil substituidos, que tém
sido extensivamente empregados em cromatografia gasosa®; no entanto, a sua
aplicacdo em CLAE ainda n&o é muito explorada.

A estrutura molecular do copolimero esta representada na Figura 4.

CH3 TH3 CH3
I

H3C—lSi— ?i— O|{— Si— O—}-Si—CHj,4
CH3 CH3 CH3 CH3

Figura 4. Formula estrutural do poli(dimetilsiloxano-co-metilfenilsiloxano).

1.3 Fases estacionarias do tipo fenil

As primeiras fases estaciondrias quimicamente ligadas para CLAE-FR
continham cadeias octadecil (C18), provavelmente devido a disponibilidade e ao baixo
custo dos reagentes cloro- ou alcooxioctadecilssilanos. Além disso, estes compostos
apresentam reatividade elevada com os grupos silandis da silica e este € um aspecto
muito importante, pois a silica empregada na época apresentava area superficial
reduzida, e era necessaria uma grande quantidade de ligante para que houvesse
retencdo suficiente dos analitos. Outro aspecto importante das fases C18 é o fato das
cadeias longas proporcionarem um bom recobrimento do suporte de silica e fases
estacionarias com maior estabilidade que as FE empregando ligantes de cadeia mais
curta, como C8°%’.

Por outro lado, as fases C18 tradicionais sao limitadas para a separagao de
analitos polares devido a baixa retencdo destes compostos na superficie altamente

hidrofébica da FE ou devido as interac6es indesejaveis entre 0s grupos basicos dos
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analitos e os silandis residuais da FE®. Um aumento da retencdo de compostos polares
pode ser obtido empregando-se maior quantidade de dgua na fase movel, porém, o uso
de FM contendo acima de 95 % de agua resulta no colapso da coluna cromatografica e
€ incompativel com deteccao por espectrometria de massas. Para minimizar as
interacdes entre os compostos basicos e 0s grupos silandis, a alternativa principal € o
emprego de solucédo tampao de sais inorganicos em condi¢des acidas ou alcalinas, no
entanto, conforme ja discutido, a estabilidade quimica das FE a base de silica é
limitada a valores de pH entre 2 e 8. Além disso, 0 emprego de sais inorganicos pode
reduzir o tempo de vida das colunas e dos sistemas cromatograficos se nao forem
tomados os devidos cuidados com relacdao a concentracdo dos sais e a limpeza do
sistema’?.

Estas limitacbes das fases C18 encorajaram as pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de fases estaciondrias alternativas, de diferentes comprimentos de
cadeia e/ou diferentes grupos funcionais ligados a silica, capazes de separar misturas
cada vez mais complexas, contendo compostos de diferentes polaridades. Dentro
destas fases podem-se destacar as fases do tipo fenil, que estdo entre as primeiras
fases n&o-alquilas introduzidas no mercado’.

A popularidade e a disponibilidade comercial das fases estacionarias para
CLAE-FR contendo grupos fenil ttm aumentado em ritmo acelerado. Atualmente, cerca
de 40 % das analises por CLAE-FR empregam colunas C18 e aproximadamente 10 %
empregam colunas do tipo fenil. Esta popularidade crescente das fases fenil reside na
seletividade diferencial em relacdo as fases C-alquilas tradicionais, devido a
capacidade de realizar interagbes -1 com analitos aromaticos, o que confere certa
polaridade a FE e permite o emprego de fases moveis contendo maior quantidade de
agua®.

As interac6es TT-1T sdo interagdes intermoleculares que ocorrem entre um doador
e um aceptor de elétrons nos sistemas que contém elétrons 1, ou seja, grupos
funcionais insaturados®. Em um sistema cromatografico, estas interacdes podem
ocorrer entre elétrons  da fase estacionaria e do analito. Este tipo de interacao é
favorecido quando a fase estacionaria fenil é rica em elétrons (base de Lewis fraca) e o
analito é pobre em elétrons (acido de Lewis fraco)®.
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Fases estacionarias contendo grupos fenil quimicamente ligados tém sido
empregadas com sucesso na separacao de isébmeros de posicao, tocoferdis,
flavondides, compostos aromaticos polinucleares, nitroaromaticos e farmacos®’""272,

A farmacopéia americana (USP)” classifica as fases estacionarias comerciais
que contém grupos fenil como L11 (definicdo: grupos fenil quimicamente ligados a
particulas porosas de silica). Atualmente, existem no mercado aproximadamente 100
tipos de fases estacionarias que se enquadram na definicdo citada anteriormente’. A
estrutura de uma fase fenil pode ser exemplificada pelo diagrama®® apresentado na

Figura 5.

X Grupo(s)
Espacador tenil

Silica = pura ou tradicional
R = OH, metila ou isopropila
Espacador = Cp a Cs

X = heteroatomo ou CH;
Grupos fenil = 1 ou 2 anéis
Capeamento = sim ou nao

Ligacdo = monomeérica ou polimérica

Figura 5. Diagrama representativo da estrutura de uma fase fenil®.

A silica empregada pode ser tradicional, de alta pureza ou hibrida. A tecnologia
de ligacao pode ser monomérica (por exemplo, as colunas ACE, nas quais R = metila e
Zorbax SB, em que R = isopropila) ou polimérica (por exemplo, Prodigy e Ascentis, nas
quais R = OH ou O-Si-O). O numero de atomos de carbono do espacador entre o
atomo de silicio e o anel aromatico pode variar de n = 0 a n = 6, proporcionando

diferentes graus de carater hidrofébico e aromatico a fase. A fase pode conter um ou
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dois grupos fenil, o que também influencia na hidrofobicidade e na aromaticidade da
fase. Pode existir um heteroatomo entre o espacador e o anel fenil, e a fase pode ser
capeada ou n&o, sendo possivel o capeamento com reagente polar®®.

A faixa de porcentagem de carbono (% C) das fases fenil € muito ampla,
podendo variar, por exemplo, de 2,5 % (Spherisorb) a 19 % (Ascentis fenil)®.

Os primeiros a ligarem grupos fenil & superficie da silica foram Neimark e
Chertov, em 1961, empregando como reagentes feniltriclorossilano e
difenildiclorossilano™.

Posteriormente, trés fases estacionarias foram preparadas por Szabé et al.”®
empregando silica modificada por fenil-metil-diclorossilano, difenil-diclorossilano e
trifenil-diclorossilano, para CLAE-FR. As colunas recheadas com as fases estacionarias
preparadas e uma coluna comercial C18 foram empregadas na separagdo de alguns
compostos aromaticos de diferentes polaridades. Comparando-se o desempenho das
colunas desenvolvidas com o desempenho da coluna C18, os autores observaram que
a coluna C18 apresentou maior retencdo para os compostos apolares (tolueno,
bromobenzeno, p-xileno e propilbenzeno), enquanto as colunas fenil apresentaram
maior retencao para os compostos mais polares (fenol, cresol, anisol, acetofenona e
benzoato de metila), concluindo que a fase C18 é menos polar que qualquer uma das
fases fenil preparadas, e a polaridade das fases fenil aumenta de acordo com o
substituinte silano ligado a silica na seguinte ordem: fenil-metil < difenil < trifenil.

Szabé et al.”” empregaram trés diferentes polissiloxanos fenil substituidos para
modificar a superficie da silica, obtendo-se fases estacionarias com diferentes
polaridades. Estas fases foram aplicadas na separacdo de alguns compostos
aromaticos por CLAE e seu desempenho foi comparado ao de uma fase estacionaria
monomérica preparada a partir de fenil-metil-diclorossilano. A ordem de eluigdo dos
analitos foi a mesma em todas as fases estacionarias preparadas, no entanto, as fases
poliméricas apresentaram maior retencdo para os compostos apolares (tolueno, p-
xileno, bromobenzeno e propilbenzeno) que a fase monomérica, enquanto a retencao
dos compostos mais polares (fenol, cresol, anisol, acetofenona e benzoato de metila)
foi maior na fase estacionaria monomérica. As fases poliméricas ndo apresentaram

diferencas significativas no que diz respeito a porcentagem de carbono e ao

15



recobrimento superficial do suporte de silica quando comparadas a fase monomérica,
entretanto, as caracteristicas hidrofébicas das fases poliméricas foram
significativamente maiores, o que pode ser devido as interacbes adicionais das
ligagdes siloxanos (essencialmente hidrofébicas) do modificador polimérico com os
solutos.

Yang et al.”® prepararam cinco fases estacionarias quimicamente ligadas do tipo
fenil a partir da ligagéo de poli(metilfenilsiloxano) com OH terminais e diferentes graus
de polimerizacao sobre a superficie da silica gel. As fases preparadas foram avaliadas
e seus desempenhos foram comparados ao de uma coluna comercial C18. Os
resultados das determinagbes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e
ciclossiloxanos indicaram uma contribuicdo significativa das interagdes -1 das fases
estacionarias com grupo fenil no processo de separacdo. Além disso, os autores
sugerem que o uso da CLAE empregando uma coluna que contenha elétrons 1T na fase
estacionaria é uma alternativa vantajosa em relacdo a cromatografia por permeacao
em gel para se investigar os mecanismos de reagédo envolvidos na formacdo de um
copolimero do tipo fenil. Para isso, baseiam-se no fato de que a CLAE-FR empregando
colunas fenil apresenta alta resolugdo para os monémeros, oligbmeros de cadeia
ciclica e intermediarios e possibilita a quantificacdo dos produtos e intermediarios de
reagcdo de maneira mais simples e rapida que a cromatografia por permeagéo em gel.

Goss” comparou o desempenho de duas colunas comerciais, uma contendo
grupo fenil e outra C18, na separacgao de acido salicilico e algumas de suas impurezas
e metabdlitos. A coluna do tipo fenil apresentou separagdes com picos mais simétricos
e com melhor resolugédo que a coluna C18, além disso, houve alteracdo na ordem de
eluicdo de alguns compostos, sugerindo diferentes interacées entre os analitos e os
dois tipos de fases estacionarias.

Letzel et al.®° desenvolveram um método para anélise de compostos aromaticos
de diferentes faixas de massa molar, estrutura e polaridade, baseado em cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. Os autores
empregaram uma coluna a base de silica modificada com grupos fenil e destacaram
que este tipo de coluna apresenta melhor resolucdo que uma coluna C18 para
compostos aromaticos mais polares, como os derivados de HPA parcialmente
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oxidados. O método desenvolvido empregou fase mével metanol:dgua no modo de
eluicdo por gradiente, e sua aplicabilidade foi demonstrada a partir da separacéo de 81
compostos (HPA, fendis, quinonas, acidos, lactonas e ésteres) em amostras de
interesse ambiental, médico e da area de combustiveis (dgua de lagos, urina humana e
amostras de diesel).

Yang et al®' investigaram a influéncia do metanol e da acetronitrila nos
mecanismos de retencdo do ingrediente ativo de um farmaco e algumas de suas
impurezas, empregando uma coluna C18 e uma coluna fenil. Nao foi possivel separar o
ingrediente ativo do farmaco de uma de suas impurezas empregando a coluna C18,
independente do solvente organico utilizado na fase mével (acetonitrila ou metanol).
Por outro lado, estes dois compostos puderam ser separados empregando-se a coluna
fenil e metanol como solvente organico, enquanto que a separacado nao pode ser obtida
nesta mesma coluna utilizando-se acetonitrila na fase mével. Para avaliar a influéncia
da acetonitrila na separacdo, os autores empregaram uma mistura ternaria de
solventes (metanol:acetonitrila:dgua) em seis propor¢des diferentes, e observaram um
aumento da resolucdo entre os dois compostos a medida que se aumentava a
proporcao de metanol em relagdo a acetonitrila. Como a coluna C18 n&o foi capaz de
separar estes compostos, presume-se que a polaridade dos dois é bastante similar e a
separacdo obtida na coluna fenil pode ser atribuida as interacées -1 entre os analitos
e os grupos fenil da fase estacionaria. Além disso, 0 aumento da concentracdo de
acetonitrila na fase mével parece suprimir essas interagdes T1-1, 0 que pode ser devido
ao aumento das interagdes entre a acetonitrila, que contém uma tripla ligagdo (C=N), e
a fase estacionaria fenil. Para confirmar este raciocinio, os autores empregaram as
mesmas colunas na separag¢dao de uma mistura contendo acido 1-naftéico e 1-naftol.
Quando a separacao foi feita empregando-se a coluna C18, as resolu¢des obtidas
foram muito parecidas tanto em acetonitrila como em metanol, com o acido 1-naftéico
eluindo antes do 1-naftol. Quando os autores fizeram a separacdo na coluna fenil
utilizando metanol na fase mével, a ordem de eluicdo dos compostos foi invertida e a
maior retencdo do acido 1-naftico pode ser devido as interacdes -1 entre a carbonila
e o grupo fenil da fase estacionaria. Conforme esperado, quando se empregou a

coluna fenil e acetonitrila ao invés de metanol, a ordem de eluicdo dos compostos foi
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invertida novamente, passando a ser a mesma da coluna C18, demonstrando o efeito
de supressdo das interacbes -1 entre os analitos e a fase fenil causado pela
acetonitrila.

Kayillo et al.®

avaliaram a seletividade e a retencdo do benzeno e de alguns
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos lineares e ndo lineares empregando 5 colunas
de fase reversa diferentes, todas elas da Phenomenex, sendo: SphereClone ODS (2)
C18 (reagente de capeamento apolar), C18 Aqua (capeamento com reagente polar),
propil-fenil (capeamento apolar), Synergi polar-RP (capeamento polar) e Cosmosil
5PBB (capeamento polar). As principais diferengas entre cada uma destas fases, além
do tipo de fase reversa, C18 e fenil, envolvem os diferentes tipos de capeamento
empregados, diferentes tipos de silica, e no caso das fases fenil, a Synergi polar-RP e
a Cosmosil 5PBB apresentam ligacao éter entre o anel aromatico e a cadeia propil.
Dentre as colunas avaliadas, a propil-fenil apresentou menor retencéo para todos os
compostos analisados, por exemplo, para eluicdo do pentaceno com fator de retencao
igual a 10 nesta coluna, a proporcao necessaria de metanol na fase movel foi de 43 %,
enquanto que na C18 Aqua, Synergi polar-RP e C18 foram 77, 78 e 81 %,
respectivamente. Por outro lado, o pentaceno foi fortemente retido na coluna Cosmosil
5PBB mesmo com 100 % de metanol na fase mével (k = 26,9). Os autores
demonstraram que as colunas do tipo fenil, principalmente a Cosmosil 5PBB e a propil-
fenil, apresentam melhor separacdo para o benzeno e HPA lineares homdlogos
(benzeno, naftaleno, antraceno, 2,3-benzantraceno e pentaceno) que as colunas C18 e
C18 Aqua, podendo ocorrer coeluicdo do 2,3-benzantraceno com antraceno nestas
duas colunas, dependendo da forca cromatografica da fase mével. A melhor separacao
para os HPA homdlogos lineares é decorrente das interacdes -1 que as fases fenil
conseguem realizar com os HPA. A coluna propil-fenil proporcionou interagdes mais
fortes entre a fase estacionaria e os analitos, apesar de apresentar o menor
recobrimento superficial e a menor densidade de ligante entre as colunas avaliadas,
evidenciando que um recobrimento superficial elevado n&o fornecera necessariamente
uma superficie ideal para interagdes com os analitos. Para os HPA isbmeros estruturais
contendo 4 e 5 anéis, as melhores separacdes foram obtidas empregando-se as
colunas C18, C18 Aqua e propil-fenil, e ocorreram mudancas significativas na ordem de
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eluicdo dos isémeros nas colunas do tipo fenil em comparag¢dao com a ordem de eluicao
nas colunas C18. A partir da maioria das analises, os autores concluiram que a coluna
Synergi polar-RP apresentou comportamento mais préximo aos das colunas C18, o
que pode ser devido a orientacdo espacial do anel aromatico em relagdo a superficie
da silica, que difere da orientagdo encontrada nas colunas propil-fenil e Cosmosil
5PBB.

Dando continuidade ao trabalho citado anteriormente, os mesmos autores®®
investigaram as interacdes termodindmicas responsaveis pela retencdo de uma série
de HPA lineares, empregando as colunas do trabalho anterior®. A partir da avaliagéo
das variacdes de entalpia e entropia da retencdo em funcdo do numero de anéis
aromaticos dos analitos, os autores observaram diferencas significativas entre as
interacdes termodindmicas que ocorrem nas duas colunas C18, que podem ser devido
as densidades de ligante diferentes e a polaridade do reagente de capeamento
empregado em cada uma destas fases. As interagdes termodindmicas observadas na
coluna Synergi polar-RP foram similares as da coluna C18 Aqua, e ambas séo
capeadas com reagentes polares, indicando que estes grupos devem influenciar no
processo de retencdo pois, embora ndao sejam responsaveis pela interagdo com o
analito, eles devem provocar uma limitacdo na reordenacdo das cadeias C18 e dos
grupos propil-oxi-fenil durante a interacdo com os analitos. As interagdes
termodinamicas observadas na coluna propil-fenil foram significativas, apesar da
densidade de ligante desta coluna ser menor que das demais, corroborando com o alto
grau de seletividade desta fase observado pelos autores no trabalho anterior®. Os
autores também avaliaram os formatos dos picos nas diferentes colunas empregadas e
observaram que as colunas C18, C18 Aqua, Synergi polar-RP e Cosmosil 5PBB
apresentaram picos relativamente simétricos, com valores de assimetria entre 1,2 e
1,4, enquanto a coluna propil-fenil apresentou picos com caudas significativas, e
valores de assimetria préximos de 2,2. Em consequéncia disto, os autores passaram a
suspeitar da existéncia de interacdes -1 indesejaveis ocorrendo na superficie da fase
propil-fenil ou do baixo recobrimento superficial e do capeamento parcial desta fase
estar deixando a superficie da silica exposta. A existéncia de interagbes Tr-1m
indesejaveis foi avaliada a partir da eluicdo do criseno na coluna propil-fenil
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empregando-se duas fases mdveis com a mesma forca cromatografica, uma com
metanol e outra com acetonitrila como modificadores organicos. A assimetria do pico
diminuiu de 2,2 para 1,9 em acetonitrila, devido a capacidade deste solvente de reduzir
as interagdes 11-11, € consequentemente, a cauda do pico, descartando a hipétese de
interacao entre os analitos e a superficie exposta da silica.

Durante o desenvolvimento dos dois trabalhos descritos anteriormente®®®, os
autores observaram diferencas na retencado de alguns compostos quando utilizavam
colunas contendo a mesma fase estacionaria, porém de lotes diferentes. Por este
motivo, desenvolveram um terceiro trabalho® com o objetivo de comparar a
reprodutibilidade de 3 colunas contendo fases estacionarias propil-fenil de lotes
diferentes. Para isso, avaliaram diferentes parametros cromatograficos, entre eles
retencdo, assimetria de pico, seletividade e interacdes estéricas e entélpicas, a partir
da separagdo de alguns HPA. Uma das colunas avaliadas, coluna 2, apresentou
retencdo absoluta significativamente menor que as outras duas para os compostos
testados e ndo foi capaz de separar os grupos de HPA nao lineares e os isbmeros
contendo 4 e 5 anéis. As colunas 1 e 3 apresentaram seletividade similar para os
grupos de isdmeros, enquanto a coluna 1 apresentou maior seletividade para todos os
compostos analisados. Apesar de diferencas na retencdo absoluta e no formato de
picos, a avaliagdo do comportamento termodindmico das fases a partir das medidas de
variacdo de entalpia e de entropia dos HPA nas colunas 1 e 3 mostrou que o
mecanismo de retencdo envolvido nas duas colunas é o mesmo. Em outras palavras, o
processo fundamental que garante a seletividade é uniforme, o que deve ser a
caracteristica mais importante a ser avaliada na escolha de uma fase estacionaria, uma
vez que a retengdo pode ser controlada por meio de ajustes na composicao da fase
movel.

Euerby et al® avaliaram 21 fases estacionarias do tipo fenil disponiveis
comercialmente no que diz respeito ao recobrimento superficial, seletividade
hidrofébica, seletividade estérica, capacidade de formacédo de ligacdo de hidrogénio,
capacidades de troca ibnica em pH 2,7 e pH 7,6 e seletividade aromatica (interagdes -
). Estas fases foram comparadas com fases C-alquilas correspondentes, trés fases

pentafluorfenil e uma série de fases fenil experimentais cujas estruturas sao
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conhecidas. Avaliando a seletividade aromatica das fases a partir do fator de
seletividade (a) entre o pentilbenzeno e a o-terfenila (apgio = Kpentibenzeno/Ko-terfeniia), 0S
autores observaram que todas as fases C18 analisadas apresentaram valores de apg/o
> 1, 0 que significa que o pentilbenzeno € mais retido que a o-terfenila nestas fases.
Por outro lado, as fases fenil, nas quais estao presentes interacdes -1, apresentaram
valores de apgio < 1, ou seja, a o-terfenila é mais retida que o pentilbenzeno nestas
fases. Ainda com relacao a seletividade aromatica, os autores avaliaram as diferentes
fases estacionarias a partir da separacdo de alguns compostos nitroaromaticos
(nitrobenzeno, os isdmeros 2, 3 e 4-nitrotolueno, dinitrotolueno e trinitrobenzeno) e, de
acordo com a ordem de eluicdo dos mesmos em cada tipo de fase estacionaria,
concluiram que o0 mecanismo de interacao hidrofébica predomina nas fases C-alquila,
enquanto nas fases fenil as interagbes -1 influenciam fortemente os mecanismos de
retencdo, em adicdo as interacdes hidrofdbicas. Apesar disto, existem divergéncias na
seletividade destes compostos na maioria das fases do tipo fenil analisadas,
evidenciando que estas fases apresentam interacées -1 distintas com os analitos, o
que pode ser atribuido as diferengcas na estrutura quimica de cada fase estacionaria,
principalmente o comprimento da cadeia alquila do espagador entre o atomo de silicio e
o anel aromatico e o tipo de heteroatomo ou grupo adjacente ao anel aromatico (Figura
5). Com relagdo ao espacador, a seletividade aromatica aumenta a medida que
aumenta o comprimento da cadeia alquila, permitindo melhor acesso do analito ao anel
aromatico da fase estacionaria quando este esta mais distante da superficie da silica,
facilitando as interacdes 1r-11. Analisando-se o heteroatomo ou grupo adjacente ao anel
aromatico, quanto maior a eletronegatividade do mesmo, maior a intensidade dos
efeitos de conjugagéo eletrénica no anel, tornando-o mais rico em elétrons, o que
resulta em interagbes m-m mais elevadas. Para os substituintes analisados pelos
autores, a ordem de seletividade aromatica obtida foi: X = CH2 < O < NH. Comparando-
se as fases fenil com as pentafluorfenil, a principal diferenca observada com relacéo a
seletividade cromatografica foi que as ultimas apresentam melhor seletividade espacial
e menor seletividade aromatica que as fases fenil. A hidrofobicidade das fases fenil foi
menor que das fases C18 correspondentes. Em geral, as fases fenil apresentaram
maior capacidade de formacao de ligagdes de hidrogénio que as fases C-alquila, no
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entanto, os autores sao cautelosos com relacdo a esta afirmagdo, pois o analito
empregado para este teste, a cafeina, pode ser retido pelas fases fenil por meio de
ligagdes de hidrogénio e por interagbes aromaticas. Conforme esperado, as fases fenil
que contém cadeias de carbono mais longas como espacador, como as fases fenil
hexil, apresentaram maior hidrofobicidade, maior seletividade espacial e aromatica,
menor interagdo por troca ibnica e maior capacidade de formacao de ligagdo de
hidrogénio (0 que pode ser resultado da maior seletividade aromatica e ndo das
ligagdes de hidrogénio de fato).

A partir dos trabalhos descritos anteriormente, pode-se observar que as FE
contendo grupos fenil apresentam vantagens na maioria das separagdes de compostos
aromaticos em relacédo as FE convencionais do tipo C18. Estas vantagens resultam da
presenga dos anéis aromaticos que conferem polaridade intermediaria @ FE contendo
grupos fenil e tém um papel importante na separacao, gracas as interacoes tipo n-n

com os analitos.
1.4 Avaliacao das colunas cromatograficas

As colunas cromatograficas sdo avaliadas através da analise de parametros
calculados’ a partir de medidas obtidas nos cromatogramas de misturas de compostos
previamente selecionados.

Na Figura 6 esta apresentado um cromatograma tipico obtido na separacao de

uma mistura de dois componentes'.

22



A
tee : :
3

5 — At —
i3] t 1N Iy
3 R1 Py "I \
9 1
b 1
'g le— tM —»: :
8 1 1
1] 1 !
o | 1
g | |
Jlo ! :

(- - :
g |
] ! '
= ! 1
= | 1
' |
A |
1
1

Tempo

_ﬁ.
N
1
1
|

1 1
\
1
1 1
1

Figura 6. Cromatograma com as medidas empregadas na determinagdo dos
parametros cromatograficos.

Tempo de retencao do soluto (tgr) € o tempo gasto desde o momento da
injecao do soluto até a detecgdo do maximo do pico correspondente.

Tempo de retencao de um composto nao retido pela fase estacionaria ou
tempo de retardamento da fase moével (tm) € o tempo gasto por um composto nao
retido pela fase estacionaria para percorrer 0 sistema cromatogréafico desde a injecao
até a chegada no detector.

Tempo de retencao ajustado (t’g) € o tempo em que o soluto fica retido na fase
estacionaria, sendo calculado por:

t'e=ty—t, (1)

Fator de retencao (k) é calculado pela razao entre os tempos em que o soluto

fica retido na fase estacionaria e caminhando junto com a fase modvel, sendo

determinado pela Equagéo 2:

k= 2)

Os valores ideais para k variam de 1,0 a 10,0. Valores menores que 1,0 indicam
pouca interacdo entre o soluto e a fase estacionaria, enquanto valores maiores de 10
indicam interagdo muito forte com a fase estaciondria, resultando em analises
demoradas.

Resolucao entre picos (Rs) € o parametro que indica se ocorreu ou nao uma

boa separacao entre dois picos adjacentes e pode ser calculada pela Equacao 3.
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RS — 2( lry —lpi j:1’177( Iry — g j (3)
Wy + Wy, Wy Wy

onde: try € tre = tempos de retencao de dois picos adjacentes envolvidos no calculo;

Wh1 € Wp2 = largura dos picos na base, em unidades de tempo;

Wh1 € Wh2 = largura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo.

Valores de Rs iguais a 1,00 sao suficientes para fins quantitativos, enquanto
valores de Rs acima de 1,50 indicam separacao dos compostos na linha de base.

Numero de pratos (N) é o parametro relacionado a eficiéncia cromatografica.
Um prato equivale a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase estacionaria e a
fase movel. Quanto maior o niumero de pratos, mais equilibrios existirdo, maior sera a
eficiéncia e, portanto, melhor a separacdo. Na pratica, o numero de pratos é uma
medida do alargamento do pico que ocorre quando o analito passa através do sistema
cromatografico e pode ser calculado pela Equacéo 4.

2
N= 5,545(I—Rj (4)
Wy

Como existem colunas com diferentes tamanhos, para poder compara-las é

usual expressar a eficiéncia em pratos por metro (N/m).

N
N/m=— 5
m="> ®)

onde: L = comprimento da coluna, em metros

Qualitativamente, a eficiéncia pode ser avaliada pelo formato do pico
cromatografico. Quanto mais estreito for o pico, maior é a eficiéncia da coluna na
separacédo do soluto a que o pico se refere.

A expressao para o calculo de numero de pratos, ou seja, a eficiéncia descrita
na equacao 4, é valida para picos simétricos. Para picos assimétricos, existem erros no
calculo de N se a equacao 4 for utilizada. Por essa razéo, deve-se calcular o fator de
assimetria (As) do pico a 10 % de sua altura.

Fator de assimetria do pico a 10 % da sua altura (Asio) € uma medida da
proporcao entre as duas partes de um pico cromatografico no sentido horizontal a 10 %
da sua altura. A literatura™ indica que Asi deve ter valores de 0,9 a 1,2. Embora
menos desejaveis, valores entre 0,8 e 1,6 sdo admitidos’®. Escolheu-se realizar a
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medida a 10 % da altura do pico para se evitar que a instabilidade da linha de base
interfira nos calculos.
A Figura 7 apresenta a forma como é feito o calculo do fator de assimetria do

pico’:

»
»

™3

S _CB

£ As='AC

3

]

k-]

)

°

8

7]

]

o

3

o
10 % da altura do
»  pico

Figura 7. Calculo do fator de assimetria.

A avaliagdo comparativa entre colunas também pode ser feita usando a medida

da altura de prato (H):

H =N (6)

A eficiéncia de uma coluna também pode ser expressa por meio da equacao
classica de van Deemter, em fung&o da altura de prato (H):
B
H=A+—+Cu (7)
u

onde: u = velocidade linear da fase mével, obtida pela Equacéo 8:
H= a (8)
O termo A, da Equacéo 7, é a difusao turbilhonar responséavel pelo alargamento
dos picos devido aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto no
interior da coluna cromatogréafica. Uma forma de minimizar este efeito € utilizar colunas

de diametro interno reduzido e particulas pequenas e uniformes.
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O termo B, difusdo longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecular do
soluto na FM e pode ser minimizado empregando-se maiores velocidades lineares de
fase movel.

O termo C equivale a transferéncia de massa e corresponde ao alargamento da
banda devido a dificuldade de transferéncia de massa do soluto entre a FM e a FE. O
termo C esta subdividido em Cy e Cs, sendo Cu a transferéncia de massa na FM e Cs,
a transferéncia de massa na FE. Para minimizar o termo C, o ideal € que a espessura
da fase estacionaria que recobre o suporte seja a menor possivel.

O gréfico de H vs u fornece uma curva, como a da Figura 8, que é conhecida
como curva de van Deemter'. A curva de van Deemter mostra que existe uma vazao
6tima, que esta diretamente relacionada com a velocidade linear étima (usima), Na qual
H tera um valor minimo e corresponde ao valor maximo de eficiéncia da coluna. Na

pratica, esta € a maneira de selecionar a vazao 6tima de uma corrida cromatografica.

B
T H=A+B/u+Cu
Cu
Hml’nimo 1
A
Py -T"
v Velocidade linear da FM (m s)

Motima
Figura 8. Curva de van Deemter hipotética mostrando a relagdo entre eficiéncia e
velocidade linear média da fase mével.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho € o preparo de novas FE, sorvidas e imobilizadas

por tratamento térmico, de poli(dimetilsiloxano-co-metilfenilsiloxano) sobre silica n&o

modificada ou zirconizada, que apresentem alta eficiéncia, estabilidade quimica e

reprodutibilidade. Definir, com base em testes fisicos, quimicos, e cromatograficos, as

caracteristicas das novas FE, sua seletividade, estabilidade quimica e campo de

aplicacao.

Para alcancar o objetivo geral, foram definidas as seguintes metas:

1) Obtencéao da silica zirconizada a partir da reagdo da silica ndo modificada com

tetrabutdxido de zirconio.

2) Caracterizagdo das particulas de silica zirconizada, empregando métodos fisicos

3)

4)

5)

e quimicos.

Preparo das fases estacionarias empregando o método de evaporacao estatica
do solvente e imobilizacao por tratamento térmico do PDMFS sobre as particulas
de silica e silica zirconizada.

Otimizagdo das condi¢cdes de imobilizacdo das fases estacionarias para a
obtencao de colunas com bom desempenho cromatografico.

Caracterizagdo fisico-quimica e cromatografica das fases estacionarias

preparadas.

6) Avaliacdo da aplicabilidade das fases estacionarias na separagéo de diferentes

classes de compostos.

7) Avaliacdo da estabilidade quimica das fases estacionarias empregando

condicoes alcalinas de fase mével.
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3. Parte Experimental

3.1 Reagentes e colunas

e Acenafteno, 99 %, Sigma-Aldrich

e Acetofenona, 99 %, Vetec

e Acetonaftileno, 99 %, Aldrich

e Acido fosférico, 85 %, Nuclear

e Acido nitrico p.a., Synth

e Agua deionizada, Milli-Q, Millipore

e Amitriptilina, 99 %, Aldrich

e Benomil, 99,4 %, Riedel-de Haen

e Benzeno p.a., Synth

e Benzilamina, 99 %, Merck

e Benzoato de metila, Carlo Erba

e Benzonitrila, Riedel-de Haen

e Butilbenzeno, 98 %, Merck

e Cafeina, 100 % USP, Sigma-Aldrich

e Cianazina, 98 %, Cyanamid

e Cloroférmio, grau HPLC, Tedia

e Coluna C18 Nova Pak® Waters, 4 pum,
150 mm x 3,9 mm d.i.

e Coluna Fenil-hexil Zorbax® Eclipse
Plus, Agilent, 5 um, 150 mm x 4,6 mm
d.i.

e Dextromertofano, 99 %, Sigma

e Diazepan, Medley

e Diclorometano, p.a., Tedia

e Diurom, 99,3 %, Du Pont

e Fenol, 99 %, Sigma-Aldrich
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Hidroxido de sddio, 97 %, Ecibra
Isopropanol p.a., Tedia
Levofloxacina, Medley

Linurom, 99,5 %, Hoescht
m-Cresol, 99 %, Merck

Metanol, grau HPLC, Tedia
N,N-dimetilanilina, 98 %, Fluka
Naftaleno, Carlo Erba

Nortriptilina, 98 %, Sigma
o-Terfenila, 99 %, Merck

Oxido de Zirconio, 99,9 %, Sigma-
Aldrich

p-Xileno, BDH Laboratory Supplies
Paratiom, 99, 5 %, Du Pont

Peneira molecular de 3 A, Alfa
Inorganics Ventron

Pentilbenzeno, 98 %, Merck

Pireno, 98 %, Aldrich
Poli(dimetilsiloxano-co-
metilfenilsiloxano) (PDMFS), Sigma-
Aldrich

Propilbenzeno, 98 %, Aldrich

Silica Kromasil, Akzo Nobel, particulas
de 5 um e didmetro de poros de 11,1 nm
Tebutiurom, 99,5 %, Chem Service

Tetrabutdxido de Zircénio, 80 %, Sigma-



e Fluoranteno, 99 %, Aldrich Aldrich
e Fluoreno, 99 %, Aldrich
e Fosfato de dipotassio dibasico anidro, e Tolueno p.a., Merck
99 %, Synth Trifenileno, 98 %, Fluka
e Fostato de potassio monobasico anidro, e Trimetilclorossilano (TMCS), 99 %, Fluka
99 %, Synth Uracila, 98 %, Sigma-Aldrich
e Hexametildissilazano (HMDS), 99 %,
Fluka

Tetraidrofurano, grau HPLC, Tedia

3.2 Equipamentos

e Agitador do tipo vértex, Phoenix, modelo AP56.

e Agitador magnético, Corning GlassWorks, modelo PC-351.

e Agitador rototorque, Cole Parmer, modelo 7637-01.

e Analisador elementar (CHN), Perkin Elmer, modelo 2400.

e Analisador termogravimétrico, TA Instruments, modelo TGA-2050.

e Balanca analitica com precisédo de 0,0001 g, Fisher Scientific, modelo A-250.

e Banho de ultrassom, Thornton, modelo T14.

e Banho ultratermostatizado, Marconi, MA-184.

e Centrifuga Fisher Scientific, modelo 225.

e Cromatdgrafo a liquido Shimadzu, constituido de bomba de alta pressao modelo LC-
10AD; detector UV-Vis modelo SPD-10AV; forno de coluna CTO-10AS e injetor
Rheodyne, modelo 7725i, com alca de amostragem de 5 pL; programa
computacional de aquisicao e tratamento de dados ChromPerfect Spirit versao 5.5.6,
da Justice Laboratory (sistema utilizado em todas as analises cromatograficas,
exceto nos estudos de estabilidade).

e Cromatdgrafo a liquido Shimadzu, constituido de bomba de alta pressao modelo LC-
10AD; detector UV-Vis modelo SPD-10A; forno de coluna CTO-10AS; injetor
automatico Shimadzu, SIL-10AD e um sistema controlador SCL-10A; programa
computacional de aquisicdo e tratamento de dados CLASS-VP, da Shimadzu

(sistema cromatografico utilizado para avaliacdo da estabilidade das colunas).
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Espectrometro de absorcao na regidao do infravermelho FT-IR Bomem MB Series,
modelo 3102, utilizado para a analise das amostras em pastilha de KBr e das
amostras liquidas (PDMFS).

Espectrometro de absor¢cdo na regido do infravermelho FT-IR Nicolet 520, utilizado
para a obtencéo dos espectros de refletancia difusa.

Espectrofotdbmetro de absorcédo na regido do UV-Vis, Varian, modelo CARY 5G, com
acessorio de refletancia difusa.

Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X, Shimadzu, modelo EDX-720,
constituido por um tubo de Rh e um detector semicondutor de Si(Li).

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker ASX 300 Avancell.

Estufa a vacuo, Yamato, modelo ADP-21.

Forno tubular, EDG, modelo 10P-S.

Mandril, Shulz, modelo FSB, para polimento das colunas.

Microscépio Eletrénico de Varredura Jeol JMS 6360-Lv.

pHmetro, Digimed modelo DM 21.

pHmetro, Metrohm modelo 827 US.

Porosimetro, Micrometrics, modelo ASAP 2010.

Sistema de deionizacao de agua, Milli-Q-Plus, Millipore.

Sistema de enchimento de colunas composto por uma bomba de alta pressao,
pneumatica, pressurizada com nitrogénio, para enchimento de colunas, com faixa de
pressao de 1000 a 15000 psi, Haskel, modelo 51769.

Sistema de extragdo em fluxo continuo, constituido de bomba de alta pressao,

Waters, modelo 510, para extragdo do excesso de polimero.

3.3 Suporte cromatografico

Como suporte cromatografico utilizou-se a silica porosa Kromasil, da Akzo

Nobel, tipo B, forma esférica, tamanho de particula de 5 um, tamanho de poro de

11,1 nm, lote 5052. Utilizou-se a silica sem modificacdo de sua superficie e a silica

zirconizada, cujo preparo esta descrito a seguir.
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3.3.1 Preparo do suporte de silica zirconizada

A sintese do suporte de silica zirconizada foi divida em duas etapas, na primeira
foi promovida a ligacdo do reagente tetrabutdéxido de zircbnio a silica, enquanto na
segunda, fez-se a hidrélise dos grupos butéxidos que ndo reagiram com a silica. O
procedimento de metalizacdo empregado foi o mesmo otimizado por Faria et al.*’, no
qual se usaram: silica ndo-ativada, tolueno, 5 h de reacéo sob temperatura de 40 °C e
tetrabutoxido de zirconio.

Em um tubo de ensaio com rosca de vedacao, foram colocados 2,5 g de silica e
6,8 mL de tetrabutoxido de zircénio em 15 mL de tolueno previamente seco em peneira
molecular de 0,3 nm. Essa mistura foi agitada em agitador vértex até a sua
homogeneizacgéo e depois foi transferida para um banho ultrassénico por 10 min, com a
finalidade de eliminar bolhas de ar. Em seguida, o tubo contendo a mistura foi deixado
em banho termostatizado a 40 °C por 5 horas. Durante este tempo de reacao, o tubo foi
retirado de 30 em 30 min para agitacdo no vortex durante 5 min. Apds o periodo no
banho termostatizado, a silica ja zirconizada, mas nao hidrolisada, foi centrifugada
durante 15 min a 3400 G, e o sobrenadante foi descartado. Adicionaram-se 15 mL de
tolueno anidro e agitou-se a mistura no vortex até sua homogeneizacdo. A mistura foi
deixada no ultrassom por 3 min e centrifugada até deposicdo completa do material.
Esta sequéncia foi repetida por 4 vezes, com o objetivo de se eliminar todo o
tetrabutdxido de zircdnio que ndo reagiu durante as 5 horas.

A segunda etapa do preparo do suporte consistiu na hidrélise do material para
eliminacao dos ions tetrabutéxido da superficie. O tolueno foi evaporado com auxilio de
um fluxo de N» e em seguida foram adicionados 20 mL de HNO3z 1 x 10° mol L. A
mistura foi submetida a agitacdo no vortex e ultrassom por 3 min, ficando em repouso
por 15 min, em seguida, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante removido. O
proximo passo consistiu na lavagem do material com agua, agitagdo no vortex e
centrifugagéo. A silica zirconizada foi seca em estufa a 120 °C por 17 h. Em seguida,
repetiu-se todo o procedimento de metalizacao, sobre a mesma aliquota de silica, para
a obtencdo da dupla camada de zirconio.
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3.4 Fase estacionaria liquida

Como fase estacionaria liquida foi empregado o copolimero do tipo fenil
poli[dimetilsiloxano(48-52 %)-co-metilfenilsiloxano(52-48 %)] (PDMFS), 550® fluid,
Sigma-Aldrich, cédigo do produto 37848-8, lote 01113TU, viscosidade 125 cSt (25 °C)
e densidade 1,065 g mL™" (25 °C).

3.5 Colunas cromatograficas

As colunas utilizadas neste trabalho apresentam, em média, 60 mm de
comprimento e 4 mm de didmetro interno e foram confeccionadas na oficina mecéanica
do IQ-UNICAMP, a partir de tubos de aco inoxidavel 316, sem costura. Cada coluna é
acompanhada pelos seguintes acessorios: 2 mangas com filtros retentores, 2 redutores
de volume e 2 porcas terminais, que sdo conectados em cada uma das suas
extremidades, de acordo com a Figura 9'®. Além destes acessérios, sdo usados
parafusos de vedacgao, para armazenar a coluna quando esta ndo esta sendo utilizada

em analises, evitando-se o ressecamento do leito cromatografico.

Figura 9. Coluna cromatografica e suas conexdes. a) porcas terminais, b) corpo da
coluna, ¢ ) manga com filtro retentor e d) redutor de fluxo.

As paredes internas das colunas foram polidas usando a técnica desenvolvida
no LabCrom, por Collins et al.®°. Esta etapa do trabalho é necesséaria para garantir que
a superficie interna contribua para melhor fluidez da FM durante o enchimento das

colunas, bem como durante as andlises, assegurando uma boa eficiéncia
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cromatografica. A técnica emprega uma haste metalica, de didmetro menor que o tubo
da coluna, recoberta com 14 de agco e pasta de polimento contendo particulas
abrasivas. A haste é presa a um mandril, e, por ela, o tubo da coluna é passado
inumeras vezes, em movimento de sobe e desce. O processo de polimento foi aplicado
até a obtencdo de uma superficie interna livre de imperfeicées. Apds o polimento, os
tubos foram lavados com detergente e dgua para remocao do excesso de pasta de
polimento. Finalmente, as colunas foram deixadas em &cido nitrico 50 % (v/v) por 24

horas e lavadas com agua e etanol, para garantir sua limpeza completa.
3.6 Preparo das fases estacionarias
3.6.1 Sorcao do polimero sobre o suporte

A sorcao do polimero a superficie e aos poros do suporte, tanto da silica nao-
modificada como da silica zirconizada, foi feita utilizando-se o método de evaporacao
estatica do solvente®. Para isso, preparou-se, separadamente, uma suspensio de
silica, previamente ativada em estufa a 150 °C por 16 horas, e uma solucdo do
polimero, ambas em diclorometano, na proporcdo de 10 mL de solvente para cada
grama de material. A solugcdo do polimero foi agitada durante 10 minutos em agitador
magnético, enquanto a suspensado de silica foi sonicada pelo mesmo intervalo de
tempo. Em seguida, a solucéo polimérica foi adicionada lentamente a suspenséo de
silica; a mistura foi agitada durante 10 minutos, sonicada por mais 10 minutos, agitada
durante 3 horas e deixada em repouso na capela por 6 dias, para que o solvente
evaporasse lentamente. A carga de polimero utilizada foi calculada a partir do produto
de densidade do PDMFS (p = 1,065 g mL") e do volume total de poros do suporte
(silica ndo modificada V,= 0,86 mL g e silica zirconizada V,= 0,72 mL g'), X = prowmrs
x Vp, em que X representa a quantidade minima de PDMFS necessaria para preencher
todos os poros da silica. Fazendo-se os calculos, os valores obtidos foram 48 % de
PDMFS para a silica ndo-modificada e 43 % para a silica zirconizada, sendo assim,
utilizando excesso de PDMFS de 2 %, prepararam-se FE com cargas de polimero de
50 % sobre a silica pura e 45 % sobre a silica metalizada.
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Apoés a sor¢do do PDMFS ao suporte, o material foi submetido ao procedimento
de imobilizacao por tratamento térmico. Esta etapa se faz necessaria, pois aumenta a
intensidade da interacdo do polimero com o suporte, evitando a sua lixiviagdo com a

passagem continua de fase movel.
3.6.2 Imobilizacao térmica

Para o tratamento térmico, cerca de 2 g de FE com o PDMFS sorvido foram
colocadas em um béquer de 50 mL e este foi levado a estufa para a imobilizacdo do
polimero sobre o suporte.

Com base nos resultados apresentados por Lourengo®®, as FE foram preparadas
sobre o suporte de silica ndo modificada, variando-se o tempo e a temperatura de
imobilizacao, a fim de se determinar as condi¢des que fornecessem FE com melhores
desempenhos cromatograficos. As diferentes condicbes de imobilizacdo térmica
empregadas estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Experimentos realizados empregando-se diferentes condi¢cdes de tempo e
temperatura de imobilizacdo das FE.

Condicoes de imobilizagcao

Experimentos
Temperatura (°C) Tempo (h)

130 4

150

130

150

140

140

N OO o B W =
o O O 00 00

140

3.6.3 Extracao do excesso de polimero

A quantidade de polimero que ndo se imobiliza ao suporte deve ser removida

antes do enchimento da coluna cromatogréfica, a fim de se obter uma camada fina do
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polimero sobre o suporte, resultando em maiores velocidades de transferéncia de
massa do soluto entre a FM e a FE e, consequentemente, maior eficiéncia.

A extracdo das FE foi feita no sistema de extragdo com fluxo continuo, citado no
item 3.2, empregando a seguinte sequéncia de solventes e 0s respectivos tempos de
eluicdo: 1) cloroférmio durante 3 horas e 2) metanol durante 2 horas. Estes solventes
foram bombeados, a uma vazao de 1,0 mL min™', através da fase contida em um tubo
de aco inoxidavel (comprimento 80 mm, didmetro interno 13 mm). Esta sequéncia de
solventes vem sendo empregada no LabCrom para o preparo das FE a base de
polissiloxanos fenil substituidos®*2°.

ApGs a extracdo, a fase estacionaria foi retirada do reservatorio, transferida para
um béquer e deixada em capela sob fluxo de N, para evaporacdo do solvente. Apés
esta etapa, uma parte da FE foi submetida a reacdo de capeamento, enquanto as
demais partes foram analisadas por técnicas de caracterizacdo fisico-quimica e
preparadas para o enchimento das colunas para avaliagdo cromatografica.

3.6.4 Capeamento

A reacao de capeamento das FE foi feita apds a imobilizacdo do PDMFS
buscando-se uma melhor protecdo dos grupos -OH dos suportes de silica e silica
zirconizada. Para isto, em um bal&o tritubulado de 500 mL foram adicionados 5,0 g de
FE previamente seca em estufa durante 12 h e 100 mL de tolueno anidro (seco em
peneira molecular). A este baldo foi conectado um sistema para refluxo em atmosfera
inerte (gas N2), conforme ilustrado na Figura 10. Ao baldo contendo a solugéo de FE
em tolueno foram adicionados 35 mL de trimetilclorossilano (TMCS) e 15 mL de
hexametildissilazano (HMDS). Esta mistura foi mantida sob agitacdo branda em
temperatura de refluxo do tolueno (~ 110 °C) durante 48 h. Apds este periodo, a
solugéo foi transferida do baldo para um funil de placa porosa n°. 4 para filtragao, sob
vacuo, do material sélido. O material foi submetido a etapas de lavagens sequenciais
com aproximadamente 25 mL de tolueno, 25 mL de isopropanol, 25 mL de metanol e
25 mL de metanol:agua 1:1 (v/v) para remocao dos residuos dos reagentes. Em
seguida, a FE capeada [Si(PDMFS)ec ou SiZr(PDMFS)ec] foi transferida
guantitativamente para um frasco e este foi mantido em estufa a 110 °C por
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6 h para a volatilizagao dos solventes. A Figura 10 apresenta o sistema utilizado para a
reacao de capeamento.

Figura 10. Sistema de refluxo para a reacédo de capeamento.

As diferentes FE preparadas neste trabalho foram denominadas de acordo com
a terminacéo a seguir:

PDMFS imobilizado sobre silica ndo modificada: Si(PDMFS)

PDMFS imobilizado sobre silica zirconizada: SiZr(PDMFS)

PDMFS imobilizado sobre silica ndo modificada, capeada: Si(PDMFS)ec

PDMFS imobilizado sobre silica zirconizada, capeada: SiZr(PDMFS)ec

3.7 Testes com outro polissiloxano fenil substituido - poli(metilfenilsiloxano)
(PMFS)

O polissiloxano escolhido inicialmente para o desenvolvimento deste trabalho foi
o poli(metilfenilsiloxano) (PMFS), empregado anteriormente por Fioravanti®® para o
preparo de fases estacionarias para CLAE-FR.

A estrutura do poli(metilfenilsiloxano) esta mostrada na Figura 11.
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Figura 11. Férmula estrutural do poli(metilfenilsiloxano).

Algumas fases estacionarias foram preparadas no inicio trabalho a partir do
PMFS. O procedimento de preparo destas fases, empregando suporte de silica nao
modificada, foi o mesmo descrito anteriormente para o PDMFS, com mudancgas apenas
nas temperaturas e tempos empregados para o tratamento térmico. Apesar de alguns
bons resultados terem sido obtidos com as FE preparadas a partir do PMFS, estas
fases apresentaram problemas de repetibilidade durante a avaliacdo das melhores
condicoes de imobilizacado térmica do polimero.

Antes de se optar pela troca do polissiloxano, varios testes foram feitos
buscando-se solucionar o problema da repetibilidade das FE. Primeiramente fez-se a
troca do equipamento utilizado para o tratamento térmico das FE, que inicialmente
estava sendo feito em um forno tubular e, ap6s o problema, passou a ser feito em uma
estufa. Os outros testes envolveram a troca do lote de PMFS e a troca do
diclorometano, neste caso, foram empregados solventes de diferentes fabricantes e
graus de pureza, e o problema da repetibilidade persistiu. Alguns resultados obtidos

empregando-se as FE preparadas a partir do PMFS estdo apresentados no item 4.1.

3.8 Caracterizacao fisico-quimica da silica nao modificada, da silica zirconizada,

do PDMFS e das fases estacionarias

A silica pura, a silica zirconizada, o PDMFS e as diferentes FE preparadas foram

caracterizadas de acordo com os procedimentos descritos a seguir.
3.8.1 Analise elementar (porcentagem de carbono)

Todas as FE preparadas foram submetidas a anadlise elementar para a

determinacao da porcentagem de carbono, a fim de se avaliar o grau de recobrimento
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efetivo do suporte cromatografico pelo PDMFS. As analises foram realizadas em
duplicatas, utilizando-se 1 mg de amostra adicionada a 1 mg de mistura oxidante
composta de Pb,O,4 e NaF, na proporcao 1:1 (m/m).

Sabendo-se que o PDMFS contém 52,4 % (m/m) de carbono, as porcentagens
de carbono obtidas por analise elementar foram convertidas em porcentagens de
PDMFS pela equacéo 9:

%PDMFS = FCx100 (9)

52,4
Além disso, as porcentagens de carbono também foram convertidas em massa
de polimero (mppmrs) pPoOr grama do suporte (Msyporte), deNominado de massa especifica
(meours ) de acordo com a equacgéo 10:

;’lPDMFS = M epurs = %C (1 0)

m 52,4—%C

sup orte

Através dos resultados obtidos com a massa especifica, pode-se estimar o grau
do recobrimento de PDMFS no suporte de silica. Para tal, calculou-se a espessura da
camada polimérica (t) depositada na superficie e nas paredes dos poros do suporte

cromatografico, empregando a equacao 11:

T:_[\/dz —Fd’ —d}
2

(11)

onde F é a fracdo de polimero imobilizado e d é o diametro médio do poro da silica.
Para tal assume-se que os poros do suporte possuem didmetros uniformes e que o
polimero imobilizado é caracterizado por uma camada de espessura constante nas
paredes dos poros do suporte.

O valor de F foi determinado a partir da equagéao 12:

M1 POLIMEROimobilizado ( 1 2)

F ==

M POLIMEROporos cheios

A massa de polimero necessaria para encher os poros do suporte,
EPOUMEROPOWMM, foi determinada a partir do volume especifico de poro da silica,

VPsuporte = 0,86 mL g™ para a silica ndo modificada e Vpsyorte = 0,72 mL g”' para a silica
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zirconizada, e da densidade do polimero, para o PDMFS p = 1,065 g mL™" conforme

apresentado na equacao 13:

M PDMFSporoscheios = Vpsuporte X pPOLfMERO (1 3)

Portanto, para o suporte de silica, a msomrs € igual a 0,92 g de PDMFS por g de

suporte, e para a silica zirconizada msmrs € igual a 0,77 g de PDMFS por g de suporte

metalizado.
3.8.2 Microscopia eletrénica de varredura

Empregou-se a microscopia eletrénica de varredura (MEV) para avaliar a
morfologia das particulas do suporte cromatografico.

As particulas de silica ou silica zirconizada foram fixadas no suporte de amostra
por meio de uma fita dupla face de carbono e em seguida foram recobertas com uma
fina camada de ouro. A superficie, contendo a amostra e o ouro, foi bombardeada com
atomos de argbnio, sob alto vacuo, por 120 s, para a formacdo de uma camada de
aproximadamente 10 nm de espessura. As fotomicrografias das particulas foram

obtidas com resolucdes de 2.000 até 10.000 vezes.
3.8.3 Espectroscopia de fluorescéncia de raios X

Por meio da espectroscopia de fluorescéncia de raios X (FRX) é possivel avaliar
a quantidade de zircbnio incorporada sobre a superficie de silica. Para isso, foi
construida uma curva analitica, na qual cada ponto foi obtido a partir da andlise de
100 mg de padrao contendo uma mistura de SiO./ZrO,, na faixa de concentracdo de
0 a 40 % de zirconio em massa. A concentracao de zircbnio no suporte preparado foi
determinada a partir da analise de 100 mg de amostra. Para a analise por FRX, a
mistura de padrdo e as amostras de suporte foram dispostas em celas Chemplex 1300,
sustentadas por filme de Mylar® (Chemplex 100) com 2,5 ym de espessura. As
medidas foram feitas em triplicata. A voltagem aplicada no tubo de raios X foi de 50 kV,
corrente de 50 pA, colimador de 10 mm, com 25 % de tempo morto do detector. Os

espectros foram obtidos de 0 a 40 keV. O tempo de irradiacéo foi de 300 s.
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3.8.4 Espectroscopia de absor¢ao na regiao do UV-vis com refletancia difusa

O suporte de silica zirconizada foi analisado na regido do UV-vis, na faixa de
comprimento de onda 190-800 nm. Os espectros foram obtidos utilizando-se o
acessorio de refletancia difusa, devido ao fato da grande area superficial das particulas
de silica provocar perturbagdes no espectro de absorgao, resultantes do espalhamento
de luz. Utilizou-se o sulfato de bario (BaSO4) como refletancia padrao, devido ao baixo
nivel de ruido apresentado. O espectro da amostra de silica metalizada foi comparado
com os espectros da silica ndo modificada e de uma amostra de SiO./ZrO,, preparada
pela simples mistura dos dois 6xidos em agitador vortex.

3.8.5 Area superficial especifica, volume especifico e diametro de poros

Os valores de area superficial especifica, volume e diametro de poros da silica
nao modificada, da silica zirconizada e das FE foram obtidos por meio da adsorcao e
dessorcdo de nitrogénio a -1955 °C. Previamente as andlises, fez-se a
desgaseificacdo das amostras a 100 °C, por 24 h, sob vacuo. A area superficial
especifica foi calculada de acordo com o método BET?” a pressdes relativas (p/po)
entre 0,06 e 0,25, em que p e po representam pressdo de equilibrio e pressao de
saturagdo do nitrogénio a -195,5 °C, respectivamente. O célculo do volume total de
poro foi feito pelo método do ponto Unico, convertendo-se o volume de nitrogénio
adsorvido na p/po de 0,995 para o volume de adsorbato liquido. O diametro médio dos
poros foi calculado a partir dos valores de volume total de poro e da area superficial
BET (4 Vo/SgeT).

3.8.6 Termogravimetria

A estabilidade térmica dos suportes de silica ndo modificada e zirconizada, do
PDMFS e das fases estacionarias nao capeadas foi avaliada por meio da
termogravimetria (TGA). Estes experimentos foram feitos em um analisador
termogravimétrico, sob atmosfera oxidante, empregando uma vazéo de 100 mL min”
de Oz, de 25 a 1000 °C, a uma velocidade de aquecimento de 10 °C min™'. Para todas

as andlises, utilizaram-se cerca de 12 mg de material, em suporte de amostra de Al2Os.
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As curvas TGA foram obtidas em porcentagem de perda de massa em funcdo da
temperatura, e as curvas DTG (derivada termogravimétrica) representam a taxa de
variacdo de massa em funcdo da variacdo da temperatura, ou seja, a derivada da

massa em relacao a temperatura (dm/dT).
3.8.7 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos na faixa de
400 a 4000 cm', empregando resolucdo de 4 cm’ e taxa de aquisicdo de 20
varreduras por minuto. Os espectros das amostras de suporte foram obtidos
empregando-se pastilhas de KBr na concentracdo de 1 % (m/m) e os espectros das FE
foram obtidos utilizando o acessoério de refletancia difusa, e também por meio de
pastilhas de KBr. Para as amostras liquidas (PDMFS), foram obtidos espectros de

transmissao utilizando-se uma janela de NaCl.
3.8.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de silicio-29 (RMN 2°Si)

Os espectros de RMN de #°Si com CP/MAS (polarizagdo cruzada segundo
rotacdo em angulo magico) foram obtidos em um espectrometro Bruker ASX 300,
usando um rotor de zircdnia, em velocidade de rotacdo de 3500 Hz, contendo amostras
de 200-250 mg. O tempo de contato foi de 5 ms e o intervalo entre os pulsos de 1,5 s.
O alargamento de banda usada foi de 30 Hz e a largura espectral para todos os
espectros foi de aproximadamente 25 kHz.

Estas andlises foram feitas para avaliar possiveis altera¢cdes quimicas causadas
na superficie da silica apds a metalizacao e apds a imobilizacdo do PDMFS.

3.9 Enchimento das colunas cromatograficas
3.9.1. Suspensao da fase estacionaria

A suspensao da fase estacionaria foi preparada em cloroférmio, por ser um
solvente adequado para esta finalidade, prevenindo a aglomeracao de particulas da

fase estacionaria e a sedimentacao das mesmas.
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As suspensdes Uutilizadas para fazer o enchimento das colunas foram
preparadas em tubos de ensaio com rosca de vedacao, utilizando uma concentragéo
de 10 % (m/v) em cloroférmio (0,75 g de FE em 7,5 mL de cloroférmio). As suspensodes
ficaram em agitacdo, num agitador roto-torque, por periodos que variaram de 14 a 16

horas.
3.9.2. Recheio das colunas com a fase estacionaria

O sistema utilizado para o recheio das colunas esta representado'®, de forma

g7

simplificada, na Figura 12.

Suspenséo da
fase estacionaria

Reservatorio

Solvente
propulsor

de suspenséao

2 Reservatorio
Valvula E BOMBA —n—

do gas
7 - HASKEL
N ! |
Controlador da \alvula do

pressao do gas solvente propulsor

n Coluna
H n cromatografica

80 mL n

Figura 12. Representacao do sistema de enchimento das colunas.

e Inicialmente, abre-se a valvula do nitrogénio (2);
e Em seguida, abre-se a vélvula de controle da pressao do gas (3) até se obter a
pressao desejada para o enchimento, neste estudo, 6000 psi. A pressurizacao € obtida

através de uma bomba pneumatica da marca Haskel;
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e Conecta-se na parte inferior do reservatério de suspenséo (6) a coluna (7) contendo
um filtro retentor poroso e as pecas terminais em sua extremidade oposta, para evitar a
perda da fase estacionaria;

e Com o uso de um funil, transfere-se a suspensao de fase estacionaria (5), contida em
um tubo com rosca de vedacdo, para o reservatorio, completa-se o volume com
cloroférmio e imediatamente fecha-se a entrada superior do reservatorio;

e Abre-se a valvula do solvente (4) para a passagem de 80 mL do solvente propulsor
(metanol previamente filtrado), que é recolhido em uma proveta (8) colocada abaixo da
saida da coluna;

e Apds a passagem de 80 mL, fecha-se a valvula do solvente (4);

e Desconecta-se a coluna do reservatorio e na extremidade superior da coluna sao
conectados seus acessorios restantes;

e Fecha-se, na sequéncia, as valvulas de controle da pressédo do gas (3) e a valvula do
nitrogénio (2)

ApGs os devidos testes, as colunas foram esvaziadas neste mesmo sistema, no
entanto, aplicando-se uma pressédo de 3000 psi, ao invés de 6000 psi. Para isto, a
coluna foi acoplada ao reservatorio de suspensao, sem nenhum acessorio em suas
extremidades, para permitir 0 deslocamento da fase contida no seu interior. O
reservatério de suspenséao foi completado com metanol, a seguir, fechado e a valvula
controladora do solvente propulsor (metanol) foi aberta, deixando-a deste modo até a
completa retirada da fase contida na coluna. Apds esta etapa, a coluna foi retirada e
lavada com agua e detergente juntamente com seus acessérios. Apds a lavagem com
agua e detergente, todos os acessérios e a coluna foram lavados com agua deionizada
e, em seguida, colocados no ultrassom com isopropanol por aproximadamente 10

minutos, para garantir a retirada de toda a silica e a desobstrugdo dos poros dos filtros.
3.10 Preparo da fase movel

Todos os solventes empregados no preparo da fase mével foram filtrados em
uma membrana GV (Durapore), 0,22 um de poro, 47 mm de didmetro, hidrofilica
(GVWP04700 — Millipore) para eliminar as impurezas sélidas. Os volumes dos

solventes que compdem a fase movel foram medidos individualmente, com o auxilio de
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uma proveta e, a seguir, misturados em um frasco de vidro. Apds a preparagcéao e
também rotineiramente antes da sua utilizacao, as fases méveis foram desgaseificadas

em ultrassom por 30 minutos.
3.11 Condicionamento das colunas cromatograficas

O condicionamento das colunas apds o enchimento € necessério para eliminar
qualquer resquicio do polimero e dos solventes usados no enchimento e para que se
obtenha equilibrio entre a fase estacionaria e a fase movel, garantindo a repetibilidade
nos tempos de retencédo dos compostos eluidos. O condicionamento da coluna foi feito
no cromatdgrafo, sem acopla-la ao detector, para evitar que particulas provenientes da
coluna pudessem obstruir a tubulagdo de entrada ou a saida do detector ou,
principalmente, a cela de deteccao.

No condicionamento das colunas, apds recheio, foram utilizadas as fases

méveis na vazao de 0,3 mL min™', durante 2 horas.
3.12 Avaliacao cromatografica das fases estacionarias

A avaliacdo cromatografica das fases estacionarias foi feita por meio do calculo
dos parametros cromatograficos dos compostos eluidos de misturas teste sintéticas.
Foram feitos calculos de N/m (numero de pratos por metro de coluna), Asio (fator de
assimetria a 10 % da altura do pico), Rs (resolucao) e k (fator de retencéo) de todos os
componentes da mistura teste. A avaliacao de cada coluna foi feita em triplicata.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o detector UV-Visivel, em valores
de comprimentos de onda adequados para cada separacado. Utilizou-se sempre o
mesmo volume de amostra injetado, que foi de 5 uL. Inicialmente, a vazao utilizada foi
de 0,3 mL min' e foi definida com base em outros estudos desenvolvidos no
LabCrom*'8628¢  Apss a obtencdo de uma FE com desempenho cromatogréfico
satisfatério, foi construida a curva de van Deemter, para a determinagdo da vazao

6tima.
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3.12.1 Misturas testes usadas para a avaliacao cromatografica

Para a avaliacdo cromatografica das colunas, foram utilizadas diferentes

misturas testes, descritas a seguir com as respectivas fases méveis:

Misturas teste 1 e 2
e Mistura Teste 1 (MT 1): uracila (1 mg L"), benzonitrila (30 mg L), benzeno
(30 mg L), tolueno (30 mg L") e naftaleno (30 mg L ™).
e Mistura Teste 2 (MT 2): uracila (1 mg L"), fenol (20 mg L), N,N-dimetilanilina
(20 mg L"), naftaleno (30 mg L) e acenafteno (50 mg L™).

A mistura 1 foi utilizada para avaliar a seletividade e a hidrofobicidade das FE na
separacdo de compostos neutros de polaridades diferentes: polares (benzonitrila) e
apolares (benzeno, tolueno e naftaleno). Todas as FE preparadas foram avaliadas a
partir da separagédo desta mistura teste como uma forma de se analisar a qualidade do
enchimento das colunas cromatogréficas.

A mistura 2 foi utilizada para avaliar o comportamento das fases diante de
compostos de carater acido (fenol), basico (N,N-dimetilanilina), neutros e apolares
(naftaleno e acenafteno), fornecendo informagdes sobre a acidez e a polaridade das
fases estacionérias.

As duas misturas foram preparadas qualitativamente em fase mével
metanol:agua, na proporc¢ao 55:45 (v/v) e armazenadas em geladeira.

As férmulas estruturais dos compostos que constituem as misturas teste 1 e 2

estao apresentadas na Figura 13.
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Figura 13. Férmulas estruturais dos compostos que constituem as misturas teste 1 e 2.

Alguns testes cromatograficos tém sido discutidos na literatura®®®*°*! buscando
uma caracterizagdo geral que permita comparar as diferentes propriedades de uma
determinada FE com outra especifica ou em relacdo aos valores encontrados na
literatura. Neste trabalho, foram utilizados os testes sugeridos por Tanaka e
colaboradores®® e um teste de seletividade aromatica sugerido por Horak e Lindner®
que se baseia em valores obtidos a partir da separacdo de misturas do protocolo de

Tanaka.

Misturas teste de Tanaka

No teste de Tanaka®, quatro misturas foram utilizadas, sendo que cada uma
emprega uma composicao de fase mével especifica. As misturas foram analisadas a
30 °C, conforme sugerido pelos autores do teste, empregando uma vazao 6tima de
fase mével de 0,3 mL min”'. As misturas e as respectivas fases méveis sdo:
Mistura A: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila e trifenileno.

e FM: metanol:agua, 80:20 (v/v), detec¢do a 254 nm.
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Mistura B: uracila, cafeina e fenol.
e FM: metanol:agua, 30:70 (v/v), detec¢do a 254 nm.
Mistura C: uracila, benzilamina e fenol.
e FM: metanol:20 mmol L' de KoHPO4/KH:PO, pH 7,6, 30:70 (v/v), deteccdo a
220 nm.
Mistura D: uracila, benzilamina e fenol.
e FM: metanol:20 mmol L' de KH:PO4/HsPO4 pH 2,7, 30:70 (v/v), deteccdo a
220 nm.
A partir do teste de Tanaka, foi possivel avaliar as seguintes propriedades das
FE:

v Hidrofobicidade (kpg) — Medida a partir do fator de retencdo do pentilbenzeno,
reflete a area superficial e o recobrimento da fase.

v Seletividade hidrofébica (ocH2) — Medida pela razdo dos fatores de retencao do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, ache = kps / kes. Esta € uma medida do recobrimento
superficial da fase, pois a seletividade entre alquilbenzenos, diferenciados por um
grupo CHy, é dependente da quantidade de polimero imobilizado.

v Seletividade estérica (ar0) — Medida pela razao entre os fatores de retencao do
trifenileno e da o-terfenila, aro = kr / ko. O ar/0 € uma medida da seletividade estérica,
a qual é influenciada pelo espacamento dos ligantes e também pela funcionalidade do
polimero.

v Capacidade de ligagdo de hidrogénio (acr) — Esta propriedade é obtida pela
razdo entre os fatores de retencéo da cafeina e do fenol, ocr = ke / kr. O ocr € uma
medida do numero de grupos silanis disponiveis para formarem ligacbes de
hidrogénio com os constituintes da amostra.

v' Capacidade de troca ibnica total (agrF pH 7,6) — Propriedade medida pela razao
entre os fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, ogr pH 7,6 = kg / kr. O valor
obtido é uma estimativa da atividade silanofilica total da FE.

v' Capacidade de troca i6bnica em meio acido (cgr pH 2,7) — Propriedade medida
pela razéo entre os fatores de retencao da benzilamina e do fenol, agr pH 2,7 = kg / K.

O valor obtido é uma estimativa da acidez dos grupos silanéis residuais.
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v Seletividade aromatica (opgo) — Horak e Lindner® sugeriram que a razéo entre
os fatores de retencdo do pentilbenzeno e da o-terfenila, da mistura A, fornece uma
indicacdo da capacidade da fase estacionaria em realizar interagcbes T-T1 com
compostos aromaticos.

As férmulas estruturais dos compostos que constituem as misturas teste de

Tanaka estédo apresentadas na Figura 14.

D 3

butilbenzeno pentilbenzeno trifenileno o-terfenila
ot
N N 0 OH
¢ h NH3
/N N\ CHs
CHs (o)
cafeina fenol benzilamina

Figura 14. Férmulas estruturais dos compostos que constituem as misturas teste de
Tanaka.

A uracila é adicionada em todas as misturas-teste para se obter o ty, tempo
necessario para que a fase mével passe através de todo o sistema cromatografico,

essencial para o célculo dos parametros cromatograficos.
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3.12.2 Avaliacao da aplicabilidade das FE preparadas - comparacao com colunas
comerciais

A aplicabilidade das FE preparadas foi avaliada a partir da separacdao de
misturas contendo compostos de diferentes classes, como compostos aromaticos de
polaridades distintas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, agrotéxicos e farmacos.
Para isto, foram empregadas colunas cromatograficas de 60 mm de comprimento x 4,0
mm de diametro interno, contendo as FE preparadas ao longo do trabalho.

Todas as FE preparadas foram empregadas na separa¢do de uma mistura de
compostos aromaticos, sugerida por Szabd et al.””, e o desempenho destas FE foi
comparado com o desempenho de duas colunas comerciais: coluna 1) C18 Nova Pak®,
Waters, 4 um, 150 mm x 3,9 mm d.i.; coluna 2) fenil-hexil Zorbax® Eclipse Plus, Agilent,
5 um, 150 mm x 4,6 mm d.i.. Os compostos que constituem esta mistura séao: uracila (1
mg L™, fenol (20 mg L), m-cresol (20 mg L), acetofenona (30 mg L), benzoato de
metila (30 mg L), tolueno (30 mg L") , p-xileno (30 mg L") e propilbenzeno
(40 mg L"), cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 15.

OH OH o o
A, O O™
CH3;
fenol m-cresol acetofenona benzoato de metila
CH; CH,CH,CHj3
“3°‘©‘°“3 @
tolueno p-xileno propilbenzeno

Figura 15. Férmulas estruturais dos compostos aromaticos estudados.
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Para a separagdo destes compostos, empregou-se a fase movel metanol:agua
(55:45 v/v), a vazdo de 0,3 mL min' nas colunas preparadas no laboratério e
1,0 mL min™ nas colunas comerciais, temperatura de 25 °C e deteccdo a 254 nm. Os
compostos arométicos foram analisados individualmente para determinacao do tempo
de retencao, e entao, foi preparada a mistura com adicéo de todos eles, em fase movel
metanol:agua (55:45 v/v).

A FE SiZr(PDMFS)ec e a coluna comercial fenil-hexil Zorbax® foram aplicadas
na separacao de uma mistura de agrotdxicos, contendo o0s seguintes compostos:
benomil (3,0 mg L"), cianazina (3,0 mg L"), tebutiurom (3,0 mg L"), paratiom
(3,0 mg L), linurom (3,0 mg L) e diurom (3,0 mg L"). As férmulas estruturais dos
compostos estao apresentadas na Figura 16.

Para a separacao dos agrotdxicos, empregou-se a fase médvel metanol:agua
(50:50 v/v), a vazdo de 0,3 mL min"' na coluna preparada no laboratério e 1,0 mL min™
na coluna comercial; temperatura de 25 °C e detecgédo a 220 nm. Os compostos foram
analisados individualmente para determinacdo do tempo de retencdo, e entdo, foi
preparada a mistura com adicdo de todos eles, em fase mével metanol:agua (50:50

V/V).
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Figura 16. Férmulas estruturais dos agrotoxicos analisados.

As colunas SiZr(PDMFS)ec e a coluna comercial fenil-hexil também foram
aplicadas na separacdo de uma mistura contendo benzeno (30 mg L) e 8
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA): naftaleno (30 mg L), acenaftileno
(50 mg L"), acenafteno (30 mg L), fluoreno (10 mg L), fenantreno (30 mg L),
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antraceno (30 mg L), fluoranteno (30 mg L") e pireno (30 mg L7). As féormulas
estruturais destes compostos estdo apresentadas na Figura 17.

Para a separacdao dos HPA, empregou-se a fase mével metanol:dgua (55:45
v/v), a vazdo de 0,3 mL min" na coluna preparada no laboratério e a fase mével
metanol:agua (65:35 v/v) a 1,0 mL min™' na coluna comercial; temperatura de 25 °C e
deteccdo a 262 nm. Os compostos foram analisados individualmente para
determinacdo do tempo de retencado, e entdo, foi preparada a mistura com adicao de

todos eles, em fase mével metanol:agua (55:45 v/v).

naftaleno antraceno acenafteno

acenaftileno fluoreno fenantreno
fluoranteno pireno

Figura 17. Férmulas estruturais dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos estudados.

As FE Si(PDMFS) e Si(PDMFS)ec foram empregadas na separacao de alguns
farmacos que costumam apresentar forte interacdo com os grupos silandis residuais

das FE a base de silica®. Estes mesmos farmacos foram analisados empregando-se
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as duas colunas comerciais citadas anteriormente. Os farmacos escolhidos foram:
levofloxacina (5,0 mg L"), dextrometorfano (10 mg L), nortriptilina (2,0 mg L),
amitriptilina (2,0 mg L") e diazepam (15 mg L"), cujas formulas estruturais estdo

apresentadas na Figura 18.

o
F. COOH
/N
H
H3C—N N N o
/o L |
CHj3
levofloxacina dextrometorfano
N/CH3
H
nortriptilina amitriptilina
o
N N—
\
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diazepam

Figura 18. Férmulas estruturais dos farmacos estudados.
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Para a separacdao destes farmacos, empregou-se a fase movel
metanol:KHPO4/HsPO, 0,02 mol L' pH 2,7 (50:50 v/v), a vazdo de 0,3 mL min"' nas
colunas preparadas no laboratério e 1,0 mL min™ nas colunas comerciais, temperatura
de 25 °C e detecgdo a 220 nm. Os farmacos foram analisados individualmente para
determinacdo do tempo de retencado, e entdo, foi preparada a mistura com adicao de
todos eles, em fase mével metanol:agua (50:50 v/v).

3.13 Avaliacao da estabilidade quimica das fases estacionarias

A estabilidade quimica das FE foi avaliada em condi¢do alcalina de fase mével,
metanol:0,050 mol L KaCOs/KHCO3 pH 10,0 (55:45 v/v), a partir do monitoramento de
parametros cromatograficos, como eficiéncia, fator de assimetria calculado a 10 % da
altura do pico e fator de retencdo para o composto mais retido da mistura teste 2
(acenafteno). Para isso, a FM foi eluida através das colunas contendo as FE a uma
vazdo de 1,0 mL min™", empregando temperatura de 50 °C. O pH da solucéo aquosa de
tampdo carbonato foi medido previamente a adicao do solvente organico. As colunas
foram avaliadas periodicamente quanto ao seu comportamento cromatografico a partir
da separacao da mistura teste 2, empregando a mesma fase moével na vazao otimizada
de trabalho, 0,3 mL min’, e temperatura de 50 °C. A estabilidade das FE foi
determinada em termos do numero de volumes de coluna eluidos, sendo que cada
volume de coluna corresponde ao volume de fase mével que ocupa os espacos dentro
da coluna, os quais ndo sao ocupados pelo recheio cromatografico (voluma de coluna
cheia - V). O volume de coluna é calculado a partir do ty (uracila) e da vazao da fase
movel (F), conforme a equacao 14:

O valor de V¢, calculado foi igual a 0,57 mL de fase movel.
As condi¢des de andlise empregadas aceleram o processo de deterioracao e
colapso da coluna, possibilitando avaliagbes mais rapidas e com menor gasto de fase

movel®.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Fases estacionarias preparadas a partir do poli(metilfenilsiloxano) (PMFS)

Conforme descrito no item 3.7, no inicio do trabalho empregou-se o
poli(metilfenilsiloxano) para o preparo das FE.

As fases estacionarias foram preparadas utilizando-se 50 % de carga de PMFS,
de acordo com o procedimento descrito no item 3.6, sem o uso de capeamento. Apds a
sorcdo do polimero ao suporte, as FE foram submetidas a etapa de imobilizacao
térmica, variando-se a temperatura e o tempo em 11 experimentos. A porcentagem de
PMFS, a espessura da camada polimérica (t) e os parametros cromatograficos obtidos
a partir da separacao da MT-1 estdo apresentados na Tabela 2 e os respectivos
cromatogramas sao mostrados na Figura 19.

Tabela 2. Parametros cromatogréaficos obtidos com as FE de PMFS imobilizadas
termicamente sobre silica ndo modificada, empregando-se diferentes condi¢des
experimentais

Parametros Cromatograficos

Experimentos PMFS (%) 1t (nm)

N/L? (pratos m”")  Asqo® k*P Rs®
1 (130 °C /8 h) 49843 1,9 3,1 1,4 12,9 0,45
2 (150°C /8 h) 38669 1,1 6,0 2,2 17,3 0,65
3 (130°C /16 h) 62766 1,2 4.8 2,4 16,0 0,59
4 (150°C /16 h) 15928 2,3 0,7 NA 4.8 0,15
5(140°C /12 h) 11809 2,7 0,3 NA 3,2 0,10
6 (140°C /12 'h) 12510 55 0.4 NA 40 0.12
7 (140°C /12 h) 14347 22 0.5 NA 3.9 0.12
8 (126°C /12 h) 10282 3,3 0,3 NA 2,9 0,09
9 (154°C /12 h) 19198 2,3 0,6 NA 4.8 0,15
10 (150°C /6,4 h) 45737 1,4 4.3 2,0 14,8 0,53
11 (150°C /17,6 h) 50615 0,8 5,9 2,8 19,2 0,74

“Calculado para o pico do naftaleno; "ty medido para a uracila; °calculado para o par benzonitrila-
benzeno, NA - valor ndo determinado, pois ndao houve separacao. Os experimentos foram realizados

aleatoriamente.
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Como pode ser observado a partir dos valores dos parametros cromatograficos
mostrados na Tabela 2 e dos cromatogramas da Figura 19, apenas as FE preparadas
nos experimentos 1, 2, 3, 10 e 11 apresentaram separacao de todos os compostos da
mistura teste 1. Considerando-se que todas as FE foram preparadas empregando-se o
mesmo lote de diclorometano, as FE preparadas nos experimentos de 4 a 9 deveriam
apresentar separagdo para todos os compostos da MT-1. A partir dos resultados
obtidos ndo se conseguiu chegar a um consenso sobre a temperatura e o tempo
adequados, uma vez que os valores de eficiéncia e de assimetria de pico nao

mostraram uma sequéncia légica.
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Figura 19. Cromatogramas obtidos na separacao da mistura teste 1 empregando as
FE de PMFS imobilizadas termicamente, em estufa, em diferentes condicbes
experimentais. Condi¢des cromatograficas: volume de inje¢do: 5 yL, FM: metanol:agua
55:45 (v/v); vazdo 0,3 mL min"; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos da MT-1: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5)
naftaleno.
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Estes resultados mostram que o comportamento das FE preparadas a partir do
PMFS néo apresenta repetibilidade. A partir dos valores de porcentagem de polimero,
observa-se que a falta de separagdo ocorre devido a baixa quantidade de PMFS
imobilizado. Este problema de imobilizagcdo pode ser devido ao impedimento estérico
da prépria estrutura do polimero. Corrobora com esta suposicéo o fato de que quando
ha pouco PMFS imobilizado, verifica-se, durante a evaporacdo do diclorometano no
preparo das FE, que o polimero € arrastado pelo solvente ficando aderido as paredes
do béquer que contém a FE. Isto provavelmente ndo ocorre com o PDMFS, porque os
grupos metila da unidade dimetilsiloxano diminuem o impedimento estérico entre as
cadeias poliméricas, permitindo a obtencdo de FE com boa repetibilidade, conforme é
apresentado na sequéncia deste trabalho.

4.2 Avaliacao da estabilidade térmica do poli(dimetilsiloxano-co-
metilfenilsiloxano)

Fez-se a avaliacdo da estabilidade térmica do PDMFS para definicido da
temperatura maxima que pode ser empregada no tratamento térmico, evitando-se a
decomposigéo do polimero durante a imobilizagdo das FE. As curvas TGA/DTG obtidas
para o PDMFS estao apresentadas na Figura 20.

O PDMFS apresenta-se estavel termicamente até cerca de 200 °C, quando se
inicia a decomposicao térmica da cadeia polimérica, que ocorre em trés etapas, entre
200 °C e 700 °C, aproximadamente. A perda de massa total, até 1000 °C, foi de 80 %
da massa inicial do polimero, restando 20 % de residuo de decomposicao térmica, cujo
teor calculado confere com o 6xido SiO,. Como o polimero é estavel termicamente até
aproximadamente 200 °C, deve-se empregar uma temperatura maxima de 150 °C nos
procedimentos de imobilizac&o térmica das FE.
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Figura 20. Curvas TGA (—) e DTG (---) obtidas para o PDMFS, sob atmosfera oxidante
(O2) (100 mL min™), a uma razdo de aquecimento de 10 °C min™', de 25 °C a 1000 °C,
utilizando-se aproximadamente 12 mg de amostra em suporte de Al2Os.

4.3 Avaliacao das melhores condicoes de imobilizacao das fases estacionarias de
PDMFS

Ap6s a sorcado do polimero ao suporte, as FE foram submetidas a etapa de
imobilizacao térmica, de acordo com as condi¢cdes apresentadas na Tabela 1. A
temperatura e o tempo foram as variaveis estudadas e o dominio experimental foi
definido de acordo com resultados obtidos em um estudo preliminar realizado e os
obtidos por Lourenco®. Os cromatogramas obtidos para a MT-1 e MT-2 empregando
as FE preparadas nas diferentes condi¢cdes experimentais estdo apresentadas nas
Figuras 21 e 22, respectivamente As porcentagens de carbono e de PDMFS, a
espessura da camada polimérica (t) e os parametros cromatograficos obtidos a partir

da separacdo da MT-1 e da MT-2 estao apresentados na Tabela 3.

60



Exp 7
140°C/6h

Exp 6
140°C/6h

Jo
oo e S\
oo A S

Exp 5
140°C/6h

o

A

Exp 4
150°C /8 h

Resposta do detector

Exp 3
130°C/8h

A
N
A

Exp 2
150°C /4 h

Exp 1
130°C/4h

|
4 6 8 10 12
Tempo (min)

16

18 20

Figura 21. Cromatogramas obtidos a partir da separacao da MT-1 empregando as FE
de PDMFS sobre silica preparadas nas diferentes condi¢cdes experimentais. Condi¢des
cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; FM: metanol:agua 55:45 (v/v); vazao: 0,3 mL
min”'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Identificacdo dos picos (1) uracila,

(2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos a partir da separacao da MT-2 empregando as FE
de PDMFS sobre silica preparadas nas diferentes condi¢cdes experimentais. Condi¢des
cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; FM: metanol:agua 55:45 (v/v); vazao: 0,3 mL
min”'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Identificacdo dos picos (1) uracila,
(2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

Resposta do detector
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Tabela 3. Parametros cromatograficos obtidos com as FE de PDMFS imobilizadas
termicamente sobre silica ndo modificada, empregando-se diferentes condi¢des
experimentais

Parametros Cromatograficos % T

Experimentos % C

N/L? (pratos m™) Asii® Asis° k*° Rs‘ PDMFS (nm)
1 (130 °C /4 h) 54669 1,3 1,9 7,8 24 88 16,8 0,47
2 (150°C /4 h) 60104 0,7 1,3 99 29 104 19,8 0,58
3(130°C /8 h) 59442 0,7 1,2 85 25 99 18,9 0,55
4 (150°C /8 h) 50128 1,3 1,5 141 3,8 122 23,3 0,73
5(140°C /6 h) 49485 1,0 1,5 11,3 3,0 11,2 21,4 0,65
6 (140°C /6 h) 59965 0,9 1,5 10,9 3,1 10,5 20,0 0,59
7 (140°C /6 h) 74071 1,0 1.6 11,2 48 114 21,8 0,66

?Calculado para o pico do acenafteno; °calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; °ty medido para a
uracila; “calculado para o par benzonitrila-benzeno. Os experimentos ndo foram feitos nesta ordem, e
sim aleatoriamente.

As FE foram preparadas em ftriplicata na condicdo de 140 °C e 6 h de
imobilizacao (experimentos 5, 6 e 7) para avaliacdo da repetibilidade do preparo, € a
estimativa do desvio padrao relativo (RSD) obtida para estes experimentos, em termos
de fator de retencdo do acenafteno, foi de 1,8 %, mostrando que o procedimento de
preparo das FE de PDMFS apresenta boa repetibilidade.

A partir dos valores de eficiéncia, observa-se que as FE apresentaram
desempenho cromatografico similar, com excecao da FE preparada no experimento 7,
que apresentou eficiéncia superior a 74000 pratos m”. No entanto, dentre os
parametros cromatograficos, este € o mais influenciado do enchimento das colunas,
que por sua vez, é uma variavel que nao pode ser totalmente controlada, sendo
necessario o enchimento de varias colunas com uma mesma FE para a obtencéo de
um valor que represente, com maior confianga, a eficiéncia da FE. Portanto, para a
escolha das melhores condi¢cdes de tratamento térmico, optou-se pela comparagao
entre os valores de assimetria de pico obtidos para o acenafteno e para a N,N-
dimetilanilina. Sabe-se que os valores ideais de Asio estdo entre 0,8 e 1,6”*, e apenas
as FE preparadas a 140 °C por 6 h e 150 °C por 8 h apresentaram valores de Asqo

nesta faixa. Deste modo, as condicbes que fornecem FE com desempenho
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cromatografico adequado sdo: temperaturas entre 140 °C e 150 °C e tempos de
imobilizacao entre 6 e 8 h. Valores acima desta faixa podem levar a obtencao de FE
com bom desempenho cromatografico, no entanto, existe o risco de degradacédo do
polimero quando exposto por muitas horas a temperaturas acima de 150 °C. Além
disto, mesmo que néo ocorra a degradacao, as FE serdao muito retentivas, aumentando
o tempo de andlise e exigindo o0 uso de maior quantidade de solvente organico na FM.
Por fornecer andlises com valores de Asio mais proximas de 1,0, definiu-se
como condicao 6tima temperatura de 140 °C e tempo de imobilizacdo de 6 h. Esta
condicao foi empregada para o preparo das FE sobre o suporte de silica nao
modificada e silica zirconizada, que em seguida foram capeadas, caracterizadas por

técnicas fisico-quimicas e avaliadas cromatograficamente.

4.4 Determinacao da vazao otima de fase movel para avaliacao das fases
estacionarias

Apos a obtencdo de uma FE de PDMFS com desempenho cromatogréafico
adequado, fez-se a determinacao da vazao 6tima de FM, ou seja, a vazdo em que se
obtém andlises com valores mais elevados de eficiéncia.

A Figura 23 mostra a curva de van Deemter obtida com a FE preparada sobre
silica ndo modificada, utilizando-se os valores de H calculados para o naftaleno, a partir
da separacao da MT-1. Apesar do ponto minimo da curva, com H equivalente a 14,3
um (eficiéncia de coluna de 69763 pratos m' para o naftaleno) ter sido obtido em uma
vazdo de 0,2 mL min” (u = 1,9 cm min™"), foi adotada a vazéo de fase movel igual a
0,3 mL min™", por resultar em anélises mais rapidas e com eficiéncia bastante elevada
(68824 pratos m™).
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Figura 23. Curva de van Deemter obtida para a fase estacionéria preparada a partir da
imobilizacdo do PDMFS sobre silica ndo modificada, empregando temperatura de
140°C e 6 h.

4.5 Caracterizacao fisico-quimica da silica nao modificada, da silica zirconizada e
das FE

4.5.1 Espectroscopia de fluorescéncia de raios X

Nas condicdes de sintese otimizadas por Faria et al.*®, o teor de zircénio obtido
por fluorescéncia de raios X foi de 20,9 % e a média determinada para a amostra de
silica zirconizada preparada neste trabalho foi de 23,5 %. Apesar de pequena, esta
diferenca entre os valores pode ser decorrente do emprego de lotes de silica
diferentes.

4.5.2 Termogravimetria

As curvas TGA/DTG (DTG — derivada termogravimétrica - derivada da massa
em funcdo da temperatura) obtidas para a silica ndo modificada e para a silica
zirconizada estao apresentadas na Figura 24.
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O comportamento térmico da silica é caracterizado, principalmente, por
processos de desidratacdo e desidroxilacdo. Nos processos de desidratacdo, as
moléculas de agua fracamente adsorvidas a superficie da silica sdo eliminadas até
aproximadamente 150 °C, enquanto que as moléculas de agua adsorvidas fortemente
sao eliminadas entre 150 °C e 600 °C. A partir de 600 °C tem inicio o0 processo de
desidroxilacao, eliminando os grupos hidroxila da silica. A perda de massa total até
1000 °C foi de apenas 3,5 % da massa inicial, mostrando que a silica apresenta
estabilidade térmica bastante elevada, sendo adequada para o preparo de FE por

tratamento térmico.
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Figura 24. Curvas TGA (—) e DTG (---) obtidas para a (A) silica e (B) silica zirconizada
sob atmosfera oxidante (O.) (100 mL min™'), a uma razdo de aquecimento de 10 °C
min”, de 25 °C a 1000 °C, utilizando-se aproximadamente 12 mg de amostra em
suporte de AlxOs.

A silica zirconizada apresentou comportamento térmico similar ao da silica ndo-
modificada, com diferenca apenas na quantidade de perda de massa inicial, que foi
maior no suporte metalizado. Esta maior porcentagem de perda de massa pode ser
decorrente de uma maior quantidade de agua presente no suporte metalizado, ou pode
ser devido a residuos de solventes ou reagentes organicos do preparo do suporte
metalizado. Apesar desta diferenga, a silica zirconizada também é considerada estavel
termicamente e adequada para o preparo de FE por tratamento térmico.
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Fez-se a avaliacdo da estabilidade térmica das FE nao capeadas para se
verificar as possiveis mudancas no perfil de decomposicao térmica do PDMFS em
funcdo das interacbes com os dois suportes cromatograficos. As curvas TGA/DTG
obtidas para a FE Si(PDMFS) e SiZr(PDMFS) estdo apresentadas na Figura 25.
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Figura 25. Curvas TGA (—) e DTG (---) obtidas para a FE (A) Si(PDMFS) e (B)
SiZr(PDMFS) sob atmosfera oxidante (Oz) (100 mL min'), a uma razdo de
aquecimento de 10 °C min', de 25 °C a 1000 °C, utilizando-se aproximadamente 12 mg
de amostra em suporte de Al2Os.

Observa-se que a decomposicdo térmica das FE inicia-se em temperaturas
diferentes, com velocidades de perda de massa distintas, sendo a FE Si(PDMFS) mais
estavel termicamente que a FE SiZr(PDMFS), enquanto nesta ultima, a perda do
PDMFS ocorre mais lentamente, com velocidade maxima em torno 0,030 % °C’',
enquanto na FE Si(PDMFS) a velocidade maxima é aproximadamente 0,07 % °C™.
Estes resultados mostram que o PDMFS esta imobilizado em ambos os suportes, no

entanto, as interac6es com cada suporte sao diferentes.
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4.5.3 Area superficial especifica, volume especifico e diametro de poros dos
suportes e das FE, e porcentagem de PDMFS e espessura da camada polimérica
das FE

Os valores de area superficial especifica, volume e diametro de poros obtidos
para as amostras de silica ndo modificada, silica zirconizada e para as FE estdo
apresentados na Tabela 4, bem como os valores de porcentagem de PDMFS e
espessura da camada polimérica obtidos para as FE.

Tabela 4. Area superficial especifica, volume especifico e diametro de poros dos
suportes e das FE, porcentagens de carbono e de PDMFS e espessura da camada
polimérica das FE

Area Volume de Diametro
Amostra superficial poros deporos %C % PDMFS (n1r:n)
(m*’g")  (cm’g’) (nm)
Silica nao
modificada 308 0.86 1.1
Silica

zirconizada 348 0,72 8,3
Si(PDMFS) 194 0,53 10,9 11 21 0,64
SiZr(PDMFS) 172 0,38 8,7 10 19 0,67
Si(PDMFS)ec 174 0,48 10,9 13 21 0,64
SiZr(PDMFS)ec 158 0,33 8,4 12 19 0,67

O procedimento de incorporagéo de zirconia sobre a silica provocou redugéo no
volume e didmetro de poros das particulas, evidenciando que ocorreu deposicdo no
interior dos poros do material. Com relagdo a area superficial especifica, o
procedimento de metalizagdo provocou um aumento da area superficial, que pode ser
devido a deposicdo do 6xido de zircénio no interior dos poros formando pequenas
rugosidades nas paredes internas, porém sem obstrui-los®®. Apesar das alteracées,
estes valores de area superficial especifica, volume e didmetro de poros ainda se
encontram dentro da faixa considerada ideal para a aplicagdo como suporte
cromatografico®’.

Os valores obtidos para as FE mostram que a imobilizacdo do PDMFS provocou
uma diminuicao significativa dos volumes de poros e das areas superficiais especificas

dos suportes, decorrente do espaco ocupado pelas cadeias do polimero. Os valores de
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diametro de poros nao foram afetados significativamente ap6s a imobilizagdo do
PDMFS, este fato, juntamente com a diminuicdo da area superficial e do volume de
poros, indica que a deposicao do polimero ocorre principalmente no interior dos poros
dos suportes, sem a obstrucao dos mesmos.

Apés o capeamento das FE, houve um aumento de 2 % na porcentagem de
carbono, decorrente da ligacdo dos grupos metila ao suporte, resultando em uma
pequena diminuicdo nos valores de area superficial especifica e nos valores de volume

de poros das FE, sem alteracdo significativa dos diametros de poros.
4.5.4 Microscopia eletrénica de varredura

Avaliou-se a morfologia das particulas de silica ndo modificada e de silica
zirconizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As fotomicrografias obtidas
para as amostras estdo apresentadas na Figura 26.

As fotomicrografias eletrdnicas com ampliagdo de 2.000 vezes mostram que o
procedimento de zirconizagao nao alterou a forma esférica e a distribuicdo de tamanho
das particulas de silica. J& nas fotomicrografias com ampliacdo de 10.000 vezes, os
poros da silica ndo modificada estdo mais evidentes que os poros da silica zirconizada,
0 que pode ser devido a diminuigdo do volume e didmetro dos poros da silica

zirconizada em relagéo a silica ndo modificada.
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(b)

(d)

Figura 26. Fotomicrografias eletrénicas de varredura obtidas para (a) silica nao
modificada com ampliacdo de 2.000 vezes, (b) silica ndo modificada com ampliacéo de
10.000 vezes, (c) silica zirconizada com ampliacdo de 2.000 vezes e (d) silica
zirconizada com ampliacéo de 10.000 vezes.

4.5.5 Espectroscopia de absor¢cao na regiao do UV-vis com refletancia difusa

A espectroscopia de absorgédo no UV-vis fornece informagdes sobre o estado de
oxidacao de ions dos metais de transicdo, desta forma, pode-se investigar o tipo de
ligagéo que o éxido de zircbnio apresenta com a matriz de silica. Para isso, obtiveram-
se espectros de uma mistura de 6xido de zirconio e silica (ZrO./SiO,), do éxido de
zirconio puro e de uma amostra de silica zirconizada. Os espectros de absorcédo no

UV-vis encontram-se na Figura 27.
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Figura 27. Espectros de absorgdo no UV-vis com refletancia difusa de uma mistura
mecanica de ZrO; e SiO, do ZrO, puro e da amostra de silica zirconizada.

Os espectros da mistura ZrO,/SiO; e do 6xido de zircénio puro mostram uma

banda intensa na regido de 232 nm, atribuida a ligagdes Zr-O-Zr*>

na qual o zircbnio
se encontra em sua forma monoclinica, apresentando geometria octaédrica®. No
espectro da silica zirconizada, observa-se o deslocamento desta banda para a regiao
de 204 nm, decorrente da transferéncia de carga do ligante (O*) para o orbital do metal
(Zr*) 2969798 Neste caso, o zirconio encontra-se em geometria tetraédrica®,

confirmando a formacéao de ligacdes Si-O-Zr na silica zirconizada.
4.5.6 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Foram obtidos os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho da silica
nao modificada e da silica zirconizada, que estao apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Espectros de absorcéo na regiao do infravermelho obtidos para as amostras
de silica ndo modificada e de silica zirconizada, empregando o método da pastilha de
KBr, 1 % (m/m).

Em ambos os espectros foram observadas praticamente as mesmas bandas,
podendo-se destacar as que aparecem em 3465, 1105 e 975 cm™'. A banda larga em
3465 cm’' é atribuida aos grupos silanéis, aos grupos hidroxilas da zircdnia (zircondis)
e as moléculas de 4gua adsorvidas aos suportes. A banda em 1105 cm™ resulta do
estiramento das ligacdes siloxano =Si-O-Si=. A pequena banda em 975 cm™’ é
atribuida aos grupos silandis livres. No espectro da silica zirconizada, esta ultima
banda praticamente desaparece, evidenciando que a incorporagéo do zircbnio ocorreu
principalmente nestes grupos.

Obteve-se o espectro do PDMFS no modo de transmissdo empregando janela
de NaCl, que esta apresentado na Figura 29.
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Figura 29. Espectro obtido na regido do infravermelho para o PDMFS.

As principais bandas observadas no espectro do PDMFS e as respectivas
atribuicoes estao resumidas na Tabela 5.

Tabela 5. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do PDMFS, com

os valores de numero de onda e atribuicdo das ligacbes e dos respectivos grupos
funcionais

Grupo Ligacao Numero de onda (cm™)
oMy o 2960
a
cH 3070°
Fenil C=C 1228:
b
5

deformacao axial; *deformacéo angular

Para comparacdo com o espectro do polimero, foram obtidos os espectros de

infravermelho das FE no modo refletancia difusa, e para comparagao com os espectros
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dos suportes, obtiveram-se os espectros das FE empregando-se o método de pastilha
de KBr, 1 % (m/m). Os espectros de estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 30. Espectros de absorcdo no infravermelho obtidos para (A) Si(PDMFS) no
modo de refletancia difusa, (B) Si(PDMFS) em pastilha de KBr, (C) SiZr(PDMFS) no
modo refletancia difusa e (D) SiZr(PDMFS) em pastilha de KBr.

Nos espectros de refletdncia difusa das FE (Figuras 30 A e 30 C), a presenca de
bandas nas regides de 2900, 3070, 1590 e 1430 cm’’, caracterizam a imobilizacéo do
polimero sobre os suportes. Nos espectros das FE obtidos com pastilha de KBr

(Figuras 30 B e 30 D), a diminuicdo do pequeno ombro em 975 cm’', referente aos
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silandis livres presentes na silica, mostra que o processo de imobilizacdo do PDMFS

sobre o suporte promoveu o recobrimento da maioria destes grupos.

4.5.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de silicio-29

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de silicio-29 foi empregada
como uma forma de caracterizagcdo mais especifica das FE, a partir da identificacao
das diferentes espécies de silicio presentes.

Os espectros de RMN de Si-29 obtidos para a silica ndo modificada e para a

silica zirconizada sao apresentados na Figura 31.
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Figura 31. Espectros de RMN de ?°Si obtidos para a silica ndo modificada (A) e para a
silica zirconizada (B).

Tanto no espectro da silica ndo modificada como no espectro da silica
zirconizada, observam-se picos em -92, -101 e -110 ppm, atribuidos aos grupos
silandis geminais (Q?), aos silandis livres e vicinais (Q%), e as ligagdes do tipo siloxano
(Q*), respectivamente. Pode-se observar uma diminui¢do na razdo Q%Q* no espectro
da silica zirconizada em relacdo ao espectro da silica ndo modificada, indicando que a
incorporacéo de zircdnio na silica ocorre principalmente nos grupos Q°.

Na Figura 32, estdo ilustradas as espécies de silicio observadas nos espectros

das FE capeadas e ndo capeadas'®.
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Figura 32. Espécies de silicio presentes nas fases estacionarias, com os valores de
deslocamento quimico.

Os espectros de RMN obtidos para as FE ndo capeadas estdo apresentados na
Figura 33.
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Figura 33. Espectros de RMN de *Si obtidos para as FE (A) Si(PDMFS) e (B)
SiZr(PDMFS).

Comparando-se os espectros das FE com os espectros dos suportes, observa-
se uma diminuicdo da razdo Q*Q*, indicando que o PDMFS interage com os grupos
silandis livres e vicinais dos suportes, e este efeito é mais pronunciado no espectro da
FE SiZr(PDMFS), no qual também se observa uma diminui¢cdo significativa do sinal
referente ao grupo Q7 sugerindo que as interacdes do polimero com o suporte
zirconizado sdo mais intensas. Além desta alteracdo, nos espectros das FE sao
observados sinais referentes ao silicio da cadeia do PDMFS, em -32 ppm (D?), e sinais
resultantes das interacdes que ocorrem entre as cadeias do polimero e o suporte, em
-16 ppm (D?) e -22 ppm (D'4). No espectro da FE SiZr(PDMFS) observa-se um
aumento da intensidade dos sinais entre -16 e -32 ppm e 0 surgimento de novos picos
entre -50 e -70 ppm (T2 e T°), resultante de ligacdes entre o polimero e o suporte, com
ligagdes siloxano dupla ou tripla. Estas diferencas entre os espectros das FE indicam
que na FE SiZr(PDMFS) existe maior niumero de interacdes entre o polimero € o
suporte, que pode ser resultado de um aumento da atividade dos grupos superficiais do
suporte apds a incorporacao do zirconio.

Os espectros de RMN obtidos para as FE capeadas estdo apresentados na
Figura 34.
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Figura 34. Espectros de RMN de #°Si obtidos para as FE capeadas (A) Si(PDMFS)ec e
(B) SiZr(PDMFS)ec.

Apbs o capeamento, houve uma reducdo ainda mais acentuada da razdo Q%Q*,
e 0 surgimento de um sinal intenso em 13 ppm, referente ao silano monofuncional
empregado como reagente do capeamento (M). A diminuicdo significativa da razao
Q%Q* sugere que o capeamento recobriu eficientemente os silandis livres e vicinais dos

suportes.
4.6 Avaliacao cromatografica das fases estacionarias
4.6.1 Separacao das misturas teste 1 e 2

As misturas teste 1 e 2, desenvolvidas no LabCrom, sao utilizadas
rotineiramente como uma forma de avaliacao geral do desempenho cromatografico das
FE preparadas. Os cromatogramas obtidos a partir da separacdo dos compostos das
misturas teste 1 (MT-1), empregando as FE Si(PDMFS), SiZr(PDMFS), Si(PDMFS)ec e
SiZr(PDMFS)ec estao apresentados na Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas obtidos na separacao dos compostos da MT-1 utilizando as
FE Si(PDMFS), SiZr(PDMFS), Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec. Condigbes
cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; FM: metanol:agua 55:45 (v/v); vazao: 0,3 mL
min"'; detecgdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Identificagdo dos picos: (1) uracila,
(2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

Os compostos que constituem a mistura teste 1 sdo compostos neutros de
diferentes polaridades, cuja separacao € considerada simples, por isto esta mistura é
empregada como uma forma de se avaliar a qualidade do enchimento da coluna,
principalmente com relagéo a eficiéncia e a assimetria dos picos.

As FE preparadas apresentaram resolucéo acima de 1,5 para todos os picos da
MT-1 e os valores de eficiéncia obtidos para o composto mais retido, o naftaleno, foram
maiores que 56000 pratos m', conforme apresentado na Tabela 6. Com relagdo a

assimetria do naftaleno, as FE apresentaram valores entre 1,1 e 0,8 (Tabela 6), dentro
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da faixa aceitavel. O procedimento de capeamento aumentou a retengédo das FE para
todos 0os compostos, principalmente para os compostos menos polares, decorrente da
incorporacdo dos grupos metila, que atribuiram maior hidrofobicidade as FE. Além
desta mudanca, o capeamento parece ter reduzido a eficiéncia das colunas, mas esta é
uma observacao que deve ser analisada com cuidado, pois o recheio das colunas com
as FE capeadas foi feito empregando-se as mesmas condi¢des experimentais das FE
sem o capeamento, inclusive o mesmo solvente de suspensdo, e talvez fosse
necessaria a otimizacao das condicées de enchimento para as fases capeadas. Além
disso, deve-se considerar o fato de que o enchimento das colunas é uma variavel
aleatoria.

Na Figura 36 estdo apresentados os cromatogramas obtidos a partir da
separagdo da mistura teste 2, empregando-se as FE Si(PDMFS), SiZr(PDMFS),
Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec.

A mistura teste 2 contem compostos neutros (naftaleno e acenafteno), acido
(fenol) e basico (N,N-dimetilanilina), de diferentes polaridades, portanto, a andlise desta
mistura fornece informag¢des com relacdo a acidez e polaridade da fase estacionaria
empregada.

As fases estacionarias analisadas empregando FM metanol:H,O 55:45 (v/v)
apresentaram resolucao acima de 1,3 para todos os picos da MT-2, com excecao da
FE SiZr(PDMFS), na qual a N,N-dimetilanilina ficou muito retida, coeluindo com o
acenafteno em torno de 28 min. As FE preparadas sobre o suporte de silica ndo
modificada apresentaram melhor desempenho na separacdo da MT-2 com relacao aos
valores de fator de assimetria de pico da N,N-dimetilanilina, que foram 1,6 e 0,9
(Tabela 6) para as fases Si(PDMFS) e Si(PDMFS)ec, respectivamente, e acima de 4
para a FE SiZr(PDMFS) (n&o apresentado na Tabela 6) e 2,8 para a SiZr(PDMFS)ec.
Esta forte retencdo da N,N-dimetilanilina na FE SiZr(PDMFS) indica que este composto
esta interagindo com o suporte zirconizado da fase nédo capeada por meio de troca
ibnica.

O suporte de silica apresenta em sua estrutura os grupos silandis que sao
acidos e ap6s a incorporacado do zirconio, que é um acido de Lewis e dos grupos

zirconéis, houve um aumento da acidez do suporte cromatografico'® e, apesar de a
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N,N-dimetilanilina ser uma base fraca, a amina protonada (pKa 5,1) deve interagir por

troca ibnica com os sitios acidos do suporte cromatogréfico (silanois e zircondis).
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Figura 36. Cromatogramas obtidos na separacao dos compostos da MT-2 utilizando as
FE Si(PDMFS), SiZr(PDMFS), Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec. Condicoes
cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; FM: metanol:agua 55:45 (v/v); vazdo: 0,3 mL
min”'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Identificacdo dos picos: (1) uracila,
(2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

Apés o capeamento, FE SiZr(PDMFS)ec, houve uma diminuicédo significativa da
retencdo da N,N-dimetilanilina, de aproximadamente 28 min na SiZr(PDMFS) para
pouco mais de 10 min na fase capeada, mostrando que os grupos metila recobriram
grande parte dos sitios ativos do suporte. Apesar disto, o fator de assimetria de pico
nesta fase ainda é alto, 2,8, indicando que as interacdes por troca ibnica ndao foram

totalmente anuladas.
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Como o pKa da N,N-dimetilanilina protonada é 5,1, sabe-se que em pH acima de
6,1, a amina encontra-se na forma neutra, e as interagdes por troca idbnica com os sitios
ativos do suporte devem sem minimizadas. Para se verificar este efeito, foi feita a
separacdo da MT-2 empregando-se a FE SiZr(PDMFS) e ajustou-se o pH da fase
moével em 7,0, com tampéao fosfato, mantendo-se a forca cromatografica, assim, a FM
empregada foi metanol: tampdo fosfato 20 mmol L, pH 7,0, 55:45 (v/v). O
cromatograma obtido a partir da separacao da MT-2 empregando a FE SiZr(PDMFS)
esta apresentado na Figura 37.

Com o ajuste do pH da fase mével em 7,0, houve uma diminuicdo significativa
do fator de assimetria, de > 4 para 1,4, e do tempo de retencdo de 28 min para 6 min,
mostrando que esta € uma maneira simples de se proceder a andlise de bases fracas,

sem causar danos a coluna cromatografica.
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Figura 37. Cromatograma obtido a partir da separacao da MT-2 empregando a FE
SiZr(PDMFS). Condigbes cromatograficas: volume de injegdo: 5 plL; vazdo:
0,3 mL min™; deteccdo a 254 nm; temperatura de 25 °C, FM: metanol:tampao fosfato
20 mmol L' pH 7 (55:45) (v/v). Identificacdo dos picos: (1) uracila, (2) fenol,
(3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.
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Tabela 6. Parametros cromatograficos obtidos para o naftaleno (MT-1), para o
acenafteno e para a N,N-dimetilanilina (MT-2), a partir da separagdo dos compostos
das MT-1 e MT-2 utilizando as FE Si(PDMFS), SiZr(PDMFS), Si(PDMFS)ec e

SiZr(PDMFS)ec
Fases Parametros Cromatograficos

Estacionarias Compostos N/L (pratos m")  Asqos k
Naftaleno 72712 1,1 5,3
Si(PDMFS) Acenafteno 74071 1,0 11,2
N,N-dimetilanilina 61524 1,6 2,8
Naftaleno 73639 1,1 7,3
SiZr(PDMFS) Acenafteno?® 73386 0,9 13,2
N,N-dimetilanilina® 61618 1,4 2,6
Naftaleno 56500 0,8 8,4
Si(PDMFS)ec Acenafteno 57478 0,8 19,7
N,N-dimetilanilina 47200 0,9 3,7
Naftaleno 56177 1,1 10,5
SiZr(PDMFS)ec Acenafteno 57145 1,0 25,1
N,N-dimetilanilina 15322 2,8 5,7

®valores obtidos da separagdo da MT-2 com pH da FM ajustado com tampao fosfato em 7,0.

4.6.2 Misturas teste de Tanaka

As misturas teste de Tanaka® foram empregadas para avaliar as diferentes
propriedades das FE. A hidrofobicidade (Kpentibenzeno), @ seletividade hidrofébica (cichz =
Kpentilbenzeno/Koutilbenzeno), @ Seletividade estérica (air/o = Kuifenileno/Ko-terfeniia) € @ Seletividade
aromatica® (opeio = Kpentibenzeno/Korterfeniia) foram obtidas pela eluigdo da mistura A do
protocolo de Tanaka (uracila, butilbenzeno, pentiloenzeno, trifenileno e o-terfenila). Os
cromatogramas obtidos na separacao desta mistura estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Cromatogramas obtidos na separagcédo da mistura A do protocolo de Tanaka,
utilizando as FE (A) Si(PDMFS) e SiZr(PDMFS) e (B) Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec.
Condicdes cromatograficas: volume de injegcdo: 5 uL; FM: metanol:dgua 80:20 (v/v);
vaz40:0,3 mL min'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 30 °C. Compostos teste: (1)
uracila, (2) butilbenzeno, (3) trifenileno, (4) pentibenzeno e (5) o-terfenila.

Nos cromatogramas obtidos na separacdo da mistura A, observa-se que todas
FE apresentaram aproximadamente a mesma separacdo para o par butilbenzeno e
pentilbbenzeno, e consequentemente, a seletividade hidrofébica (och2) das fases é
bastante similar, conforme consta na Tabela 7. Este valor esta na faixa dos obtidos
para as FE C18 testadas por Tanaka e colaboradores®, que estdo entre 1,3 e 1,5. As
FE apresentaram hidrofobicidade (Kpentibenzeno) baixa quando comparadas com as FE
C18 testadas por Tanaka® (1,3 — 8,0), sendo semelhante aos valores obtidos para FE
do tipo fenil, testadas por Euerby et al.®. Ap6s o capeamento, houve um melhor
recobrimento superficial, conforme demonstrado pelo aumento dos valores de
Kpentilbenzeno, que passou de 1,6 na FE Si(PDMFS) para 2,8 na Si(PDMFS)ec, e de 1,6
da SiZr(PDMFS) para 3,2 da SiZr(PDMFS)ec. Ainda assim, estes valores sao baixos
em relacdo aos obtidos nas fases C18, o que é justificavel pelo fato do polimero
empregado ser do tipo metil-fenil, ou seja, ndo apresenta cadeias longas de carbono
em sua estrutura, contendo apenas grupos metil e fenil.

Com relacdo a separagéao dos compostos trifenileno e o-terfenila, os valores de

seletividade estérica (010 = Kuifenileno/Ko-terfenita) das FE preparadas estiveram entre 0,70
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e 0,78, sendo que os menores valores foram obtidos com as FE capeadas, ou seja,
estas fases apresentaram maior seletividade estérica que as fases ndo capeadas (a
diferenca entre os valores de Kuyitenileno € Ko-terfeniia € maior no caso das fases capeadas).
Além disso, os compostos apresentaram inversdao na ordem de eluicdo nas FE em
estudo em relagéo & separagado nas FE do tipo C18%, por isso o valor de oo foi menor
que 1. A inversao na ordem de eluicdo pode ser devido a maior interacdo n-m entre os
grupos fenil das FE e a o-terfenila, por esta apresentar estrutura menos rigida que o
trifenileno®. Apesar da inversdo na ordem de eluicdo, as FE preparadas apresentaram
seletividade estérica, de acordo com os valores encontrados na literatura®®e.
Corroborando com este resultado, os valores de seletividade aromatica das FE (oes/0)
foram similiares aos obtidos por Euerby et al®® durante a caracterizagcdo das FE
comerciais do tipo fenil (opgio < 1).

Na Tabela 7 estao apresentados os parametros cromatograficos obtidos a partir
dos testes de Tanaka.

Tabela 7. Parametros cromatograficos obtidos a partir da separagdo dos compostos
das misturas de Tanaka empregando as FE preparadas

FE Kpentilbenzeno  Olc2®  Omo°  Oppio° Ok’ o’ 7,6 osr 2,7
Si(PDMFS) 1,6 1,32 0,78 0,79 2,10 3,81 0,07
SiZr(PDMFS) 1,6 134 0,73 082 1,08 4627 17,22
Si(PDMFS)ec 2,8 1,34 0,70 0,86 0,63 0,30 0,10
SiZr(PDMFS)ec 3,2 1,38 0,70 0,87 0,49 11,70 2,63

a b . C .d

OcHz = Kpentilbenzeno/Kbutilbenzeno; 0T/0 = Kirifenileno/Ko-terfenila; ~ 0tPB/0 = Kpentilbenzeno/ Ko-terfenila; - Olc/F
.e

= Keafeina/Krenol; ~0B/F = Koenzilamina/Kfenol

A partir da separacado dos compostos da mistura teste B de Tanaka (Figura 39)
pbde-se avaliar a capacidade de formacéao de ligacao de hidrogénio das FE, obtida pela
razdo entre os fatores de retencdo da cafeina e do fenol (oack). Na separacdo da
mistura B obtida com a FE Si(PDMFS), a cafeina eluiu depois do fenol, e o valor de
ocr foi 2,1, considerado elevado em comparag¢ao aos obtidos por Tanaka para as FE
C18%, nas quais a cafeina elui antes do fenol (acr < 0,9), devido & baixa interagdo por
ligacoes de hidrogénio destas FE. Na separacado obtida com a FE SiZr(PDMFS), a

cafeina praticamente coeluiu com o fenol, indicando que a capacidade de formacéao de
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ligagdes de hidrogénio em ambas as FE é alta, em especial na FE preparada sobre
silica ndo modificada, que deve conter um maior numero de silandis residuais, ou seja,
que nao foram recobertos pelo PDMFS. Ap6s o capeamento, houve inversdo da ordem
de eluigcdo, e a cafeina eluiu antes do fenol nas FE Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec,
com valores de ocr igual a 0,63 para a fase preparada sobre silica e 0,45 para a FE
zirconizada, indicando que os grupos metila recobriram grande parte dos silandis e/ou

zircondis do suporte cromatografico.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos na separagcédo da mistura B do protocolo de Tanaka,
utilizando as FE (A) Si(PDMFS) e SiZr(PDMFS) e (B) Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS)ec.
Condicdes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; FM: metanol:dgua 30:70 (v/v);
vaz40:0,3 mL min'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 30 °C. Compostos teste: (1)
uracila, (2) fenol e (3) cafeina.

Para determinar a atividade silanofilica total e a acidez dos grupos silandis
residuais das FE, foram analisadas as misturas C e D de Tanaka, respectivamente.
Estas misturas contém um composto basico (benzilamina, pK, 9,7) e um composto
acido (fenol, pKa 9,9) que sdo analisados em FM tamponadas em diferentes valores de
pH (mistura C: pH 7,6; mistura D: pH 2,7).

Na FM a pH 7,6, a maioria dos grupos silandis esta na forma desprotonada
(Si-O), e assim, deve interagir com a benzilamina por meio do mecanismo de troca

ibnica, retendo-a fortemente ou até mesmo irreversivelmente. Como pode ser
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observado na Figura 40, o pico da benzilamina eluiu em 10,8 min, com ogr igual a 3,8
para a FE Si(PDMFS), e em 71,7 min, com ogr igual a 46,3 para a FE SiZr(PDMFS).
Deste modo, pode-se concluir que a FE SiZr(PDMFS) apresentou capacidade de troca
ibnica total extremamente elevada em relacéo a FE Si(PDMFS) e as FE analisadas por
Tanaka®, cujos valores de ogr estdo abaixo de 2. Esta capacidade de troca idnica alta
€ resultante do aumento da acidez dos grupos silandis do suporte apds a incorporacao
do zirconio (acido de Lewis), e o recobrimento polimérico ndo é suficiente para suprimir

esta atividade silanofilica elevada.
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Figura 40. Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura C do protocolo de
Tanaka, utilizando as FE (A) Si(PDMFS) e SiZr(PDMFS) e (B) Si(PDMFS)ec e
SiZr(PDMFS)ec. Condi¢cbées cromatograficas: volume de injecédo: 5 ulL; fase movel:
metanol: metanol:KH,PO./K:HPO, 0,02 mol L™ 30:70 (v/v) pH 7,6; vazao: 0,3 mL min’’;
detecgdo a 220 nm e temperatura de 30 °C. Compostos teste: (1) uracila, (2) fenol, (3)
benzilamina e (*) impurezas.

ApGs o0 capeamento, a atividade silanofilica total das FE diminuiu de maneira
expressiva, principalmente para a FE preparada sobre silica ndo modificada, cujo valor
de ogr passou de 3,8 para 0,3, com a benzilamina eluindo em menos de 4 min, antes
do fenol. A FE SiZr(PDMFS)ec apresentou menor retengéo para a benzilamina que a
fase SiZr(PDMFS), e o valor de agr caiu de 46,3 para 11,7, ainda considerado alto em

comparag¢ao com a maioria das fases comerciais preparadas sobre suporte de silica.
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A acidez dos grupos silandis residuais das FE foi avaliada a partir da separacao
da mistura D do protocolo de Tanaka. Em meio acido (pH 2,7), a benzilamina,
protonada neste valor de pH, eluiu praticamente junto com a uracila na separacao
empregando a FE Si(PDMFS) (Figura 41), mostrando que os grupos silandis residuais
apresentam baixa acidez, sendo o pH 2,7 suficiente para protona-los. Em contrapartida,
a FE SiZr(PDMFS) apresentou retencao elevada para a benzilamina, mesmo em pH
2,7, com ogr igual a 17,2, confirmando que os silandis e zircondis presentes na
superficie do suporte zirconizado apresentam acidez bastante elevada, conforme havia

sido evidenciado nas separagcées em meio neutro.
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Figura 41. Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura D do protocolo de
Tanaka, utilizando as FE (A) Si(PDMFS) e SiZr(PDMFS) e (B) Si(PDMFS)ec e
SiZr(PDMFS)ec. Condi¢cbées cromatograficas: volume de injecédo: 5 ulL; fase movel:
metanol:KHPO4/H3PO, 0,02 mol L™ 30:70 (v/v) pH 2,7; vazdo: 0,3 mL min'; deteccéo
a 220 nm e temperatura de 30 °C. Compostos teste: (1) uracila, (2) fenol, (3)
benzilamina e (*) impurezas.

Em meio acido, ndo foi observada mudanca significativa no comportamento das
FE preparadas sobre silica ndo modificada antes e apds o capeamento, apenas um
aumento da retencdo de todos os compostos, e os valores de ogr foram bastante
préoximos, sendo 0,07 para a FE Si(PDMFS) e 0,10 para a Si(PDMFS)ec. O valor de
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opr igual a 2,63 obtido para a FE SiZr(PDMFS)ec mostra que o capeamento recobriu
alguns sitios ativos do suporte zirconizado, mas este ainda é considerado acido em

comparacao com as FE preparadas sobre silica ndo modificada.

4.6.3 Avaliacao da aplicabilidade das FE preparadas - comparacao com colunas

comerciais

As FE preparadas foram empregadas na separagdo de uma mistura de
compostos aromaticos, sugerida por Szabé et al.”’, e seu desempenho foi comparado
ao de duas colunas comerciais, coluna 1) C18 Nova Pak®, Waters, 4 um, 150 mm x 3,9
mm d.i.; coluna 2) fenil-hexil Zorbax® Eclipse Plus, Agilent, 5 pm, 150 mm x 4,6 mm d.i..
Os compostos que constituem esta mistura sdo: uracila, fenol, m-cresol, acetofenona,
benzoato de metila, tolueno, p-xileno e propilbenzeno, e a separacao foi feita no modo
de eluigcdo isocratico, empregando as mesmas condi¢cdes cromatograficas para todas
as colunas, com excegao da vazdo, que foi 1,0 mL min™' para as colunas comerciais e
0,3 mL min"' para as colunas preparadas no laboratério. Os cromatogramas estdo
apresentados na Figura 42.
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Figura 42. Cromatogramas obtidos na separacdo de uma mistura de compostos
aromaticos empregando as colunas preparadas no laboratério, 5 um, 60 mm x 4 mm,
Si(PDMFS) , SiZr(PDMFS), Si(PDMFS)ec, SiZr(PDMFS)ec e as colunas comerciais
C18 Nova Pak® 4 um, 150 mm x 3,9 mm, e fenil-hexil Zorbax®, 5 pm, 150 mm x 4,6
mm. Condi¢cées cromatograficas: volume de injecdo: 5 ulL; fase mével: metanol:H>O
55:45 (v/v); vazdo: 0,3 mL min™ nas colunas preparadas no laboratério e 1,0 mL min”
nas colunas comerciais; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos teste:
(1) uracila, (2) fenol, (3) m-cresol, (4) acetofenona, (5) benzoato de metila, (6) tolueno,
(7) p-xileno e (8) propilbenzeno.

As FE desenvolvidas neste trabalho apresentaram resolugcdo acima de 1,2 para
todos os picos na separacdo dos compostos aromaticos escolhidos, assim como a
coluna comercial fenil-hexil Zorbax®, cuja menor resolugdo foi de 2,0 para o par
m-cresol (3) e acetofenona (4). J& a coluna comercial C18 Nova Pak® nao foi capaz de
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separar este par de compostos polares nas mesmas condicbes experimentais das
demais colunas.

Dentre as colunas desenvolvidas, a que a apresentou o melhor desempenho
para esta aplicacao foi a coluna recheada com a FE Si(PDMFS), que foi capaz de
separar todos os compostos em um tempo de analise inferior a 20 min, com resolucao
acima de 1,5 para o par m-cresol e acetofenona.

O bom desempenho da coluna comercial fenil-hexil Zorbax® e das FE
preparadas no laboratério é resultado das interagdes 1T-1T entre os anéis aromaticos do
grupo fenil das FE e dos analitos, e embora apresentem polaridade semelhante, como
€ 0 caso do m-cesol e da acetofenona, as interacdes adicionais presentes nas fases
fenil possibilitam sua separacéo.

A FE SiZr(PDMFS)ec e a coluna comercial fenil-hexil Zorbax® foram
empregadas na separacdo de uma mistura de agrotoxicos para avaliagdo da
potencialidade da nova fase estaciondria para este tipo de aplicacdo. Os
cromatogramas obtidos nestas separacdes estao apresentados na Figura 43.

A coluna comercial fenil-hexil Zorbax® apresentou melhor resolugéo para todos
0s agrotoxicos analisados, no entanto, a analise teve duracéo superior a 60 min, devido
ao maior comprimento desta coluna e a presencga da cadeia hexil, que confere maior
retencdo para os agrotoxicos menos polares. Deve-se considerar que esta anadlise foi
feita no modo isocratico e o tempo de anélise empregando a coluna fenil-hexil Zorbax®
pode ser reduzido empregando-se eluicdo por gradiente. A coluna SiZr(PDMFS)ec,
apesar do menor comprimento, foi capaz de separar todos os agrotéxicos com
resolu¢cdo minima de 1,3 e tempo de andlise em torno de 20 min, mantendo a ordem de
eluicdo da coluna fenil comercial. O bom desempenho da coluna SiZr(PDMFS)ec
demonstra que a separagdo de agrotéxicos é uma aplicacdo potencial das fases
estacionarias desenvolvidas neste trabalho.
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Figura 43. Cromatogramas obtidos na separagdo de uma mistura de agrotoxicos
empregando a coluna SiZr(PDMFS)ec preparada no laboratério, 5 um, 60 mm x 4 mm,
SiZr(PDMFS)ec e a coluna comercial fenil-hexil Zorbax®, 5 pm, 150 mm x 4,6 mm.
Condicbes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; fase mével: metanol:H-O 50:50
(v/v); vazao: 0,3 mL min' na coluna SiZr(PDMFS)ec e 1,0 mL min” na coluna
comercial; detecgdo a 220 nm e temperatura de 25 °C. Compostos teste: (1) benomil,
(2) cianazina, (3) tebutiurom, (4) paratiom, (5) linurom e (6) diurom.

As colunas SiZr(PDMFS)ec e a comercial fenil-hexil Zorbax® também foram
empregadas na separagdo de uma mistura contendo benzeno e 8 hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. Os cromatogramas obtidos para esta separacdo estdo

apresentados na Figura 44.
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Figura 44. Cromatogramas obtidos na separacdo de uma mistura contendo benzeno e
alguns hidrocarbonetos policiclicos aromaticos empregando a coluna SiZr(PDMFS)ec
preparada no laboratério, 5 um, 60 mm x 4 mm, e a coluna comercial Fenil-hexil
Zorbax®, 5 um, 150 mm x 4,6 mm. Condi¢des cromatograficas: volume de injecao: 5
uL; fase mével e vazdo: metanol:H,O 55:45 (v/v) a 0,3 mL min' na coluna
SiZr(PDMFS)ec e metanol:H,O 65:35 (v/v) a 1,0 mL min" na coluna comercial;
deteccdo a 262 nm e temperatura de 25 °C. Compostos teste: (1) benzeno, (2)
naftaleno, (3) acenaftileno, (4) acenafteno, (5) fluoreno, (6) fenantreno, (7) antraceno,
(8) fluoranteno e (9) pireno.

Quando a separagdo dos HPA foi feita na coluna fenil-hexil Zorbax® e na coluna
SiZr(PDMFS)ec empregando-se FM com a mesma for¢ca cromatografica, a coluna
comercial apresentou maior retencao que a coluna SiZr(PDMFS)ec para os compostos
analisados, devido a cadeia hexil entre o anel aromatico e a superficie da silica, que
confere maior seletividade hidrofébica, e também devido ao maior comprimento da
coluna comercial. No entanto, empregando-se uma fase mével de menor forca
cromatografica com a coluna SiZr(PDMFS)ec, a seletividade das duas colunas foi a
mesma, havendo coeluicdo do acenafteno e do fluoreno em ambas, conforme

apresentado na Figura 44.
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A partir dos testes de Tanaka, concluiu-se que as FE preparadas sobre suporte
de silica ndo modificada apresentam menor atividade silanofilica tanto em meio acido
como neutro, portanto, estas fases foram empregadas na separacao de uma mistura
contendo alguns farmacos de caracteristicas basicas, que normalmente sdao muito
retidos nas fases estaciondrias a base de silica devido as interagdes por troca idnica
com os silandis residuais. Esta mesma mistura foi analisada empregando-se as
colunas comerciais C18 Nova Pak® e fenil-hexil Zorbax® para comparagdo com o
desempenho das FE Si(PDMFS) e Si(PDMFS)ec. Os cromatogramas obtidos para
estas andlises estdo apresentados na Figura 45.

A FE Si(PDMFS) apresentou melhor desempenho cromatografico que as demais
colunas na separacao dos farmacos selecionados, e ainda houve inversao na ordem de
eluicdo de alguns compostos (dizempam, amitriptilina e nortriptilina), sugerindo que o
tipo de interacdo entre as FE e os analitos sédo diferentes. De acordo com o resultado
obtido nas separacdes anteriores, esperava-se que o desempenho da coluna comercial
fenil-hexil Zorbax® fosse equivalente ao desempenho das FE desenvolvidas, mas no
caso dos farmacos com caracteristicas basicas, esta coluna apresentou maior retencao
e menor seletividade que as colunas preparadas neste trabalho.

Como as condi¢des cromatograficas empregadas foram as mesmas para todas
as FE, com excecdo da vazdo e das dimensdes das colunas, suspeita-se que o
capeamento, a diferencga do tipo de silica de cada fase e a presenca de cadeias longas
de carbono (hexil e octadecil) sejam os responsaveis pelas seletividades diferentes. No
caso das colunas Si(PDMFS)ec e fenil-hexil Zorbax®, o capeamento e a cadeia hexil
devem diminuir o carater polar das fases. Com relacao ao tipo de silica, como foi
empregada fase mével em meio acido, esperava-se que as possiveis interagbes por
troca iGnica entre os compostos basicos e o suporte fossem minimizadas, mas a partir
das assimetrias elevadas (Asi% > 3) para o pico do dextrometorfano, amitriptilina e
nortriptilina na coluna C18 Nova Pak®, pode-se supor que a acidez da silica empregada

nesta coluna seja alta.
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Figura 45. Cromatogramas obtidos na separacdo de uma mistura de farmacos
empregando as colunas preparadas no laboratério, 5 um, 60 mm x 4 mm, Si(PDMFS) e
Si(PDMFS)ec e as colunas comerciais C18 Nova Pak®, 4 ym, 150 mm x 3,9 mm, e
fenil-hexil Zorbax®, 5 um, 150 mm x 4,6 mm. Condi¢cdes cromatogréficas: volume de
injegdo: 5 uL; fase mével: metanol:KH,PO4/H3sPO4 0,02 mol L' pH 2,7 50:50 (v/v);
vazdo: 0,3 mL min™ nas colunas preparadas no laboratério e 1,0 mL min™' nas colunas
comerciais; deteccdo a 220 nm e temperatura de 25 °C. Compostos teste: (1)
levofloxacina, (2) dextrometorfano, (3) nortriptilina, (4) amitriptilina e (5) diazepam.

Deve-se levar em consideracdo que a coluna Si(PDMFS) apresentou melhor
desempenho apesar de seu comprimento e diametro interno serem menores que das
colunas comerciais, 0 que proporciona um custo reduzido por andlises, uma vez que 0s
gastos com fase estacionaria e solventes sdo minimizados. Além disso, a fase
Si(PDMFS) apresenta menor custo que a FE Si(PDMFS)ec, a qual inclue os gastos

relacionados ao capeamento.
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4.7 Avaliacao da estabilidade quimica das fases estacionarias

A estabilidade quimica das fases estacionarias foi avaliada em condigcdes
drasticas de analise. Para isto, empregou-se a fase mével metanol:0,050 mol L
KoCO3s/KHCO3; a pH 10 (55:45, v/v) eluida através das colunas contendo as fases
estaciondrias a uma vazdo de 1,0 mL min sob temperatura de 50 °C. A avaliagdo
periddica do desempenho cromatografico das colunas foi feita por meio da separagao
da mistura teste 2.

A estabilidade das fases estacionarias foi avaliada a partir de medidas
periddicas da eficiéncia das colunas (niumero de pratos/metro) obtida para o pico do
acenafteno com a passagem continua da fase moével a pH 10. Para facilitar a
comparacao entre os resultados obtidos para cada fase estacionaria, a variacdo da
eficiéncia do pico acenafteno foi expressa em termos de volumes de coluna (Veo) € 0s
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 46. Cada volume de coluna
corresponde a quantidade de fase moével necessaria para preencher os espacos nao
ocupados pela fase estaciondria no interior da coluna cromatografica. Para as colunas
preparadas neste trabalho um volume de coluna corresponde a 0,57 mL de fase médvel.

Quando a fase estacionaria é submetida a condicbes mais drasticas de fase
movel, em um determinado momento ocorre uma queda brusca de sua eficiéncia, o
que sugere que mudancas significativas estdo acontecendo no leito cromatografico,
tornando-o ineficiente para separac¢des. Normalmente, esta queda brusca ocorre

quando a eficiéncia da coluna atinge 50 % de seu valor inicial™®'.
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Figura 46. Variagdo da porcentagem de eficiéncia das colunas recheadas com as
fases Si(PDMFS), Si(PDMFS)ec, SiZr(PDMFS) e SiZr(PDMFS)ec em fungdo da
passagem da fase movel metanol:0,050 mol L' KoCOs/KHCOs a pH 10 (55:45, v/v);
vazdo de 1,0 mL min'; temperatura de 50 °C e deteccéo a 254 nm.

A partir da Figura 46, observa-se que a fase estacionaria que apresenta a maior
estabilidade é a SiZr(PDMFS)ec, resistindo a passagem de aproximadamente 1000
volumes de colunas ou seja, 570 mL de fase mével em condi¢cbes drasticas de analise.
As demais colunas apresentaram estabilidade inferiore a 500 volumes de coluna,
variando na seguinte ordem: SiZr(PDMFS) > Si(PDMFS)ec > Si(PDMFS). A FE
Si(PDMFS) apresentou estabilidade equivalente as demais FE preparadas no LabCrom
empregando suporte de silica ndo modificada e nao capeadas®**. Ao contrario do
esperado, as FE Si(PDMFS)ec e SiZr(PDMFS) apresentaram estabilidades muito
baixas. De acordo com estes resultados, podem-se inferir 0 seguinte: 1) o PDMFS nao
recobre perfeitamente a superficie dos suportes, conforme havia sido evidenciado
pelas propriedades cromatograficas determinadas anteriormente; 2) o recobrimento
metalico da superficie da silica ndo € homogéneo, apesar de aumentar muito a acidez

dos sitios ativos do suporte; e 3) o capeamento da FE preparada sobre silica nao
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modificada parece ndo ser muito efetivo, e pode ser devido a menor reatividade dos
sitios do suporte de silica ndo metalizada. Portanto, € necessaria a combinagédo do
suporte zirconizado com o capeamento para que as FE de PDMFS sejam tao estaveis
quanto as fases estacionarias preparadas recentemente no LabCrom a partir de
poli(metiltetradecilsiloxano) imobilizado termicamente e por radiagdo gama sobre
suporte de silica zirconizada'®. Estas FE foram avaliadas sob as mesmas condigdes
experimentais empregadas neste trabalho e os valores de estabilidade obtidos estao
entre 1100 e 1300 V.

Algumas FE comerciais contendo grupos C18 quimicamente ligado a silica

também foram avaliadas no LabCrom com relacdo & sua estabilidade térmica®'®

, para
isso, foram empregadas as mesmas condigcbes drasticas de analise citadas
anteriormente. As FE comerciais avaliadas foram: Kromasil-C18, Spherisorb ODS,
Rainin ODS e Lichrosorb RP18. A FE Kromasil-C18 apresentou a maior resisténcia
quimica nas condi¢cbes avaliadas, sendo estavel a eluicdo de mais de 2000 V... Esta
estabilidade extremamente elevada é resultado da melhor protecdo do suporte
proporcionada pelo capeamento da FE com grupos CHs. As demais FE comerciais
avaliadas, ndo capeadas, apresentaram-se estaveis durante a eluicdo de
aproximadamente 750 V.q, sendo menos estaveis que a FE SiZr(PDMFS)ec.

A Figura 47 apresenta o comportamento do fator de assimetria do acenafteno
nas FE preparadas, em funcao da passagem de fase médvel em condi¢des drasticas de

andlise.
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Figura 47. Variacdo do fator de assimetria (Asio%) do acenafteno obtido pelas FE
Si(PDMFS), Si(PDMFS)ec, SiZr(PDMFS) e SiZr(PDMFS)ec em funcdo da passagem
de fase mével metanol:0,050 mol L' KoCOs/KHCOs a pH 10 (55:45, v/v); vazdo de
1,0 mL min™"; temperatura de 50 °C e deteccédo a 254 nm.

A variacao do fator de assimetria para as quatro FE preparadas foi similar a
obtida para a eficiéncia. Para as FE Si(PDMFS)ec, SiZr(PDMFS) e SiZr(PDMFS)ec
verifica-se que o fator de assimetria permaneceu praticamente constante até ocorrer a
perda de 50 % da eficiéncia das respectivas colunas, quando se observou uma
variagao aleatdria do valor de fator de assimetria. No caso da coluna contendo a fase
Si(PDMFS), a desordem do fator de assimetria ocorreu praticamente desde o inicio do
teste, seguindo o comportamento da eficiéncia da coluna, que apresentou uma queda
mais acentuada que as demais colunas avaliadas, comprovando a menor estabilidade

desta FE frente a fases moéveis alcalinas.
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5. Conclusoes

O procedimento de metalizacdo da superficie da silica incorporou uma
quantidade significativa de zircbnio ao suporte e provocou aumento do valor de area
superficial especifica e diminuicdo do volume e diametro de poros com relacdo as
particulas de silica ndo modificada e, apesar destas mudancas, as caracteristicas
fisico-quimicas da silica metalizada sao consideradas adequadas para a aplicacao
como suporte cromatografico.

Os testes iniciais envolvendo o preparo de fases estacionarias a partir do
poli(metilfenilsiloxano) (PMFS) mostraram que as interagdes entre este polimero e o
suporte de silica ndo ocorrem de maneira repetitiva, possivelmente devido ao
impedimento estérico entre as cadeias do PMFS. Ao contrario, as FE preparadas a
partir do copolimero poli(dimetilsiloxano-co-metilfenilsiloxano) (PDMFS) apresentaram
boa repetibilidade de preparo e de comportamento cromatografico, o que pode ser
atribuido a presenca da cadeia de dimetilsiloxano, que evita o impedimento estérico
entre grupos fenil e facilita as interagcdes com o suporte cromatografico.

A otimizagdo das condi¢gbes de imobilizacdo térmica do PDMFS sobre a silica
mostrou que as FE com melhor desempenho cromatografico foram obtidas em
temperatura de 140 °C e 6 h de tratamento térmico. A caracterizagao fisico-quimica das
FE preparadas nestas condi¢cdes, sobre os suportes de silica ndo modificada e
zirconizada, sugere que o PDMFS estd fisicamente adsorvido e quimicamente ligado
aos suportes, sendo que as interagcbes com o0 suporte metalizado apresentam maior
intensidade, o que pode ser decorrente do aumento da atividade dos silandis da
superficie da silica apds a incorporacao do zircénio. Apés o capeamento, houve um
aumento de cerca de 2 % na porcentagem de carbono e reducao do numero de silanois
livres e vicinais dos suportes cromatograficos.

O desempenho cromatografico das FE foi adequado, sendo similar ao de
colunas comerciais tradicionais, com eficiéncia superiore a 70000 pratos m”' para o
acenafteno no caso das FE ndo capeadas e acima de 56000 pratos m” nas FE
capeadas. As caracteristicas cromatograficas das fases estacionarias foram similares
no que diz respeito as seletividades hidrofébica, estérica e aromatica, o que ja era
esperado, pois estes parametros estdo relacionados aos grupos presentes na cadeia
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polimérica. As FE capeadas apresentaram maior hidrofobicidade que as FE nao
capeadas, devido a incoporacdao dos grupos metila na superficie do suporte. A FE
Si(PDMFS) apresentou maior capacidade de formacgéo de ligaces de hidrogénio que a
FE SiZr(PDMFS), e isto pode ser resultado de um maior numero de silandis residuais
na FE preparada sobre silica ndo modificada, ou seja, houve um recobrimento melhor
do suporte zirconizado, uma vez que as interacées do PDMFS foram maiores com este
tipo de suporte. As FE capeadas apresentaram capacidade de formacao de ligagdes de
hidrogénio significativamente menores que as fases nao capeadas, por causa do
melhor recobrimento dos sitios ativos do suporte. Com relagédo a atividade silanofilica
total e em meio &cido, concluiu-se que o procedimento de zirconizacdo aumentou a
acidez dos grupos silandis da silica, além de incorporar 0s grupos zircondis, que sao
acidos de Lewis, e isto conferiu a FE SiZr(PDMFS) atividade silanofilica extremamente
elevada, inclusive em meio acido, uma vez que o pH 2,7 nao foi suficiente para a
protonacgao dos sitios ativos desta FE. O capeamento foi capaz de recobrir alguns sitios
ativos do suporte, diminuindo a atividade silanofilica das fases preparadas sobre silica
ndao metalizada, por outro lado, para as FE preparadas sobre silica zirconizada o
capeamento nao teve um efeito muito expressivo sobre a acidez do suporte.

As FE apresentaram aplicabilidade potencial para a separacdo de compostos
aromaticos de diferentes polaridades, alguns HPA e agrotdxicos. A FE Si(PDMFS)
apresentou desempenho cromatografico superior as colunas comerciais C18 Nova
Pak® e fenil-hexil Zorbax® na andlise de alguns farmacos de carater basico, cuja
separacado no modo de eluigdo isocratico e em colunas C18 tradicionais € problematica.

A estabilidade das FE, em condi¢des drasticas de analise, aumenta na seguinte
ordem: Si(PDMFS) < Si(PDMFS)ec < SiZr(PDMFS) < SiZr(PDMFS)ec. A FE
SiZr(PDMFS)ec € de 2 a 3 vezes mais estavel que as demais em termos de volumes
de coluna, mostrando que a combinagédo do suporte zirconizado com o capeamento €
uma estratégia importante para a obtencdo de fases de PDMFS com estabilidade

elevada.
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