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RESUMO

Preparacdo de Fases Estacionarias para CLAE com uma Mistura de
Poli(dimetilsiloxano) e Poli(metiloctadecilsiloxano) Sorvidos e Imobilizados

por Tratamento Térmico sobre Silica.

Autor: Elias Severo da Silva Junior

Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Neste trabalho foram feitos estudos de otimizacdo das condigbes de
preparo de fases estacionarias para uso em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) da mistura de poli(dimetilsiloxano) (PDMS)
e poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS), sorvidos e imobilizados por tratamento
térmico (em atmosfera inerte) na superficie de silica Kromasil (esférica, 5 um). As
fases estacionarias foram avaliadas por testes quimicos, fisicos, cromatograficos e
de estabilidade em fases mdéveis em condigcdes agressivas. As melhores
condicbes de preparo das fases estacionarias foram: sor¢céo de 25 % PMODS e
25 % PDMS sobre silica, mantendo 15 dias de repouso, e imobilizados a 128 °C
durante 8 horas e 40 minutos. As fases estacionarias preparadas nas melhores
condicoes apresentaram eficiéncias de 60000 e 38000 pratos m™",
respectivamente, para os compostos naftaleno e N,N-dimetilanilina, além de picos
simétricos mesmo para compostos acidos (fenol) e basicos (N,N-dimetilanilina). O
estudo de caracterizacdo através das misturas-teste de Tanaka indicou a
presenca de silandis residuais, mas os resultados dos parametros avaliados foram
razoaveis, principalmente comparados a fases PMODS, PDMS e algumas
comerciais. Quanto aos testes de estabilidade, a FE manteve-se estavel durante
250 volumes de coluna para o teste basico apresentando queda significativa da
eficiéncia (60%) para o naftaleno e pequena variacdo na assimetria para os
compostos naftaleno e N,N-dimetilanilina, ja no teste acido a FE manteve-se
estavel por 950 volumes de coluna apresentando uma queda suave na eficiéncia
(10%) e variagdes na assimetria a partir de 400 volumes de coluna, ambos para o
acenafteno, porém o fator de retencéo caiu nos dois testes indicando a perda de

parte da mistura polimérica.
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ABSTRACT

Synthesis of stationary phases for HPLC with a mixture of
poly(dimethylsiloxane) and poly(methyloctadecilsiloxane) sorbed and

immobilized by thermal treatment on to Silica.

Student: Elias Severo da Silva Junior

Supervisor: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

In this work the conditions for the preparation of a stationary phase of use in
reverse phase high performance liquid cromatography (RP-HPLC) with a mixture
of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) and poly(methyloctadecilsiloxane) (PMODS)
sorbed and immobilized by thermal treatment (in an inert atmosphere) on Kromasil
silica (spherical, 5 ym) were optimized. The stationary phases were evaluatied by
chemical, physical and chromatographic tests and for stability in mobile phases
having agressive conditions. The best conditions for preparation of the stationary
phases were: sorption of 25 % PMODS and 25 % PDMS on to the silica, storing for
15 days and then immobilizing at 128 °C for 8 hours and 40 minutes. The
stationary phases from these conditions showed efficiencies of 60000 and 38000
plates m™ for naphthalene and N,N-dimethylaniline and symmetrical peaks for
acidic (phenol) and basic (N,N-dimethylaniline) compounds. A characterization
study using Tanaka’s test-mixture indicated the presence of residual silanols, but
evaluation parameters were still resonable, compared to PMODS, PDMS and
some commercials phases. In the stability tests the stationary phase was for stable
250 column volumes in the basic test, showing a decrease of efficiency (60 %) for
naphthalene but little change in asymmetry for naphthalene and N,N-
dimethylaniline. In the acid test the stationary phase maintained efficiency for 950
column volumes with some decrease in efficiency (10 %) but showed a small
change in asymmetry after 400 column volumes for acenaphtene. However, the
retention factor fell in both tests, showing partical loss of the polymeric mixture

without changing the coverage of the support.
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1. Introducéao

O objetivo final de toda técnica empregada em quimica analitica é fornecer
algum tipo de informacao, seja qualitativa, seja quantitativa, sobre sistemas
submetidos a investigacbes que vao explorar suas propriedades quimicas e
fisicas.

Em muitos laboratérios, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se
tornou uma técnica indispensavel para obter-se informacdes sobre amostras,
determinacao de constantes fisicas e o isolamento de componentes purificados de
misturas complexas. Atualmente, a CLAE encontrou uma ampla aceitacdo em
muitas areas cientificas e de aplicagao, tais como: ciéncias da vida, alimentos,
polimeros sintéticos e quimica ambiental. O desenvolvimento ainda continuo e a
disponibilidade de fases estacionarias (FE) de alta qualidade e equipamentos de
alto desempenho se apresentam como fatores primordiais para o crescente
interesse de pesquisas e aplicagcbes em CLAE.

O processo cromatografico consiste, essencialmente, na passagem de uma
fase mével (FM) sobre uma fase estacionaria (FE), ocorrendo a distribuicdo dos
componentes da mistura entre as duas fases, de tal forma que cada componente é
seletivamente retido pela fase estacionaria’. A fase mével € bombeada sob alta
pressdao e uma vazao controlada. Uma pequena quantidade de amostra é
introduzida através de uma valvula de injecdo, sendo arrastada pela fase mével
através da coluna e do detector.

As separacdes em CLAE dependem fundamentalmente das composi¢des
das fases mével e estacionaria. A fase estacionaria, devido as suas propriedades
de superficie, exerce papel decisivo nos mecanismos de separacdao de
componentes quimicos e € o desenvolvimento destes materiais que ira resultar em
avancos tanto em eficiéncia quanto em especificidade das separacdes. O
desenvolvimento da CLAE como método eficaz de separagdo sempre esteve
relacionado a sintese de materiais adequados para o enchimento de colunas

cromatograficas.
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Os mecanismos de retencdo em cromatografia liquida consistem de
repetidas etapas de sor¢cdo e dessorcao, que acontecem ao longo da coluna
cromatografica. A separagao ocorre gracas a diferenca entre os coeficientes de
distribuicdo de componentes distintos entre fase estacionaria e fase movel. Os
processos fisicos de adsorgcdo sao baseados, principalmente em atracdes
eletrostaticas ou dipolares (forcas de van der Waals), incluindo a formacao de
ligacbes de hidrogénio, e os de particdo baseiam-se na diferenca de solubilidade

dos componentes da amostra na fase estacionaria e na fase movel.

1.1 Suportes Cromatograficos e Fases Estacionarias

1.1.1 Suportes Cromatograficos

A silica é atualmente o material mais utilizado como suporte cromatografico
de fases reversas?, pois é disponivel comercialmente em larga faixa de tamanho
de particulas esféricas e irregulares, com estrutura de poros bem controlada
através dos procedimentos de sintese (1 a 400 nm), didmetros de particula em
uma faixa restrita (1 a 20 ym) e grande area superficial (100 a 500 m? g7),
permitindo melhor distribuicdo das fases liquidas em sua superficie, forga
mecanica adequada para resistir altas pressdes e facilidade de modificagao de
sua superficie, devido a presenca de grupos silanois reativos®?.

Quanto as desvantagens®, pode-se destacar dois aspectos. O primeiro € a
nao homogeneidade da superficie da silica e a presenca de impurezas metalicas,
além da falha de reacdo de todos os silanois™®, que influenciam o mecanismo de
retencdo de maneira indesejavel®’. A superficie da silica apresenta 3 tipos de
grupos silandis: vicinais (dois grupos hidroxila sobre dois atomos de silicio
vizinhos), geminais (dois grupos hidroxila originarios do mesmo atomo de silicio) e
isolados (. um grupo hidroxila sobre o atomo de silicio), como mostra a figura 1.

O segundo aspecto desfavoravel ao uso da silica como suporte é a

instabilidade da superficie, principalmente a altas temperaturas e frente a fases
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moveis alcalinas, que reagem lentamente com a superficie da silica, dissolvendo-
a, causando perda da fase cromatografica e até o colapso do leito da coluna®. Isso
pode levar a alteragdes na retencéo, seletividade e formato dos picos. A
estabilidade de fases estacionarias baseadas em silica modificado com grupo
alquila € também limitada em soluc¢des acidas, devido a hidrolise catalizada por
acidos das ligacoes silicio-carbono (ESi—C=), que sustentam as fases ligadas a
superficie'. A literatura descreve que fases estacionarias quimicamente ligadas,
preparadas com silica como suporte, devem ser utilizadas com fases moveis no

intervalo de pH entre 2 e 8".

ligacao de hidrogénio

silanéis wcmay “, / silanéis silanéis
?, - - -
o “ geminais ligagoes isolados

(o)
/ siloxanos
. HO OH
N /!‘i\o/slii >s|/ Si/O\Si !i

T O o 0 0 0

Figura 1:Tipos de silanois presentes na superficie da silica

Quando o pH da fase moével € menor que 2, a hidrolise catalisada por acido
das ligacdes Si-C entre a superficie da silica e o material ligado quimicamente
torna-se significante. Isto resulta em continua perda da fase ligada, simultanea
com a perda de retencao cromatografica. Em fases méveis basicas, com valores
de pH acima de 8, ocorre rapida dissolucao da silica devido a exposicao de parte
do suporte que nao reagiu com o modificador organico (silandéis residuais) e,

consequentemente, a fase ligada é clivada do suporte™.
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A concentracao superficial de grupos silandis na silica pode ser
determinada por métodos quimicos como: troca isotépica por deutério’ ou tritio®,
titulacdo com NaOH™ na presenca de sal, reagdo com alquillitio™, entre outros. Os
metodos mais confiaveis de determinacdao da concentracédo dos grupos silandis
totais, principalmente a troca isotépica por D,O, indicam 8,0 + 1,0 ymol m?, sendo
este o valor mais aceito para concentragdo de OH na superficie da silica®. A
concentracao e distribuicao dos diferentes grupos silanodis € altamente dependente
do tipo de pré-tratamento (acido, basico, ou térmico®) pelo qual a silica foi
submetida. Em especial tratamentos térmicos foram amplamente discutidos por
Zhuravlev®, que sugeriu um modelo fisico-quimico para a superficie da silica. Em
resumo, o0 modelo descreve etapas ocorridas a partir da desidratagcao até uma
completa desidroxilagdo da silica, indicando os principais tipos de silandis
presentes em cada estagio do modelo. Segundo o modelo, a faixa de temperatura
em que a superficie apresenta um grau maximo de hidroxilacdo é, apoés
tratamento, de 25 a 190 °C sob vacuo.

A elevada atividade quimica da superficie € tida como vantagem, pois
facilita a interacdo com diversas moléculas apolares, proporcionando FE de
diferentes seletividades, mas esta caracteristica pode gerar impedimento estérico,
pois apenas 50 % dos grupos silanoéis séo capazes de se ligar quimicamente aos
modificadores organicos", restando muitos silanois residuais.

Estes grupos (carater polar) podem interagir fortemente de maneira
irreversivel, diminuindo a eficiéncia cromatografica e podendo deteriorar o leito da
coluna. A adsorcao pode ocorrer de forma reversivel, gerando baixas eficiéncias

para compostos basicos, picos largos, assimétricos e com cauda.
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1.1.2 Suportes Alternativos

1.

As limitagcbes apresentadas pela silica tentam ser solucionadas atraves:
Modificagdo quimica da superficie da silica. Silicas mais estaveis tém sido
preparadas por reducao significativa das impurezas inorganicas através do
tratamento acido'®"? ou modificando-se a superficie do suporte, por reacédo
quimica, adicionando na sua superficie atomos de um metal de transicao,
como zircénio ou titanio (Zr ou Ti), através dos éxidos correspondentes.
Ambos sao o6xidos basicos, sendo assim, insoluveis em pH alcalino e
estaveis em pH acido?.

Substituicao por outro tipo de suporte com diferentes caracteristicas
quimicas. Como exemplo, tem-se a utilizacdo de fases estacionarias
baseadas em polimeros semi-rigidos como poliestireno-divinilbenzeno* e
outras resinas baseadas em poliacrilatos, copolimeros de poliésteres
hidroxilados ou polivinilalcool, que embora possuam estabilidade quimica
sob larga faixa de pH e fornegcam picos simétricos para compostos basicos
devido auséncia de grupos reativos em sua superficie, tém menor
estabilidade mecanica que a silica®?, restringindo a sua utilizagdo em
pressdes elevadas. Além disso, ocorre alargamento de pico devido a nao
homogeneidade do fluxo da fase moével nestes materiais*?*"?. Outros
suportes utilizados sao os éxidos inorganicos alumina (Al,Os3), titania (TiO,)
e zirconia (ZrO;), que apresentam estabilidade em uma faixa mais ampla

de pH que a silica'®?%2
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1.1.2 Fases Estacionarias baseadas em Reag¢des Quimicas

O desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia esta ligado a
evolucao da tecnologia do preparo de fases estacionarias. Na CLAE-FR, este
desenvolvimento foi resultado da introducao das fases estacionarias quimicamente
ligadas (FEQL). Anteriormente, o recheio da fase estacionaria era constituido de
um liquido estacionario de baixa massa molar apenas sorvido ao suporte
cromatografico. A manutencao da concentragao constante do liquido estacionario
no suporte se mostrava dificil e ineficaz para o emprego de vazées mais altas da
fase movel. Para a conducao das separagcdes cromatograficas fazia-se necessario
a pré-saturacao da FM com a FE liquida e o controle rigido da temperatura da
coluna cromatografica®. Tais necessidades impossibilitaram separacdes no modo
de eluicdo por gradiente, as quais eram freqlentemente desejadas para
separacao de misturas complexas. A eliminacdo de muitos destes problemas
tornou-se possivel com o advento das FEQL para CLAE-FR, na qual cadeias
organicas foram ligadas covalentemente a superficie do suporte, fornecendo alta
estabilidade hidrolitica ao liquido estacionario®'.

As fases reversas apresentam vantagens como o uso de fases moéveis de
menor custo e menos toxicas, como metanol e agua; estabilidade frente a
solventes; rapido equilibrio da coluna apds a troca da fase mével; facilidade em se
empregar eluicao por gradiente; maior rapidez de analises e reprodutibilidade dos
tempos de retencao. Além disso, sao muito aplicadas a separacédo de solutos de
diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas.

Diversos procedimentos sao relatados na literatura para a obtencao de fases
estacionarias reversas de maior estabilidade, minimizando as interacbes
indesejaveis dos silandis, tais como:

- Fases poliméricas quimicamente ligadas®***: as FE sdo obtidas pela reacdo
de agente silano bi ou trifuncional (figura 2) na presenca de tragos de agua.
Apesar da maior estabilidade hidrolitica desta fase, a dificuldade de controlar a
reacao de entrecruzamento e a espessura da camada resultante torna o processo

pouco reprodutivel, sendo raramente formada uma camada uniforme;
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Figura 2: Reacao geral para ilustrar a sintese de fases quimicamente ligadas.

- Capeamento®?: apos a ligacdo das espécies quimicas (CsHiz ou CisHsz) na
superficie da silica, a FE é submetida a uma segunda reacdo com um agente
sililante apropriado, normalmente trimetilclorosilano e/ou hexametildisilazano,
proporcionando melhor protecdo do suporte cromatografico e maior estabilidade a
FE (figura 3);

| Polimero , |

OH| OH| OH| OH| OH OH

| Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si]

Figura 3: Fase estacionaria ap6s capeamento

- Fases com polimerizagdo horizontal*’*°: neste método, monocamadas auto-
organizadas de silanos trifuncionais de cadeias longas (CsH+; ou CqsH17) € curtas
(CH3) sédo obtidas sobre particulas de silica, melhorando a estabilidade hidrolitica
das fases com substancial reducédo do acesso aos silandis residuais (figura 4).
Além disso, o processo de obtencdo destas fases € mais reprodutivel,

principalmente se comparado as fases poliméricas convencionais;
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Figura 4: Polimerizagao horizontal

- Fases estericamente protegidas*'**: sdo obtidas pela reacdo de reagente
organosilano contendo a espécie quiimica (CsHi7z ou CysHs7) na cadeia lateral e
dois grupos alquila volumosos (isopropil ou isobutil) que restringem o acesso de
solutos basicos aos grupos silanois residuais (figura 5). Desta forma, ha um
aumento da estabilidade quimica das fases. Comparativamente as fases de
mesma cadeia alquila lateral sem protegcdo, as estericamente protegidas
apresentam menor densidade de ligacao, devido a limitacao estérica durante o

processo de silanizacdao*;

e
£

Si +— OH Si -

Figura 5: Fases nao protegidas e estericamente protegidas
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- Fases estacionarias com grupos polares embutidos*“: trata-se de um
método alternativo para a reducao da atividade silanofilica das FE, pois a insercao
de grupos polares (como amida, amina, uréia, carbamato) promovem uma

competicao destes com solutos basicos pelos silandis residuais (figura 6);

/N

- NH,

I

| Silica |

Figura 6: Fase estacionaria com grupos polares embutidos

- Fases estacionarias bidentadas*'**®: preparadas a partir de silanos
bifuncionais, proporcionam maior restricao do acesso de componentes da amostra
aos silandis residuais e maior estabilidade quimica quando empregadas fases
moveis acidas ou basicas;

- Suportes Hibridos®'** apresentam em sua estrutura um correto balanco
organico / inorganico, com propriedades intermediarias a grupos organicos e
inorganicos a forma pura. Estes suportes sao comercializados com o nome de X-
Terra. O suporte mais comum contém unidades de metilsiloxano, tanto na
estrutura interna quanto na superficie, de particulas de silica. Este material
apresenta uma boa estabilidade entre pH 1 e 12, com aumento do recobrimento

superficial nas fases quimicamente ligadas e reducgao da atividade silanofilica;
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- Uso de silicas mais puras®®: conhecidas como silicas tipo B, que apresentam
apenas tracos de impurezas metalicas, tornando os silandis residuais menos
acidos®. Em aplicagbes cromatograficas, estas silicas promovem separacées de
melhor desempenho, principalmente para compostos basicos. Atualmente, quase
todas as fases estacionarias disponiveis comercialmente sao preparadas a partir
da silica tipo B, exceto os que partiram dos suportes hibridos.

Embora alguns destes procedimentos tenham oferecido melhor protecéo do
suporte cromatografico, resultando em maior estabilidade quimica em fases
moveis alcalinas, as fases estacionarias preparadas, aplicando estas estratégias,

nao resolveram completamente o problema dos grupos silandis residuais.

1.2 Sorcao e Imobilizacao de Polimeros em Silica

Na tentativa de se obter FE com uma maior blindagem dos grupos silandis da
superficie da silica e maior estabilidade frente a passagem de FM neutras ou
basicas, foi desenvolvido um novo tipo de FE para CLAE-FR, que consiste em
sorver e/ou imobilizar polimeros como polissiloxanos ou polibutadienos, dentre
outros, sobre silica “nua” ou modificada com 6xidos metalicos.

Um grupo de pesquisa que explorou a imobilizacdo de polimeros sobre o
suporte de silica durante os anos 80 foi coordenado por Schomburg. Este grupo
preparou diversas FE para CLAE através do entrecruzamento de polissiloxanos
sobre silica, induzidos por aquecimento com peroxido, decomposicao térmica e
radiacdo gama. Eles investigaram as propriedades fisicas e cromatograficas
dessas FE e chegaram a conclusédo que elas sdo razoavelmente estaveis e
capazes de produzir excelentes separacdes em CLAE®.

Schomburg et al.®” também investigaram polissiloxanos imobilizados por
tratamento térmico a 180 °C, sem a presenca de reagentes indutores de
entrecruzamento. Os tratamentos térmicos de imobilizacdo a baixas temperaturas
nao foram extensivamente estudados porque os polissiloxanos adsorvidos na

silica podiam ser completamente arrastados pelos solventes da FM*®.
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Nos ultimos 15 anos, desenvolveu-se no Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida (LabCrom) do Instituto de Quimica da Unicamp, um tipo de
FE que contém uma camada de polissiloxano ou polibutadieno adsorvida e
imobilizada nas paredes dos poros da silica (ou silica modificada com éxidos
metalicos) sem nenhum tratamento especifico, com boas propriedades
cromatograficas e de estabilidade para CLAE-FR%2,

A forma mais simples de preparo das fases recobertas com polimeros é
realizada pelo método de evaporacao estatica do solvente sem etapas posteriores
de imobilizagdo da camada polimérica no suporte cromatografico®®®°. Para isto, o
polimero €& apropriadamente dissolvido em um solvente, no qual seja
completamente soluvel e a esta solucado com polimero & adicionada a matriz do
oxido inorganico. Em seguida, evapora-se o solvente obtendo a fase estacionaria
sorvida. A quimica da superficie do suporte tem uma influéncia significativa na
sorcao dos polimeros, pois 0s grupos reativos superficiais agem como pontos de
ancoragem, nos quais os polimeros podem apenas interagir fracamente ou se ligar
covalentemente®4%68-7°,

As fases estacionarias sorvidas, e imobilizada, sdao normalmente preparadas
utilizando algum procedimento de imobilizacdo, que Ihes confere maior
estabilidade. Os principais métodos de estabilizacdo utilizados para fases
estacionarias sorvidas sdo o tratamento térmico, a irradiacédo por microondas,
ultravioleta ou raios gama.

Estudos recentes de cinética de adsorcdo de um polimero sobre a silica
mostraram que a sua retencao nos poros do suporte aumenta com o tempo sem
nenhum tratamento especifico, apenas deixando a FE em repouso apds seu
preparo. Este processo foi denominado de “auto-imobilizacdo™*%. O primeiro
passo da auto-imobilizacdo € um processo rapido, enquanto que o rearranjo para
estruturar a formacao de uma camada uniforme é lento. Sendo assim, o controle
do tempo durante o preparo da FE sorvida e imobilizada € um fator importante
para obtencdo de colunas com parametros cromatograficos reprodutiveis®.

Imobilizagao por tratamento térmico do polimero sobre a silica aceleraram o

rearranjo do polimero nos poros da silica, principalmente quando a camada do
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polimero ainda nao esta distribuida de maneira uniforme nas paredes dos poros
da silica. Quando o polimero ja se encontra no estagio de uma configuragcéao
uniforme, obtido pela auto-imobilizacdo, o tratamento térmico ndo altera esta
configuracédo e os parametros cromatograficos permanecem constantes apds o
tratamento®®°2,

Outro ponto a ser destacado € a quantidade de polimero depositado na
superficie do suporte. Se, por um lado, uma quantidade maior de polimero
fornecera um material com maior protecao dos silandis ou sitios acidos de Lewis
contra interagdes indesejaveis com a amostra, por outro, resultara em uma
camada mais espessa, bloqueando os poros do suporte. Desta forma, resultara
em um processo de transferéncia de massa mais lento e, portanto, fases
estacionarias com baixo desempenho cromatografico. Portanto, a preparacao das
fases recobertas com polimeros € uma etapa critica que tem por finalidade a
obtencao de duas propriedades idealizadas:

- Um filme fino que nao bloqueie ou restrinja a entrada dos poros, para
manter a estrutura geral e a conectividade, resultando em rapida transferéncia de
massa nos poros e no filme polimeérico;

- Uma camada polimérica uniforme, para recobrir completamente os sitios nao
especificos de interacdes indesejaveis e, se possivel, impermeavel aos analitos a

serem separados.

1.3 Tratamento Térmico

O tratamento térmico € uma fonte de energia empregada para as mais
diversas finalidades. Este vem sendo o principal procedimento para a obtencéao de
fases reversas imobilizadas com’ ou sem®***"7® o uso de agentes quimicos de
entrecruzamento. O principio da imobilizacao térmica baseia-se no aquecimento
da amostra por conducédo de calor, onde o recipiente contendo a amostra é
aquecido e ocorre a transferéncia de calor para a amostra. O tratamento térmico é
empregado para acelerar a imobilizacdo do polimero nos suportes

cromatograficos, auxiliando no processo de auto-imobilizagao™.
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Bottoli et al.” prepararam fases de PMOS e de PMODS termicamente
imobilizadas em particulas de silica, empregando temperaturas na faixa de 80 a
220 °C. Os autores observaram que, em temperaturas mais baixas, 120 °C para o
PMOS e na faixa de 80 a 100 °C para o PMODS, as fases apresentam melhores
desempenhos cromatograficos devido a formacédo de uma monocamada
polimérica. Em temperaturas mais elevadas, o desempenho cromatografico é
inferior, devido a formacdo de uma monocamada polimérica mais espessa,
resultando em um processo mais lento de transferéncia de massa™.

Fases estacionarias imobilizadas termicamente a temperaturas mais

.72 imobilizaram

elevadas também ja foram descritas na literatura. Ohmacht et a
PMOS em particulas de silica empregando temperaturas superiores a 300 °C na
presenca de peréxido de benzoila para promover a reticulagdo do polimero sobre
o suporte. As fases preparadas a 400 °C apresentaram o melhor desempenho
cromatografico e boa estabilidade quimica em fase mével a pH 9,0. por outro lado,
os resultados nao foram confirmados na auséncia do catalisador®.

A principal desvantagem das fases recobertas (sorvidas ou imobilizadas)
com polimeros é a dificuldade de se obter uma camada polimérica uniforme ou
bem definida na superficie dos poros do suporte cromatografico. Nawrocki et al."?
sugeriram que o recobrimento polimérico resultante, de uma forma geral, é
invariavelmente retalhado e desigual (ndo homogéneo). Collins et al.”” mostraram
que a deposicao na forma de um filme polimérico fino e uniforme ao longo de uma
area superficial muito grande €& energeticamente desfavoravel e que,
preferencialmente, ocorrera a formacao de “plugs” dispersos ao longo de toda a
extensao da superficie da silica. Desta forma, a nao homogeneidade do
recobrimento resultara em exposicdo dos grupos silandis residuais e,
conseqientemente, havera interacdo indesejavel do suporte com solutos da
amostra e locais suscetiveis ao ataque quimico de fases moveis alcalinas,
acelerando a dissolucao da silica. O grande desafio do preparo de fases
recobertas com polimeros € a obtencéo de fases estacionarias com poucos sitios
de interacdes residuais, e o desenvolvimento de um suporte estavel numa larga

faixa de pH.
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1.4 Avaliacao das Colunas

As colunas cromatograficas recheadas sao avaliadas através de
parametros calculados a partir de medidas obtidas nos cromatogramas.

A figura 7 mostra um cromatograma tipico com as principais medidas
obtidas.
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Figura 7 Cromatograma com as medidas relacionadas a determinacéo de
parametros cromatograficos.

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

O tempo de retengado de um soluto, tr, € o tempo gasto desde a inje¢ao da
amostra até a saida do componente do sistema. O tu € o tempo de retencao de
um soluto nao retido ou tempo de retencado da fase movel. Tanto tr quanto tu

podem ser obtidos diretamente do cromatograma quando se utiliza um integrador
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eletrénico, ou convertendo as medidas de distancia de retencao (dr ou dm) para
tempo, através da velocidade do papel em registrador potenciométrico. Esta

conversao é feita pelas seguintes relagdes:

(Eq. 1) o= = Sty = =

onde: f é a velocidade do papel do registrador;
dr € a distancia de retencao do soluto;

dw é a distancia de retencao de um soluto néo retido ou da fase movel.

A retencao de um componente & determinada pela razdo entre os tempos

em que as moléculas ficam retidas na fase estacionaria (¢';) e percorrendo a

coluna na fase mével (tu) € € representada pelo fator de retengao (k):

'
R

~N

(Eq. 2) k =

~

M

onde: ', = tr - tw € 0 tempo de retencao ajustado.

O valor de k, idealmente, deve estar entre 2 e 10, sendo que valores abaixo
de 2 significam pouca interacdo do soluto com a fase estacionaria e acima de 10
forte interacdo e, consequentemente, alto tempo de analise'".

O parametro que avalia a separagcao entre dois picos adjacentes € a
resolucao (R;) e é calculada a partir da difereca entre os tempos de retencao

divididos pela média das larguras de suas respectivas bases (Wy):

tRZ - tRl

(Eq. 3) R =2
Wyt Wy

hl + WhZ

- 1177[M

onde: tr1 € tr2 S80 tempos de retencao dos dois picos adjacentes envolvidos no
caluculo;
W,1 e Wy, séo larguras dos picos na base, em unidades de tempo;

W1 e Wiz sdo larguras dos picos a meia-altura, em unidades de tempo.
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Os valores de Rs acima de 1,5 sao considerados ideais, pois indicam uma
separacao entre os picos até a linha de base.

Outro parametro relacionado com a separacao de dois picos adjacentes € o
fator de separagao (a), que € calculado pela razdo entre os respectivos fatores
de retencdo que sao, por sua vez, relacionados aos tempos de retencéo

ajustados, segundo a equacao 4.

(Eq. 4) o = IIZ_T: Le

O fator de separacdo mede a seletividade de um sistema cromatografico.
Quanto mais seletivamente a fase estacionaria retiver o segundo componente,
maior sera o fator de separacado. Porém, apenas o fator de separacao pode nao
ser suficiente para avaliar a separacao, pois € uma medida baseada nos tempos
de retencédo dos maximos dos picos e nao considera a largura dos mesmos.

A eficiéncia apresentada pela coluna é medida em termos do numero de
pratos, N. Um prato € equivalente a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase

estacionaria e a fase movel e é calculado pela expressao:
t

Eq. 5 N =16 2| =5545 &

(Eq. 5) W 7

Isto significa que quanto mais estreito for o pico cromatografico, maior sera
a eficiéncia.
A altura do prato, H, € a razédo entre o comprimento da coluna (L) expressa

em metros e o numero de pratos (N), que pode ser calculado por:

(Eq. 6) H==
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O numero de pratos obtidos pode ser afetado por varios fatores, incluindo o
tamanho das particulas da fase estacionaria, as condi¢cdes de enchimento da
coluna, as condi¢cées de analise, o tamanho da amostra, o tipo de soluto e,
principalmente, o comprimento da coluna. Para efeitos de comparacdo entre
colunas, em CLAE, a eficiéncia é expressa em termos de numero de pratos por
metro (N/m), calculado através da divisao do numero de pratos da coluna pelo seu
comprimento em metros.

O tamanho das particulas de recheio & decisivo para a eficiéncia das
colunas. Os limites de eficiéncia em funcdo do tamanho das particulas séo

mostrados na tabela 1.

Tabela 1: Intervalos de eficiéncia de colunas disponiveis comercialmente,
recheadas com fase reversa porosa’.

Tamanho da Particula Intervalos de Eficiéncia

(nm) (pratos/m)
10 12000 - 20000
5 35000 - 45000
3 80000 - 100000

A expressao para o calculo do numero de pratos s6 € valida para picos
simétricos. Isso faz com que a medida de simetria seja um parametro
cromatografico de relevancia.

A simetria dos picos € avaliada pelo fator de assimetria dos picos (A;), a

10 % da altura do pico, como mostra a figura 8.
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§ _cB
E As= AC
AlC B
...... ] seesnocdpennace I 10% dé! altura do

pico

Figura 8 Medida e calculo do fator de assimetria do pico.

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

A vazao (F) 6tima de trabalho pode ser determinada pela equacao de van
Deemter:

(Eq. 7) H= A4+ —+ Cu
onde: H é a altura de um prato;

L
= € a velocidade linear da fase mével, sendo L o comprimento da
M

coluna.

O termo A, difusao turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos, devido
aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto. Este termo pode
ser minimizado usando colunas com didmetro interno reduzido, bem recheadas e

particulas com tamanho pequeno e uniforme.
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O termo B, difusado longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecular
do soluto na fase movel e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades
lineares da fase moével. Este termo € mais importante em cromatografia gasosa
que em CLAE, ja que o coeficiente de difusdo no liquido € muito menor que no
gas.

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

A figura 9 mostra uma curva de van Deemter tipica e a contribuicao dos
termos da equacao 7. A curva mostra que existe uma vazao (F) 6tima que esta
diretamente relacionada com a velocidade linear da fase movel (u), na qual H tera

um valor minimo e, conseqiientemente, a eficiéncia sera maxima.

B
- H=A+B/u+Cpu
Cp
Hminimo =
A
B/u
v Velocidade linear da FM (m s)

Hotima

Figura 9: Curva da equacéo de Van Deemter”
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A completa avaliacdo de uma coluna cromatografica passa pela analise de
todos os parametros citados, com cuidado para que haja coeréncia entre os
parametros calculados e o composto que esta relacionado a estes dados. Deve-se
ainda escolher compostos que caracterizem as propriedades de resolugao, de
retencao, de seletividade estérica, hidrofobicidade, de troca i6nica e de interacao

silanofilica da coluna cromatografica®.

1.4.1 Testes Cromatograficos de Caracterizagao

A grande utilizacdo de fases reversas levou a introducédo de uma ampla
faixa de diferentes fases estacionarias de alta qualidade que, juntamente com um
grande numero de ferramentas para controle e otimizacdo das separacoes,
contribuiram para a sélida popularizacdo da CLAE-FR. Entretanto, as varias
centenas de fases reversas, em muitos casos nominalmente idénticas, disponiveis
atualmente dificultam a selecdo de uma melhor coluna para um problema
especifico de separacao. Este problema se estende tanto as fases quimicamente
ligadas quanto as fases recobertas por polimeros. Desta forma, para que a
selecao da coluna contendo a fase estacionaria apropriada, para a separacdo em
questdao, nao se torne um problema, uma completa caracterizacdo da fase
estacionaria €& extremamente desejavel para diferenciar caracteristicas
aparentemente similares®'. Métodos espectroscopicos®?, termogravimétricos® e
fisico-quimicos® para a caracterizagdo sao freqiientemente empregados. Porém,
estes métodos destroem a fase estacionaria durante a andlise. Uma alternativa
mais apropriada € o uso de testes cromatograficos que avaliam a qualidade, as
caracteristicas e a viabilidade analitica das fases com base em interacdes
intermoleculares entre o analito, a fase estacionaria e a fase moébvel, sem a
destruicio da coluna®.

Um grande numero de testes cromatograficos tem sido discutido na
literatura. Apesar da maioria dos testes sugeridos fornecerem apenas um sistema
de qualificacdo interna das préprias fases, que em nada contribuem para um

sistema objetivo de caracterizagado geral, alguns testes simples para avaliacao de

20



Introdugdo

fases estacionarias reversas foram sugeridos para tal propoésito. Estes testes
permitem a comparacao das propriedades (tais como: retencao, hidrofobicidade,
seletividade estérica, atividade silanofilica, capacidade de troca iénica e habilidade
de formar ligagcdes de hidrogénio, além da eficiéncia da coluna) de uma
determinada fase em relagdo a uma outra em especifico, ou, em relacédo a valores
encontrados na literatura®*®¢. Os mais conhecidos e empregados foram sugeridos
por Tanaka e colaboradores®, Engelhardt e Jungheim® e Neue et al.?**. Além da
simplicidade e da possibilidade de uma comparacao geral entre fases
aparentemente idénticas, também contribuem para um entendimento mais

detalhado da retencéao e seletividade em CLAE-FR.

1.5 Planejamento e Otimizagcao de Experimentos

O planejamento e a otimizacdo de experimentos sao ferramentas usadas
para examinar sistematicamente diferentes tipos de problemas nos mais diversos
setores de pesquisa, desenvolvimento e producdo. Quando os experimentos sao
realizados de forma aleatéria é de se esperar que os resultados também sejam
obtidos de forma aleatéria. Por isso, faz-se necessario o planejamento de
experimentos para que a informacao de interesse possa ser obtida.

No planejamento, os fatores sado tipos de tratamento e as diferentes
categorias de um fator sdo os niveis, o experimento € chamado fatorial e o que
se esta interessado em descobrir € a resposta®®>. Sendo assim, a primeira etapa
€ decidir quais os fatores e as respostas de interesse. Os fatores, em geral, séo
variaveis que o pesquisador tem condi¢cdes de controlar, salvo experimentos onde
os fatores que afetam as respostas ndo podem ser controlados ou séo de pouco
interesse®.

Para fazer um planejamento fatorial completo, devem-se realizar
experimentos em todas as possiveis combinacdées dos niveis dos fatores. Para k
fatores (variaveis controladas pelo pesquisador) um planejamento completo de

dois niveis exige a realizacdo de 2% experimentos. O tipo mais simples de
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experimento fatorial € o 22 (Ié-se dois por dois). Nestes experimentos s&o
analisados dois fatores, em dois niveis e realizados quatro ensaios®.

A lista desta combinagcdo de niveis e fatores é chamada de matriz de
planejamento, sendo representada pelas combinacdes de sinais (-, nivel inferior)
e (+, nivel superior). A tabela 2 mostra um exemplo de como sao colocados os
sinais numa matriz de planejamento 22. Os sinais dos niveis dos fatores se
alternam na primeira coluna, sempre comecando com o nivel (-), sendo que na
segunda coluna as alternancias sao de pares. Os sinais para calcular a interacao
de dois fatores (12) sao obtidos multiplicando-se os sinais das correspondentes

colunas, pertencentes aos fatores principais.

Tabela 2: Relacdes de sinais para um planejamento fatorial 22 %2,

Fatores
Ensaios 1 2 12 Resposta
1 -1 -1 1 Y1
2 1 -1 -1 Y2
3 -1 1 -1 Y3
4 1 1 1 Ya

A partir da matriz de planejamento e as respostas dos ensaios pode-se
estudar os efeitos de qualquer fator sobre uma dada resposta. Quando o efeito de
uma variavel depende do nivel de outra ou de outras, diz-se que essas variaveis
interagem e pode-se calcular o efeito de interagao sobre a resposta. O efeito de
um fator sem interagcdes € chamado de efeito principal. Os efeitos sdo calculados
a partir da equacao 8, onde i € a média das respostas no nivel (+) e } € a

meédia das respostas no nivel (-).

(Eq. 8) Efeito= [y, - ¥ |

22



Introdugdo

Por exemplo, a partir da matriz de planejamento da tabela 2, o efeito do
fator principal 1 é dado por:
Yt
2

Yot Yy

(Eqg. 9) Efeito fator1 = 5

onde os valores de y, e y, sd@o as respostas nos niveis (+) do fator 1 e y, e y,

sao as respostas nos niveis (-) do mesmo fator.
1.5.1 Anadlise de Variancia e o Teste de Hipéteses

Normalmente, para se fazer uma analise de variancia é preciso proceder
uma série de calculos e saber interpretar as féormulas, que exigem o conhecimento
da notacdo. Na analise de variancia, a idéia € comparar a variagao nos valores
das respostas devido aos tratamentos ou a variacéo devido ao acaso. Para decidir
qual dessas duas hipoteses € a mais provavel, é necessario submeter os dados
aos testes estatisticos de significancia®.

A partir das repeticdes feitas nos ensaios dos planejamentos fatoriais pode-
se obter uma estimativa do desvio padrao experimental e, também, de acordo
com a extensdo desse desvio padrao, decidir se existem ou nao efeitos
estatisticamente significativos dos fatores sobre a resposta. Para obter as
estimativas do desvio padrao experimental, primeiramente calcula-se a estimativa

da variancia para cada observacgao individual, s?, dada por:

, Y -y

(Eq. 10) §? =

n-1
onde Y, = resposta, Y = média das respostas e n = numero de respostas.

. . . . .n . 2
Seguidamente, calcula-se a estimativa conjunta de variancia, s,” pela

equacao 11:
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2 2 2
2 (V 151 +V 28, + ..y Sy )

Eq. 11 =
(Eq. 11) ’ v, +v,+.v,)

P

onde y =n-1 é o nimero de graus de liberdade de s,°, a estimativa de variancia
do /-ésimo ensaio.

A raiz quadrada de sp2 fornece a estimativa do desvio padrao
experimental das respostas, s.

2)1/2

(Eq. 12) s=s,

Para verificar quais os efeitos calculados séo estatisticamente significativos
(diferentes de zero), pode-se empregar o teste t de Student, o qual possui
valores tabelados, considerando o nivel de 95 % de confiangca, com os graus de
liberdade dado por Z V; (somatdria do numero de graus de liberdade para cada

ensaio). Para isto, € necessario calcular o desvio padrdao de um efeito, através da

raiz quadrada da variancia de um efeito, ou seja:

2

(Eq. 13) Variancia de um efeito: 7, = a,’s,

onde ai2 = constante que depende do numero de ensaios.

(Eqg. 14) Desvio padréo de um efeito: s, = (V)
Os efeitos cujas estimativas forem superiores em valor absoluto ao produto

do desvio padrao de um efeito pelo valor de distribuicdo de Student (ngem,x” i)
serao estatisticamente significativos®.

1.5.2 Planejamento Fatorial Fracionario
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O numero de ensaios necessarios para se fazer um planejamento fatorial 2~
completo aumenta rapidamente com o aumento de k, o numero de fatores
investigados. Quando o numero de fatores aumenta, crescem as chances de um
ou mais deles nao afetarem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos
principais ou por meio de efeitos de interacdo. Mas, para nao excluir fatores que
possam ser importantes, €& possivel, através de planejamentos fatoriais
fracionarios, estudar o maior numero de fatores sem aumentar o numero de
ensaios. Isso é possivel porque no jogo de sinais da matriz de planejamento ha
fatores e interagdes que se confundem, ou seja, tem os mesmos sinais®.

Num planejamento fatorial 2* completo (4 fatores sendo estudados em dois
niveis) o nimero de ensaios & de 16. E possivel diminuir o nimero de ensaios
pela metade através de um planejamento fatorial fracionario 2*', que uma fragao
meia de um planejamento fatorial 2* completo. Essa fragcdo meia foi obtida a partir
da igualdade 4 = 123, ou seja, os sinais do fator 4 € o produto dos sinais dos trés
primeiros fatores, seguindo a mesma relacdo de sinais de um planejamento
fatorial 2°. A literatura costuma apresentar essa relacdo na forma equivalente | =
1234, que € a relacéo geradora do fatorial fracionario. Através dela é possivel
obter todos os sinais da matriz de planejamento. A tabela 3 mostra a relagcéao entre

as colunas com os mesmos sinais para este planejamento fatorial fracionario 2*°

92

Tabela 3: Relacao entre as colunas de sinais.
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Relacao entre as colunas de sinais

| =1234
1=234
2=134
3=124
4 =123
12 =34
13=24
14 =23

Um planejamento fatorial saturado é aquele que permite um maximo de

fatores a serem investigados com um minimo de ensaios®.

1.5.3 Metodologia da Superficie de Resposta

A metodologia da superficie de resposta tem duas etapas distintas: a
modelagem e o deslocamento, que sao repetidas quantas vezes forem
necessarias, com o objetivo de atingir uma regiao étima da superficie investigada.
A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos simples, em geral,
lineares ou quadraticos, as respostas obtidas com planejamentos fatoriais. O
deslocamento se da sempre ao longo do caminho de maxima inclinacao de um
determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada. Através da analise de variancia dos dados € possivel verificar se o
modelo ajustado tem ou nado falta de ajuste, ou seja, se ele é estatisticamente

significativo®.
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2. Objetivos

Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho & preparar fases
estacionarias do tipo fase reversa para utilizagdo em colunas de CLAE. Para isto,

o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

1. Otimizar as condi¢cdes de preparo de FE usando PDMS e PMODS sorvidos e

imobilizados por meio do tratamento térmico em silica Kromasil.

2. Preparar FE usando PDMS e PMODS sorvidos e imobilizados por tratamento

térmico sobre silica nas melhores condi¢cdes de preparo encontradas.

3. Caracterizar as FE preparadas por meio de testes quimicos, fisicos e

cromatograficos.

4. Testar a estabilidade quimi<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>