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Titulo: Preparagio, caracterizacio ¢ avaliacdo de diferentes fases estaciondrias reversas,
tipo C8, para CLAE
Autora: Tania Akiko Anazawa

Orientadora: Prof® Dv® Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Este trabalho visa o desenvolvimento de dois tipos de fase estacionaria (FE), sorvida e
imobilizada, para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéneia (CLAE), a partir da fase
estacionana liquida poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) e de oito suportes de silica com diferentes
formas (irregular ou esférica), tamanho de particulas (10, 8, 7 e 5 um), didmetro de poros (15,
10, 8 e 6 nm) e fabricantes (Davisil, Merck, Sigma e Phase Separations). As FEs sorvidas

consistem no PMOS sorvido nos poros da silica, sem ligacdo covalente e as imobilizadas no

PMOS imobilizado, por meio de radiacdo gama. Estas fases foram caracterizadas e avaliadas
por testes fisicos (espectroscopia no infravermelho, area superficial especifica, volume
especifico dos poros, andlise termogravimétrica, espectrometria de ressonincia magnética
nuclear), quimicos (extraciio por solventes, analise elementar, titulagio potenciométrica) e
cromatograficos {avaliagio das colunas recheadas com as diferentes FEs através da inje¢io de
varias misturas organicas sintéticas e estabilidade frente a solvente).

Os testes mostraram que a malona dos grupos silandis da silica foram bhlindados pelo
PMOS, que existem caracteristicas adequadas de suporte para obtengio de colunas eficientes e
que, ao contrario do que se tem na hteratura, as FEs sorvidas podem ter uma estabilidade
excelente desde que se use uma fase estacionaria liquida, de alta massa molecular, como € o
caso dos polissiloxanos. Ambas as FEs desenvolvidas competem em qualidade e estabilidade

com as comerciais, com a vantagem da nossa preparacio ser mais simples e de menor custo.
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Title: Preparation, characterization and evaluation of different reversed phases, type C8,
for HPLC.
Auwthor: Tania Akiko Anazawa

Supervisor: Prof® Dr® Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

The objective of this project is the development of two different types of stationary
phases (SP), sorbed and immobilized, for High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
using the liquid stationary phase poli(methyloctylsiloxane) (PMOS) and eight silica supports
with different shapes (irregular or spherical), particle sizes (10, 8, 7 and 5 um), pore diameters
{15, 10, 8 and 6 nm) and sources { Davisil, Merck, Sigma and Phase Separations). The sorbed

SP consists of PMOS sorbed m the pores of the silica, without covalent bonding, while the

immobilized SP have the PMOS immobilized by gamma radiation. These phases were
characterized and evaluated by physical tests (infrared spectroscopy, specific surface area,
specific pore volume, thermogravimetric analysis, nuclear magnetic resonance spectrometry),
chemical tests (solvent extraction, elemental analysis, potentiometric titulation) and
chromatographic tests (evaluation of columns packed with the different SP through injection of
various synthetic mixtures and evaluation of stability to the mobile phase).

The tests showed that the silanol groups of the silica were shielded by PMOS, efficient
columns are obtained and that, contrary to indications in the literature, the sorbed SP have
excellent stability due to use of a high molecular weight, liquid SP, such as the polysiloxanes.
Both the SP developed in this work compete in quality and stability with commercial phases,

with the advantage that our preparations are simpler and of lower cost.
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1. Consideracdes gerais sobre Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia & um metodo fisico-quimico de separacao dos componentes
de uma amostra através da distribuicdo destes entre duas fases, uma que
permanece estacionaria € a outra que se move através dela. O desenvolvimento
cromatografico se da através das diferentes interacbes dos componentes das
amostras com a fase estacionaria e, dependendo do tipo de cromatografia, com a
fase movel. Desta forma, cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracfes diferenciais destes componentes !

Diversas s&o as iécnicas cromatograficas, sendo que dentre elas, a
Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) vem se destacando cada vez
mais € o seu emprego em varios laboratorios € considerado, atuaimente,
indispensavel.

As razbes para o crescimento explosivo podem ser atribuidas a sensibilidade
do meétodo, sua pronta adaptabilidade para determinacbes gquantitativas, a
nossibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis e a sua
grande aplicabilidade as substancias que sdo de interesses indusiriais e de muitos
campos da ciéncia. Além disso, a CLAE possui uma maior variedade de mecanismos
de separacdo possiveis, desta forma, pode ser aplicada tanto para compostos
orgénicos como para inorganicos. A Unica exigéncia para a CLAE é que a amostra
seja soluvel na fase movel (FM), assim sendo, amostras liquidas ou solidas, idnicas
ou covalentes, como também sblidos de alta ou baixa massa molecular podem ser
separados por esta técnica. No entanto, a CLAE utiliza instrumentos sofisticados e
caros. Tambem néo é desprezivel o custo elevado das fases moveis, de alto grau de
pureza, das fases estaciondrias ( FEs ) ou das colunas prontas e da reposicéo
periddica de componenies diversos da coluna ou do aparelho, que se constituem em
despesas continuas.

Na CLAE, a FM é bombeada sob alta pressao ( até 40 MPa ) e a uma vazéo
controlada. Uma pequena quantidade de amostra é introduzida por meio de uma
valvula de injecéo, sendo arrastada pela FM através da coluna e do detector.

As colunas utilizadas em CLAE geralmente sdo recheadas com FEs que
consistem de pequenas particulas de silica porosa, cujas superficies sdo recobertas
com uma fina camada de fase ligada. A FM, contendo os componentes da amostra,
ao sair da coluna chega ao detector onde um sinal, proporcional & concentracéo do

soluto, & enviado ao registrador ou integrador.
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A Cromatografia Liguido-Solido (CLS) e a Cromatografia Liquido-Liquido
{CLL) resultam, respectivamente, de repetidas etapas de adsorces e dessorcdes ou
particdes que ocorrem durante 0 movimento dos componentes da amostra ao longo
da coluna contendo a FE, alcangando-se a separacéc gracas as diferencas entre os
coeficientes de distribuicdo dos componentes distintos da amostra entre a FE e a
FM ?,

L2. Definicdes de alguns termos cromatogrdficos

A seguir estéo descritas definicdes de alguns termos cromatograficos:

- Fase Estacionaria (FE): ¢ a fase imovel responsave! pelas retengdes diferenciais

dos solutos. Em CLAE, a FE pode ser um soélido ou um liguido depositado sobre um
suporte: sorvido ou imobilizado ou guimicamente ligado a ele.

- Suporte: solido {poroso ou nd0) que retem a fase estacionaria liquida .

- Fase Estacionaria Liquida: ¢ um liquido, depositado sobre um suporte, que
separa os solutos atraves de interagGes diferenciais com ele, tanto na sua superficie
quanto no seu interior. Tais interacBes dependem diretamente da gquantidade do
liquido depositado sobre o suporte.

- Fase Estacionaria Sorvida: é um liquido que se encontra sorvido sobre um
suporte devido a forgas fisicas do tipo van der Waals.

- Fase Estacionaria Quimicamente Ligada: é uma FE resultante de uma reagéo
quimica entre grupos presentes na superficie do suporte e um reagente contendo
grupos reativos apropriados gue modifica as propriedades iniciais do suporte.

- Fase Estacionaria Imobilizada: é uma FE onde existem ligacbes quimicas entre
as moléculas individuais da fase estacionaria liquida sorvida, induzidas por
processos de entrecruzamento, sendo que ligacBes entre a fase estacionaria liquida
& 0 suporte também podem existir,

- Fase Estacionaria Solida: é um sélido, com a sua superficie modificada ou néo,
que separa 0s solutos através de interacGes diferenciais diretamente na sua
superficie.

- Recheio: é o material que compde o leito da coluna cromatografica.

1.3. Fases estaciondrias empregadas na CLAE
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Na Cromatografia Liguido-8élido {CLS), a FE é um sdlide que na sua
maioria, & a alumina ou a silica. Empregam-se particulas de tamanho que variam de
5 a 40 ym, as maiores podendo ser peliculares ou porosas e as menores totalmente
porosas .

A Cromatografia Liquido-Liquido (CLL), introduzida em 1941 °, consiste de
uma FE adsorvida nos poros das particulas do suporte cromatografico através de
forgas eletrostaticas ou forgas de van der Waals. Este tipo de fase é obtido por um
processo dindmico, onde moléculas da FE, dissolvidas na FM, entram nos poros do
suporte para compensar as moleculas gue sdo solubilizadas pela fase movel.

Gs liquidos usados no passado como fase estaciondria liquida consistiam em
moléculas de baixa massa molecular *, j& que as tentativas para usar moléculas
maiores, menos soluveis na fase movel, resultaram em separactes de poucas
aplicagbes.

Devido a isso, a CLL, muitc usada nas décadas de 60 e 70, quase
desapareceu com a chegada, noc mercado, das FEs guimicamente ligadas, pois
apresentavam como desvantagem, a necessidade de um controie rigoroso de
temperatura e solubilidade, para gue se obtivesse uma fase estacionaria que
resultasse em uma cromatografia confiavel e reprodutivel.

A introducdo das FEs quimicamente ligadas permitiu um desenvolvimento
fantastico de novos materiais para CLAE.

Na cromatografia liquida com fase ligada (CLFQL), a FE ¢ um liquido
ligado quimicamente ao suporte ou as paredes do tubo cromatografico, o que |lhe
confere maior estabilidade térmica e mecanica, eliminando as desvantagens ou 0s
inconvenientes que a CLL apresenta.

As fases quimicamenie ligadas podem ser preparadas por quatro tipos de
reaches que originam fases com caracteristicas diferentes, das quais as mais
usadas e mais disponiveis comercialmente sdo as fases tipo siloxano. Elas séo
preparadas por reacac dos grupos silanois dc suporte com um grganosilanc
halogenado ou um organoalcoxisitano, que pode ser mono (XSiRa), di (X{:SiR;) ou
frifuncional (XsSiR), de acordo com o esquema abaixo:

Kot

=5i-0OH + XSiRen — %Si—O—Si/ + HX

Rst-n

onde X = halogénio ou grupo alcdxido
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As fases ligadas tipo siloxano 880 as mais estaveis hidroliticamente em um
intervalo depH 2 a 8.

De acordo com a polaridade do grupo R ligado, obtém-se dois tipos de FE:
normal ou polar, guando R é um alquil com um grupo -NH, ou —-CN ou diol, e
reversa ou apolar, guando R é um hidrocarboneto alquil ou aril, sem grupos
quimicamente ativos. Os grupos alquil mais populares s@o n-octil e n-octadecil, mas
cadeias pequenas tais como metil e n-butil sdo também usadas. Os grupos ciclicos

mais usados sao fenil e cicloexil.

1.4. Fase estaciondria do tipo reversa

As FEs mais comumente utilizadas em CLAE s8o as fases reversas, onde a

FE é mais apolar e a FM é mais polar °. Estas fases consistem de um suporte
cromatografico e de uma fase estacionaria liquida, que pode estar sorvida ou
imobilizada ou quimicamente ligada ao suporte.

As fases reversas apresentam varias vantagens *’, tais como: uso de FM de
menor custo e menos toxica como metanol e agua; estabilidade das FEs frente a
solventes; o equilibric da coluna é conseguido rapidamente apds a mudancga da FM;
técnicas de programacado, incluindo eluicdo por gradiente, podem ser facilmente
empregadas, analises rapidas; reprodutibilidade dos tempos de retencéo e campo
de aplicacdo amplo.

As desvantagens apresentadas por estas fases, guando se utiliza como
suporte a silica, s@o o intervalo restrito de pH na utilizacdo da FE e a presenca de

8,8

grupos silandis residuais ", que contribue para o mecanismo de retencéo

{interacdo hidrofobica) de uma maneira indesejavel.

L4.1. Suporte cromatogrdfico

Um suporte ideal deve ter uma area superficial grande para permitir uma
distribuigao homogénea da fase estaciondria liquida na sua superficie, ter uma alta
forca mecénica de modo a ndo sofrer quebras e nem deformacbes quando
submetido a altas pressdes, ter muitos grupos ativos na superficie que possam ser
guimicamente modificados para gerarem materiais de recheio com propriedades

especificas e ser quimicamentie inerte para n&o interferir no processo de separagio.
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Os suportes inorganicos gue podem ser utilizados na cromatografia liguida

estio apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Suportes inorganicos utilizados na cromatografia liquida.

- Suporte : ‘Referéncias
Silica | 10- 18
Vidro 19, 20
Alumina 21-25
Silica recoberta com zircOnia 26
Silica recoberta com titanio 26
Silica recoberta com magnésio 26
Carbono vitrificado 27

Atualmente, mais de 90% das FEs utilizadas em CLAE de fase reversa ou
normal sdo baseadas em silica ®, que sao disponiveis comercialmente em uma
faixa larga de tamanho de particulas e poros. A silica € mecanicamente estavel as
pressbes utilizadas no enchimento de colunas bem como nas separagdes
cromatograficas. Ela pode ser facilmente modificada para produzir materiais com
diferentes tipos de seietividade e existe uma grande literatura disponivel sobre a
silica. Estas qualidades explicam o seu largo uso na preparacido de FEs para
cromatografia liguida de alta eficiéncia.

A superficie da silica é composta de grupos hidroxilas (grupos silanois), aos
quais se encontram ligadas moléculas de agua através de diferentes tipos de
interacéo, enquanto o interior do sélido apresenta ligagbes do tipo siloxano,
conforme é mostrado na Figura 1 .

A Figura 2 mostra os tipos de silandis presentes na superficie da silica *.
Dois grupos hidroxilas sobre dois atomos de silicio vizinhos sao chamados de
ilandis vicinais (regido 1). Quando eles originam do mesmo atomo de silicio, 0s
dois grupos sdo denominados de silandis geminais (regido 2). A regido 3 mostra
um grupo silanol isolado ou livre ».

Os grupos silandis s&o responsaveis pelo carater polar dos recheios de siiica

usados em cromatografia liquida com fase normal e pela modificagao da superficie
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da silica, permitindo obter as fases ligadas, sorvidas ou imobilizadas em fase

reversa e em outras medalidades de cromatografia liquida.

GRUPDS HIDROXILAS
VICINAILS

LIGACOES
SILOXANO
GRUPDS
HIDROXILAS
ISGLADOS

OH‘——"——LGRUPGS HIDROXILAS
GEMINAIS
Figura 1 - Estrutura da silica gel g.
] Ve 3
LEEREEES TR ! j
OH O | OH
*\S,/’ sl' SE. 0\"15 /OH AN ;
[ 5i i i Si i i
%“xo/ % \.G/E '\D/ \.O/ E \o/ g \O/ ; .
o 0 0 0 0 0
| | i 5 I ! |
o 55 e MStEm o Gl e G o G e G e e e
I ]

| l I

Figura 2 - Tipos de silandis presentes na superficie da silica gel

amorfa: (1) vicinais, ( 2 ) geminais e { 3 ) isolado %,

Em temperatura ambiente, a silica porosa sintética adsorve agua
reversivelmente. Esta dgua adsorvida esta ligada a superficie da silica e é removida

por aguecimento a 150°C sob vacuo por varias horas . Entre 200 e 800°C. o

tratamenio de temperatura sob vacuo de uma amostra de silica induz a um

decréscimo na concentragdo de grupos hidroxilas com formagdo de ligacdo
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siloxano. Se a temperatura de calcinacdo ndo exceder 600°C, o grupo siloxano
reativo reidroxila completamente quando exposto a agua. Desidroxilacdo completa e
sinterizag@o ocorre com aquecimento acima de 1200°C. Nesta temperatura, ©
carater amorfo da silica pode ser lentamente perdido. A amostra cristaliza na forma
estavel de cristobalito. A superficie hidrofilica é convertida em uma superficie
hidrofébica.

A maioria das silicas usadas em cromatografia ndo sao puras devido a fonte
a partir da qual elas s8o preparadas, ou seja silica sol. Muitas silicas séo
sintetizadas a parlir de silicas sol obtidas por acidificacdo de silicato de sddio sob
condiches controladas. isualmente, o silicato de sddio é preparado através da
dissolugao de areia de silica em hidroxido de sodio. A silica inicial contem niveis

significantes de impurezas, geralmente metais e alumina *,

E dificil remover as impurezas da sitica depois da sua preparacéo. Somente
uma certa quantidade dos metais pode ser removida da silica por fratamentos
prolongados com acidos. Presumiveimente, isto ocorre devide a oclusdo dos metais
dentro da estrutura da silica. Os tracos de metais podem influenciar no processo
cromatografico, fornecendo picos com caudas para determinados compostos.

Alem disso, os grupos silandis livres, remanescentes na superficie da silica,
tornam-na susceptiveis & dissoluc8o em meio basico, restringindo assim o pH das
FM utitizadas com estas colunas, que pode atingir o limite méaximo de 80 ¥. Em
solucbes aquosas com pH abaixo de 9,0, a silica dissolve formando ¢ acido
monosilicico Si(OH)s. Acima de pH 10,7, o dcido monosilicico se ioniza para formar
silicato soluvel. Para valores de pH maiores que este, a formacao de silicato soltvel
& mais favorecida ainda, reduzindo a concentragéo de acido monosilicico, o que leva
& completa dissolugdo do sélido amorfo 32

A estabilidade quimica da silica em fases moveis alcalinas agressivas é
restrita, portanto, FEs baseadas em silica ndo devemn ser usadas em pH maior que 8
por periodos prolongados. Também, o pH da fase mével ndo deve estar abaixo de 2

porque as ligaghes Si-C podem ser hidrolisadas.

1.4.2. Fase estaciondria liguida

A fase estacionaria liquida deve ser quimicamente resistente aos
componentes da amostra e da FM e possuir seletividade adequada para

separacio”.
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Uma grande variedade de polimeros usados como fase estacionaria liquida
para cromatografia liguida sdc mencionados na literatura. Os mais usados em

CLAE-FR estéo apresentados na tabela 2 *.

Tabela 2 - Polimeros usados em CLAE-FR.

Polimero Referéncias
Polissiloxanos 35 - 50
Polibutadienos 16,23,25,35,39,561,62
Poliacrilatos 17,18,53,54
Poliestirenos 55 56
Polimero de tolueno 57
Polimetilglutamato 58
Poliamidas 5960
Poliaminas 61,62
Poli{éter tipo coroa) 63
Poli(vinil tipo coroa) 64

A classe mais comum é a dos polissiloxanos, que sdo encontrados em uma
faixa extensa de seletividade, de acordo com os grupos substituintes existentes nas
diversas estruturas, como por exemplo: polietiimetilsiloxano, polimetiloctilsiloxano,
polimetilfeniisiloxano, polimetiloctadecilsiloxano, etc.

Os polimetilalquilsiloxanos apresentam a formula geral %

R
Rqo%%i—m Ry
CH3 !

R = octil, dodecil, hexadeci! ou octadecil

onde:

R, = trimetilsilil ou dimetilvinilsilil
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L.5. Fases estaciondrias quimicamente ligadas

O desenvolvimento destas fases permitiu uma expanséo do emprego da
CLAE e hoje elas dominam os recheios de colunas cromatograficas, devido as
inumeras vantagens que apresentam tais como:

« estabilidade frente acs solventes usados como FM - sdo praticamente insoluveis
nos solventes normaimente usados em CLAE.

» ndo é necessario usar pré-coluna ~ em CLL é necessario o uso de uma pré-
coluna para saturar a FM com a FE para que quando a FM atinja a coluna, ela
estando saturada com a FE, diminua a solubilidade da FE, aumentando o tempo

de vida da coluna.
» possibilidade de uso de vazdes de FM alta - em CLL a vazéo de FM alta pode

causar perda da fase estaciondria liquida e por outro lado, o aquecimento, de
mais ou menos um gray, gerado pela friccao entre a FM em alta velocidade e o
suporte pode aumentar a solubilidade da fase estacionaria liquida na FM.

» eluico por gradiente pode ser utilizada.

e temperaturas moderadas, que muitas vezes sao uteis quando se usa solventes

viscosos como FM, também podem ser empregadas.

1.6. Influéncia de grupos silandis residuais

Por utilizarem silica gel como suporte, as fases ligadas tendem a ser limitadas
em dois fatores. O primeiro & a instabilidade da superficie da silica tanto frente as
fases moveis acidas como basicas, gue reagem lentamente com estas superficies
até dissolvé-las, causando perda da fase cromatografica e, em casos extremos,
colapso da estrutura da coluna. Devido a isto as FEs gquimicamente ligadas devem
ser utilizadas no seguinte intervalo de pH: 2 < pH < 8. O segundo fator esta
relacionado a ndo homogeneidade da superficie da silica, isto €, a presenga de

28

grupos  silanois gue afeta o mecanisme de retencdo de uma maneira

indesejavel *%

, ao interagir com moléculas bio-organicas ou solutos basicos,
adsorvendo-os. Muitas vezes, a adsor¢do pode ser irreversivel e os compostos
depositados na superficie cromatografica podem restringir ¢ fransporte de massa,
bloguear sitios ativos de interac&o normal e criar sitios ativos ndo especificos, o que
diminui o desempenho da coluna, podendo leva-la até a uma deterioragdo

irreversivel, Quando a adsor¢@o é reversivel, tem-se o problema de picos largos,
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assimétricos e com cauda, que séo dificeis de serem fratados guantitativamente,
alem de poderem se sobrepor ou interferirem nos picos dos solutos, gue eluem em
tempos similares.

Segundo Nawrocki ®, a forte e indessjavel adsorgéo de bases orgénicas ou
outros compostos nucleofilicos na superficie da silica ndo é causada por todos os
grupos silandis livres, mas sim por um pegueno grupo de sitios fortemente reativos.
Nao existe um consenso sobre o fator que provoca a existéncia desses sitios, alguns
atribuem as caracteristicas estruturais da silica, enquanto outros, a presenca de
fracos de metais.

Atuaimente, muitos esforcos tém sido efetuados no sentido de minimizar a

influéncia negativa dos grupos silandis residuais no desempenho cromatografico ° e

na baixa resisténcia da silica em meios muito alcalinos . Os métodos usados para

essa finalidade englobam desde tratamentos especificos voltados para a silica
propriamente dita, como por exemplo, purificagdo, ativacéo e sintese, até aqueles
voltados para a sintese de fases ligadas: imobiiizacdo, capeamento,
encapsulamento com polimeros, adsorgio de polimeros, etc.

' e Verzele e Dewaele’ atribuiram a obtencdo de picos largos e

Verzele ’
assiméiricos para algumas classes de compostos, como acetilacetona e
antidepressivos triciclicos, a presenca de tracos de metais na silica. Entre estes
metais destacam-se Fe, Ca, Cu, Mg, Al e Ti. Um procedimento que se mostrou
eficiente para minimizar estes problemas consiste em ferver a silica gel antes da
imobilizacdo da FE, por 2 horas com HC! 2 mol L. Nawrocki * citou muitos outros
metodos usados no tratamento da silica.

Ohtsu et al. * investigaram a influéncia da pureza da silica no desempenho
cromatografico de 3 tipos diferentes de fases: octadeciisilano (ODS), ODS-
trimetilsiliiada e octadecil sobre silica encapsulada. Independente do tipo de fase,
aguelas preparadas com a silica mais pura apresentaram melhor desempenho
cromatografico. Contudo, também foi observado gue alguns tipos de fases se
mostraram mais eficientes na atenuacéo das influéncias da silica.

Alto grau de recobrimento da silica com a fase liquida tem sido usado com o
intuito de blindar os silandis residuais. Nawrocki * citou diversos exemplos onde

este artificio levou a supress@o quase completa das fortes interagdes silanofilicas
com compostos polares basicos. Sander e Wise ° afirmaram que este artificio é

efetivo quando a FE € monomerica, especialmente se constituida por cadeias

curtas. Contudo, © mesmo ndo ocorreu com as FEs poliméricas, como por exemplo,
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aquelas preparadas através da reacdo da silica com silanos di ou frifuncionais na
presenca de agua ou impurezas proticas. Nestes casos, houve uma melhora
consideravel no desempenho da coluna com a desativac&o dos grupos silandis
através de reacbes de silanizacdo secundarias, qgue foram realizadas antes (pré-
capeamento) ou depois (pos-capeamento) da imobilizacéo da fase liquida. Para este
proposito, reagentes pouco volumosos foram mais convenientes, uma vez gue
garantiram a desativag&o dos grupos silandis menos acessiveis, tornando ©
processo mais efetivo. Normalmente s&o empregados trimetilclorosilano (TMS) e
hexametildisilazano (HMDS). Sander e Wise ™ descreveram trabalhos comparando

os resultados obtidos com diferentes reagentes e condigGes para o capeamento.

1.7, Fases estaciondrias sorvidas e imobilizadas

Na tentativa de obterem fases com uma maior blindagem dos grupos silanois
e estabilidade da superficie da silica tanto frente a fases moveis acidas quanto
basicas, foi desenvolvide um novo tipo de fase estaciondria para CLAE-FR, que
consiste em sorver ou imobilizar um polimero sobre a silica, fornecendo uma
superficie mais homogénea, ou seja, um melhor blogueio dos silandis e, dessa
forma, os solutos s&0 mais protegidos de interagdes indesejdveis com a superficie

da silica 3445

I.8. Distribuicdo do polimero sobre a stlica

A preparacéo de FE a partir de polimeros sobre a silica € um processo
compiexo, influenciado pelas contribuicdes dos tipos diferentes de interacbes
adsortivas, da ligacdo quimica de macromoléculas sobre a superficie da silica ou da
insolubilidade do polimero na FM. Nao s6 as propriedades cromatograficas dos
materiais & base de silica-polimero, mas também o processo de estabilizacdo do
polimero  s&o influenciados pelas caracteristicas da silica. A geometria das
particulas influencia varias propriedades cromatograficas, tais como eficiéncia da
coluna e vazéo da FM. O tamanho das particulas, a forma delas e a distribuicio do
tamanho das particulas praticamente ndo mudam durante a modificacgo da sitica
com polimeros organicos. Substanciaimente, a estrutura do poro da silica € que
determina a possibilidade de estabilizagdo do polimero e as propriedades

resultantes da FE. Portanto, € muito importante a escolha do suporte de silica na
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preparacdo de FE a base de silica-polimero, a fim de obterem recheios com as
propriedades cromatograficas desejaveis.

As duas principais formas de como o polimero se encontra sobre a silica sao™:
1) o polimero forma um filme fino sobre a superficie da silica, que pode ser
denominada de silica gel recoberta com camada de polimero ( Figura 3 )
2) ou 0 polimero preenche o volume total dos poros, denominada de silica gel com
poros preenchidos com polimero ( Figura 4 ).

& - guperficie externa do silicy gel
B - intericr do poro do silico ge!

TTAG . == =~~~ imobilizocdo por
LR[S codetcs e potimere | o _iigagbes covatentes
.

L “iliisolvente 77 matriz da silice

Figura 3 - Silica gel recoberta com camada de polimero:
a) sem entrecruzamentos e sem ligacdo a superficie da silica - FE sorvida
b) densamente entrecruzada - FE imobilizada

¢} ligada covaientemenie a superficie da silica - FE quimicamente ligada,

A~ superfieie externg dg silico
8 -~ interior do pero do silica gel

o ' T " tmabiiizagdo por
' cadelgs d imercs ' o
LFRE o de pol L. 2 - ligaghes covalentes

V////} matriz do silica gel

B ) “A':'

Figura 4 - Silica gel com poros preenchides com polimero:
a} sem entrecruzamento e sem ligacdo a superficie da silica - FE sorvida
b) polimero entrecruzado homogeneamente - FE imobilizada

¢) ligado covalentemente a superficie da silica - FE quimicamente ligada.
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1)Sifica gel recoberta com camada de polimero

O objetivo mais frequente dos procedimentos de estabilizacdo do polimero é
o recobrimento da superficie da silica com uma camada de polimero fina e
homogénea. Isto pode ser conseguido por vérios métodos, tais como, deposicéo de
uma carnada de polimere gue pode ser sintetizada diretamente sobre a superficie
da silica por polimerizaco controlada de mondmeros adequados (Figura 3a) ou
entrecruzamento da cadeia de polimero (Figura 3b) ou ligacdo quimica a silica
(Figura 3c).

1.a - Camada de polimero sem entrecruzamento e sem ligacdo a superficie

da silica. O caminho mais simples de preparacdo de FE constituida de silica-
polimero € depositar uma camada de polimero sobre a superficie da silica sem

reagao quimica entre as cadeias do polimero ou entre o polimero e a superficie da

silica * ¥ ™78 (Fiqura 3a). A camada de polimero pode ser relativamente estavel
se o polimero for insoluvel ou ndo for arrastado pela FM. Polimeros que séo
insoluvels nos solventes cromatogréficos usuais podem ser depositados sobre a
silica gel apds a sua dissolucdo em um solvente adequado, gerando as FEs
sorvidas.

1.b - Camada de polimerc densamente entrecruzada. Na maioria dos casos,

reagles entre cadeias de polimero ou entre o polimero e a superficie da silica séo
necessarias para estabilizar a camada de polimero. O mais popular é ©
entrecruzamento de camada de polimeros depositados *® "4 7 7 - # (Figyra 3b). As
reagOes de entrecruzamento resultam em camadas estaveis gue s&o insolGveis em
fases moveis. A formacéo de ligagbes quimicas com a superficie da silica ndo é
necessaria, mas pode melhorar a estabilidade total da FE *. O primeiro
procedimento patenteado para preparar uma camada de polimero fina e altamente
entrecruzada sobre siiica foi feito por Kirkland e Yates ***. Fles depositaram um
polissiloxano pré-polimerizado sobre o suporte de silica e depois entrecruzaram a
camada de polimero por tratamento térmico. A seguir, Schomburg et al * - #
imobilizaram uma variedade de polimeros, tais como polissiloxanos, polibutadienos,
etc., sobre suportes de silica ou alumina, através de radiac&o gama, peroxidos, etc.,
& obtiveram bons resuitados. Por exemplo, as FEs preparadas a base de alumina
mostraram uma estabilidade adequada em pH 12. Estas séo denominadas de FEs

imobilizadas.

1.c - Camada de polimero ligada covalentemente & superficie da silica.

Camadas de polimero fina, homogénea e estavel sobre a superficie da silica podem
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ser preparadas por ligacdo covalente ‘a silica®****¥ do polimero, sintetizado
previamente. Se o polimero ndo reage com os silandis da silica, grupos reativos

86, 88 - 80

apropriados podem ser introduzidos ou sobre a silica ou sobre as cadeias de

24

polimero *' " *, resultando em ligactes estaveis entre o polimero e a silica. Por

exemplo, Kurganov et al. ¥ -~ %

recobriram a silica com o© polimero
poliestirenovinilaicoxisilano, gue foi quimicamente ligado & silica através da reacéo
de grupos alcoxisilano de um copolimero com os silanois da silica.

Uma camada de polimero quimicamente ligado a silica também pode ser
preparada por um processo que envolve a cobertura da superficie da silica com um
filme polimérico antes de ligar a fase estaciondria liquida®®**%& Egte
procedimento é frequentemente designado como encapsulagéo de polimero na

42,483,486

silica. Os silandis ou outros grupos introduzidos na silica ** participam da

polimerizagéo e criam ligacbes estaveis entre o polimero e a superficie.

2)Silica gel com poros preenchidos com polimero

Praticamente todos os procedimentos para preparacéo de FE a base de
silica-polimero mencionados na literatura incluem somente modificacéo da
superficie da silica. Um procedimento diferente é a preparacéo de silica tendo os
poros preenchidos com polimero.

Tais FEs podem ser preparadas por varios caminhos. Por exemplo, os poros
da silica gel podem ser preenchidos por multiplas adsorgdo do polimero a partir de
uma solugdo do polimero em um solvente volatil seguido de evaporacdo do
solvente. Alternativamente, polimeros liquidos podem ser diretamente incorporados
nos poros. Macromoléculas também podem ser diretamente formadas dentro dos
poros por uma reacgac controlada como polimerizag&o ou policondensacéo.
Obviamente, o polimero incorporado deve ser insolivel na FM. Detalhes de
preparaco e utilizacéo de tais FEs para separagbes em cromatografia liquida néo

tém sido muito publicados.

1.9. Tendéncias atuais em utilizacdo de colunas para CLAE

De acerdo com a pesquisa realizada por Majors *, a Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia com Fase Reversa (CLAE-FR) é a modalidade mais popular de
CLAE (Tabela 3) uma vez que ela pode ser usada nas separagdes de uma grande

variedade de compostos organicos.



INTRODUCAO

6

Tabela 3 - Modalidades diferentes de CLAE com suas respectivas

porcentagens de uso em 1994 *°.

-Modalidade cromatografica % em 1994

Fase reversa (total) 50,9
Fase normal-ligada (tais como ciano, amino) 141
adsorcao (liguido-salido) 8,8
troca idnica (total) 12,1

cation 6,2

anion 59
exclus&o por tamanho 85
quiral 3.6
interac&o hidrofébica 1,5

A Tabela 4 mostra gue as colunas C18 (octadecilsilano) lideram as fases

reversas, mas houve um decréscimo do seu usc em relagdo a pesquisa de

1091 ¥ (25,5%), enquanto que as C8 aumentaram por causa da aplicagdo destas

fases na separacio de biomoléculas grandes (14,8%).

Tabela 4 - Fases estacionarias usadas em CLAE-FR %

Fase Estaciondria %-em 1994
C18 22,3
c8 16,2
C4 2,5
C1IC2 2,6
Fenil 7,3
Total 50,9

A Tabela 5 compara o uso de recheics de diferentes tamanhos de particulas

de forma esférica com os de forma irregular. Os dados mostram as seguintes

tendéncias: primeiro, 0s recheios esféricos s8o os preferidos devido as suas

caracteristicas, maior reprodutibilidade e resultam em colunas com eficiéncias mais
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altas e em segundo lugar, o uso de particulas menores continua crescendo, sendo

gue a faixa de 4-5 um & a mais empregada.

Tabela 5 - Porcentagem de pesquisadores entrevistados gue utilizam recheio

de forma esférica e irregular em CLAE analitica *°.

Tipo de recheio ‘Pesquisadores Entrevistados { % }
‘Tamanho de particula ( ym)
-3 4-65 6-10 11-20 21-30 >30
Esférico 246 71,3 26,3 2,3 1,2 1,2
irregular 4.1 16,4 14,0 0,6 0 0

L10. Colunas C8: todas sdo iguais?

A resposta para essa pergunta é n&o. As diferengas entre colunas C8 existem
porque had muitas varidveis na preparacéo da FE. A Tabela 6 sumariza os
parametros fisicos, guimicos e cromatograficos gue podem contribuir para que
colunas tenham comportamentos diferentes entre si .

Os fabricantes usam tipos de silica diferentes como suporte, gue apresentam
caracteristicas fisicas e guimicas distintas (Tabela 6) e, deste modo, contribuem
para produtos finais diferentes. Até quando o mesmo tipo de silica inicial € usado por
diferentes fabricantes, muitas manipulagdes quimicas antes da ligagéo podem mudar
suas propriedades fisicas e quimicas iniciais. Uma vez escolhido o tipo de silica e ©

pré-tratamento, o método de ligacao também influencia no produto final,

i.11. Radiac@o gama

A radiacdo gama é uma radiacdo eletromagnética de origem nuclear, de alta
energia o que lhe confere um grande poder de penetracio e uma aita capacidade de

interagir com espécies atdmicas ou moleculares *. E devido a estes fatores e
também a auséncia de produtos de decomposicdo do agente iniciador que a

radiacdo gama tornou-se um catalisador excelente , em forma de energia, para

iniciar um processo guimico.
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Tabela 6 - Variaveis que provocam possiveis diferencas em colunas com fase

ligada ¥

1 - Fisica 3 - Ligacdo Quimica

area superficial
volume dos poros

diametro dos poros

natureza do silano
método de ligagao

concentracio de grupos ligados na

distribuic&o do tamanho dos poros superficie

2 - Quimica 4 - Condicées Cromatograficas

propriedade da superficie composicéo da fase organica

numero de grupos silandis pH
tipo de silandis modificador(es)

acidez da superficie sais

As fontes emissoras de radiagdo gama mais disponiveis s&o as que contém
os radionuclideos cobalto-60 e césio-137. Apesar do tempo de meia-vida do césio-
137 ser maior gue o do cobalto-60, este ultimo & preferido por liberar raios gama
mais energéticos *.

Quando a radiaggo gama incide na matéria, ocorrem processos tais como
excitacdo eletrénica e ionizacdo. As moléculas excitadas ou ionizadas podem sofrer
cisbes ou reagirem com outras especies, atraves de radicais livres ou ions,
produzindo novas substancias quimicas. Assim, o efeito mais marcante da radiacdo
gama em polimeros pode ser resumido na formagdo de produtos menores
(degradac&o) ou maiores (enfrecruzamento).

No entrecruzamento, as cadeias poliméricas sdo0 ligadas umas as outras
resultando em estruturas ramificadas de massa molecular mais alla e
tridimensionais, com propriedades fisicas caracteristicas.

Amostras de polidimetilsiloxanos quando submetidas a doses de radiagao
gama da ordem de 100 kGy sofrem um aumento de viscosidade ' Segundo

Haken'"', existe uma relacdo linear entre a viscosidade e a massa molecular dos
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polialguilsiloxanos, desta forma, um aumento na viscosidade implica em um
aumento da massa molecular das cadeias poliméricas.

{ mecanismo de entrecruzamento nac esta devidamente estabelecido, sendo
alvo de muitas controvérsias e, provavelmente, varia entre os diferentes tipos de
polimeros. No entanto, trés principais processos tém sido sugeridos '**:

a) clivagem de uma ligacéo C-H em uma cadeia do polimero, seguida da abstragdo
de um segundo atomo de hidrogénio da cadeia vizinha para produzir hidrogénio.
Entdo, as duas cadeias radicalares combinam-se para formar a ligagéo

entrecruzada, conforme esta apresentada na Figura 5.

N + He — +H, — E
. e
ronol( e a2 | o, peooen (G frf o el 01 &

Figura 5 - Esquema representativo do entrecruzamento.

b) migracao dos sitios de radicais, produzidos por clivagem da ligagdo C-H, ao
jongo das cadeias do polimero até os dois ficarem em posicdo adjacente para se
combinarem e formarem a ligac&o entrecruzada.
¢) reacéo de grupos insaturados com atomos de hidrogénio para originarem radicais
poliméricos gue podem combinar entre si para formarem a ligagdo entrecruzada.

A degradacéo de um polimero resulta em mudancas em suas propriedades
fisicas causadas por reacgbes quimicas que envolvem cisbes na cadeia de
polimeros. Estas reactes quimicas levam a reducdo na massa molecular, isto é, a

diminuicio do comprimento da cadeia '®.

112, Enchimento de colunas cromatogrificas

i.12.1. Fatores envolvidos no enchimento de colunas

O objetivo dos vérios métodos de enchimento de colunas em CLAE é obter
colunas estaveis, altamente eficientes e reprodutiveis. Porem, estes s&0 requisitos

dificeis de se conseguirem, pois na literatura sdo encontrados diversos metodos de
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enchimento, dai a inexisténcia de um método ampio e universal capaz de produzir
colunas sempre com o mesmo nivel de qualidade. Além disso, a técnica de
enchimento ndo so depende da metodologia empregada, como também do material
ge enchimento e da habilidade do usuario em encher colunas. Muitos
pesquisadores concordam que o enchimento de colunas e muito mais arte que
ciéncia.

Considerando o numero de variaveis envolvidas no enchimento de colunas
(Tabela 7) ', e o fato de gue estas variaveis interagem enire si, é essencial
otimiza-ias tanto quanto possivel, observando os demais parametros experimentais
gue poderdo levar a obtencdo de uma coluna com bom desempenho
cromatografico.

Além de todas estas variaveis, existem dois problemas gue devem ser

evitados durante o enchimento de colunas de didmetro interno de 1-5 um, com
microparticulas'®®;

1 - Sedimentacédo das particulas

Cluando ocorre uma distribuicao ndo homogénea do tamanho das particulas
pode haver uma quantidade significativa de sedimentag&o durante o enchimento,
resultando em um decréscimo na eficiéncia da coluna.

2 - Aglomeracdo das particulas

A medida gue diminui o tamanho das particulas, a area superficial aumenta e
isto leva a uma alta razdo de energia de superficie/massa que origina as forcas
sletrostaticas na superficie, que podem,por sua vez, causar agiomeracao e impedir
gue as particulas se sedimentem liviemente no leito da coluna. Além disso, durante
o enchimento feito a uma alta velocidade de impacto, cargas eletrostaticas podem
ser geradas nas particulas a medida em que elas passam através de orificios
estreitos, formando aglomerados e influenciando negativamente na eficiéncia da
coluna. A eficiéncia da coluna e determinada pelo tamanho dos varios aglomerados
bem como pelo didmetro das particulas mais finas. Recomenda-se ndo empregar
misturas aguosas na preparacaoc da suspensdo, uma vez que estas podem provocar
o desenvolvimento de cargas negativas na superficie da silica, favorecendo a

formacao de aglomerados.



INTRODUCAO

21

Tabela 7 - Variaveis que afetam o enchimento de colunas "%,

I Caracteristicas das particulas de recheio
a) Qualidade do suporte
- tamanho da particula
- distribui¢do do tamanho da particula
- famanho do poro
- distribuicéo do tamanho do poro
- densidade da particula

- forma da particula ( esférica ou irregular )

b) Preparacao da fase estacionaria
- reagentes de derivatizacao ( mono-, di-, tricloro- ou etoxisilanos )
- reacdo de derivatizacéo ( monomérica ou polimérica )
- capeamento

2- Preparacdo da suspensdo
- solvente
- qualidade do solvente
- concentracio da suspenséo

- temperatura da suspensdo

3- Procedimento de enchimento
- presséo
- enchimento ascendente ou descendente
- geometria do reservaiorio de enchimento

- geometria da saida do reservatdrio de enchimento

4- Caracteristicas da coluna
- diametro interno
- comprimento
-~ polimento das paredes do tubo

- porosidade e espessura do filiro
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1.12.2. Métodos de enchimento

O enchimento de colunas para CLAE pode ser efetuado a seco ou usando
uma suspenso da fase estacionaria em um solvente adequado, sob alta presséo.

a) Enchimento a seco para soélidos rigidos

Este metodo @ usado para rechear colunas com particulas de diametro maior
que 20 pm. Nesta técnica, a coluna é mantida em posico vertical e o material de
enchimento é adicionado em pequenas porcbes, enquanto o tubo é vibrado
manualmente ou através de um vibrador mecanico, para uma melhor compactacao

da fase estacionaria ',

b) Enchimento por suspenséo com alta presséo
{ método de enchimento por suspensdo com alta presséo é empregado para

particulas de didmetro menor que 20 um, pois quanto maior a area superficial,
maior serd a probabilidade de formac&o de cargas eletrostaticas no enchimento a
56C0.

Neste método e preparada uma suspensao do material de enchimento em um
liguido adequadc (solvente de suspenséo). A suspensdo, colocada em um
reservatorio, & forcada a percorrer a coluna por acédo de um solvente pressurizado,
que se denomina solvente propulsor. Na extremidade oposta a coluna, ¢ material de
enchimento é retido por um filtro, acumulando-se até formar o leito da coluna. A
pressurizacdo do solvente & feita por uma bomba pneumatica, movida a gas (Ny),
gue opera a pressao constante.

O solvente de suspenséo possui duas fungdes: (a) impedir a aglomeracéo de
particulas, mantendo-as dispersas através da reducéo da intensidade das forcas
eletrostaticas de interacao e (b) impedir a sedimentacdo das particulas escolhendo-
se um solvente ou uma mistura de solventes com densidade aproximadamente igual
a das particulas.

Dependendo do tipo de solvente empregado na suspenséo, as tecnicas de
enchimento podem ser classificadas em:

1- Densidade belanceada

Consiste no emprego de uma mistura de solventes cuja composicdo é
ajustada para ter @ mesma densidade das particulas utilizadas no enchimento,
impedindo a sedimentacdo das mesmas . Os solventes normalmente utilizados

107, 108

sdo hidrocarbonetos halogenados de alta densidade , altamente téxicos e de

cusio elevado. Utilizando esta técnica de enchimento ha a necessidade de remocao
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de tracos de solventes halogenados, pois os haloalcanos se decompoem facilmente,
produzindo haletos, gque sdo prejudiciais a coluna e a instrumentacdo. Com ¢ passar
dos anos, as experiencias revelaram gue esta técnica nao produz bons resultados.

2- Alta viscosidade

Consiste no uso de solventes altamente viscosos, como glicol ou glicerina,
que impedem a sedimentacéo das particulas, mas apresentam, por outro lado, uma
alta resisténcia a vazao através da coluna, o que exige altas pressdes & um tempo
relativamente longo para o enchimento "%,

3- Baixa viscosidade

A suspensdo é feita com solventes de viscosidade baixa, como éter ou
pentano. Nesta tecnica, consegue-se uma velocidade de vazéo alta, 0 que resulta

em um tempo répido de enchimento %,

4- Densidade nio balanceada

Tetracloreto de carbono, acetona, metanol e tetraidrofurano sao aiguns dos
solvenies usados nesta técnica. O procedimento de enchimento é conduzido
rapidamente para evitar a sedimentacéo das particulas.

0O que se observa & que existem controvérsias a respeito da utilizacdo das
técnicas descritas acima, o que leva o usuario a fazer a sua propria adaptagao,
dependendo do tipo de enchimento a ser realizado.

Indmeras confradicfes sfo encontradas quanio a concentragdo da
suspenséo, sendo que alguns apontam © uso de altas concentragdes como 0 mais
indicado '™ e outros consideram que altas concentragbes devem ser evitadas '"°. As

concentracoes variam numa faixa de 1-30% miv.

I.13. Avaliacdo de colunas

Tanto em analises de rotina como em pesquisa, todas as colunas adquiridas
prontas ou preparadas pelo usuario devem ser testadas antes de serem usadas.

A avaliacdo do desempenho da coluna e feita através da analise de
parametros cromatograficos, que podem ser calculados a partir de valores extraidos
do cromatograma obtide apds a injecdo de amostras conhecidas, como mostra a
Figura 6.

O tempo de retengi&o de um soluto, tz, € o tempo que o soluto gasta desde

0 momento da injecéo até a saida do maximo do pico.
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O tempo de retencéo de um soluto, tz, e 0 tempo de retencédo de um

soluto ndo retido { tempo de retencio da fase movel}, ty, podem ser obtidos
diretamente do cromatograma, se o sistema possui um integrador eletrénico, ou a

partir da expresséo (1), se o sistema utiliza um registrador potenciometrico:
fr=dg ff e tm = dm /f (1)
onde: f = velocidade do papel do registrador

dr = disténcia de retengao do soluto
dw = distancia de retencéo de um soluto nao retido ou da FM

=1 A1

INJECAD

Figura 6 - Cromatograma com as medidas relacionadas a determinacao de

parametros cromatograficos.

Desse modo, pode-se calcular o tempo de retengéo ajustado ( tempo que o

soluto fica retido na fase estacionaria ), tr', através da expressao (2)

iR =g -1lw (2)

QOutro parametro gue também diz respeito a retencéo de um soluto € o fator

de retencéo, k, que é determinado pela razéo entre os tempos em que as
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motéculas do soluto ficam retidas na FE e percorrendo a coluna na fase movel, de
acordo com a expressao (3)
ko= tR “tM = fR (3)

t ta

Os valores ideais de k devem variar entre 2 e 10. Valores maiores gue 10
significam uma forte interac@o do soluto com a FE e, conseqguentemente, um longo
tempo de analise. Por outre lado, valores de k menores que 2 implicam em pouca
interac&o do soluto com a fase estacionaria, o que pode ser prejudicial & analise .

A resolucgao, R, refere-se a separagéo entre dois picos adjacentes e pode

ser obtida pela expressio (4):

RSmZ(tRQ'tR’i = 1177 tre - R (4)
Wi + sz) (Wm + Wha )
onde:
tri @ tre = tempo de retencéo de dois picos adjacentes envolvidos no calcuio
W1 © Why = largura dos picos na base, em unidades de tempo

Wit € Wi = fargura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo

Valores de Ry acima de 1,5 s8o considerados ideais, indicando uma boa
separacio entre 0s picos.

Um outro pardmetro cromatografico relacionado com a separacéo de dois
picos adjacentes é o fator de separacdo, o, que € calculado pela razdo entre 0s
respectivos fatores de retencéo que sao, por sua vez, relacionados gos tempos de

retencéo ajustados, conforme a expresséo (5):

o=k = tr (5)

Ki e

O fator de separacdo € uma medida de seletividade de um sistema
cromatogréafico. Assim, quanto mais seletivamente a FE retiver o segundo
componente que estd sendo analisado, maior sera o fator de separacdo. Se «~1,
n&ao existem diferencas termodindmicas entre os dois componentes em um dado
sistema e eles ndo podem ser separados. Entretanto, quando o >1 néo significa que

0s picos estdo totalmente separados, porgue eles podem ser largos e estarem
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parcialmente sobrepostos. Consequentemente, ndo somente com valores elevados

de o se consegue separacio, e necessario tambeém gue 0s picos sejam estreitos.
Um dos parametros utilizados para avaliar a eficiéncia de uma coluna é o

namerc de pratos, N. Um prato e equivalente a uma etapa de equilibrio do soluto

entre a fase estacionaria e a fase moével e é calculado pela expressao (6).

N=16[tg ¥ = 5545/ g V (6)
W, W,

No cromatograma, a eficiéncia é observada através do formato do pico. Quanto mais
estreito for o pico cromatografico, maior a eficiéncia da coluna na analise do soluto

em estudo.

A expressdo 6 so é valida para picos siméfricos. Para bandas assimétricas
aumentam-se 0s erros no céalculo de N e a eficiéncia ndo pode ser expressa por este
valor. E necessario entdo, calcular o fator de assimetria do pico, As, a 10% da sua
aftura do pico, como mostra a Figura 7 4 0O valor de As deve ficar no intervalo de 0,9
a 1,2 " Embora menos desejaveis, valores de 1,6 sdo admitidos *. Como uma regra

geral, colunas com fator de assimetria acima de 1,6 devem ser descartadas * .

FATOR DE ASSIMETRia _CB
no PICO " AG

A e B
e Tty SO R T
l

}!0% DA
ALTURA DO PICO

Figura 7 - Medida e calculo do fator de assimetria do pico.
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A Tabela 8 apresenta os valores limites de eficiéncia de colunas disponiveis
comercialmente recheadas com fase reversa, de acordo com © tamanho das
particulas da FE . Abaixo deste limite, a coluna deve ser descartada ou recheada
novamente, pois sua eficiéncia é inferior ao valor médio que se conseguiria obter

com uma coluna similar.

Tabela 8 - Eficiencia de colunas disponiveis comercialmente ® recheadas com

fase reversa porosa.

Tamanho da particuia {(um) | Limite de eficiéncia (pratos/m)
10 12.000 -~ 20.000
5 35.000 - 45.000
3 80.000 -100.000

Como o numerc de pratos, calculado para um determinade soluto, esta
relacionado com as dimensdes da coluna sob avaliacdo, torna-se dificil usar este
parémefro para comparar colunas de comprimentos diferentes. Para isto emprega-se
a altura equivalente a um prato, H, gue é a razéo entre 0 comprimento da coluna

(L) e o numero de pratos, conforme a expresséo (7):

H=L 7)
N
A eficiéncia de uma coluna, expressa pela altura equivalente a um prato,

também pode ser determinada pela equagao de van Deemter (8 ),

H=A+ B+ Cpu (8)
u

onde u é a velocidade linear da fase movel, obtida pela equacéo ( 9 ).

w= L &)

t

O termo A, difuséo turbithonar, refere-se ao alargamento dos picos, devido

aos diferentes caminhos percorridos pelas moiéculas do soluto. Este termo pode ser
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minimizado, usando-se colunas com didmetro interno reduzido, bem recheadas e
particulas com tamanho pequeno e uniforme.

O termo B, difusdo longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecutar do
soluto na FM e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades lineares da
EM. Como o coeficiente de difus@o em gases € bem maior que em liquidos, este
termo & mais importante em CG do que em CLAE.

O termo C (Cw + Cs), transferéncia de massa, corresponde ao alargamento da
banda devido & dificuldade de transferéncia de massa do sciuto entre a FM e a FE.
Um fator gue minimiza o termo C é a espessura do filme liquido que recobre as
particulas do suporte; quanto maior a espessura deste filme, maior sera o termo C e
menor sera a eficiéncia da coluna. Em CLAE, como a FM participa do processo
cromatogréfico, 0 termo C se encontra subdividido em Cy e Cs, onde Cy € a
transferéncia de massa na FM e Cs,a fransferéncia de massa na FE.

A Figura 8 llustra uma curva tipica da equagéo de van Deemter, assim como a
contribuicio de todos os termos da equacdo 2. Uma interpretacéo desta curva é
gue existe uma vazéo {F) otima, gue esta diretamente relacionada com a velocidade
linear ofima (Ueima), N@ gual H terda um valor minimo e, consequentemente,

correspende ac valor maximo de eficiéncia da coluna.

~ H=A+B/p +Cun
E
% C.am
Hm!’némo .
: JiY
X B/i
8 W
M gtima }J,(m.s )

Figura 8 - Curva da equaco de van Deemter mostrando a

contribuicdo dos termos e a velocidade linear 6tima '

Portanto, na caracterizagdo cromatografica de uma coluna aconselha-se
construir a curva de van Deemter para determinar a vazdo que se deve trabalhar a
fim de obter a eficiéncia méxima da coluna e recomenda-se que analise todos 0s

parametros citados, especificando-se os compostos usados nos calculos de tais
parémetros.
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ORJETIVOS B METOLUOLOGIA

i1.1. Objetivos

Este trabalho da continuidade ao projeto de desenvolvimento de novas FEs
sorvidas (ndo-ligadas) e imobilizadas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) sendo que a origem das fases n&o-ligadas baseia-se em Cromatografia
48, 50, 113

1

Liquido-Liquido (CLL). Nos trabaihos anteriores o polimero,
poli(metiloctilsiloxanc), encontrava-se sorvido nos poros da silica e as colunas
recheadas com este material apresentaram bom comportamento cromatografico e
boa estabilidade, sendo a eficiéncia similar as colunas recheadas com fases
estaciondrias quimicamente ligadas. Além da fase sorvida, foi preparada a
imobilizada por meio de radiagdo gama, que também forneceu bons resultados.

No entanto, nestes trabalhos foram utilizados somente um tipo de silica, né@o

sendo possivel obterem informacdes suficientes das influéncias de variaveis tais
como a natureza das particulas porosas utilizadas como suporte, a quantidade de
polimero depositada sobre silicas com caracteristicas diferentes, as condighes
fisicas e quimicas da superficie da silica, o enchimento das colunas, etc.

Assim sendo, um dos objetivos deste trabalho foi pesquisar a influéncia das
caracteristicas do suporte de silica, tais como tamanho e forma das particulas,
volume e didmetro dos poros e area superficial especifica, na eficiéncia de colunas
recheadas com dois tipos de FE: { a ) sorvida e ( b ) imobilizada.

Um outro objetivo foi caracterizar, por meio de métodos quimicos, fisicos e
cromatogréficos a superficie da silica modificada, antes e/ou depois da imobilizacdo
do liguido polimérico.

O objetivo principal foi desenvolver uma tecnologia de preparacac de Fts que
resultasse em colunas com eficiéncia e estabilidade semelhantes as das comerciais.

Cabe salientar gue foi dada uma énfase especial as FEs sorvidas, preparadas
através da sorcdo de poli{metiloctilsiloxano) nos poros da silica, devido ao seu

grande potencial no campo da cromatografia liguida moderna.

IL.2. Metodologia

Para alcancar os objetivos descritos no item anterior, o polimero

poli{metiloctilsiloxano) (PMOS) foi depositado sobre a superficie de silica porosa,

blindando alguns grupos silandis de forma a desativa-los gerando as fases sorvidas
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e posteriormente, foi imobilizado por meio de radiagdo gama. Foram preparadas
véarias fases estaciondrias C8 a partir de silicas com diferentes caracteristicas.
(O presente trabatho foi dividido nas seguintes etapas:

1~ Preparacéo do corpe da coluna cromatografica,

2. Preparacio das FEs sorvidas, através do método de evaporagio do solvente s

3- Preparacdo das FEs imobilizadas, através do métode de evaporacao do
solvente seguido de imobilizagdo por meio de radiacao gama.

4- Enchimento das colunas com as FEs, utilizando-se para tal o metodo por
suspensdo com alta presséo.

5- Caracterizacdo e avaliagdo das FEs através de testes quimicos e fisicos, tais
como extracdo por solventes, analise elementar de carbono, fitulagéo

potenciométrica, espectroscopia no infravermelho, analise termogravimétrica,

medidas de area superficial especifica, medidas de volume especifico dos
poros, espectromeiria de ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletronica, microscopia eletronica de varredura.

6- Avaliago cromatografica das colunas recheadas com as FEs, utilizando-se para
isto misturas sintéticas.

7- Teste de estabilidade quimica das colunas cromatograficas atraves de lavagem

com mistura de solventes.
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I 1. Materigis

I1L.1.1. Reagentes e solventes

- agcetona p.a., Merck

- @cido cloridrico p.a., Cinética Quimica

- acido fosférico p.a., Merck

- Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore

- anilina p.a., Merck

- acetilacetona, Carlo Erba

- benzeno p.a., Merck

- diclorometano p.a., Merck

- diclorometano para cromatografia, Lichrosolv, Merck
- fosfato de sddio dibasico

~ hidrdxido de séaio

- isopropanol p.a., Merck

- metanol p.a., Merck

- metanol para cromatografia, Lichrosoly e Omnisolv, Merck
- N,N-dimetilanilina

- N, N-dietilanilina

- naftalenc p.a., Cario Erba

- 1-nitronaftaleno, Aldrich

- {etracloreto de carbono p.a., Merck

- tolueno p.a., Cinética (uimica

- tolueno, purificado na pianta piloto do IQ/UNICAMP
- 0-, M- & p-toluidina

H1.L2. Gas empregadeo
- nitrogénio, White Martins e Oxigénio do Brasil
I11.1.3. Fase estaciondria liquida

- poli{metiloctiisiloxano) (PMOS), produto PS-140, da Hils America (USA)
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com as seguintes caracteristicas '®:

s viscosidade { em centistokes a 25°C ) 600-1000
» massa molecular 6200

e gravidade especifica ( a 25°C ) 0,91

e indice de refracéo { a 25°C ) 1,445
e tenséo superficial ( dinal/cm ) 30,4

I11.1.4. Suportes cromatograficos

Os suportes cromatograficos utilizados foram silicas com diferentes

caracteristicas que estéo apresentados na Tabela 9. As medidas de area superficial

especifica (S) e volume especifico dos poros (Vy) foram feitas por nos, usando,

32, 118

respectivamente, 0 método de BET (Brunauer, Emmett e Teller) e de intrusdo

de mercurio .

Tabela 9 - Caracterizagdo das silicas: fabricante ou fomecedor, forma da particula
(iregular cu esférica), tamanho médio das particulas (b), didmetro
médio dos poros (d,), area superficial especifica (S) e volume especifico
dos poros (V).

silica fabricanteffornecedor | forma da ty dp 5 Ve
particula m) | (hm) |(m*g™) [(mL g™

Davisil Ailtech Associates iregular 10 15 237 16
Sigma Sigma irregular 10 5] 393 1,1
Lichrosorb Si-100 | Merck irregular 10 10 290 1,7
Lichrosorb Si-60 Merck irregular 10 8 267 1,2
Lichrosorb Si-60 Merck irregular 7 6 305 1.2
Lichrosorb Si-60 Merck irregular 5 8 402 1,2
Spherisorb Phase Separations esférica 8 8 149 1,0
Spherisorb Phase Separations esférica 5 8 186 0,9

1L L5, Coluna comercial

- Hypersil MOS ( C8 ), com tamanho de particulas de 5 um, comprimento de

100 mm e didmetro interno de 4,6 mm, da Hewilett Packard.
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111.1.6. Coluna empregada para CLAE

- comprimento de 125 mm e didmetro interno de 3,4 mm, recheada com as

fases estacionarias preparadas.

IIL1.6.1. Confecclio e polimento da superficie interna do

corpo das colunas cromatogrdficas

O corpo das colunas cromatograficas foi confeccionado na oficina mecanica
da UNICAMP, a partir de tubos de aco inoxidavel 316L, sem costura, trifilado, com
didmetro externo de 9,5 mm e interno de 3,4 mm. A superficie interna do corpo da

coluna foi polida usando uma técnica desenvolvida em nosso laboratorio ™.

HI.2, Equipamentos

a) cromatografo a liquido, marca Waters, constituido de:
- bomba de alta presséo, reciproca do tipo pistdo cabega dupla, modelo 510
- detector UV/Vis de comprimento de onda varidvel entre 190 a 700 nm, cela de
14 ul de volume, modelo 481
- integrador, modelo 740
- injetor pneumatico $S1 3XL, com amostrador de 10 pl, modelo 02-0240
b) cromatografo de permeagio em gel, marca Waters, constituido de:
- bomba de alta presséo,reciproca do tipo pistao cabeca dupla, modeio 510
- detector de indice de refracdo, modelo 410
- injetor UBK
- forno para coluna
- sisterna de aquisicdo de dados utilizando software Millenium
c) bomba de enchimento de colunas, marca Haskel, com faixa de presséo disponivel
entre 6,9 a 344,8 MPa, modelo 51769
d) medidor de area superficial Micromeritics, Flow Sorb i, modeio 2300
e) espectrofotdmetro de infra-vermelho Perkin Elmer, modelo FT-IR 1600
f) analisador elementar Perkin Elmer, modelo 2400
g) analisador termogravimétrico Du Pont, modelo 9900, modulo 951

h) espectrémetro de ressonancia magnética nuclear de **Si e "°C, Brucker AC-300/P
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i} espectrémetro de ressonéncia paramagnética eletrénica Varian, Modelo E-12

i) microscépio eletrénico de varredura JEOL JSMT-300

k) fonte de cobalto-60 JS 6300, tipo industrial, fabricada pela AECL ( Atomic Energy
of Canada Limited ), instalada na IBRAS-CBO - Indusiria Cirurgica e Otica S.A.
{ Campinas - S.P. )

I} ultra-som Sonifier B-12 e Thornton

m) agitador “Roto-torque”, Cole Parmer Instrument Company

n) batanca analitica, Fisher Scientific, modelo A-250

o) pH-metro Micronal, modelo B 374

I 3. Preparacdo das fases estaciondrias

A - FASES ESTACIONARIAS SORVIDAS

I11.3.1. Recobrimento do suporte

As silicas utilizadas na preparacdo das FEs foram ativadas através de
aquecimento a 150°C por 24 horas. Este tratamento teve como finalidade deixar fivre
os grupos silandis da superficie da silica, através da remocio das molécuias de
agua fracamente adsorvidas.

O recobrimento do suporie pela fase liquida foi feito impregnando-se ©
suporte pelo método da evaporagio ', sendo utilizado a relagéo massa/massa.

Este método consistiu em dissolver uma guantidade determinada de PMOS
em um volume conhecido de diclorometano. A silica, também em quantidade
determinada, foi adicionada & solugdo de PMOS. Esta adigéo foi feita lentamente,
sob agitacdo, para permitir que todas as particulas da silica ficassem em contato
com o PMOS dissclvido no diclorometano. Esta mistura ficou sob agitagéo lenta por
3 horas e,depois, o solvente foi evaporado na capela.

111.3.2. Quantidade de PMOS sobre o suporte

Um dos fatores primordiais a ser determinado a priori, ao preparar-se uma FE,
& a quantidade de PMOS que se deve colocar sobre o suporte ou seja, a

porcentagem de carregamento { loading ). Esta quantidade parece depender das
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caracteristicas do suporte. Para isso, foram preparadas FEs na faixa de 30-50% de
PMOS em relacdo & quantidade de fase preparada, baseado no trabalho de
Anazawa e Jardim ¥ onde foram obtidos os melhores resultados. No entanto,
algumas fases foram preparadas com 40 e 50% devido a pouca guantidade de
suporte disponivel.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as FEs preparadas com as respectivas
porcentagens de carregamento e as correspondentes massas de PMOS e silicas
utilizadas na preparac@o. Para 5 g de FE foram utilizados 60 mL de diciorometano.
Para as silicas com maior quantidade disponivel, foi preparada uma maior quantia

de FE.

Tabela 10 - FEs preparadas para a escolha da quantidade ideal de PMOS sobre

silica.
silica tp % carre- massa utilizada (g)

{(um) gamento PMOS silica

Davisil 10 30 2.4 56
40 3.2 4,8

50 4.0 4,0

Sigma 10 30 2.4 56
40 3,2 4.8

50 40 4.0

Lichrosorb Si-100 10 40 2,0 3,0
50 2.5 2,5

Lichrosorb Si-60 10 40 1,6 2,4
50 2,0 20

Lichrosorb Si-60 7 40 2,0 3.0
50 2,5 2.5

Lichrosorb Si-60 5 40 2.4 36
50 4.0 4,0

Spherisorb 8 30 15 3.5
40 3,2 48

50 2,0 20

Spherisorh 5 30 1.8 4.2
40 3.2 4.8

50 2,0 2,0

B - FASES ESTACIONARIAS IMOBILIZADAS

Quantidades determinadas de FE sorvida, preparada na porcentagem ideal
de carregamento, foram colocadas em ampolas de vidro pyrex, as quais foram

seladas em condic&o ambiente, ufilizando-se um magarico. As amostras seladas
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foram irradiadas por uma fonte de cobalto-80, nas doses de 80 e 120 kGy, que foram
as que forneceram melhores resultados no trabalho de Anazawa '°. As FEs
preparadas a partir das silicas Lichrosorb Si-100 e Si-60 (10 e 7 pm) foram
irradiadas somente na dose de 120 kGy, devido a disponibilidade de silica ser

pequena.

FIi.4. Técnicas empregadas para avaliacdo das FEs

IIT.4.1. Testes quimicos com as FEs

ifi.4.1.1. Extracdo por solventes

Com a finalidade de determinar a quantidade de PMOS que pode ser
removida da FE, foram feitas extracbes sucessivas com as FEs em refluxo com os
solventes metanol, tolueno e diclorometano, por 6 horas com cada solvente, usando
uma modificacdo do método de Sanchez et al. ''’. O metanol foi usado porque ele é
um solvente polar no gual 0 PMOS é levemente solivel, o tolueno porque € um
solvente apolar no qual o PMOS é moderadamente soluvel e o diclorometano por ser
o solvenie gue solubiliza o PMOS.

O método consistiu em pesar aproximadamente 0,3 g (com preciséo de = 0,1
mg) de FE em um pesa-filtro de 30 mL, levar a estufa para secar até peso constante.
Em seguida, o pesa-ilirc contendo a amostra foi introduzido no interior de um
extrator Soxhlet de 500 mbL sobre um suporte de vidro (Figura 9). A fim de se
direcionarem as gotas do solvente provenientes do condensador sobre a amostra,
foi colocado um funil de vidro com abas que o sustentavam no pesa-filtro. Apés o
término de cada extracdo, o pesa-filtro foi removido do conjunto @ mantido em capela
para que o solvente evaporasse. Feito isto, o pesa-filtro com a FE foi levado a
estufa, & 100°C, para secar. Depois de seca a fase, o pesadfiltro foi resfriado em

dessecador e pesado. O processo foi repetido até massa constante.

[11.4.1.2. Andlise elementar

Amostras das FEs sorvida e imobilizada foram submetidas a analise

elementar para determinar o teor total de carbono. O método empregado utiliza a
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combustéo para converter o carbono em CO,, que é entdo medido em fungdo de sua

condutividade térmica.

%

SRVENTE

Figura 9 - Esquema da aparelhagem ulilizada para a extracdo.

111.4.1.3. Titulacio potenciométrica

A titulacéo potenciométrica foi feita para aigumas silicas e FEs, conforme a
disponibilidade delas, com o objetivo de determinar a quantidade de grupos silanbis
axistente.

0,5 g de silica suspensa em 10 mL de solucao de NaCl 10% foram titulados
com NaOH 0,01 mol L. No caso das FEs, a titulacéo foi realizacia suspendendo-se
0,5 g de FE em 10 mL de soluc@o de NaCl 10% contendo 3 ml. de isopropanol. As
titulachbes foram realizadas em pH 9, usando um eletrodo de vidro e um de

calomelano como referéncia 11811,

I11.4.2. Testes fisicos com as FEs

[11.4.2.1. Espectroscepia no infravermelho
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(O especiro de infravermeiho do polimero foi obtido a partir de um filme da
amostra em cela de cloreto de sodio. Para obtencéo dos espectros das diversas FEs
foram preparadas pastilhas de KBr, mantendo-se constante nos valores de 0,4 e
79,6 mg as massas de silica, contidas nas FEs, e as de KBr, respectivamente, e
variou-se a massa de PMOS segundo a sua porcentagem. Assim, para as fases com
30, 40 e 50% de PMOS utilizaram-se respectivamente 0,5714; 0,6666 e 0,8000 mg
de FE,

Os espectros foram obtidos no intervalo de 4.000 a 500 cm™ e analisados a
fim de verificar 0 grau de recobrimento dos grupos silandis da silica e a existéncia ou
nac do PMOS, através da presenca de determinados grupos funcionais que os

caracterizam.

I11.4.2.2. Medidas de drea superficial especifica (8)

A area superficial especifica fornece a extensdo da superficie do material
analisado e & expresso em relago & suamassa (m°g™ ).

Para se obter a medida da area superficial especifica das FEs sorvidas,
imobilizadas e das silicas fol utilizado o métode de BET, que se baseia na
determinacdo do volume de nitrogénio adsorvido a diversas pressbes, na

temperatura do nitrogénio liquido 1,

I11.4.2.3. Medidas de volume especifico dos poros (V;)

O volume especifico dos poros { V, ) é a quantidade de liquido adsorvido que
preenche o volume total dos poros por grama de adsorvente e e usualmente
expresso em mb g’ A determinagio do mesmo foi feita pelo método da intruséo de
merctirio ¥ |

As medidas de volume especifico dos poros foram feitas para todas as silicas

e algumas FEs sorvidas.

I1i.4.2.4. Analise termogravimétrica (ATG)

A andlise termogravimétrica foi feita para as fases sorvidas e imobilizadas,

para verificar as suas respectivas estabilidades térmicas. Para isso, utilizou-se um
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analisador térmico onde, através de uma microbalanca, se obteve a porcentagem de
perda de massa da amostra com o aumento da temperatura. Neste teste utilizaram-
se aproximadamente 6 mg de FE e a andlise foi realizada sob atmosfera de
nitrogénio, com velocidade de aquecimento constante de 10°C min”', desde a

temperatura 100 até 900°C.
i11.4.2.5. Espectrometria de ressonincia magnética nuclear ( RMN )

A espectrometria de ressondncia magnética nuclear foi utilizada a fim de
averiguar como o PMOS se encontra disposto sobre a superficie da silica, antes e
apods a irradiacao.

Os espectros de “Si e °C CP-MAS-NMR (ressonancia magnética nuclear
com polarizac@o cruzada segundo rotagdo em um angulo magico) no estado solido
de algumas silicas e FEs foram obtidos em 59,62 e 75,46 MHz, respectivamente,
usando um rotor de zircdnio (7 mm d.i.) contendo aproximadamente 1 g de amostra.
A rotacdo segundo um angulo magico foi realizada em uma velocidade de rotagao
de 4 kHz. O tempo de contato de polarizacio cruzada foi de 10 ms e o de relaxagac
de 5 5. Os deslocamentos quimicos (8) foram indicados em ppm e referenciados ao
liquido tetrametilsilano.

Os espectros de “C do PMOS foram obtidos em solugdo de CCl, usando
como referéncia externa 0,0, nas seguintes condicdes: frequéncia (SF): 75,46 MHz,
largura espectral {SW): 181518,5619 Hz, nimero de scans (NS): 1026, largura de
pulso {(PW): 3.5 us, tempo de aquisicdo (AQ): 1,7 s e tempo de relaxagéo (RD): 1 s.

111.4.2.6. Espectroscopia de ressondncia paramagnética eletrénica (EPR)

Com o objetivo de verificar a presenca ou ndo de radicais livres, foi obtido o
espectro da FE com 40% de PMOS-Davisil, 80 kGy, em um espectrometro operando
em 9.4 GHz.

111.4.2.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)
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Esta técnica foi utilizada com o intuito de verificar a forma das particulas do
suporte, a sua distribuicdo de tamanho, a presenca do polimero sobre a silica e ©
aspecto da FE preparada.

A preparacdo das amostras para microscopia eletrbnica de varredura
consistiu em recobrir a amostra com uma fina camada de ouro, onde 0 metal foi
bombardeado com atomos de argdnio sob alto vacuo. O tempo de metalizacdo foi de

5 minutos.

II1.4.5. Testes cromatogrificos

1i1.4.3.1. Enchimento de colunas

i1 4.3.1.1. Preparacdo da bomba de enchimento

As colunas foram recheadas usando-se o sistema mostrado na Figura 10, que
consiste basicamente de duas partes:

A- coluna, reservatério de suspensao e reservatdrio de CCl,

B- bomba de enchimento Haskel

Antes de iniciar o enchimento deve-se verificar se o sistema apresenta
vazamenios ou bolhas de ar, pois isto pode resultar em colunas com baixas
aficiéncias. Para isto, montou-se o reservatério de CCly e o de suspenséo acoplado
a coluna com filtro, como mostrado na Figura 11. O reservatorio de CCl, foi
conectado a bomba. A seguir, colocou-se metanol filtrado no reservatorio de
solvente. Com a valvula de solvente fechada, acionou-se a valvula de controle de
pressdo do gas ate o valor desejado para o enchimento. Feito isto, ligou-se a bomba
mantendo a valvula do solvente e a vélvula de controle de presséc do gas abertas
para verificar a existéncia de vazamentos e eliminar as possiveis bolhas de ar
presentes no sistema. Finalizada esta etapa, desligou-se a bomba, desconectou-se
a coluna juntamente com o redutor e a conexdo, e o reservatorio de CCl, da bomba,
retirou-se o metanol contide nos dois reservatérios e lavou-os com CCl,. Deixou-se o
reservatorio de CCis cheio com este solvente e conectou-o a bomba de enchimento.
Também ligou-se a coluna ao reservatorio de suspensao, finalizando assim, a etapa

de preparacao do sistema de enchimento.



43

FARTE EXAPERIMENTAL

[oMseH ‘ojuswiyoue ap equioq (g)

8 |07 ep oloIBAISSSl @ OBSUSdSNS 8p ololeAISsal ‘Bunjo () (ojUsWIyoUS Sp BWwSisIS op ojsjdwos ewsenbsT - gf 8inbi4

GINIOCULIN

[ETTEF IR ST ]

= \
“\. p ZINBAIDS OO0 ¥IAY
—a & )

kA

SpY B0 CYELIudg
30 F0NINDD

N

3 FIATRA

S¥S 30 vOVEIN3
30 YINATA

OOV ZIENSS Iud
ZINBATCS OB
3¢vis3 30
FRLESEN

: 4 OYSNIASNE FQ
feyssy s o0t “T1 & e TiHOIVANDS TY
M ITOMLIE E¥5 i 4 o

o8 FHWiva

0g O¥SINg
AUNIMOS 30 30 ¥00I0FA
IDiwAL IS 3E

*:27 3a
Ci¥D L YAR DS Y

ESTYETRt T I S

Seana G
OvsS Jhd ;

] /lﬂ.\\\

WOGIDIm




PARTE EXPERIMENTAL 44

RESERVATORIO

DE
[T
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pE
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[ = REDUTOR

{ e PORCA TERKINAL

" Figura 11- Esquema detalhado da coluna, do reservatorio de
suspenséoc e de CCly

i11.4.3.1.2, Procedimento de enchimento

Antes de iniciar 0 enchimento, preparou-se uma suspensdo contendo FE e
CCls, numa concentracéio de 10%, em um tubo de vidro pyrex com rosca e
submeteu-o a agitac&o lenta por 14 horas, em um agitador “Roto-Torque”.

O procedimento utilizado no enchimento de coluna foi:
1- Transferiu-se a suspensdo para o seu reservatoério e fechou-o em seguida.
2- Ligou-se a bomba de enchimento, abrindo-se a vélvula de gas nitrogénio e a

valvula de solvente e deixou-se passar 80 mL de metanol.

3- Fechou-se a valvula de solvente, esperou-se o metanol parar de gotejar da coluna

e abriu-se novamente a valvula de solvente por 20 segundos. Esta etapa foi
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repetida por mais duas vezes com a finalidade de obter um melhor assentamento
da FE.

4- Demxou-se a coluna em repouso por 20 minutos, para despressurizacéo do
sistema.

5 Desconectou-se a coluna do reservatério. Na extremidade da coluna que estava
ligada ao reservatério, adaptou-se um terminal com filiro e fecharam-se as duas
extremidades.

A pressao de enchimento foi de 37,9 MPa ( 5.500 psi ).

I11.4.3.1.3. Escolha da concentracdo da suspensio

A concentragdo da suspensdo para enchimento de colunas com FEs

preparadas a partir de silicas irregulares foi de 10% (m/v), determinada em {rabaiho
anterior '**. J& para as silicas esféricas foram realizados testes com concentracéo de
suspens&o de 10 e 20% (miv). Como soivente de suspens&o foi utilizado o

tetracloreto de carbono (CCls) e MeOH como solvente propulsor.

H11.4.3.2. Escolha dos componentes da fase mdével e da proporcio

destes na mistura

As fases movels ulilizadas em CLAE devem apresentar 0s seguintes
requisitos: ser de altc grau de pureza, dissolver a amostra sem decompd-la, ndo
dissolver ou decompor a FE, ter baixa viscosidade, ser compativel com o tipo de
detector utilizado e ter polaridade adequada para permitir uma separacdo
conveniente dos componentes da amostra. Como requisitos secundarios deve ser de
baixa toxidez e ser disponivel comercialmente a um preco acessivel.

Como a FE preparada é apolar, selecionou-se uma FM mais polar. Os
solventes disponiveis comerciaimente e mais utilizados séo. metanol, acetonitrila e
tetraidrofurano. Como o metanol apresenta seletividade adequada, é menos toxico e
possui menor custo, ele foi o solvente organico escolhido.

A FM empregada neste trabalho foi uma mistura de metanol e agua e a
proporgéo foi determinada através da avaliagdo cromatogréfica de algumas colunas.
A proporcao de FM variou de 70:30 a 50:50 (viv).

O metanol utilizado foi de grau HPLC, Lichrosolv e mais tarde, Omnisolv, e a
agua foi obtida através do sistema Milli-Q, da Millipore.
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A FM foi filirada com filtro Millipore (GVWP 04700, 0,22 u, 47 mm) e
desgaseificada no ultra-som por aproximadamente 5 minutos.
A vazéo da FM foi selecionada a partir de uma analise das curvas de van

Deemter.

111.4.3.3. Condicionamento das colunas

Depois de recheada, € importante fazer o condicionamento da coluna para
que ocorra um equilibrio entre as fases movel e estacionaria. Casc n&o haja esse
equilibric, nota-se uma fluluacdo na linha de base no sistema de registro ou
variacbes nos tempos de retengéo.

O tempo de condicionamento varia de coluna para coluna mas, de um modo
geral, ndo se deve tentar abreviar o condicionamento empregando vazéo de FM alta,
em fungéo do aumento da pressdo, que além de desnecessario, poderia causar
danos irreversiveis tanto & coluna quanto ao instrumento. O gue se deve observar &
o volume de FM empregado no condicionamento.

Assim, apds o enchimento das colunas, estas foram condicionadas com a FM
a ser utilizada na analise, a uma vazdo de 0,1 mL min”, por pelo menos quatro
horas. O condicionamento foi realizado sem acoplar a coluna ao sistema de
deteccéo para evitar a possibilidade de particulas pequenas provocarem obstrucdes
na tubulacdo de entrada ou saida do detector ou penetrarem na cela do detector, o
que por sua vez ocasionaria um aumento de presséo ou até mesmo a ruptura das
janelas da cela do detector.

Para as colunas utilizadas por vérios dias consecutivos, cerca de 20 a 30

minutos de condicionamento, antes de iniciar as analises, foram suficientes.

111.4.3.4. Avaliacdo das colunas

11 4.3.4. 1. Misturas testes utilizadas

As colunas foram avaliadas cromatograficamente utilizando as seguintes
misturas organicas sintéticas:
- |: acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno ¢ naftaleno

- ll: acetilacetona, nitronaftaleno e naftaleno
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- il aniling, o-, m- e p- toluidina e N,N-dimetilanilina
- V. anilina, N,N-dimetilanilina e N,N-dietilanilina

A escolha da mistura | foi baseada em trabalhos anteriores '2* '

e tem por
objetivo avaliar as colunas quanto a sua performance frente a compostos polares e
apolares,

A mistura Il foi proposta por Verzele ' e Verzele e Dewaele , e ela avalia as
caracteristicas hidrofébicas da coluna através do pico do naftaleno, o grau de
atividade ou desativacdo dos grupos silandis residuais através da razdo dos tempos
de retengdo do nitronaftaleno e naftaleno e a atividade de tracos de metal através do
formato e intensidade do pico da acetilacetona.

A funcdo dos componentes da mistura lll sdo: anilina (como base fraca), N,N-
-dimetilanilina (como base forte) & os isdmeros orto, meta e para-toluidina como

indicadores especiais das interagbes silanofilicas, uma vez que as propriedades
hidrofdbicas destas trés anilinas s&o idénticas, mas seus valores de pK, s&o
diferentes (entre 4,4 e 5,1) devido a hiperconjugacdo. Segundo Engethardt e

Jungheim '#

, as colunas podem ser consideradas boas se as trés toluidinas
isomericas (orto, meta e para-toluidina) eluirem juntas ou um pouco separadas ou se
as razbes desses K (o) for menor que 1,3.

A mistura IV também tem por finalidade avaliar as interagdes com compostos
basicos, sendo a mais comumente encontrada em catalogo de coluna comercial %,

As concentragbes dos componentes na mistura teste variaram de coluna para
coluna, pois ndo houve uma preocupacio quantitativa e sim um interesse em obter
altura de picos, de forma a ocupar 50% ou mais da escala total do papel do
integrador. As misturas testes foram dissolvidas na prépria fase mével e quando néo
em uso, foram estocadas em frascos bem tampados e guardados em um
refrigerador.

0 volume de amostra injetado foi sempre de 10 pbL e a deteccéo foi feita em
254 nm. Os cromatogramas foram obtidos a uma vazéo de 0,2 mL min” para as

misturas |, Il e Ilt & 0,5 mi. min™ para a mistura V.

fi1.4.3.4.2. Cdlculos dos pardmetros cromatogrdficos

Qs cromatogramas foram obtidos em triplicata, utilizando uma velocidade de
papel suficientemente rapida para que nenhuma das medidas da largura a meia

altura  {wy), para o pico de interesse a ser usado nos calculos, fosse inferior a 20
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mm, com a finalidade de reduzir os erros relacionados as medidas feitas com a
régua ''*. Além dos valores de w, foram retirados os valores de AC e CB (Figura 7),
tempo de retencéo (i) e tempo de retencgéo de um soluto ndo retido (ty) a serem
empregados nos calculos de Ag, N, k e Rg, conforme as expressées apresentadas no
item 113,

Na mistura |, os célculos de N, A, e k foram feitos em relacdo ao naftaleno,
gue & um soluto com propriedades cromatogréficas ideais para caracterizar a
coluna. Ja para o céloulo de R, e o utilizou-se o par tolueno e naftaleno.

Para a mistura Ii, foi calculado Ag para o pico da acetilacetona e o em relagio
ao naftaleno e nitronaftalenc.

No caso da mistura lil, foi calculado As para o pico da anilina e da N,N-
dimetilanilina e « entre p- @ m-foluidina e m- e o-toluidina.

Para a mistura IV, o célculo de As foi realizado para todos os componentes.

Os célculos destes parametfros cromatogréficos foram feitos por um
microcomputador, utilizando-se uma planilha eletronica, onde foram obtidos também
as estimativas do desvio padrao absoluto. Os resultados apresentados ja estdoc
corrigidos de acordo com as estimativas de desvio padrio absoiuto obtidas.

I1E.4.3.5. Estabilidade quimica das colunas recheadas com FEs sorvida e
imobilizada

Com o objetivo de verificar a estabilidade da FE frente a FM, colunas
recheadas com algumas FEs sorvida e imobilizada foram submetidas a este teste.

A estabilidade foi avaliada através dos parametros cromatograficos N, k e ¢
obtidos ao injetar a mistura 1. Esta mistura foi analisada apds passagem de 500
vezes 0 volume da coluna até 5.000 vezes o volume da coluna (para colunas
recheadas com 40% de PMOS-Davisil), @ 2,0 mL min', com FM MeOH/H,O
(70:30, viv).

Para a coluna recheada com 50 % de PMOS-Sigma, as misturas | e basica
(anilina e N,N-DMA) foram analisadas apos passagem de 2.000 vezes ¢ volume da
coluna até 20.000 vezes o volume da coluna, com o intuito de realizar um teste mais
drastico. Além da FM MeOH/H,0 (70:30, viv), foram utilizadas: MeOH/H,0 (70:30,
viv) , pH 2, ajustado com acido fosforico e MeOH/H,O (70:30, viv), pH 9, ajustado
com tampéo fosfato de sodio.

O volume da coluna pode ser calculado através da equacéo 10:
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Ve=nriL (10)
onde: V.= volume da coluna
n =314
r = raio da coluna

L = comprimento da coluna

{i1.4.3.6. Cromatografia de permeacdo em gel ( GPC )

Cromatografia de permeacéoc em ge! foi realizada nas amostras de PMOS e
PMOS iwradiado & 80 kGy para determinar a massa molecular e a
polidispersividade.

As amostras foram dissolvidas em tolueno, numa concentragéo de 0,3%. As

condiches de analise utilizadas foram: fase movel: tolueno ( purificado na planta
piloto da UNICAMP ), vazdo: 1,0 mL min”, temperatura interna do detector e das
colunas: 40°C, volume injetado: 250 ulL.

As colunas usadas foram Styragel HT 3, HT 4 e HT 5, da Waters. A faixa de
permeacao de cada coluna foram: HT 3 ( 500 — 30.000 ), HT 4 ( 5.000 - 600.000) e
HT 5 ( 50.000 - 4 x 10°).

L 5. Aplicacdo das FEs preparadas

Com o objetivo de verificar a potencialidade de separacdo das colunas
recheadas com as FEs preparadas, utilizaram-nas para analisar colesterol em
amostras naturais de camar&o 7 barbas e carne suina (pernil) e compararam os
resultados com os obtidos com coluna comercial. As amostras foram provenientes
do Laboratorio de Andlises de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos'™, onde as andlises de colesterol foram realizadas utilizando o
cromatografo constituido de bomba de alta pressao, reciproca do tipo pistdo, com
sistema ternaric para solventes, marca Varian, modelo 9010; detecior
espectrofotométrico por conjunio de fotodiodos, marca Waters, modeio 994;
integrador, marca Varian, modelc 4400 e injetor Rheodyne, com amostrador de
10 uL e coluna comercial Spherisorb ODS-2, 5 ym.
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IV 1. Escolha da concentracdo da suspensio de FE preparada a partir

de silicas esféricas

Os resultados obtidos com as colunas recheadas utilizando concentragbes de

suspensao de 10 e 20% estao na Tabela 11.

Tabela 11 - ParAmetros cromatograficos obtidos no estudo da influéncia da
concentracdo de suspensdo no enchimento de colunas com FE com
40% de PMOS-Spherisorb, de 8 e 5 pm,

FE t. 1concentracio Parametros cromatograficos™
{um) Jda suspensdoc | N** Nm™* A k™  Rg™
(% miv ) (m")
40% PMOS-Spherisortb | 8 10 7400 59200 08 39 3.4
20 7.300 58400 10 4.4 3,6
40% PMOS-Spherisorb | 5 10 2550 20400 20 07 ~
20 9.300 74400 13 21 33

* condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H,O { 70:30, v/v ), vazéo: 0,2 ml. min~, volume de injegéo
da mistura I: 10 pi e detecclo: UV (254 nm)
** galcuiado para o naftaleno
v catculado para o par lolueng-naftalenc

As colunas recheadas com 40% PMQOS-Spherisorb, 8 um, com concentragdes
de suspensao de 10 e 20%, apresentaram parametros cromatograficos similares,
com uma diferenca no fator de assimetria, cujo pico do naftaleno é simeétrico para a
coluna recheada a partir de suspensao de 20%, enquanto gue para a recheada a
partir de10% apresentou cauda frontal. A eficiéncia obtida em ambos os casos foi
muite boa (= 60000 pratos por metro).

Com as colunas recheadas com 40% PMOS-Spherisorb, 5 pm, observa-se
uma nitida diferenga no numerce de pratos com a mudanca da concentracac de
suspensao, sendo que a de 20% apresentou os melhores resultados e uma melhor
separacio dos componentes da mistura |, que pode ser visto na Figura 12. Ndo ha
uma explicacdo dbvia para este comportamento, pois existem muitas variaveis que
influenciam no enchimento de colunas, como pode ser visto na Tabela 7, e é muito

dificil explicar o que esta afetando os resultados quando se usa particulas menores

e regulares.
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Figura 12- Cromatogramas da mistura I 1= acetona, 2= benzonitrila, 3=
benzeno, 4= tolueno e 5= naftaleno, obtides com as colunas
recheadas com 40% PMOS-Spherisorb, 5 pm, a partir de concentra-
cdo de suspenséo: (A) 10% e (B) 20%. Condigdes cromatograficas:
FM: MeOH/M,O (70:30 , viV), vazdo: 0,2 mL min”, volume de
amostra injetado: 10 pl, detecgcdo: UV, 254 nm e velocidade do
papel: 0,2 cm min”.

IV. 2. Escolha da proporgdoe dos solventes da fase movel

Este teste foi realizado para as colunas recheadas com as FEs preparadas a
partir de silicas Davisil e Sigma (com 30, 40 e 50% de carregamento) e Lichrosorb
Si-100 e Si-60 (com 40 e 50% de carregamento), 10 pm. Os resultados obtidos estao
apresentados nas Tabelas 12 e 13.

Analisando os dados das Tabelas 12 e 13, observa-se que variando a

composicdo da FM, isto é, tornando-a mais polar, 0 tempo de analise aumentou
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consideravelmente. Nas composiches de FM 55:45 e 50:50 (v/v), o tempo de analise

foi longo, o que ndo é muito desejavel em CLAE. Logo, fase movel menos polar elu

a amostra mais rapidamente em cromatografia com fase reversa.

Tabels 12- Influéncia  da

composicdo da FM MeOH/H,O nos
cromatograficos calculados para a mistura |, apds injecdo em colunas

parametros

recheadas com fases preparadas a partir de silicas Davisii e Sigma.

silica carrega | composicio tr" Parametros cromatograficos***
mento da FM {min} | N* N/m* As* K* Reg*™ o™
(%) (viv) (m™)

70130 1011 [ 2100 16800 19 07 0% 12

80:40 14,66 | 2100 16800 17 14 20 1.4

30 55:45 18987 11950 15800 186 21 28 1.5

50:50 26,85 11800 14400 186 35 38 1.7

70:30 15,02 13000 24000 14 18 18 1,2

60:40 27,36 13100 24800 13 42 386 1.4

DAVISIL 40 55:45 40,43 {3300 26400 12 66 50 1.9
50:50 6121 |3.250 26.000 12 104 64 1.7

70:30 11,61 § 2550 20400 14 15 14 1.2

60:40 2059 {2650 21200 13 34 30 1.4

50 5545 31,07 {2950 23600 12 58 45 1.5

50:50 4540 12700 21600 12 86 55 1,7

70:30 10,51 12600 20800 17 13 14 1,2

30 6040 17,84 2850 22800 16 3,0 3,0 1.4

55:45 37,81 §2600 20800 15 72 53 1.7

50:80 38,40 {2750 22000 15 74 54 1.7

70:30 16,13 13450 27600 14 23 21 1.2

SIGMA 6040 29,95 | 3250 26000 14 51 3,7 1.4
40 55:45 69,98 | 3.200 25600 1,3 124 64 1,7

50:50 70,86 §3.100 24800 12 132 68 1,7

70030 20,62 14.300 34400 11 36 27 1.2

80:40 42,24 14.000 32000 11 84 48 1,4

50 55.45 107,7 [4.000 32000 11 218 79 1.7

50:50 110,3 14.100 32800 11 223 80 1,7

* calcilado para o naftaleno

** galculado para o par tolueno-naftaieno

=+ Condighes cromatograficas: vazdo: 0,2 mL min™, volume de amostra injetado: 10 ul., detecgao:
UV, 254 nm,
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Tabela 13- Influéneia da  composicdo da FM  MeOH/H,O nos  parametros
cromatograficos caiculados para a mistura |, apds injecdc em colunas
recheadas com fases preparadas a partiv de silicas Lichrosorb Si-100

e 5i-60.
silica |carrega- | composicéo " Parametros cromatograficos™*
mento da FM (min) | N* N/m* As® K Rg™ o™
(%) (viv) (m™)
70:30 14,11 13950 31600 14 22 22 12
60:40 2771 13700 29600 14 54 42 14
40 55.45 40,57 13600 28800 14 81 53 15
50:50 67,80 | 3500 28000 12 132 71 17
Si-100
70:30 17,10 | 4200 33600 10 32 24 12
60:40 3462 14250 34000 10 75 48 14
90 55:45 4917 13750 30000 10 108 54 15
50:50 8793 13700 29600 10 189 73 17
70:30 11,51 | 3500 28000 15 13 186 1,2
60:40 17,42 |} 3500 28000 15 22 31 14
40 55:45 24867 3500 28000 15 36 44 15
50:50 3536 13300 26400 15 bbb 57 17
Si-60
70:30 11,29 14.400 35200 12 15 20 12
60:40 18,23 14.400 35200 1,2 30 38 14
50 5545 26,19 14.400 35200 11 48 53 15
50:50 38,66 14.300 34400 11 75 68 186

* calcutado para ¢ naftalenc
** calculade para o par iolueno-naftaleno

= Condiches cromatograficas: vazdo: 0,2 mL min”', volume de amostra injetado; 10 ul., detecgio:
LV, 254 nm.

Quando houve uma variacdo de 10 partes de volume na FM, os valores de k
sofreram um aumento de pelo menos ¢ dobro. Portanto, o conirole de k pode ser
feito pela polaridade da FM, ou seja, através da forga cromatografica da FM.

Verifica-se gque os picos passaram a ser melhores resolvidos quando se
aumentou a quantidade de agua na FM. isto pode ser melhor visualizado na
Figura 1.3.
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“Figura 13- Cromatogramas da mistura I 1= acetona, 2= benzonitrila, 3= benzeno, 4=

tolueno e 5= naftaleno, obtidos com as colunas recheadas com 30, 40 e 50%
PMOS-Davisil, 10 um, & FM MeOH/M,0, A, B, C, D, respectivamente, nas
proporgbes 70:30, 60:40, 5545 e 50:50 (viv). Condicbes cromatograficas:
vazdo: 0,2 mbl. min”, volume de amostra injetado: 10 L., deteccdo: UV, 254 nm

e velocidade do papel: 0,2 cm min™.
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Geralmente, quanto maior a quantidade de agua na FM melhor o valor do
fator de assimetria. Isto se deve ao fato que em altas concentragbes de agua, as
cerdas da cadeia do grupo alquil colapsam como um filme, blogueando e cobrindo
os silandis da superficie, o que esta de acordo com a literatura ‘%,

Com excecdo das colunas com FE com 30, 40 e 50% PMOS-Sigma e 50%
PMOS-Lichrosorb Si-60, avaliadas com FM nas proporgbes 55:45 e 50:50, observa-
se que 0s valores de o encontrados sdo idénticos para as mesmas FM para todas as
colunas com diferentes FEs. Isto pode ser atribuido ao uso de FE de caracteristicas
semelhantes ( silica mais PMOS ) e sempre a mesma mistura e composicdo de FM.

Analisando-se o0s dados da Tabela 12, verifica-se que utilizando a silica
Davisil, com 40 e 50% de carregamento, a propor¢do de FM gue resultou em um

melhor numero de pratos por metro e de assimetria foi a de 55:45. Entretanto, nota-

se gue o tempo de retencdo do naftaleno, para esta propor¢éo, praticamente
triplicou em relacéo a 70:30. Portanto, 0 aumento do tempo de analise e de consumo
ge FM fazem com que a proporgéo 55:45 ndo justifique o aumento no numero de
pratos.

Tanto para as fases Sigma e Lichrosorb Si-100, ambas com 40 e 50% de
carregamento, pode-se dizer que a mefthor proporgao foi de 70:30 ( viv ). Ja para a
Lichrosorb Si-80 ( 40 e 50% de carregamento }, nota-se que as eficiéncias obtidas,
usando-se FM nas proporgdes 70030, 60:40 e 55:45, foram iguais, mas ¢ tempo de
analise aumentou conforme a FM tornou-se mais polar.

Entretanto, como o nosso estudo € feito comparativamente e sendo que para
trés das quatro silicas analisadas a melhor proporcdo, pelos motivos expostos
acima, foi de 70:30 { viv ), resoiveu-se adota-la nos experimentos subsequentes.

Definida a melhor composicdo da FM construiram-se as curvas de van
Deemter, que serdo discutidas no item IV.3.5, para determinar a melhor vazéo a ser
utilizada nas avaliagbes das colunas. O valor adotado, ponderando-se a eficiéncia e

o tempo de andlise, foi de 0,2 mL min™.

IV.3. CARACTERIZACAO E AVALIACAO DAS FEs SORVIDAS

IV.3.1. Escolha da quantidade ideal de PMOS sobre silica
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Na Tabela 14 estée apresentados 0s resultados dos testes fisicos e quimicos
e na Tabela 15 dos testes cromatograficos realizados com as FEs sorvidas em suas

diferentes porcentagens de carregamento.

Tabela 14 - Caracterizac@o das silicas; forma da particula [irregular { I ) ou esférica
{ E )], fabricante, valores de tamanho das particulas ( t, ), didmetro dos poros (d,), area
superficial especifica (S) e volume especifico dos poros (V,), e resultados obtidos com as
FEs sorvidas através de testes guimicos e fisicos.

Parametros | t, d, | carregamento C (%) % tota Sm°g) [V.(mLg")
marca , forma e {(nm) | (rre (%) inicial apos e {extraida | silica FE silica FE
fabricante da silica inicial apos e. inicial apos e.

Davisil, T 0 115 30 - 18,1 - 14,0 237 87 - -
{(Alitech Associates) 40 23 228 1151 215 50 61§16 03
50 - 30,9 - 30,8 3 - -
Sigma, 1 10 4] a0 - 16,5 - 6,1 /3 72 - o
(Sigma) 40 - 242 - 10,8 5 - -
50 29 1302 17,7| 258 1 871t 02
Lichrosorb Si-100, I | 10 10 40 - 234 - 16,5 280 55 - -
(Merck) 50 34 1207 169 231 0% 99 11,7 04
Lichrosorb Si-60,1 | 10 6 40 - 24,3 - 13,6 267 3 - -
{(Merck) 50 30 | 304 851 30,1 0,3 183 {1,2 03
Lichrosorb 88640, 1 7 & 40 - 24.5 - 16,0 305 43 - -
{Marck} 50 32 30,5 18,0 298 0.2 - 112 03
Lichrosorb Si-80, 1 5 6 45 - 24,1 - 175 {402 23 - -
{Merck) 50 31 30.0 188} 266 06 62112 -
Spherisorh, E ] & 3an - 18.8 - 10,5 14¢ 0,8 - -
{Phase Separations) 40 24 24,9 14,9 23,0 g 2110 -
Spherisorb, E 5 8 | 30 —~ 19,1 - 89 (186 13 - -
(Phase Separations) 40 14 23,8 1361 221 65 99 11.0 -
inicial = valores apds a preparacdo da FE apbs e. = apds o enchimento da coluna

Observa-se que as silicas apresentam diferentes areas superficiais
especificas (S), sendo gue para as silicas de mesmo fabricante e d,, quanto menor
o tamanho da particula, maior a area superficial, tanto nas irregulares como nas
esféricas. Os resultados obtidos na determinacdo de area superficial especifica
indicam que ocorreu uma diminuicdo na area conforme aumentou-se a quantidade

de PMOS. Esta reducéo é explicada pelo recobrimento dos poros da silica pele
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PMOS, impedindo, dessa forma, o acesso das moléculas de nitrogénio durante as
medidas de area. De um modo geral, 0 que se observa entre as silicas irregulares é
que guanto menor o didmetro dos poros, maior a area superficial e com o
preenchimento dos poros com PMOS, a drea superficial sofreu uma maior
diminuigéoe. Nota-se que apds o enchimento, a area superficial aumentou em relacéo
a da FE inicial devido a refirada de PMOS que n&o se encontrava fortemente
aderido a silica.

Quanto a % C, nota-se gue conforme se colocou uma maior quantidade de
PMOS, aumentou-se a % C. Comparando a % C inicial e apds o enchimento, é
comprovado que houve uma perda de PMOS durante o processo de recheio da
coluna.

Devido a disponibilidade do suporte ser pequena, o V, foi determinado

somente para algumas FEs e, comparando com a silica, nota-se que o V, diminuiu
devido, provavelmente, ao preenchimento dos poros da silica com o PMOS,
reduzindo entdo, a penetracéo do mercurio.

Os valores obtidos nas extragBes por solventes indicam que, conforme a
guantidade de PMOS depositada sobre a silica aumentou, a guantidade de PMOS
extraida também aumentou. Entretanto esta quantidade é sempre menor que a
colocada iniciaimente, indicando que uma parte do PMOS encontra-se fortemente
sorvido no suporte.

Analisando-se a Tabela 15, observa-se que a quantidade de PMOS sobre a
silica afetou todos os pardmefros cromatograficos, com excecédo do fator de
separacdo, o que era esperado, pois este paramefro esta relacionado com a
seletividade da FE. Como esta permaneceu a mesma e sempre utilizou a mesma
composigao de FM o valor de a ndo se alterou, com a % de carregamento. Quanto
maior a quantidade de PMOS, maior a eficiéncia da coluna, com excecgéo da Davisil.

Os melhores resultados cromatogréficos foram obtidos com FEs com alto
carregamento, ou seja, com 50% de PMOS inicial para as silicas irregulares, com
excecao da silica Davisil, e 40% para as silicas esféricas, sendo gue nestas o
carregamento de 50% resultou em uma FE com aspecto de uma goma, indicando
excesso de PMOS. Esta diferenca pode ser atribuida a forma da particula, area

superficial, volume especifico e diametro médio dos poros. O gque se observa

também é que, apds o enchimento, o carregamento diminuiu, pois o solvente,
tetracloreto de carbono, utilizado na suspensdo das FEs retira, durante o

enchimento da coluna, uma certa guantidade de PMOS, deixando o PMOS que se
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encontra fortemente sorvido & silica. A porcentagem de carregamento apos

enchimento & obtida da seguinte maneira: 1) pesa-se um béquer vazio, 2) recolhe-se

fodo © solvente que passa pela coluna durante o enchimento, 3) evapora-se o

solvente a temperatura ambiente, 4) pesa-se o béquer contendo o polimero retirado

durante o enchimenic, &) calcula-se a % de carregamento a partir da diferenga entre

a massa inicial do polimero (my) e a perdida (mp), durante o enchimento

(encontrada

pelo

procedimento

descrito

acima),

% carregamentOsa = {Mp) - (Mg / [ {((Mp)i - (Mp)p) + Msioz ] X 100

ou

seja:

Tabela 15 - CaraclerizacBo das FEs sorvidas através dos testes cromatograficos

realizados injetando-se a mistura i.

Pardmetros | t, | camega- tu* fr** Parametros c‘,rozfvnatogr::t'ﬁcosg
FE (um) [mento (%) | (min) | (min) | N= Nimm™"h™ Ag*™ k™ Rg™ o™
Davisil 10 30 588 1 10,1112.100 16.800 1.9 07 09 1,2
40 532 | 15,02]3.000 24.000 1.4 1,8 1.8 1,2
50 473 1 11,61]2.550 20400 1,4 1,5 1.4 1,2
Sigma 10 30 452 1105112600 20.800 1.7 1,3 14 1,2
40 4,89 | 16,1313.450 27.6800 1.4 23 21 1,2
50 448 | 206214300 34.400 1.1 38 27 1.2
Lichrosorb 5i-106 | 10 40 440 1 14,1113.950 31600 1.4 22 22 1.2
540 408 | 17,1054.200 33.600 1.0 32 24 1,2
Lichrosorh Si-60 10 40 508 | 11,5113.500 28.000 1.5 1.3 186 1,2
50 456 | 11,2014400 35200 1,2 1,5 20 1,2
Lichrosorb Si-60 7 4{) 4,06 | 157515100 40.800 1,5 28 27 1.2
50 3,83 | 158315150 41.200 1.3 31 2.7 1,2
Lichrosorb 5i-60 5 40 3,53 | 17.4715.600 44800 25 32 29 1,2
50 3,37 | 19,5216.300 50400 1.2 4.8 3,2 1,2
Spherisorb 8 a0 392 | 193816400 51.200 1.2 38 33 1,2
40 404 1 205117.300 58400 1.0 4.1 3.4 1,2
Spherisorb & 30 474 1 11,2115100 40.800 1.8 14 20 1.2
40 3,91 12,30 19.300 74.400 1.3 2,1 32 1.2

* para 0 metanol

** salcutado para o naftaieno

** caloulado para o par tolueno-naftaieno

ggCm’t{;iig}\‘i’ms, cromatograficas: FM: MeOHML,0 (70:30, viv), vazdo: 0,2 mL min™, volume de

amostra injetado: 10 ul. e detecgdo: UV, 254 nm.
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Com carregamentos maiores, excluindo a FE 50% PMOS-Davisil, verifica-se
que quase todos 0s picos passaram a ser mais resolvidos devido a uma melhor
interacao do solutoc com a FE, gue pode ser visto nas Figuras 14, 15, 16, 17 ¢ 18.
MNota-se também gue o fator de assimetria (As) melhorou sensivelmente, ficando
dentro do intervalo aceito na literatura "', Isto esta de acordo com a literatura '*
onde a assimetria do pico esta relacionada com o recobrimento da superficie da
silica, sendo que com ¢ aumento do teor de carbono, 0s picos tornam-se mais
simétricos, ate atingirem um carregamento adequado.

Com excecdo da silica Davisil, as eficiéncias obtidas foram muito boas,
chegando a surpreender visto gue o PMOS se encontra somente sorvido sobre ©

suporte.

1 [l

! ! | 1 | ! ! i [
6 3 10 0O 5 ® 15 o 5 i5
e fompo lmin) — tempo {min } —= tempolmin)

gura 14- Cromatogramas da mistura I 1= acetona, 2= benzonitrila, 3= benzeno, 4=
tolueno e b= naftaleno, obtidos com as colunas recheadas com: (A) 30, (B) 40 ¢ (C) 50%
PMOS-Davisil. Condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H,0 (70:30,viv); vazdo: 0,2 mL. min™;
volume de amostra injetado: 10 ul; deteccdo: UV, 254 nm e velocidade do papel:

0,2 cm min™.
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15 - 'da mistura | obtidos com as colunas recheadas com: (A)
30, (B) 40 e (C) 50% PMOS-Sigma. Condic¢des idénticas as da Figura 14.

_ i JLL

1 I [ 1 1 1 ] 1
¢] 5 W0 15 s} 5 W 15 20 4] 5 10 15 10

—~e tgmpo (min) - tgmpo {min) —= tempo {min) - tempo {min)
- a mistura | obtidos com as colunas recheadas com: (A)
40 e (B) 50% PMOS-Lichrosorb Si-100, 10 um, (C) 40 e (D) 50% PMOS-Lichrosorb Si-80,
10 wm. Condiches idénticas as da Figura 14.



RESULTADOS E DISCUSSOES 62

ULm JUiL Ul S

) I H 1 ¢ ] § 3 ] l 1 1 3 ] I 1 i 1 E
0o 3 W 1% 0 % W 15 % 10 1520258 0O 5 0 15 20 25
~=Tgmpe {min) = Tompo (min} ~» Tempo {min} ws Tampo (min)

17 - 'da mistura | obtidos com as colunas recheadas com: (A)
40 e (B) 50% PMOS-Lichrosorb Si-80, 7 um, (C) 40 e (D) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 5

um. Condigbes idénticas as da Figura 14.

L |

1 H ] t
G 10 ] 10
w3 $@Mpo (min) - $gmpo [min) ~» tempo{min) = fgmpo {min}

18 - Casda mistura | obtidos com as colunas recheadas com: (A)
30 ¢ (B) 40% PMOS-Spherisorb, 8 pm, (C) 30 e (D) 40% PMOS-Spherisorb, 5 pm.

Condigdes idénticas as da Figura 14.
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1V.3.2. Teste fisico: espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelhoc do PMOS, das silicas e das FEs preparadas
podem ser visualizados nas Figuras 19, 20 e 21.

Os espectros no infravermelho do PMOS, A, F, K e O, apresentaram como
bandas principais um triplete em torno de 2900 cm’, caracteristico dos grupos
metilas, uma banda fraca em 1466 cm™ da deformac&o de C-H, uma banda forte em
1258 cm” | caracteristica do =Si-O- e um duplete forte em 1097 , 1021 cm™ atribuido
aos grupos siloxanos.

Os suportes de silica, espectros B, G, L e P, apresentaram como bandas
principais uma em torno de 3500 cm™, que pode ser proveniente tanto das vibragoes

de grupos hidroxilas ligados por pontes de hidrogénic & agua fisicamente adsorvida

como dos grupos hidroxilas geminais, uma banda forte em torno de 1100 cm™
proveniente dos grupos siloxanos e um ombro em torno de 970 a 980cm™” dos
silandis livres.

Basicamente, os espectros das FEs, C-E, H-J, M-N, Q-R, §-T, U-V, W-X e
Y-Z, apresentaram uma banda na regido de 3500 cm™, caracteristica do suporte,
que foi diminuindo & medida que a porcentagem de PMOS aumentou, quase
desaparecendo para a maior porcentagem de carregamento; um triplete na regio de
2900 em”, caracteristico dos grupos metilas do PMOS, cuja intensidade aumentou
ligeiramente a medida que a porcentagem de carregamento aumentou; uma banda
forte em 1100 cm™ dos grupos siloxanos, constituinte de ambos, suporte e PMOS,
entretanto ele deve ser mais devido ao suporte, pois essa geralmente diminuiu com
o aumento do carregamento e um ombro, dependendo da porcentagem de
carregamento, em torno de 970 cm™ dos grupos silandis livres do suporte.

Os espectros para as FEs foram obtidos mantendo-se a massa de silica
constante, para que se pudesse observar a variagdo da intensidade da banda na
regido de 970 cm™, que corresponde aos grupos silandis livres. Observam-se nos
espectros C, D & E, correspondentes a 30, 40 e 50% de PMOS sobre silica Davisil,
gue a partir de 40% comegou a ter um recobrimento da silica, pois conforme
aumentou-se a quantidade de PMOS houve uma diminuigdo na intensidade desta
banda. Nota-se também que o ombro préximo a 1260 cm”, caracteristico do PMOS,
aumentou. Para as fases com 30, 40 e 50% de PMOS sobre silica Sigma (espectros
H.l e J), o recobrimento dos silandis comegou com 30%. Para os do Lichrosorb,

tanto para Si-100 como para Si-80 (10 um) e também Davisil e Sigma, nota-se a
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auséncia do ombro em 970 cm”, com 40% de carregamento. Para as Spherisorb,
esta auséncia é notada com 30%.
Logo, um alto carregamento provoca preenchimento dos poros do suporte e

deposicéo sobre ele do PMOS, diminuindo assim a quantidade de grupos silanbis
livres. A F

- 2B3B.0
—to87.1

1087

18654.1
1233.3
10,0

- o
-2
53 ° N N T ! | i
<t H
< O
- =
e {<f
Ll —
e - ~
bl 02 f
= o | i H
N b -
0y kS g
= = S T i 1 i
q q
o | D o I
- -

29558
285889
128l

0943

| i 1 | 4 | i H

4000 3000 2000 1500 1000 500 4000 3000 2000 1500 1000 3500

Ne DE ONDA (cm™) Ne DE ONDA {cm™)
Figura 19- Espectros no infravermelho de: (A e F) PMOS, (B e G) silica Davisil e
Sigma, respectivamente, (C, D e E) 30, 40 e 50% PMOS-Davisil, (H, | e J) 30, 40 e 50%
PMOS-Sigma.
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1V.3.3. Teste quimico: titulagio potenciométrica

Na Tabela 16 estdo apresentadas as gquantidades, obtidas por titulacio
potenciométrica, de grupos silandis livres presentes na silica e os silanois residuais
encontrados nas FEs sorvidas. Os dados indicam que conforme se aumentou ©
carregamento, cerca de 96 - 99% dos silandis da superficie da silica inicial foram
blindados pelo polimero. Nota-se também que a guantidade de silandis na silica
Spherisorb, 8 um, foi menor em relagéo as silicas irregulares (Davisil e Sigma)

devido a area superficial ser menor.

Tabela 16 - Quantidades de silanbis presentes nas silicas e nas FEs sorvidas,

determinadas por titulagdo potenciometrica.

Amostra silandis (mmol g™ )
silica Davisil 0,322
30% PMOS-Davisil 0,118
40% PMOS-Davisil 0,094
50% PMOS-Davisil 0,012
silica Sigma (0,402
30% PMOS-Sigma 0,116
40% PMOS-Sigma 0,082
50% PMOS-Sigma 0,004
silica Spherisorb, B pm 0,164
30% PMOS-Spherisorb 0,016
40% PMOS-Spherisorb 0,002

Comparando-se a Tabela 16 com a 15 confirma-se que a presenca de grupos
silandis residuais afeta o fator de assimetria, pois este valor diminuiu a medida que
aumentou a porcentagem de PMOS, que resultou em uma menor guantidade de
silanois residuais.
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Portanto, apts uma analise dos resultados obtidos nos testes realizados,
escolheram-se o0s carregamentos de 50% de PMOS sobre as silicas Sigma,
Lichrosorb Si-100, Lichrosorb 8i-60, 10, 7 e 5 um e 40% para Davisil € Spherisorb,
8 e 5 um, pois estas quantidades foram suficientes para penetrar nos poros da silica
e fornecer maior blindagem dos grupos silandis, resultando em fases

cromatograficas que geraram colunas com eficiéncias muito boas, valor de fator de

assimetria aceito na literatura @ melhor resolugéo da mistura analisada.

IV.3.4. Comparacio das diferentes FEs na sua melhor porcentagem de
PMOS

Para facilitar uma comparacéo entre as diferentes FEs sorvidas preparadas

na sua methor porcentagem de carregamento, montou-se a Tabela 17, com os dados

ja apresentados nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 17 - Comparacéo das diferentes FEs preparadas na sua melhor % de PMOS.

Farametros do* | * o Vp* Cinicial | =™ parametros cromaiogréﬁcosﬂ
FEs e forma () | ey [P g™ [ mL gD (%) |min) [N™ Nm™ Ag™ k* Rg® o
40% PMOS-Davisit (D] 15 | 10 237 1,8 228 1502 |3000 24000 14 118 18 1.2
50% PMOS-Sigma () 6 | 10 393 1,14 30,2 20862 |4300 34400 11 36 27 12
50% PMOS-8i-100 (D | 10 | 10 290 1.7 29,7 117,10 14200 33600 10 32 24 12
50% PMOS-Si-60 (1) 6 |10 | 267 1,2 | 304 |11,20 |4400 35200 12 15 20 1.2
50% PMOS-Si-60 (I) & 7 305 1.2 30,5 115,83 | 5150 41200 13 31 27 1.2
50% PMOS-Si60 @ | B | 5 | 402 | 1,2 | 300 |1952 |6300 50400 12 48 32 1.2
A0%PMOS-Spher. )| 8| 8 | 149 | 10 | 249 12051 |7300 58400 10 41 34 1.2
40%PMOS-Spher.(E) 8 5 186 1.6 23,8 |12,30 19300 74400 13 21 33 1.2

1= irregular e E = esférica

* sifica pura

** calcudado para o naftaleng

* satcutado para o par lolueno-naftaleno
*# CondigBes cromatograficas; FM: MeOH/H,O (70:30, viv), vazdo: 0,2 ml min”, volume de amostra
injetado: 10 ul., detecco: UV, 254 nm.

Para as silicas com forma de particulas irregulares, com excec¢do da Davisil, o
teor de carbono (%) foi praticamente idéntico, mesmo tendo variagdes consideraveis

na area superficial (8) e no volume especifico (V,) dos suportes.
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Para particulas irregulares de mesmo tamanho, 10 um, observa-se que o tr €
a retencéo da amostra geralmente aumentaram com a S e a eficiéncia aumentou a
medida que o volume dos poros diminuiu, o que deve contribuir para um aumento na
velocidade de transferéncia de massa.

Excelentes fatores de assimetria (A.) foram obtidos com a maioria das FEs.
Em geral, altas eficiéncias foram obtidas com tamanho de particulas pequenas. As
particulas esféricas, com 8 bem mais baixa, apresentaram % C menor, mas
produziram colunas cromatograficas com eficiéncia significativamente mais alta que
as particulas irregulares tendo tamanho de particulas similares; provavelmente as
particulas regulares resultam em leitos mais homogéneos.

Nota-se também gue entre os diferentes suportes irregulares de 10 um, a

silica de marca Davisil apresentou os piores valores de parametros cromatograficos,

mostrando que o tamanho dos poros influencia nos resultados, ou seja, o de 15 nm
{Davisil) ndo mostrou ser um bom suporte cromatografico. Os dois de 6 nm (Sigma e
Si-60) apresentaram alguns resultados diferentes entre si, por serem de fabricantes
diferentes, porém forneceram as melhores eficiéncias.

Comparando as trés silicas irregulares, 50% PMOS-Si-80, verifica-se que elas
possuem mesmo d, e V,, porém diferentes t, e consequentemente, diferentes S.
Observa-se que a eficiéncia aumentou a medida gue o {, diminuiu. O mesmo pode-
se afirmar para as duas silicas regulares gue possuem d, e V, iguais. Portanto,
pode-se concluir que a caracteristica do suporte que mais influencia na eficiéncia

cromatografica e o tamanho da particula.

1V.3.5, Curvas de van Deemter das colunas recheadas com FE na

sua melhor porcentagem de PMOS

Na Figura 22 tém-se as curvas de van Deemter das colunas recheadas com
as FEs preparadas a partir de silica com tamanho de particulas de 10 um. Observa-
se que as curvas obtidas com suportes cromatograficos de mesmo fabricante
(Lichrosorb Si-100 e 3i-60) apresentaram comportamentos similares. Variando o
diametro dos poros, nota-se que nas FEs preparadas a partir de silicas Davisil e
Sigma, conforme aumentou-se a velocidade linear da fase mével houve um aumento
brusco na altura equivalente a um prato, ou seja, houve uma diminuicdo na

eficiéncia da coluna. A vazao Gtima destas colunas estd em torno de 0,1 mL min™.
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Figura 22 - Curvas de van Deemter das colunas recheadas com: 40% PMOS-Davisil,
50% PMOS-Sigma, 50% PMOS-Lichrosorb Si-100 e 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 10 um.

As colunas recheadas com as FEs preparadas a partir de silicas provenientes
do mesmo fabricante e com o mesmo didmetro dos poros, mas diferentes tamanhos
da particula (Lichrosorb $i-60, 10, 7 e 5 uym) (Figura 23), mostraram que guanio
mencr o tamanho da particula menor ¢ a altura equivalente a um prato e
consequentemente, maior a eficiéncia cromatografica. As colunas recheadas com
particulas de 10 e 7 um apresentaram vazo otima de 0,1 mL min”" e a de 5 um de
0,2 mL min™, o que permite obter analises mais rapidas com altas eficiéncias.

As FEs sorvidas, preparadas a partir de silicas esféricas, mostraram curvas
de van Deemter (Figura 24) com a mesma tendéncia das FEs sorvidas preparadas
com suportes irregulares. Novamente observa-se que as particulas menores, 5 um,
apresentaram menor altura equivalente a um prato ¢ vazdo étima mais elevada
(0,2 mL min™).

E interessante chamar atengdo que as FEs preparadas com particulas de
menor tamanho, tanto irregulares como esféricas, apos a vazéo Otima, apresentam
uma curva quase paraleia ao eixo x mostrando que a faixa de vazéo otima & mais
ampla, o que permite que se use vazles maiores e que as analises sejam
concluidas em menor tempo, sem praticamente perda da eficiéncia. isto se deve ao

fato gue com particulas pequenas 0s poros nao sao tao profundos e a velocidade de



RESULTADOS E DISCUSHOED

transferéneia de massa é répida, o que possibilita o uso de vazbes mais altas sem

interferéncia no equilibrio cromatografico.
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Figura 23 - Curvas de van Deemfer das colunas recheadas com: 50% PMOS-

Lichrosorb Si-60, 10, 7 e 5 pm.
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Figura 24 - Curvas de van Deemter das colunas recheadas com: 40% PMOS-

Spherisorb, 8 e & pm.



RESULTADOS E DISCUSSOES 72

IV.3.6. Testes cromatograficos com as misturas I, IIl ¢ IV

Uma vez estabelecido gual o melthor carregamento para cada tipo de silica,
foram realizadas analises com as demais misturas organicas sintéticas, conforme
descrito no item 111.4.3.4.1.

Na tabela 18 estdo apresentados 0s valores de A, e o para as diferentes FEs
quando se fez a injecao da mistura ll, acetilacetona, nitronaftalenc ¢ naftaleno.
Observa-se, pelos valores de A;, que todas as fases apresentaram caudas bem
acentuadas para o pico da acetilacetona, que também podem ser visualizadas nas
Figuras 25 e 26, indicando a presenca de tracos de alguns metais na superficie do
suporte, provenientes do seu processo de fabricagéo. Isic pode acarretar em

retencdo de solufos e induzir ¢ aumento da atividade dos grupos silandis,

prejudicando a analise.

Os valores do fator de separag@o, a, encontrados para o par nitronaftaleno-
naftaleno estdo acima de 1,2 e segundo Verzele e Dewaele’™ estes valores
caracterizam colunas com grupos silanois mais desativados. Isto representa uma
vantagem das fases sorvidas com alto carregamento de PMOS em relagéo as fases
ligadas disponiveis comercialmente. Estas ultimas precisam sofrer uma reacao de
capeamento para reduzir o efeito de grupos silandis residuais, enquanto nos
recheios preparados por nos, a maioria destes grupos séo blogueados sem nenhum

tratamento, apenas pelo alto carregamento de polimero empregado.

Tabela 18 - Valores de Ase o obtidos ao se injetar a mistura i em colunas

recheadas com FEs sorvidas.

FEs t parametros cromatograficos***
(um) As® o
40% PMOS- Davisil 10 6,9 1,9
50% PMOS- Sigma 10 7,0 2.0
50% PMOS-Si-100 10 7,0 1,5
50% PMOS- Si-60 10 8,2 1,7
50% PMOS-Si-60 7 9,1 1.8
50% PMOS-Si-80 5 11,8 1,9
40% PMOS-Spherisorb 8 4.8 2.1
40% PMOS-Spherisorb 5 4,6 1,6

* calculado para a acetilacetona
** gcalculado para o par naftaleno/nitronaftateno
= (Condigbes cromatograficas. FM: MeOH/H,O ( 55:45, viv ), vazdo: 0,2 mL min”, volume
de amostra injetado: 10 pl e detecgdo: UV, 254 nm
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- mistura II: 1= acetilacetona, 2= ronaftaieno e 3=
naftaleno, obtidos com as colunas recheadas com: (A) 40% PMOS -Davisil, (B) 50% PMOS-
Sigma, (C} 50% PMOS-Lichrosorb Si- 100 e (D) 50% PMOS-Lichrosorb Si-80, 10 um.
Condicdes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (55:45, viv), vazdo: 0,2 mL min”, volume de

amostra injetado: 10 ulL, deteccio: UV, 254 nm e velocidade do papel: 0,2 cm min™.
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" Figura 26 - Cromatogramas da mistura Il obtidos com as colunas recheadas com: (E
e F) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 7 e 5 pm, respectivamente e (G e H) 40% PMOS-

Spherisorb, 8 e 5 um. Condigdes cromatograficas idem as da Figura 25
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Segundo Verzele'' e Verzele e Dewaele™, um meio que se tem mostrado
eficiente para minimizar os problemas de picos largos e assimétricos para a
acetilacetona é ferver a silica gel, antes da preparacéo da FE, por 2 horas com HCI
2 mol L, filtrar e lavar exaustivamente a silica com H,O deionizada. Repetir o
procedimento por mais duas vezes. As silicas Davisil e Sigma foram submetidas a
este tratamento.

A Tabela 19 apresenta o teor de metais nessas silicas antes e apods o
tratamento acido, obtidos por absorgdo atdmica. Observa-se que o conteddo de
metais na silica foi reduzido bastante com o tratamento &cido, no entanto ndo foi
eliminado completamente devido a oclusdo, dentro da estrutura da silica, de parte

desses metais.

Tabela 19 - Teor de metais (pg g” ) presentes nas silicas Davisil e Sigma, tratadas

ou ndo com HC!, obtidos por absorgéo atdmica.

Metais Teor de metais (ug g') em _ silicas tratadas ou néo com HCI
DAVISIL SIGMA
sem com sem com
Aluminio { Al ) 141 48 414 344
Ferro (Fe ) 71 15 83 33
Titénio ( Ti) 77 22 105 65
Célcio { Ca ) 1150 205 376 77
Magnésio ( Mg ) 239 64 91 62
Sodio (Na ) 277 33 1070 88
Potassio (K) 37 8 7 7
Litio (L0} <01 s 0,2 <05 < 0,2
Crdmio ( Cr) <1 <03 7 1,7
Cobalto ( Co) <1 <1 <1 <1
Niquel { Ni) < 1 <1 2 1,7
Chumbo {Pb) <1 <1 <1 <1
Manganés (Mn) | <1 <1 <1 < 1
Cadmio ( Cd) <4 <02 <0,2 <5
Cobre { Cu) <05 <0,2 <05 <0,2
Zinco (Zn) <05 <05 <19 <02
Estanho ( Sn ) <5 <5 <10 <05

MNa Tabela 20 tém-se os valores de A, da acetilacetona obtidos para as
colunas recheadas com as FEs preparadas a partir das silicas tratadas com acido e
para uma melhor comparacéo colocou também os valores obtidos para as gue nao
foram submetidas ao tratamento acido. Entdo, com a reducao do teor de metais, a
acetilacetona ficou menos tempo retida na coluna e com isto, a cauda do seu pico
diminuiu. Logo, o tratamento acido pode ajudar na separacao da acetilacetona e de

algumas classes de compostos.
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Tabela 20 - Valores de A, da acetilacetona para as FEs preparadas a partir de

silicas sem e com tratamento acido.

FE As
sem com
40% PMOS-Davisil | 6,9 3,9
50% PMOS-Sigma | 7,0 4,8

A segquir, na Tabela 21, tém-se os resultados obtidos com a mistura ili,
anilina, o-, m- e p-toluidina e N,N-DMA. Praticamente, todas as colunas, com
excecdo da Spherisorb 5 um cujos solutos foram sendo adsorvidos lentamente apos

cada injecdo, o fator o, denominado na literatura 2 de razéo dos k, foi menor que

1,3, 0 que é um bom indicio da boa qualidade da coluna ", Mas nota-se também
que os valores de assimetria para as colunas com 40% PMOS-Davisil, 50% PMOS-
$i-100, 50% PMOS-S8i-60, 5 pm e 40% PMOS-Spherisorb, 8 um foram altos,
enquanto que para as demais FEs pode-se dizer que s&o valores aceifos na
literatura®"".

A pobre performance para compostos basicos da coluna recheada com 40%
PMOS-Spherisorb, 5 pm, pode ser devido a presencga de grupos silanois fortemente
acidos que ocorrem na superficie da silica e também a niveis significantes de
impurezas de alguns metais, que poderiam aumentar a acidez dos grupos silanois
que estejam na vizinhanca deles *. E interessante notar que estes problemas
trazem comportamento indesejavel, principalmente para particulas de 5 um, tanto
iregulares como regulares. Particulas menores podem resultar em maior
concentracdo de grupos silandis, entretanto nos supories irregulares esta
distribuico pode ser mais heterogénea de forma que alguns solutos basicos néo
interagem por problemas de impedimento estérico, enquanto nos suportes regulares
a distribuicgo dos silandis residuais deve ser mais homogénea e ter uma maior
interacdo com o8 solutos basicos gerando adsorgdes irreversiveis.

Por absorgao atdmica, verificou-se que as silicas regulares apresentaram teor
de sodio e ferro mais elevado que as irregulares. Por exemplo, para a silica Sigma o
teor de sédio encontrado foi de 1070 ug g enquanto na Spherisorb de 8 e 5 um, foi
respectivamente de 4315 e 2070 pg g” e de ferro foi de 83, 263 e 123 pg ¢ para

Sigma e Spherisorb de 8 e 5 um, respectivamente. Como 0 teor desses metais nas
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silicas regulares é maior gue nas irregulares, os compostos basicos ficam mais
retidos, ocorrendo até adsorcdo deles, como € o caso da Spherisorb, 5 um.

E importante salientar que valores excelentes foram obtidos com a Lichrosorb
5i-60, 10 pm e gue o tempo de andlise foi bem menor que para as demais fases e
além disso, as trés toluidinas eluiram juntas (ver Figuras 27 e 28), que, segundo

122

Engelhardt e Jungheim indica uma coluna de boa qualidade. Esta fase
apreseniou apds o enchimento, um conteudo baixo de C, 85%, resultando
provavelmente em uma menor espessura da fase estacionaria liquida, gue justifica o

menor tempo de analise e de fator de retencéo (Tabela 14).

Tabela 21 - Parémetros cromatogréficos obtidos utilizando a mistura lll e diferentes FEs

sorvidas.
Fizs ip composto injetado parametros cromatograficos
() A o
40% PMOS-Davisil 10 anilina 2,5 -
N,N-DMA 3,3 -
p-tol/m-tol - 1,3
m-tol/o-tol - 1,0
50% PMOS-Sigma 10 anilina 1.3 -
N,N-DMA 1.2 -
p-tol/m-tol - 1,2
m-tolfo-tol - 1,0
50% PMOS-8i-100 10 anilina 1,8 -
N, N-DMA 1,9 -
p-tol/m-tol - 1.2
m-tal/o-tol - 10
50% PMOS-Si-60 10 anilina 1.5 -
N.N-DMA 1,3 -
p-iol/m-tol - 1,0
m-tolfo-tol - 1,0
50% PMOS-Si-60 7 anilina 16 .
N, N-DMA 1.4 -
p-tol/m-tol - 1,0
m-tol/o-tol - 15
50% PMOS-5i-60 5 anilina 2.2 -
N N-DMA 2.1 -
p-tol/m-tol - 1,0
m-tol/o-fol - 14
40% PMOS-Spherisorb 8 anilina 1,6 -
N,N-DMA 1,8 -
p-toi/m-tol - 1,2
m-tol/o-tol - 1,2
40% PMOS-Spherisorb 5 anilina
N,N-DMA problemas de adsorcéo dos com-
p-tol/m-tol posios
m-iol/o-tol

Condigbes cromatograficas; FM: MeOH/H,O (55:45, viv), vazdo: 0,2 mL min~, volume de amostra
injetado: 10 ul e detecgdo: UV, 254 nm.
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we tompe (mind —& tgmpo (minl e temps [min) —o tampo (min]

'. i 1= anilina, 2, 3 e 4= 0-m- ptoiuidina, 5=
N,N-DMA, obtidos com as colunas recheadas com: (A) 40% PMOS-Davisil, (B) 50% PMOS-
Sigma, (C) 50% PMOS-Lichrosorb $i-100 e (D) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 10 pm.
CondicBes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (85:45, v/v), vazéo: 0,2 mlL min”, volume de

amostra injetado: 10 pl., deteccdo: UV, 254 nm e velocidade do papel: 0,2 cm min™.
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" 28 - da mistura i} obtidom as oiunas recheadas com: (E
e F) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 7 @ 5 um e (G e H) 40% PMOS-Spherisorb, 8 ¢ 5 pm.

CondicGes cromatograficas idem as da Figura 27.
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A Tabela 22 apresenta os valores de A, dos compostos da mistura IV,
anilina, N,N-DMA e N,N-DEA. A coluna que apresentou meihor resulitado foi a de
50% PMOS-Lichrosorb Si-100, indicando que esta apresenta menos grupos silandis
expostos, o que é confirmado analisando a Tabela 17, onde se obteve um pico
totalmente simétrico para o naftaleno ao injetar a mistura 1, seguido da 50% PMOS-
Lichrosorb $i-80, 7 um. Novamente para a Lichrosorb Si-60, 5 um, os valores de A,
foram os mais altos e para a Spherisorb, 5 um, os picos dos compostos basicos
foram sendo adsorvidos apds cada injegdo, o que reforca as explicagdes fornecidas

para a mistura Hi.

Tabela 22 - Valores de A, dos compostos da mistura IV em colunas recheadas com

as Fi=s sorvidas.

FE Y A

(um) [Anilina N,N-DMA N,N-DEA
40% PMOS-Davisil 10 1,9 1.7 3,3
50% PMOS-Sigma 10 1,3 1,2 2,6
50% PMQOS-Lichroserb Si-100 10 1.5 1.1 1,1
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 10 1.8 1,8 58
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 7 1.7 1.4 1,6
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 5 2,2 23 4,1
40% PMQS-Spherisorb 8 1,7 1.2 -
40% PMOS-Spherisorb 5 problemas de adsorgdo dos compostos

Condigbes cromatogréaficas: FM: MeOH/MH0 (70:30, viv), vazao: 0,5mimin’, volume de
amostra injetado: 10 plL, detecgéo: UV, 254 nm.

1V.3.7. Estabilidade quimica das colunas cromatograficas recheadas

com FEs sorvidas

Os resultados obtidos na lavagem com solvente em coluna recheada com
40% PMOS-Davisil indicam que n&o houveram mudangas apreciaveis nos valores
de N, k e R, {Figura 29). Logo, esta FE é estavel frente a mistura de solventes
MeOH/M,0 (70:30, wiv) mesmo apds a passagem de 5000 vezes o volume da

coluna.
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separagio («) como fungio de volume de FM MeOH/H,O (70:30, viv) passando pela coluna
recheada com 40% PMOS-Davisil, sorvida.

A Figura 30 apresenta os resultados obtidos para os parametros N, k e a, de
todos os compostos da mistura |, apés a lavagem com volumes de FM MeOH/HO
(70:30, viv) multiplos do volume da coluna cromatografica, contendo 50% PMOS-

Sigma. Nota-se que usando esta FM ndo houveram mudancas relevantes. Os



RESULTADOS E DISCUSS0OES 3

valores de k @ o ndo alteraram apos a passagem de 20.000 x V., sugerindo que ©
uso desta FM ndo arrasta o PMOS e consequentemente, nao ocorre solubilizac@o da
silica.
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Figura 30 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de retencéo (k) e (C) fator de
separacdo (o), como fungio de volume de FM MeOH/MH,O (70:30, v/iv) passando pela
coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, sorvida.
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Com a FM MeOH/H,0 (70:30, viv ) a pH 2, notam-se pequenas flutuacdes na
eficiéncia da coluna (N). Observa-se também gue para 0s compostos menos retidos,
¢ k permaneceu constante, enquanto que para os compostos mais retidos houve
uma pequena diminuic&o no seu valor. O oposto foi observado para o a (Figura
31C). Isto indica que ocorreu uma certa solubilizacdo do PMOS de forma que a FE
tornou menos apolar reduzindo, consequentemente, um pouce a permanéncia, na
rE, dos compostos benzeno, tolueno e naftaleno. Os compostos acetona e

benzonitrila, mais polares, interagem mais com a FM e néo foram afetados pelas
mudancas na FE.
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Figura 31 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de reten¢do (k) e (C) fator de
separacio (o) como funcdo de volume de FM MeOH/H,O (70:30, v/v) & pH 2 passando pela
coluna recheada com 50% PMOS-Sigma,sorvida.
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Com a FM a pH 9, houve uma diminuicdo da eficiéncia da coluna até 4.000 x
V¢ e depois, ocorreram algumas flutuacdes. Quanto aos valores de k, os compostos
mais retidos apresentaram uma leve alteracdo, indicando que uma pequena
quantidade de PMOS foi arrastado. O o dos compostos de polaridade intermediaria
apresentaram um leve aumento (Figura 32C). Este comportamento foi semelhante

ao da lavagem com a FM MeOH/H,0 (70:30, viv) a pH 2 da coluna recheada com
50% PMOS-Sigma, sorvida.
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S Figura 32 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de retengao (k) e (C) fator de
saparacdo {«) como funcio de volume de FM MeOH/H,0O (70:30, viv) a pH 9 passando pela

coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, sorvida.
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Na Figura 33 tém-se os resultados obtidos com a mistura constituida de
anilina e N, N-dimetilanilina, sendo analisados os parametros k e A,, utilizando a FM
MeOH/MH,0 (70:30, viv). Néo se observaram mudancas consideraveis nos valores de
k e houve um decréscimo em A, no inicio do teste e depois este permaneceu
praticamente constante. ApH 8 (Figura 34) notaram-se pequenocs decréscimos no k
para & N,N-DMA e um A, com leves flutuacbes, até 6000 x Vc, que pode ser devido
a mudancas na superficie da silica, talvez no arranjo de grupos silandis, que
influenciam na retencéo de compostos basicos. J& com a FM a pH 2 nao se
conseguiu fazer o experimento, porque apos passado 2.000 x V¢, a anilina e a N,N-
-DMA ficaram muito retidas e apresentaram picos com cauda, como pode ser visto
na Figura 35, onde se tem uma comparagéo dos cromatogramas desta amostra com
a FM 70:30 viv, a0 x V. e a 20.000 x V., e a pH 2, 4 2.000 x V.. Isto pode ter sido

devido a um aumento do carater acido dos grupos silandis, apés a passagem de FM

& pH 2 o gue provocou uma maior interac@o da amostra basica com esies grupos.

-
kL]
3

-
n
i

-
[=]
i

-
™
i

FATOR DE AsSIMETRIA {Ag)

ol
L
i

& anilina
v N N-DMA

FATOR DE RETEMGAD (4}

T T T 1
50'6(! 10600 15009 26660 5000 zm‘m 15006 20000
N DE VEZES VOLUME COLUNA {mL ) Nt DE VEZES VOLUME COLUNA (L)

3 - e (B) fator de assimetria (,) como fun de
volume de FM MeOH/H,O (70:30, viv) passando pela coluna recheada com 50% PMOS-
Sigma, sorvida.




RESULTADOS E DISCUSS0OES 34

-
[~}
i

-
o

FATOR DE ASSIMETRIA {Ag)
¥

FATOR DE RETENGAG (1

e
73

T 1 ¥ T Y 4 T T T Y
5060 10000 15000 20060 5000 TR 18000 20060

NP [ VEZES VOLUME COLUNA (mi. ) N DE VEZES VOLUME COLUNA { ml. }

Figura 34 - (A) fator de retencao (k) e (B) fator de assimetria (A,) como fundo de
volume de FM MeOH/M.0O (70:30, viv) 4 pH 9 passando pela coluna recheada com 50%
PMOS-Sigma, sorvida.
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anilina e 2= N,N-DMA,
obtidos com a coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, sorvida, apds passagem de
volume de FM nas seguintes condicbes: (A) MeOH/H,0O (70:30, viv) a0 x V. e a 20.000 x
V. e (B) MeOH/M,O (70:30, viv) & pH 2 a 2.000 x V.. Condicbes cromatograficas: vazao:
0.2 mL min”', volume de amostra injetado: 10 pl, detecgdo: UV, 254 nm e velocidade do
papet: 0,2 cm min™.

Figura de compostos basicos: 1=
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Apesar da fase estacionaria liquida estar somente sorvida sobre a silica, as
colunas apresentaram uma boa estabilidade quimica. Utilizando-se a FM MeOH/H;0
(70:30, viv), pode-se trabalhar arduamente com as colunas recheadas com as duas
FEs usadas para este teste, sem perda de eficiéncia. Dessa forma pode-se dizer,
analisando as Figuras 29, 30 e 33, que a FM 70:30 (v/v) pode ser usada tanto para
a analise de compostos Acidos, neutros ou basicos, por longos periodos sem
provocar deterioracéo da coluna. A pH 9, a coluna (no caso com 50% PMOS-Sigma)
pode ser usada seguramente para o desenvolvimento de meétodos, pois existem
muitas andlises que requerem o uso de FM com pH alto. Ja com pH 2, ela fica
restrita & andlise de compostos neutros ou éacidos. Os resultados encontrados
também indicam que a coluna recheada com este tipo de FE pode ser usada por

mais de 235 dias & 8 h de trabalho/dia, @ uma vazao de 0,2 mL min", com FM
MeOH/H,0 (7030, viv).

iV.4- CARACTERIZACAO E AVALIAGAO DAS FEs IMOBILIZADAS POR
RADIACAD GAMA

V. 4.1 - Escotha da melhor dose de radiacdo gama

Nas Tabelas 23 e 24 encontram-se os resultados obtidos com as fases
iradiadas em diferentes doses, sendo que as Lichrosorb Si-100 e Si-60 (10 e 7 um)
foram irradiadas somente na dose de 120 kGy devido a disponibilidade de silica ser
reduzida.

Tanto para as fases utilizando silica Davisil e Sigma, os melhores resultados
foram obtidos com a dose de 80 kGy. Para a Lichrosorb Si-60, 5 um, foi com 120
kGy. De acordo com o trabalho anterior ''* | a faixa de dose de radiagio gama que
forneceu colunas com as methores eficiéncias foi de 80 a 120 kGy.

Para as silicas esféricas (Spherisorb), as doses de 80 e 120 kGy forneceram
colunas com fatores de assimetria fora do intervalo aceito na literatura """, Devido a
isso mandaram-se irradiar estas FEs em doses mais baixa (20 kGy) o que resultou
em uma melhora do fator de assimetria, mas para a Spherisorb 8 um, o valor ainda
néo se encontra dentro do intervalo aceito. As doses de radiagdo 80 e 120 kGy
devem promover uma maior imobilizacdo do PMOS na silica, o que prejudica o
comportamenta cromatogréfico e o fato da silica ser esférica, com caracteristicas

diferentes das irregulares, influencia nas diferencas que existem enfre elas.
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Observa-se, de um modo geral, uma variacdo muito pequena nos vaiores de K, R

com a variacdo da dose de radiacdo e o permaneceu constante.

Tabela 23 - Influéncia da dose de radiagio gama nas FEs.

FEs DAVISIL, 10 pm SIGMA, 10 pm LICH.8i-100,10um | LICH. 8i-60,10 pm
carregamento (%) 40 50 50 50
dose(kGy) 80 120 80 120 120 120
N 3300 2800 4550 4150 4550 5450
N/m {m™)* 26400 23200 136400 33200 35400 438600
k* 2.5 2.7 6,6 886 6.3 6,2
Age 1.3 1,8 1,2 1,3 1.1 1.2
R 1.9 1.8 2,7 24 28 30
o 1.2 1,2 1.2 1.2 1.2 1,2
ternpo anal.(min)* {17,268 17,66 | 26,05 25,18 27,14 22,85
* salcuiado para o naftaleno

* sajculado para o par tolueng-naftalenc
¥ Condicbes cromatograficas: FM: MeOH/MH,O (70:30, viv), vazio: 0,2 mL min”', volume de amostra

injetado: 10 ul., detecgio: LV, 254 nm.

Tabela 24 - Influéncia da dose de radiagdo gama nas FEs.

FEs LICH. 860, 7um LICH.8i-60,5um SPHERISORB,8pm SPHERISORB,5um
carregamento (%) 50 50 40 40

dose(kGy) 120 80 120 20 80 120 20 80 120
Pardmetros’

N* 4700 8900 8300 14050 5400 5000 | 8800 9450 8350

N/m (m’y* 37600 55200 66400 {39600 43200 40000 |70400 75600 66800

k* 6,4 8.4 6.4 6,5 6,9 641 47 8,7 6.5

Agr 0.8 1.4 0,9 0,7 0,8 057 09 0.5 06

Rgm 2.7 34 36 3,0 29 271 40 4.3 38

o 1,2 1,2 1,2 1,2 1.2 1,21 1,2 1,2 1.2
tempo (min* 21,59 24,65 20,99 | 20,44 19,47 2253|1833 21,88 20,58

* calcutado para o naftaleno
* calculado para o par tolueno-naftaleno
¥ CondigBes cromatogréaficas: FM: MeOH/MH,O (70:30, viv), vazio: 0.2 mL min', volume de amostra

injetado; 10 ub. e detecgo: UV, 254 nm.
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1V .4.2. Testes fisicos, quimicos e cromatogrdficos

Ma Tabela 25 encontram-se o0s resultados obtidos de testes fisicos e
guimicos e na Tabela 26 de testes cromatograficos obtidos com as FEs imobilizadas
na sua melhor dose de radiacdo e das FEs sorvidas, que foram colocados para
facilitar uma comparacao entre ambas.

As areas superficiais das FEs iniciais com todos os tipos de suporte
cromatografico, com excec@io da silica Davisil, Sigma e Lichrosorb Si-100,
permaneceram constantes. Apds o enchimento, a area superficial das FEs sorvidas
& imobilizadas aumentou devido a uma certa perda de PMOS durante o processo de
recheio da coluna. Contudo, este valor foi menor nas FEs imobilizadas porque a
radiacdo gama promoveu o  entrecruzamento enfre as cadeias polimericas,
dificultando o acesso das moléculas de nitrogénio durante as medidas de area.

O teor de carbono inicial para as FEs sorvidas e imobilizadas praticamente
nac alterou, indicando gue a camada de hidrocarbonetos permaneceu constante.

Quanto ao teor de carbono apés o enchimento, verifica-se que houve uma retirada

Tabela 25 - Resultados obtidos por testes quimicos e fisicos com as FEs imobilizadas
na sua melhor dose de radiacdo e com as FEs sorvidas.

Parametros | t, tipo de FE S(m°gh) C (%) % total

FEs {um} inicial apés ench. |inicial  apoOs ench. | extraida
Davisit 10 s0rvida 59 161 228 11,5 21,5
imobilizada (80 kGy) 56 120 22,8 16,3 14,9
Sigma i0 sorvida 1 87 30,2 17,7 2586
imobilizada (80 kGy) [ 0,2 18 30,2 217 20,8
Lichrosorb Si-100 | 10 sorvida 0,9 99 207 16,9 231
imobilizada (120 kGy) | 0.2 23 30,0 24.5 15,9
Lichrosorh Si-60 10 sorvida 0,3 183 04 8.5 30,1
irnobilizada (120 kGy) | 0.2 42 30,5 22,0 21,5
Lichrosorb Si-60 7 sorvida 0,2 - 30,5 18,0 298
imobilizada (120 kGy) | 0,2 - 30,8 21,6 20,6
Lichrosorh Si-60 5 soivida 06 62 30,0 18,8 26,6
imobilizada (120 kGy) | 0.6 21 30,0 20,4 231
Spherisorb 8 sorvida 0,0 2 249 14,9 23,0
imobilizada (20 kGy) | 0,2 09 24,8 15,1 22,0
Spherisorb 5 sorvida 0,5 99 23,8 13,5 22,1
imobilizada (20 kGy) | 0.5 52 23,8 13,1 21,2
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de PMOS, tanto para as fases sorvidas como para as imobilizadas, sendo que nas
imobilizadas o teor é superior, com excegao da Spherisorb, 5 pm, mostrando que
provavelmente ocorreu imobilizacdo do PMOS apos a irradiac&o.

A % total extraida por solventes das FEs imobilizadas foi menor que das FEs
sorvidas, confirmando que deve ter ocorrido imobilizacdo do PMOS na silica. Nota-
se gue para a silica Spherisorb, tanto na de 8 e 5 ym, a diferenga enire a % total
extraida na FE sorvida e imobilizada foi menor que para as silicas irregulares,
devido a dose de radiacdo ter sido bem mais baixa. Os valores de % C apos o
enchimento reforcam os resultados obtidos com a % total extraida e mostram que a
radiacdo gama promoveu o enfrecruzamento da camada polimerica, de forma que
houve um aumento no contetGdo de carbono, que refletiu em um maior valor tanto do
fator de reteng&o como do tempo de retengéo do naftaleno, um composto apolar.

Comparando os dados cromatogréficos, Tabela 26, nota-se que apos a
irradiac&o, nas colunas enchidas com os materiais 40% PMOS-Davisil, 50% PMOS-
Sigma, 50% PMOS-Lichrosorb Si-100, 50% PMOS-Lichrosorb 8i-60 (10 e 5 pm)
ocorreu um aumento na eficiéncia da coluna, sendo mais pronunciado nas de 50%
PMOS-Si-60 (10 e 5 um ), ou seja, a radiagdo gama deve ter gerado radicais livres
que favoreceram o entrecruzamento e com isso, melhorou a qualidade destas FEs.
Das silicas irregulares, somente com a de 7 um néc se obteve uma eficiéncia
superior que a da sorvida. J& para a silica esférica de 8 um, a radiacéo gama néo foi
benéfica, pois houve uma diminuigo acentuada na eficiéncia da coluna e 0 fator de
assimeiria se encontra fora do intervalo aceito na literatura **' . Este comportamento
inverso ao das silicas irregulares se deve as caracteristicas das silicas esféricas
serem diferentes.

Observa-se que apds a imobilizago do PMOS sobre o suporte por radiagéo
gama, os valores de tempo de analise, ts, @ fator de retengio, k, do naftaleno
aumentaram, mostrando que a radiagdo gama deve ter promovido ©
entrecruzamento do polimero, que resultou em uma maior retencéo do naftaleno na
FE. isto traz vantagem & anélise de compostos de polaridade intermediaria ao desta
mistura, pois deixam de apresentar problemas de sobreposicao de picos, como pode
ser visto nas Figuras 36-39, onde existe um espago maior entre 0s picos da

henzonitrila e benzeno e berizeno e tolueno.
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Tabela 26 - Caracterizaco através de testes cromatograficos realizados injetando-

se a mistura |, nas colunas recheadas com FEs imobilizadas na sua

melhor dose de radiag&o e comparacdo com as Fks sorvidas.

Fardmetros | 1, tipo de FE ™ .Y Parametros cromatograficos”
FEs {urn) {min) | (min)} | N**  N/m*™ Ag™ kK™ Rg™ o™
(™

Davisil 10 sorvida 5,32 115,02 (3000 24000 14 1.8 18 1.2
imobilizada (80 kGy) | 4,98 [ 17,28 13300 26400 13 25 19 1.2

Sigma 10 sorvida 4.48 20,62 14300 34400 11 a6 27 1.2
imobilizada (B0 kGy) | 3,42 26,05 (4550 36400 12 66 27 1.2

Lichrosorb Si-100 | 10 sorvida 408 117,10 14200 33600 1.0 32 24 12
imobilizada (120 kGy) | 3,72 | 27,14 {4550 36400 1.1 83 26 12

Lichrosorh Si-60 | 10 sorvida 456 111,29 14400 35200 1.2 15 20 1.2
imobilizada (120 kGy) | 3,16 [22,85 |5450 43600 12 62 30 12

Lichrosorb Si-60 7 sorvida 3,83 115,83 {5150 41200 13 31t 27 1.2
imobilizada (120 kGy) | 2,90 21,59 {4700 37600 09 64 27 1.2

Lichrosorh Si-60 5 sorvida 337 19,52 {6300 50400 12 48 32 1.2
imobilizada (120 kGy) | 2,82 120,99 {8300 66400 08 64 36 12

Spherisord 8 sorvida 404 120,51 |7300 58400 10 41 34 12
imobilizada (20 kGy) | 2,73 {20,44 |4950 39600 07 65 3.0 1.2

Spherisorb 5 sorvida 391 [12,30 {9300 74400 13 21 33 1.2
imobilizada (20 kGy) | 3,23 |18,33 [8800 70400 0.9 47 40 12

# para ¢ metanol
** catculado para ¢ nafialeno
= caloulado pars o par iolueno-naftaleno

# Condigbes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (70:30, v/v), vazdo:

amostra injetado: 10 ul e detecgdo: UV, 254 nm.

0,2 mL min”', volume de
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40 PMOS - DAVISIL, 10um 50% PMOS - SIGMA | 10um

A

SORVIDA IMOBILIZADA SORVIDA IMOBILIZADA

3

Ul _JLJ _JJ \_J Lo -

i } 1 t 5 1 1 H | H [ 1 1 i 3 t ' + | 1 i
G 5 0 15 o5 10 15 20 0 & 10156 20 0O 5 1015 20 25 30
~»= Tempa {min] -» Tempo {min} -2 Tempo {min} - Tempo (min)

F—‘ugura 38 Cromatogramas da mistura |- 1= acetona, 2= benzonitrila, 3= benzeno
4= tolueno e 5= naftaleno, obtidos com as colunas recheadas com (A} 40% PMOS-Davisil,
sorvida e imobilizada (80 kGy) e (B) 50% PMOS-Sigma, sorvida e imobilizada (80KGy).
Condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (70:30, viv), vazéo: 0,2 ml. min”, volume de
amostra injetado 10 ;,aL. @etecg;ao UV, 254 nm e velocidade do papei 0,2 cm min™

50‘% PMOS UCHROSORB Si= 'EOG EOum S0% PMOS - LICHROSORB 5i=60, 10 pm

SORVIDA IMOBILAZADA SORVIDA IMOBILI ZADA

2 2

i _,,,j'WL_JUL i U

I e I N T R LS B | | S T N L
0 5 10 15 20 G 5 10 15 20 26 30 o 5 1© O 5 10 15 20 25

-2 Tampo {mm) —» Tempo {min) - Tampao (min) 3 Tempo {min)

Flgura:i? Cmatogramasda mistura | obtidos com as coiunas recheadas com {C)
50% PMOS-Lichrosorb Si-100, sorvida e imobilizada (120 kGy) e ( D) 50% PMOS-

Lichrosorb Si-60, 10 um, sorvida e imobilizada (120 kGy). Condicbes cromatograficas
idénticas as da Figura 36.
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B50% PMOS - LICHROSORB Si-60, 7 um 50°%. PMOS ~ LICHROSORB Si-80, Sum

SORVIDA

IMOBILIZADA SORVIDA IMOBILIZADA

2

|
:
I
H
i

|
JUJ | AWLUL jL,LtL 4@LL

H } 1 i k 1 i i § [} H ! i H ] | H 1 ] ! } ]
¢ 5 10 15 (4] 5 10 5 20 25 o 10 15 20 25 30 O 5 015 20 25
- Tampo {min) -= Tempo Lmin) -» Tempo {min) = Tempo (min)

38 - istura | obtidos com as colunas recheadas com (E)
50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 7 um, sorvida e imobilizada (120 kGy) e (F) 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 5 pm, sorvida e imobilizada (120 kGy). Condicbes cromatograficas
idénticas as da Figura 36.

40% PMOS ~ SPHERISOREB , 8pm 40 %% PMOS - SPHERISORE , Spm

SORVIDA 1 0BILIZADA

SORVIDA IMOBILIZADA

5
5

! ! I i I I I ! t H
G 10 20 ¢] 10 20 0 1C 10 20

-5 Tampg { min} e Tampo { min) - Tempo (min] - Tempo {min)

_.E\JLLL JUUie | s

" Figura 39 - ta da mistura | obtidos com as colunas recheadas com (G)
40% PMOS-Spherisorb, 8 um, sorvida e imobilizada (20 kGy) e (H) 40% PMOS-Spherisorb,

5 um, sorvida e imobilizada (20 kGy). Condigdes cromatograficas idénticas as da Figura 36.



RESULTADOD & IISUULSUED

L

1V.4.3. Testes cromatogrdficos com as misturas I, IlT e IV

A seguir, na Tabela 27, tém-se 0s resultados obtidos ao se injetar a mistura

constituida de acetilacetona, nitronaftaleno e naftaleno, mistura il

Tabela 27 - Valores de tempo de retencdo ( iz ) fator de assimetria (A;) e fator de

separacéo (o) para as FEs sorvidas e imobilizadas, apos injecéo da

mistura il
FEs s tipo de FE parametros cromatograficos”
{nm) tr (Min)* Ag ™ o™
40% PMOS-Davisil 10 sorvida 39,36 6,9 1,9
imobilizada (80 kGy) 50,39 7,0 2,2
50% PMOS-Sigma 10 sorvida 67.65 7,0 2,0
imobilizada (80 kGy) 96,17 80 2.2
50% PMOS-Si-100 10 sorvida 51,37 7,0 1.5
imobilizada {120 kGy) 90,11 95 2.4
50% PMOS-5i-80 10 sorvida 26,61 9.2 1.7
imobilizada (120 kGy) 83,24 7.8 2.5
50% PMOS-8i-80 7 sorvida 51,77 9,1 1.8
imobilizada (120 kGy) 84,97 5,5 2.3
50% PMOS-Si-60 5 sofvida 66,99 11.8 1,8
imobilizada (120 kGy) 76,71 6,8 21
40% PMOS-Spherisorb a sorvida 57,85 4.8 2.1
imobilizada (20 kGy) 75,49 8.5 2.6
40% PMOS-Spherisorh 5 sorvida 3292 46 1,6
imobilizada (20 kGy) 58,86 3.8 1.7

* pafitalenc

** calculado para a acelilacetona

== calculado para o par naftaleno-nitronaftalenc

# Condicbes cromatograficas: FM: MeOH/MO (55:45, viv), vazdo: 0,2mbL min™', volume de

amoesira injetado: 10 pL e detecgdo: UV, 254 nm.

Analisando-se a Tabela 27, verifica-se que o tempo de retencdo do naftaleno

foi bem maior nas FEs imobilizadas que nas sorvidas, comprovando que a radiagio

gama gerou o entrecruzamento da cadeia polimérica, gue resultou em maior

retencio do composto mais apolar da mistura, que possui maior afinidade pela FE.

Os valores de fator de assimetria, calculado para a acetilacetona, em algumas FES

imobilizadas aumentaram e em outras diminuiram em relagdo aos das FEs sorvidas.

Como o conteddo de metais é o mesmo, tanto nas FEs sorvidas como nas

imobilizadas, ¢ o tempo de retencdo da acetilacetona permaneceu praticamente
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constante em ambas as fases, conclue-se que © enfrecruzamento ocorreu
aleatoriamente, provocando em aigumas FEs maior bloqueio e em oufras maior
exposicéo dos metais ou dos grupos silandis residuais presentes na silica. Os
valores de o aumentaram apods a irradiagdo, portanto houve uma mudanga na
seletividade da FE que pode ser atribuida ao entrecruzamento do PMOS, que
provocou uma retencdo bem maior do soluto mais apolar. Exemplos de

cromatogramas usando-se esta mistura estéo apresentados nas Figuras 40 e 41.

50 %/ PMOS-LICHROSORE Si-100, 10 um

SORVIDA IMOBILIZ ADA

el

1 1 ! 1 ! 1 i | 1 i 1 | ! | H !
10 20 30 40 80 0 00 20 30 40 50 &0 T0 80 80O 10C

3 Tempo {min) s Tempo (min)

Figura 40 - Cromatogramas da mistura li; 1= acetilacetona, 2= nitronaftaleno e 3=
naftaleno, obtidos com a coluna recheada com 50% PMOS-Lichorosorb Si-100. Condigcbes
cromatograficas: FM: MeOH/M,0O (55:45, viv), vazéo: 0,2 mbL min”, volume de amostra

fnjetadc 10 ;LL detecgao UV, 254 nm e velocidade do papel: 0,2 cm min”

50°/s PMO$ LICHROSORB Si-60,10pm

S0RVIDA IMOBILIZADA
|

!
0 W 20 30

: ¢ t | : } I i '
i0 20 30 40 50 60 70 80 90

JLﬁJ L

i Tempn {rain) 3 Tempo (min)

?-"‘ugura 41 - Cromatogramas da mistura Il obtidos com a coluna recheada com 50%
PMOS-Lichrosorb Si-80, 10 pm. CondigGes cromatograficas idénticas as da Figura 40.
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Na Tabela 28 estdo apresentados os resultados obtidos ao se injetar a
mistura constituida de anilina, o-, m- e p-toluidina e N,N-dimetilanilina. Com
excecio das fases com 40% PMOS-Davisil, 80 kGy e 50% PMOS-5i-60, 5 um,
120 kGy, a radiacdc gama naoc trouxe beneficios aos materiais irradiados na
separacio de compostos basicos. O entrecruzamento do PMOS pode ter formado

regibes n&o homogéneas na silica e ter dificuitado a saida dos compostos basicos

da FE.

Observa-se que na coluna recheada com 40% PMOS-Spherisorb, 5 um, os

compostos basicos ficaram adsorvidos irreversiveimente como ocorreu com as FEs

sorvidas, confirmando, dessa forma as afirmagdes feitas no item IV.3.6.

Tabela 28 - Parametros cromatograficos obfidos ao se injetar a mistura Ili nas FEs.

FEs t compostos parametros cromatograficos”
(um) | injetados Ag o
sorviga imobiliz. sorvida imobiiiz.
40% PMOS-Davisi! 10 | anilina 2.5 2.2 - -
M, N-DMA 3,3 19 - -
p-fol/m-tol - - 1,3 1.4
mi-tolfo-tol - - 1,0 1,0
50% PMOS-Sigma 10 ianilina 1,3 resultado - resultado
N,N-DMA 1, néo repro- - néo repro-
p-to¥/m-tol - dutivel 1, dutivel
m-tol/o-tol - 1.0
50% PMOS-8i-100 10 | anilina 1,8 - - -
N.N-DMA 1,9 1,1 - _
p-tol/m-tol - - 1.2 1,0
m-tolfo-tol - - 1,0 2.1
50% PMOS-SI-60 10 | anilina 1,5 adsor- - adsor-
N,N-DMA 1,3 vidos - vidos
p-tolfm-tol - 1.0
m-tolfo-tol - 1,0
50% PMOS-5i-60 7 {anilina 1.6 - - -
N,N-DMA 1,4 36 - -
p-tol/m-tol _ - 1,2 1.1
m-tolfo-fol - - 1,5 1,4
50% PMOS-Si-80 5 anilina 2.2 2,3 - -
N, N-DMA 2.1 1.4 - -
p-tol/m-tol - - 1,0 1.0
m-tolfo-tol - - 1,4 1,8
40% PMOS-Spherisorh 8 aniling 1,6 adsor- - adsor-
N,N-DMA, 1,8 vidos - vidos
p-tol/m-tol - 1,2
m-fol/o-tol - 1.2
40% PMOS-Spherisorb & lanilina adsor- adsor- adsor- adsor-
N.N-DMA vidos vidos vidos vidos
p-fol/m-tol
m-tol/o-tol

# Condicdes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (55:45, viv),

amosira injetado; 10 pl. e deteccdo; UV, 254 nm.

vazdo; 0.2ml min', volume de
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Ma Tabela 29 tém-se os valores de A dos compostos da mistura IV, anilina,

N,N-DMA e N,N-DEA.

Tabela 29 - Valores de A, dos compostos da mistura [V em colunas recheadas com

as Fizs imobilizadas.

FEs dose | t, A
(kGy) {(um) | anilina N,N-DMA N,N-DEA

40% PMOS-Davisil 80 10 2,1 1.9 5,1
50% PMOS-Sigma 80 10 30 4,7 -
50% PMOS-Lichrosorb Si-100 | 120 10 1,5 1,1 1,1
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 120 10 2.4 3.3 _
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 | 120 7 45 8,1 -
50% PMOS-Lichrosorb Si-60 120 5 2.4 3.3 _
40% PMOS-Spherisorb 20 8 1.9 1.4 N
40% PMOS-Spherisorb 20 5

problemas de adsorgdo dos compostos

Condicbes cromatograficas: FM: MeOH/M,0 (70:30, viv), vazéo: 0,5 ml min”, volume de

amostra injetado; 10 ul. e deteccdo: UV, 254 nm.

Com excecéo da coluna recheada com 50% PMOS-Lichrosorb Si-100, cujos

valores de A, foram iguais aos da FE sorvida (ver Tabela 22), as demais colunas

apresentaram A, altos e, na maioria, a N,N-DEA foi ficando muito retida e

apresentando cauda enorme. Através da extracdo por solventes e analise elementar,

verifica-se que ha uma maior quantidade de PMOS sobre o suporte apds a

irradiacéo. Desta forma, as FEs imobilizadas n&o apresentam maior quantidade de

grupos silanéis expostos que as FEs sorvidas. Sabe-se que o A, esta mais

relacionado aos grupos silandis, no entanto, para estes casos, o aumento no A,

pode ser atribuido a uma maior retengéo do composto na FE e com isso ocorre um

processo mais lento no seu retorno, fazendo com gque o pico se torne mais

assimétrico.

IV.4.4 - Testes fisicos

1V.4.4.1. Espectroscopia no infravermelho
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Nas Figuras 42 e 43 encontram-se o0s espectros no infravermelho das FEs,
sorvidas e imobilizadas. As bandas ja foram atribuidas no item IV.3.2.

Analisando os espectros das FEs sorvidas e imobilizadas, observa-se que,
com exceca@o da Davisil, as bandas atribuidas ao PMOS (2900, 1466 ¢ 1258 cm™h
apresentaram um leve aumento na intensidade nas FEs imobilizadas, devido a uma
maior retencBo de PMOS nas silicas das FEs imobilizadas, provocada pelo
entrecruzamento do PMOS, que também pode ser apoiado pela extragdo por

soivenies e teor de carbono.

A SORVIDA E SORVIDA

2836.0
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456.5
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Figura 42 - Espectros no infravermelho de FEs sorvidas e imobilizadas,
respactivamente, de: (A e B) 40% PMOS-Davisil, 10 um, (C & D) 50% PMOS-Sigma, 10 um,
(E e F) 50% PMOS-Lichrosorb Si-100, 10 um e (G e H) 50% PMOS-Lichrosorb 5i-60,10um.
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Figura 43 - Espectros no infravermeltho de FEs sorvidas e imobilizadas,
respectivamente, de: (1 e J ) 50% PMOS-Lichrosorb $i-60, 7 um, (K e L ) 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 5 um, (M e N ) 40% PMOS-Spherisorb, 8 um e ( O e P ) 40% PMOS-
Spherisorb, 5 pm. |
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1V.4.4.2. Andlise termogravimétrica

Nas Figuras 44 e 45 estéo respectivamente as curvas termogravimétricas das
FEs sorvidas e imobilizadas, das quais foram retirados os valores de temperatura a
5% de perda de massa do polimero (T4), que é o maximo de reorganizacao do
polimero onde ocorre perdas de oligbmeros, e da temperatura onde a velocidade de
decomposicdo do polimero & maxima (T.). Estes dados estdo apresentados na
Tabela 30.

Tabela 30 - Andiise termogravimétrica das FEs sorvidas e imobilizadas.

_PMOSeFE |t (um) tipo de FE Ty (°C) Tn (°0)
PMOS — - 400 480
40% PMOS-Davisil 10 sorvida 400 476

imobilizada { 80 kGy) 414 482
50% PMOS-Sigma 10 sorvida 373 473
imobilizada (80 kGy) 310 437
50% PMOS-8i-100 10 sorvida 342 462
imobilizada (120 kGy) 310 440
50% PMOS-Si-60 10 sofvida 362 475
imobilizada (120 kGy) 307 418
50% PMOS-8i-80 7 sorvida 385 471
imohilizada (120 kGy) 298 437
50% PMOS-5i-60 8 sorvida 375 483
imobilizada (120 kGy) 388 489
40% PMOS-Spherisorb 8 sorvida 378 474
imobilizada (20 kGy) 320 446
40% PMOS-Spherisorb 5 sorvida 370 456
imobilizada (20 kGy) 403 482

Analisando-se os dados, observa-se que, de um modo geral, a Ty das FEs
diminuiu em relagéo ao PMOS puro, logo quando ele esta ou sorvido ou imobitizado,
ele tormna-se menos estavel. Com excecdo das FEs 40% PMOS-Davisil, 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 5 um e 40% PMOS-Spherisorb, 5 pum, as FEs sorvidas
apresentaram maior estabilidade que as imobilizadas. Quanto a Tn, as FEs sorvidas
também foram mais estaveis que as imobilizadas, com excegéo de 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 5 um e 40% PMOS-Spherisorb, 5 um. Entretanto, considerando

que em CLAE, normalmente as andlises séo feitas a temperatura ambiente ou no

méaximo a temperatura de 90°C pode-se dizer que tanto as FEs sorvidas como as

imobilizadas séo estaveis.
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Figura 44 - Curvas termogravimétricas de FEs sorvidas: (A) 40% PMOS-Davisil, 10
um, (B) 50% PMOS-Sigma, 10 um, (C) 50% PMOS- Lichrosorb $i-100, 10 um, (D) 50%
PMOS-Lichrosorb Si-60, 10 um, (E) 50% PMOQOS-Lichrosorb Si-60, 7 um, (F) 50% PMOS-
Lichrosorb Si-80, 5 um, (G) 40% PMOS-Spherisorb, 8 um e (M) 40% PMOS-Spherisorb,
5 pm.
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Figura 45 - Curvas termogravimétricas de FEs imobilizadas: (I) 40% PMOS-Davisil,
10 pm, 80 kGy, (J) 50% PMOS-Sigma, 10um, 80 kGy, (K} 50% PMOS-Lichrosorb Si-100,
10 pwm, 120 kGy, (L) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 10um, 120 kGy, (M) 50% PMOS-
Lichrosorb Si-60, 7 um, 120 kGy, (N) 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 5 um, 120 kGy, (O) 40%
PMOS-Spherisorb, 8 um, 20 kGy e (P) 40% PMOS-Spherisorb, Spm, 20 kGy.
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IV.4.4.3. Espectrometria de ressonincia magnética nuclear

A Figura 46 mostra os espectros de *°Si CP-MAS-NMR da silica SIGMA e das
fases preparadas a partir desta silica. O espectro A, silica, mostra as suas
ressonancias dominantes em -110 (pico a), -100 {pico b) e -90 (picc ¢) ppm e elas
tém sido atribuide a0s grupos siloxanos (=S5i0).Si, silandis livres (=Si0):Si*OH e
silandis geminais (=8i0)8i*(OH),, respectivamente’® " '*. A fraca absorbancia em
-90 ppm indica que a silica contem uma quantidade relativamente pequena de
silandis geminais em relacéo aos demais grupos presentes. Nos espectros das fases

preparadas (B-E) tém-se, além das ressonancias da silica, uma proveniente do
PMOS em -22 ppm (pico d). Fazendo uma comparagao relativa entre os espectros

das FEs sorvidas (B, C, e D), observa-se que conforme aumentou-se a % de
carregamento, houve um aumento na intensidade do pico do PMOS (pico d)
enquanto os picos b e ¢, afribuidos aos grupos silanois, permaneceram praticamente
inalterados, ou seja, eles ndo reagiram com o PMOS. Analisando-se as FEs com
50% de carregamento, sorvida e imobilizada, espectros D e E, respectivamente,
verifica-se que ocorreu uma diminuicdo do pico dos siloxanos (pico a) na FE
imobilizada, provavelmente devido a quebra das ligagbes siloxanos provocadas
pela radiacdo gama.

Pode-se dizer também que estas fases preparadas sdo do tipo monomerica

por ndc apresentar outros picos em -22 ppm 1%
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Figura 46 - Espectros de “'Si CP-MAS-NMR de: (A) silica Sigma, (B-D) 30, 40 e

50% PMOS-Sigma, sorvida e (E) 50% PMOS-Sigma, imobilizada (80 kGy).

A Figura 47 mostra os espectros de °C NMR do PMOS e de C CP-MAS-
NMR das FEs preparadas. Para avaliar os espectros numeraram-se o0s atomos de
carbono do PMOS (Figura 48) cujas atribuicbes dos deslocamentos quimicos
encontram-se na Tabela 31.
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"Figura 47 - Espectros de C NMR de (A) PMOS e (A) espectro A expandido e do
BC CP-MAS-NMR de (B-D) 30,40 e 50% PMOS-Sigma, sorvida e (E) 50% PMOS-Sigma,
imobilizada (80 kGy).
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FFigura 48 - Esquema da possivel disposicdo do PMOS sobre o suporte de silica.
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Tabela 31- Atribuices dos desiocamentos quimicos obtidos por B¢ CP-MAS-NMR.

Composto | literatura’™' obtido Fase_ Estaciondria

n* para octano | para PMOS ligada sorvida imobilizada

dos {(pprm) (pprm) literatura "> obtido obtido

carbonos (ppm) (ppm) (ppm)
i e 17,6 17 17,9 18,0
2 e 22.6° 22 22,9 23,0
3 - 33,4 34 33,7 33,8
4 292° 29 29,8 28.8
5 29,5 29,3° 29 298 28,8
6 32,2 31,9° 32 32,2 32,4
7 22,9 22,9° nio atribuiram 23,3 23,4
8 13.8 14,0 12 14,1 14,2

a -» 850 intercambiaveis entre si b — s8¢ intercambiaveis entre si

¢ —» 8o intercambiaveis entre si

Para distinguir os carbonos 1 e 8 das fases preparadas e do PMOS, tirou-se
um espectro de PMOS usando a técnica DEPT 135°, que permite diferenciar CH, de
CH, e dessa forma, comprovou-se que os deslocamentos quimicos dos carbonos 1 e
8 correspondem aos apresentados na Tabela 31. Analisando-se esta Tabela, nota-
se que entre a FE sorvida e a imobilizada ndo houveram alteracbes nos valores dos
deslocamentos, logo ndo houve mudanca perceptivel na disposicao do PMOS com a
radiac8o gama. Comparande a FE ligada com as preparadas por nés, observa-se
gue ocofreu uma pequena mudanga nos deslocamentos dos carbonos 1 e 8,
implicando que em nossas fases ndo ocorreu ligagédo quimica entre o PMOS e a

silica.

1V.4.4.4. Microscopia eletronica de varredura

Na Figura 49 estdo apresentadas as fotos de microscopia eletronica de
varredura: (A) das particulas da silica Davisil, (B) da FE 40% PMOS-Davisil, sorvida
& (C) da FE 40% PMOS-Davisil, sorvida, apds enchimento.

Observando-se a Figura (A), nota-se gue a silica é de forma irregular e que
sua distribuico de tamanho de particulas ndo é uniforme,apresentando um intervalo
de vérios tamanhos. Na Figura (B), nota-se a presenca do PMOS sobre as
particulas de silica. Para a silica Davisil pode-se visualizar que a quantidade de
carregamento utilizada, 40%, foi suficiente para formar uma camada de polimero

sobre toda a extensfo do suporte cromatografico. Apos o enchimento, observa-se

gue houve uma perda de PMOS, com uma maior dispers&o das particulas.



RESULTALLS & IIDLUDDWIED

Figura 49 - Microscopia eletrénica de varredura: (A) silica Davisit e 40% PMOS-
Davisil sorvida, (B) antes do enchimento e (C) apds enchimento.
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A Figura 50 mostra as fotos com (D) 40% PMOS-Davisil, imobilizada, antes do

enchimento e (E) apés enchimento. Nota-se que apos o enchimento, o PMOS ainda

se encontra sobre as particulas de silica, que se tornaram menos aglomeradas.

] E

Figura 50 - Microscopia eletronica de varredura de 40% PMOS-Davisil, imobilizada

(80 kGy), (D) antes do enchimento e (E) apds enchimento.

Na Figura 51 estfio as fotos de (F) silica Spherisorb, 5 um, (G) 40% PMOS-
Spherisorb, sorvida antes do enchimento e (H) 40% PMOS-Spherisorb, sorvida,
apés enchimenio. Observando-se a Figura (F), verifica-se que a silica Spherisorb
possul formato de particutas esféricas e uma distribuigdo ndo uniforme de tamanho
de particula, entretanto este intervalo de distribuicdc parece ser mais restrito que ©
supotte irregular de silica Davisil. Nota-se que apbs a preparagio da FE com 40%
de carregamento, houve agregacéo de particulas, indicando que esta porcentagem
deve ser a maxima que se pode colocar sobre a silica. Apés o enchimento, verifica-

se que houve perda de PMOS e as particulas ficaram mais dispersas.
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Figura 51- Microscopia eletrénica de varredura de (F) silica Spherisorb, 5 pm e
40% PMOS-Spherisorb, sorvida (G) antes do enchimento e (H) apos

enchimenio.
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1V.4.4.5. Espectroscopia de ressonincia paramagnética eletronica (EPR)

Na Figura 52 tem-se ¢ espectro de EPR da FE 40% PMOS-Davisil, irradiada a
80 kGy. A partir dele obtiveram-se valores de campo magnético e frequéncia de

microonda, que foram utilizados na eguacao:

703

it
- 3
<

!,

=
xI

onde: g = fator g para um elétron livre
h = constante de Planck ( 6,62559 x 10% ergs)

v = frequéncia ( 9,3999 GHz )

B = magneton de Bohr { 9,2732 x 10* erg G™)
H = campo magnético ( 3320 G)

Se o valor de g obtido for 2,023, isto indica a presenca de radicais livres **2

O valor encontrado de g para a FE 40% PMOS-Davisil foi de 2,023,
indicando, portanto, a presenca de radicais livres, gue promove o entrecruzamento
do PMOS.




RESULTADOS E DISCUSSOES 109

IV.4.5. Teste gquimico: titulacdo potenciométrica

Os resultados obtidos na determinagdo de silandis residuais, por titulagdo
potenciomeétrica, das FEs imobilizadas indicam gue o entrecruzamento do polimero

favoreceu uma blindagem maior dos silanois que nas FEs sorvidas ( Tabela 32 ).

Tabela 32 - Quantidade de silandis residuais nas FEs imobilizadas e sorvidas,
determinadas por titulagio potenciomeétrica.

Amostra Tipo de FE silandis ( mmol g™ )
40% PMOS-Davisil sorvida 0,094
40% PMOS-Davisil imobilizada (80 kGy) 0,058
50% PMOS-Sigma sorvida 0,004
50% PMOS-Sigma imobilizada (80 kGy) 0,002
40% PMOS-Spherisorb | sorvida 0,002
40% PMOS-Spherisorb | imobilizada (20 kGy) 0,001

V. 4.6. Teste cromatografico: cromatografia de permeacdoe em gel (GPC)

A Figura 53 mostra os cromatogramas de GPC do PMOS nao irradiado e
irradiado a 80 kGy, e a expans&o do pico de massa molecular alta, que corresponde
ao pico mais largo, no qual sdo caiculados os valores de massas moleculares

medias.
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Figura 53 - Cromatogramas de PMOS: (A) ndc irradiado e (B) irradiado a 80 kGy.
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Na tabela 33 estéio apresentados os valores de massa molecular numérica
média ( Mn ) e a polidispersividade. Observa-se que a massa molecular obtida &
diferente a do catalogo, gue € de 6.200, provaveimente devido as condigbes de
andlise serem diferentes. Contudo, nota-se que a massa molecular do PMOS
irradiado aumentou, indicando que a radiacdo gama promoveu o entrecruzamento
do polimero, ou seja, as cadeias poliméricas sdo ligadas umas as outras resultando
em estruturas ramificadas de massa molecular mais alta. Isto também pode ser
apoiado pelo valor ligeiramente mais elevado para a polidispersividade do PMOS
irradiado, que indica gue a faixa de distribuicdo da massa molecular deste se tornou

mais larga.

Tabela 33 - Resultados de massa molecular numérica media (Mn) e
polidispersividade obtidos por GPC.

PMOS Mn polidispersividade
nao irradiado 7.437 2,29
irradiado & 80 kGy 7.969 2,56

utilizou-se uma curva de calibragao com poliestirenos

Iv.4. 7- Estabilidade de colunas recheadas com FEs imobilizada

Na Figura 54 estdo apresentados os resultados obtidos no teste de
estabilidade com a coluna recheada com 40% PMOS-Davisil, imobilizada. Nota-se
que ndo ocorrem alteracdes significantes durante o teste. Logo, este tipo de FE

apresenta uma boa estabilidade frente a solventes.
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Figura 54 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de retencdo (k) e (C) fator de
separacao («) como funcdo de voiume de FM MeOH/H,0 (70:30, v/v) passando pela coluna
recheada com 40% PMOS-Davisil, imobilizada com 80 kGy.
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Para a coluna recheada com 50% PMOS-5Sigma, com FM MeOH/H,0 ( 70:30,
viv ), notou-se um pequeno aumento na eficiéncia ( Figura 55A) no inicio do teste,
depois uma estabilizacac e no final, novamente um aumento. Quanto ao k e o ndo
se observaram mudancas apreciaveis. Portanto, esta FE tambem é estavel a este
tipo de FM.

NUMERO DE PRATOS (N}
FATOR DE RETENGAC (k }

#* L

5&1)0 10600 1%@} ’ iﬂl;ﬂ(} 13(;00
N® DE VEZES VOLUME COLUNA { mL } N° DE VEZES VOLUME COLUNA (L )

c

FATOR DE SEPARACAC {st}

8000 w000 ts00p 20000
N° DE VEZES VOLUME COLUNA (mL )

" Figura 55 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de retencao (k) e (C) fator de
separacéo (o) como funcio de volume de FM MeOH/H,O (70:30, viv) passando pela coluna

recheada com 50% PMQOS-Sigma, imobilizada com 80 kGy.
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Com a FM MeOH/M,0 ( 70:30, viv) & pH 2, nota-se levissimas alteracdes nos
valores de N, k e o ( Figura 56 ), indicando que a analise de compostos com
caracteristicas similares ac da mistura | podem ser realizadas sem probiemas, apos

muiito tempo de uso da coluna.
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N Figura 56 - (A) eficiéncia da coluna (N), (B) fator de rengéo (k) e (C) fator de
separacdo (o) como funcdo de volume de FM MeOH/H,O (70:30, viv) a pH 2, passando
pela coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, imobilizada com 80 kGy.
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0 uso da coluna apds passagem de FM MeQH/H,0 (70:30, viv) a pH 9 indica
gue a eficiéncia da coluna diminuiu logo no inicio do teste e depois ocorreram
algumas fluluacbes. Os parametros cromatograficos k € o naoc apresentaram
mudancas relevantes (Figura 57). Apesar da eficiéncia da coluna ter diminuido,

pode-se dizer que esta FE é estavel na analise de compostos da mistura |.

NUMERC DE PRATOS { M)
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L3 %

50‘00 10{‘)00 ‘{5&;00 20600 ) 0 5(;0[7 10“300 ) 15(‘100
N DE VEZES VOLUME COLUNA ( mL ) N® DE VEZES VOLUME COLUNA { mi. )

FATOR DE SEPARAGAD {ee}

5000 10000 15000 20000
N* DE VEZES VOLUME COLUNA (mlL )

" Figura 57 - (A) eficiencia da coluna (N), (B) fator de retencdo (k ) € (C) fator de
separacdo (o) como fungéo de volume de FM MeOH/H,O (70:30, viv) a pH 9, passando
pela coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, imobilizada com 80 kGy.
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Na Figura 58 tém-se os resultados obtidos com a mistura constituida de
anilina @ N,N-DMA, utilizando a FM MeOH/H,0 (70:30, v/iv) ( Figura 58A e B )e a pH
9 (Figura 58C e B). Para a lavagem usando FM MeOH/M,0 (70:30, v/v), observa-se
que no inicio do teste houveram alteragfes tanto no k como no As e depois as
mudancas nao forarn tdo significativas. A pH 9, os valores de k obtidos para a N,N-
-DMA, que é uma base mais forte gue a anilina, sofreram uma pequena reducdo e 0
Ag de ambas as aminas variaram bastante. Esta variacdo em Ag foi bem mais
acentuada que a ocorrida com a FE sorvida (Figura 34B) e pode ser atribuida ao
entrecruzamento. Ja com a FM a pH 2 ocorreu adsorgbes dos compostos basicos,

semeinantes aos resultados obtidos com a FE sorvida.
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" Figura 58 - (A e C) fator de retencao (k) e (B e D) fator de assimetria (As) como
funcéo de volume de FM MeOH/M,0 (70:30, viv) e a pH 9, respectivamente, passando pela

coluna recheada com 50% PMOS-Sigma, imobilizada com 80 kGy.
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IV.5. Comparagcdo enire coluna recheada com FE preparada e coluna

comercial

A Figura 59 e Tabela 34 apresentam respectivamente os cromatogramas e 0s
resultados obtidos com as colunas recheadas com 40% PMOS-Spherisorb, 5 um,
sorvida e imobilizada, € com a coluna comercial Hypersil MOS, 5 um, quimicamente
ligada, nas mesmas condicbes experimentais, para facilitar a comparacao entre elas,

ao injetar a mistura teste |

PREPARADA PREPARADA COMERCIAL (C8)

A aes. pmos spHeRISORE, sym B 40%PMOS-SPHERISORB, Sum  C HYPERSIL MOS, Sum
SCRVIDA IMOBILIZADA QUIMICAMENTE  LIGADA

5 5

LU J \JJJ

! i
10 10
- tempo (min} - tempo (min) = tempo (min }

o 59- da mistura I. 1= acetona, 2= benzonitrila, 3= benzeno, 4=
tolueno, 5= naftaleno, obtidos com: (A e B) colunas (125 x 3,4 mm d.i.) recheadas com a
FE 40% PMOS-Spherisorb, 5 um, sorvida e imobilizada (20 kGy), respectivamente, e (C)
coluna comercial Hypersil MOS (C8), 5 um, qguimicamente ligada (100 x 4,6 mm d.i),
Condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H,Q  (70:30, v/iv), vazdo: 0,2mL min”, volume

de amostra injetado: 10 pl, deteccdo: UV, 254 nm e velocidade do papel: 0,2 cm min™,
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Tabela 34 - Pardmetros cromatograficos obtidos com as colunas recheadas com 40%

PMOS-Spherisorb, 5 um, sorvida e imobilizada (20 kGy), e com a coiuna

comercial Hypersil MOS (C8), 5 um, apos a injecao da mistura 1.

Tipo de Tippde |dimensbes Parametros cromatograficos”
coluna FE dacoluna |ty tr N~ Nm" As kK Rs a
(mrm) (min) (min) (™)
preparada sorvida 125 x'3,4 3,91 12,30 9300 74400 13 21 33 1.2
imobilizada | 125x3,4 3,23 1833 8800 70400 09 47 40 12
comercial ligada 100x46 {558 1417 6628 66280 11 15 29 13

*para ¢ metanol
™ calculado para o naftaleno

#* calcuiado para o par tolueno e naftaleno
* Condicbes cromatograficas: FM: MeOH/H,O (70:30, viv), vazdo: 0,2mL min”, volume de
amostra injetado: 10 ul. e detecglo: UV, 254 nm.

Observa-se que o tempo de analise da coluna imobilizada foi maior gue da
coluna comercial, entretanto na sorvida foi um pouco menor. Ambas (imobilizada e
guimicamente ligada) mostraram uma forma perfeita dos picos, sendo que na
preparada por nds, as resolucdes entre picos adjacentes foram um pouco melhores,
os solutos interagiram mais com a FE e a eficiéncia foi superior. Estes resultados
comprovam que se conseguiu desenvolver uma tecnologia muitc eficaz de
preparacéo de FEs para CLAE.

Na Tabela 35 estdo apresentados os valores de A, € « para as colunas,
obfidos apds a injecdo da mistura II, acetilacetona, nitronaftaleno e naftaleno.
Observa-se, pelos valores de A, encontrados para a acetilacetona, que a FE
comercial apresenta teor de metais menor, indicando que o fabricante trabalhou com
uma sifica mais pura que a utilizada na preparacao de fases sorvidas e imobilizadas.
Todas apresentaram valores de o acima de 1,2, caracterizando colunas com grupos
silandis desativados. Cabe salientar gue nas FEs sorvidas, preparadas por nés, néao
foi realizada nenhuma reacdc de capeamento, enguanto que na comercial foi
realizada esta reac&o exaustivamente. Isto € mais um ponto favoravel a tecnologia
de preparacdo de fases desenvolvida por nds, onde em uma unica etapa, através da
s0rcéo de uma quantidade consideravel de fase estacionaria liquida, consegue-se a

blindagem dos grupos silandis residuais, enquanto que nas fases comerciais, para
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se obter resultados semelhantes s&o necessérios duas etapas e o uso de reagentes

diferentes dos empregados no processo de preparacio.

Tabela 35 - Valores de Az e o obtidos apés injecdo da mistura 11, nas colunas
recheadas com 40% PMOS-Spherisorb, sorvida e imobilizada, 5
um, & com Hypersil MOS (C8), 5 um (comercial).

tipo de tipo de Parametros cromatograficos”
coluna FE As o
preparada sorvida 46 16
imobilizada 3,8 1,7
comercial igada 2,2 1,3

¥ Condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H,O ( 55:45, viv ), vazdo: 0,2 mL min™",

volume de amostra injetado; 10 pl e deteccéo: UV, 254 nm.
* calculado para a acetilacetona
** calculado para o par naftaleno-nitronaftaleno

Injetando-se as misturas basicas Il e IV, ocorreu adsorcdo ireversivel em
todas as colunas.
Diante destes resultados , conclue-se que a FE sorvida é de grande potencial

cromatografico.

IV.6. Aplicacd@o das FEs preparadas

As Figuras 60 e 61 mostram os cromatogramas de padréo de colesterol e de
amostras de colesterol extraidas de camarao 7 Barbas e carne suina ( pernil ) ¢ 0O
tempo de analise obtido com a coluna recheada com fase sorvida foi maior por ter
utilizado uma vazéo menor, entretanto, pelo cromatograma obtido, verifica-se que a
coluna pode ser usada na andlise de amostras do tipo citado. Possivelmente, estas
diferencas ocorreram porque o comprimento da cadeia da fase estacionaria liquida é
menor que o da coluna comercial. E importante salientar que na andlise de
colesterol em carne suina a coluna preparada encontrava-se recheada com FE
imobilizada com tamanho de particula de 10 um e forneceu resultados semelhantes

a coluna comercial, recheada com particulas de 5 um.
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PADRAC DE COLESTEROL
50 PMOS~51-60,5um ¢l8  COMERGCIAL, Sum

colestero!

tempo (min) ~= tempo {min)

CAMARAQ 7 BARBAS

50/ PMOS-S1-60,5um Cl8 COMERCIAL | Sam

colasterol

colesterol

10
== fampo (min)

- tempo [ min)

. de: (A) padrdo de coiestroi e (B) em amostra e
camaréo 7 barbas obtidos com a coluna recheada com 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 5 um,
sorvida (125 x 3,4 mm d.i.), e com a coluna comercial C18, 5 um (150 x 4,6 mm d.i.).
Condicbes cromatograficas: FM: acetonitrilafisopropanol (70:30, v/v), vazéo: 0,5 mL min™

(sorvida) e 1,0 mL min” {comercial), volume de amostra injetado: 10 ul., velocidade do
papel: (A) 0,2 cm min™” & (B) 0,5 ecm min™ e detecgdo: UV, 210 nm.
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CARNE SUINA (PERNIL)

50% PMOS ~Si-60, 10um M1 Ci8 COMERCIAL, S5um
IMOBILIZADA

oxide de colesterol
do de colesteroi

colesterol

coiesterol

oxi

»

10
et ?empa”(min) — tempo (min)

o Figura 61 Cromatogramas de colesterol em amostra de came suina (pemil) obtidos
com coluna recheada com 50% PMOS-Lichrosorb Si-60, 10 um, imobilizada (125 x 3,4 mm
d.i.) e com a coluna comercial C18, 5 pm (150 x 4,6 mm d.i.). Condigdes cromatograficas:
FM: acetonitrilafisopropanol (70:30, v/v), vazdo: 0,5 mL min™ (imobilizada) e 4,0 L min™
(comercial), volume de amostra injetado: 10 upl, velocidade do papel: 0,2 cm min”

(imobilizada) e 0,5 cm min™ (comercial) e deteccdo: UV, 210 nm.
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A concentracéo da suspenséo de enchimento € um dos fatores que influencia
na obtencdo de colunas eficientes. Baseado no trabalho anterior *'°, a concentragéo
da suspensdo utilizada para as FEs preparadas a partir de silicas irregulares foi de
10% (m/v) fornecendo colunas com eficiéncias muito boas. Uma suspensio mais
diluida deve aumentar a distancia interparticulas e portanto, minimizar os efeitos de
aglomeracéo, gerando colunas mais eficientes. Contudo, para as silicas esféricas
com t, de & um, o contrario foi observado. A melhor eficiencia foi obtida com
suspensdo concentrada (20%, miv). Como existem muitas variaveis que influenciam
no enchimento de colunas, ndo encontrou uma explicacdo dbvia para este
comportamento.

Um dos falores primordiais na obtencdo de colunas eficientes € a
porcentagem de carregamento, ou seja, a quantidade de fase estacionaria liquida
que se deve colocar sobre o suporte. Esta quantidade depende das caracteristicas
do suporte. Os testes fisicos, quimicos e cromatograficos auxiliaram na escolha da
quantidade ideal de PMOS sobre silica. Os melhores resultados cromatograficos
foram obtidos com FE com alto carregamento, ou seja, com 50 % de PMOS inicial
para as silicas irrequlares, com excec¢do da silica Davisil, e 40% para as silicas
esféricas. Esta diferenca pode ser atribuida a forma da particula, area superficial,
volume especifico e didmetro médio dos poros. Entre as irregulares, nota-se que até
para as silicas com didmetro de poros iguais houveram alguns resultados diferentes
entre si, por serem de fabricantes diferentes, tendo sido, provavelimenie, submetidas
a processos de sintese distintos. O diametro dos poros influencia nos resuitados,
pois o de maior didmetro (15 nm) ndo apresentou valores de parametros
cromatogréaficos bons. Ja com as silicas de mesmo didmetro de poros, mas
diferentes tamanho de particutas (Lichrosorb 8i-60), observa-se que conforme
diminuiu 0 tamanho da particula, aumentou a eficiéncia da coluna. Para particulas
irreguiares de mesmo tamanho, 10 um, o tempo de analise e o fator de reteng&o
geralmente aumentaram com a area superficial e a eficiéncia aumentou a medida
que o volume especifico dos poros diminuiu. Para as duas silicas regulares que
possuem didmetro de poros iguais também verificou que a eficiéncia aumentou a
medida que o tamanho da particula diminuiu. Logo, pode-se concluir que a
caracteristica gue mais influencia na eficiéncia cromatografica é o tamanho das
particulas.

A espectroscopia no infravermelho mostrou que os sinais caracteristicos dos

grupos silandis diminuiram com © aumento do teor do polimero sobre o suporte
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cromatogréafico, indicando dessa forma, o preenchimento dos poros da silica e a
diminuicdo de grupos silandis expostos. Isto também pode ser apoiado pelas
medidas de area superficial, onde ocorreu uma diminuicdo na area conforme
aumentou-se a quantidade de PMOS, e pela titulac&o potenciométrica, que mostrou
que a maioria dos grupos silandis da superficie da silica foram blindados pelo
polimero conforme o carregamento de PMOS sobre a silica aumentou. Estes

* também

resultados estdo em concordancia com a literatura, onde Nawrocki
verificou que ¢ alto grau de recobrimento da silica com a fase estacionaria liquida
acarreta na supressao quase total das interagdes com os grupos silandis. Nas fases
preparadas por nds, provavelmente se tenha comprovado este efeito de blindagem,
segundo Sander e Wise "°, por tratarem de fases monoméricas e por se ter utilizado

um polimero de cadeia curta.

Os dois tipos de FEs preparadas, sorvida e imobilizada, apresentaram
comportamentos diferentes. As colunas recheadas com FE imobilizada mostraram
melthoras na eficiéncia para as fases preparadas a partir de silicas irregulares, com
excecdo da Lichrosorb $i-60, de 7 um, ou seja, o aumento na % C provocada pela
radiaciio gama trouxe beneficios &4 fase. Com o aumento na % C, houve um
aumento no tempo de anélise e consequentemente, nos parametros cromatograficos
resolucéo (Re) e fator de retengdo (k). Ja para as esféricas, principalmente para a
Spherisorb de 8 um, ¢ entrecruzamento do PMOS sobre a silica foi prejudicial as
andlises cromatogréficas. Isto pode ser devido a area superficial e o volume
especifico dos poros serem menores que as das silicas irregulares. No entanto, as
FEs sorvidas forneceram colunas com resultados muito bons, chegando a
surpreender visto que o PMOS se encontra sorvido sobre o suporte. Por isso, fases
estacionarias liquidas do tipo polissiloxanos sdo adequadas para serem usadas
como FE para CLAE de fase reversa, sorvida.

As colunas avaliadas através da injegdc da mistura lil, acetilacetona,
nitronaftaleno e naftaleno, indicaram a presenca de metais na superficie do suporte,
proveniente do seu processo de fabricac@o, que pode acarretar em retengao de
certos solutos e induzir o aumento da atividade dos grupos silandis, prejudicando a
analise. O tratamento da silica com acido eliminou parte de tragos de metais, que
refletiv em uma melhora na separacéo da acetilacetona. Os valores obtidos para o
fator de separacdo do par nitronaftaleno-naftaleno’™ mostraram que as FEs estéo
com seus grupos silandis desativados, o que € uma vantagem das FEs sorvidas em

relacao as fases ligadas disponiveis comercialmente, pois estas precisam sofrer uma
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reacdo de capeamento para reduzir o efeito de grupos silandis residuais, enguanto
gue nas fases preparadas por nos, estes grupos s&o blindados apenas pelo alto
carregamento do PMOS.

Os testes cromatograficos com amostras pasicas mostraram que as colunas
recheadas com as FEs preparadas & partir de silica com t, de 5 pm, principalmente
as esféricas, apresentaram uma pobre performance cromatogréafica, que pode ser
devido ao tamanho reduzido da particula, que propicia que tanto 0s grupos silanais,
presentes na superficie da silica, como as impurezas de metais acentuem as
caracteristicas acidas da silica intensificando adsorcéo de compostos basicos. As
demais colunas, com excegdo da silica Davisil apresentaram valores de As
geeitaveis na literatura. E interessante observar que a coluna comercial recheada

com particulas de 5 pm, mostrou adsorcdo irreversivel de compostos alcalinos

semelhante as FEs preparadas por nos.

O teste de termogravimetria mostrou que 03 dois tipos de FEs desenvolvidos
s&0 termicamente estaveis,

A espectrometria de ressondncia magnética nuclear indicou que 08 grupos
silandis n&o reagiram com o polimero.

De um modo geral, tanto as colunas recheadas com FEs sorvida e imobilizada
foram resistentes & lavagem com solventes, indicando que elas apresentam uma boa
estabilidade quimica. As colunas recheadas com estes tipos de FEs podem ser
usadas intensamente com FM MeOH/MH0 ( 70:30, viv ), sem perda de eficiéncia.
Segundo Hetem et al '*, a pH=2 e & pH=9 ocorrem solubilizacéo da silica devido a
hidrolise e dissolucéo, respectivamente. Entretanto, nos testes de estabilidade
quimica das FEs 50% PMOS-Sigma verificou-se gue quando se utilizou para as
lavagens FM MeOH/H,0O (70:30, viv) tanto em pH=2 como pH=9, a variagéo nos
valores de N, k e «, usandc a mistura |, fol muito pequena, indicando gue apenas
uma parte do PMOS foi arrastada e que ndo deve ter ocorrido solubilizacdo da silica.
Portanto, nas FEs sorvidas, o alto carregamento protege o suporte de silica,
aumentando o tempo de vida da coluna cromatografica. Ao se fazer a lavagem da
coluna com FM MeQH/M,O (70:30, viv) & pH=2, apds a analise da mistura basica
com a EM MeOH/H,O (70:30, viv) verificou adsorg@o dos compostos basicos, uma
vez que estes apresentaram maior afinidade pela FE que, apos a lavagem, tormou-se
mais acida.

A inspecdo microscopica mostrou a presenca de PMOS scbre as particulas de

silica quando se utilizou teor de carbono alto, que induziu agregagéo das particulas,
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principalmente na silica esférica. Apds o enchimento, estas particulas tornaram mais
dispersas devido a perda do polimero

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se dizer que antes do
enchimento das colunas, o polimero preenche completamente os poros e forma uma
camada sobre a superficie da silica, o que pode ser apoiado pelas medidas de area
superficial, volume especifico dos poros e pelo teor de carbono. Apos 0 enchimento
das colunas, o PMOS que ndo se encontra fortemente aderido a superficie da silica
é arrastado, ficando os poros semi-preenchidos e formando um filme fino sobre a
superficie da silica. Esta hipotese é apoiada pela reducéo do teor de carbono e pelo
aumento da area superficial obtidas apos o0 enchimento. Este modelo é atribuido as

FEs sorvidas e para uma methor ilustracdo, pode ser visto na Figura 62a. Para as

FEs imobilizadas ocorre uma maior retengdo do PMOS devido ao entrecruzamento

provocado pela radiagio gama (Figura 62b). O entrecruzamento pode ser verificado
por GPC através do aumento da massa molecular do polimero e pela presenca de
radicais livres medidos pela técnica de espectroscopia de ressonancia
pararagnética eletrénica. O aumento na retengdo do PMOS, ap6s irradiacdo, pode
ser comprovado pelo teor de carbono, extragdo por solventes, medidas de area

superficial e testes cromatogréficos.

A = suyperficie externe do silico geli
B« interior do poro duo siiico gel

~ - . . r - =~ mimebilizagio por
L%@J cadeios de polimero _ B _ligagBes covnlentes

DL aoivente 7 matriz da sfiic

Silica gel com poros semi-preenchidos com polimero e superficie
recoberia com filme fino de PMOS.

Figura 6 -

a) sem entrecruzamento € sem ligagdo a superficie da silica- FE sorvida

b) polimero entrecruzado - FE imobilizada.
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O método de preparacdo de FEs foi reprodutivel, como pode ser observado
pelos dados obtidos da analise de carbono nas diferentes FEs sorvidas e
imobilizadas, preparadas a partir do mesmo lote de silica com a mesma quantidade
de PMOS.

Cabe salientar que as FEs sorvidas, denominadas de ndo-ligadas,
desenvolvidas neste trabalho tém grande potencial cromatografico e séo
consideradas revolucionarias no campo da cromatografia modema, pois possuem as
vantagens das fases guimicamente ligadas e n8o apresentam as desvantagens e
limitacdes de ambas. Ao contrarioc do que se tem na literatura, elas tém uma
estabilidade excelente desde que se use uma fase estacionaria liquida, de alta
massa molecular, como & o caso dos polissiloxanos.

Finalmente, para a obtencdo de colunas eficientes €& necessario usar na

preparacdo de FEs uma fase estaciondria liquida apropriada e silicas com
caracteristicas adequadas, ou seja, de menores tamanhos de particuias e de
preferéncia de forma regular, o que confirma as tendéncias atuais da CLAE % como
mostrado na Tabela 5. Entretanto, ao se trabalhar com silicas irreguiares com t, de
10 um deve optar por silicas com d,; 6 a 10 nm, S: ~300a 400 m* g' e V,: 09 a
1,7 mL g ), que também podem resultar em colunas com excelentes performances
cromatograficas. Ambas as FEs desenvolvidas, sorvida e imobilizada, competem em
gualidade e estabilidade com as comerciais, com a vantagem da nossa preparacao

ser mais simples e de menor custo.



Capitulo VI

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



e e e e R e TR e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 129

1- Collins, C.H.; Braga, G.L., Bonato, P.S. coordenadores, “Introducac a
Métodos Cromatograficos’, 4* edigéo, Editora da UNICAMP, Campinas, 1990.

2- Poole, C.F.: Poole, SK, “Chromatography Today”, Elsevier Science
Publishers, B.V., Amsterdam, 1991.

3. Martin, A.J.P.; Synge, RLM., ‘A New Form of Chromatogram Employing Two
Liquid Phases. 1- A Theory of Chromatography. 2- Application to the Micro-
Determination of the Higher Monoamino-Acids in Proteins”, Biochem. J., 35
( 1941) 1358.

4- Snyder, |.R; Kirkland, J.J., “Introduction to Modem Liquid Chromatography”, 28
edicéo, John Wiley and Sons, New York, 1979.

5- Majors, R.E., “Twenty-Five Years of HPLC Column Development -
A Commercial Pespective”, LC-GC, 12 ( 1994 ) 508.

8- Engelhardt, H., Ahr, G, “Properties of Chemically Bonded Phases’,
Chromatographia, 14 ( 1981 ) 227.

7- Colin, H.; Guiochon, G,; “|ntroduction to Reversed-Phase High-Performance
Liguid Chromatography”, J. Chromatogr., 141 ( 1977 ) 289.

8- Nahum, A Horvath, C, “Qurface  Silanols in  Silica-Bonded
Hydrocarbonaceous Stationary Phases. |- Dual Retention Mechanism in
Reversed-Phase Chromatography”, J. Chromatogr., 203 ( 1981 ) &3

g- Melander, W.; Stoveken, J,; Horvath,C., “Stationary Phase Effects in
Reversed-Phase Chromatography. |- Comparison of Energetics of Retention
on Alkyl-Silica Bonded Phases”, J. Chromatogr., 199 ( 1980 ) 35.

10- Nagae, N.; Ishii, D., “Stability and Separation Characteristics of Alkyl-Bonded
Silica Gels for Reversed-Phase Liquid Chromatography under Acidic and
Basic pH Conditions”, American Laboratory, 27 (5) ( 1995) 20.

11- Steffeck, R.J.; Woo, S.L.; Weigand, R.J.. Anderson, J.M., “A Comparison of
Silica-Based C18 and C8 HPLC Columns to Aid Column Selection”, LC-GC, 13
(1995 ) 720.

12- Henry, M.P., “Design Requirements of Silica-Based Matrices for Biopolymer
Chromatography”, J. Chromatogr., 544 ( 1991 ) 413.

13- Hanai, T.; Obhira, M.; Tamura, T.; “Stability of Alkyl-Bonded Silica Gels"LC-
GC, 6 (1988 ) 922.

14- Kohler, J.. Chase, D.B.; Farlee, RD. Vega, AJ. Kikland, J.J.,
“Comprehensive Characterization of Some Silica-Based Stationary Phases for
High-Performance Liquid Chromatography”’, J. Chromatogr., 352 (1986 ) 275.




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 130

15

16~

17~

18-

19-

21-

22-

24-

25-

Kirkland, J.J.; Henderson, JW., “Reversed-Phase HPLC Selectivity and
Retention Characteristics of Conformationally Different Bonded Alkyl
Stationary Phases’, J. Chromatogr. Sci., 32 (1994 ) 473.

Hanson, M.; Unger, K.K.; Schomburg, G., “Non-Porous Polybutadiene-Coated
Silicas as Stationary Phases in Reversed-Chromatography”, J. Chromatogr.,
517 (1990 ) 269.

Hanson, M., Unger, KK.; Mant, CT; Hodges, R.S,, “Polymer-Coated
Reversed-Phase Packings with Controlled Hydrophobic Properties. |- Effect on
the Selectivity of Protein Separations”, J. Chromatogr., 559 (1992 ) 65.
Hanson, M.; Unger, KK, Mant, C.T.. Hodges, RS, “Polymer-Coated
Reversed-Phase Packings with Controlled Hydrophobic Properties. H- Effect
on the Selectivity of Peptide Separations”, J. Chromatogr., 599 (1992 ) 77.

Mizutani, T. “Use of Silicone-Coated Porous Glass for Exclusion
Chromatography in an Aqueous Medium’, J. Chromatogr., 196 ( 1980 ) 485.
Mizutani, T., “Separation of Proteins on Silicone-Coated Porous Glass”, J.
Chromatogr., 207 ( 1981 ) 276.

Haky, J.E.; Vemulapalii, S Wieserman, L.F., “Comparison of Octadecil-
Bonded Alumina and Silica for Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography”, J. Chromatogr., 505 ( 1990 ) 307.

Heinemann, G.; Kéhiler, J.; Schomburg, G., “New Polymer Coated Anion-
Exchange HPLC-Phases: immobilization of  Poly(2-Hydroxy,  3-N-
Ethylenediamino)Butadiene on Silica and Alumina’, Chromatographia, 23
( 1987 ) 435.

Kaliszan, R.; Osmiatowski, K, “Correlation petween Chemical Structure of
Non-Congeneric Solutes and Their Retention on Polybutadiene-Coated
Alumina”, J. Chromatogr., 506 ( 1990 ) 3.

Hjertén, S.; Zelikman, |.; Lindberg, J.; Lederer, M.; “High-Performance
Adsorption Chromatography of Proteins on Deformed Non-Porous Agarose
Beads Coated with Insoluble Metal Compounds. il- Coating: Aluminum and
Zirconium (Hydr)Oxide with Stoichiometrically Bound Phosphate”, J.
Chromatogr., 481 ( 1989 ) 187.

Kaliszan, R.. Blain, RW.; Hartwick, RA, “A New HPLC Method of
Hydrophobicity ~Evaluation Employing Poly(Butadiene)-Coated Alumina
Columns”, Chromatographia, 25 ( 1989 ) 5.

Chicz, RM.; Shi, Z.; Regnier, F.E., “Preparation and Evaluation of Inorganic




REFERENCIAS BIBLIQGRAFICAS 131

27-

29-

30-

31-

35-

36-

37-

38-

39-

Anion-Exchange Sorbents not Based on Silica”, J. Chromatogr., 358 ( 1986 )
121.

Ge, H.; Wallace, G.G., “Electrosynthesis of Chromatographic Stationary
Phases”, Anal. Chem., 61 ( 1989 ) 198.

Berthod, A., “Silica: Backbone Material of Liguid Chromatographic Column
Packings”, J. Chromatogr., 549 ( 1991 ) 1.

Poole, C.F.; Schuette, S.A., “Contemporary Practice of Chromatography”,
Eisevier Science Publishing Company Inc., New York, 1979.

Cox, G.B., “The Influence of Silica Structure on Reversed-Phase Retention”, J.
Chromatogr. A, 656 ( 1993 ) 353.

Pfannkoch, E.A.; Switzer, B.S.; Kopaciewicz, W., “Aluminum ion Mediated
Stabilization of Silica-Based Anion-Exchange Packings to Caustic

Regenerants”, J. Chromatogr., 503 ( 1990 ) 385.

Unger, KK, “Porous Silica, its Properties and Use as Support in Column
Liquid Chromatography”, 3* edico, Elsevier Science Publishing Company
Inc., New York, 1886.

Petro, M.; Berek, D., “Polymers Immobilized on Silica Gels as Stationary
Phases for Liquid Chromatography”, Chromatographia, 37 ( 1993 ) 549.
Hanson, M.; Unger, K K., “Polymer Coatings as Stationary Phases in High-
Performance Liquid Chromatography”, Trends Anal. Chem., 11 ( 1982 ) 368.
Schomburg, G., “Stationary Phases in High Performance Liquid
Chromatography”, LC-GC, 6 ( 1988 ) 36.

Wise, S.A.; Sander, L.C.; Chang, H.C.H.; Markides, KE.; Lee, M.L., “Shape
Selectivity in Liguid and Gas Chromatography: Polymeric Octadecylsilane
( Ciz ) and Liquid Crystalline Stationary Phases’, Chromatographia, 25
(1988 ) 473.

Hetem, M.J.J.; de Haan, JW.; Claessens, H.A.; Cramers, C.A.; Deege, A
Schomburg, G., “Characterization and Stability of Silanized and Polymer-
Coated Octadecyl Reversed Phases’, J. Chromatogr., 540 ( 1991 ) 53.
Schomburg, G.; Kohler, J.; Figge, H.; Deege, A.; Bien-Vogelsang, U.,
“immobilization of Stationary Liquids on Silica Particles by y-Radiation”,
Chromatographia, 18 ( 1984 ) 265.

Figge, H.; Deege, A Kéhler, J.; Schomburg, G., “Stationary Phases for
Reversed-Phase Liquid Chromatography. Coating of Silica by Polymers of
Various Polarities”, J. Chromatogr., 351 ( 1986 ) 393.




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 132

40-

41-

42-

43-

45.

46-

47-

49-

50-

Bien-Vogelsang, U.; Deege, A; Figge, H. Kshler, J; Schomburg, G.,
“Syntheses of Stationary Phases for Reversed-Phase LC Using Silanization
and Polymer Coating”, Chromatographia, 19 ( 1984 ) 170.

Schomburg, G.; Deege, A.; Kohler, J.; Bien-Vogelsang, U., “Immobilization of
Stationary Liguids in Reversed and Normal-Phase Liquid Chromatography”, J.
Chromatogr., 282 ( 1983 ) 27.

Shirota, O.; Ohtsu, Y.; Nakata,O., “Characterization of Polymer-Coated Cqs
Packing Materials for Reversed-Phase Liquid Chromatography’, J.
Chromatogr. Sci., 28 ( 1990 ) 553.

Ohtsu, Y.; Shirota, O.; Ogawa, T.; Tanaka, |.; Ohta, T.; Nakata, O.; Fujiyama,
Y., "Application of a New Capsule-Type Silica Gel Coated with Hydrophobic
Polymer to Preparative Liquid Chromatography on an Industrial Scale’,

Chromatographia, 24 ( 1987 ) 351.

Ohmacht, R.; Kele, M; Matus, Z., “Polymer Coated Stationary Phases for
Liquid Chromatography”, Chromatographia, 28 ( 1989 ) 19.

Ohtsu, Y.: Shigjima, Y.; Okumura, T.; Koyama, J.; Nakamura, K; Nakata, O.,
“Performance of Polymer-Coated Silica C4s Packing Materials Prepared from
High-Purity Silica Gel. The Supression of Undesirable Secondary Retention
Processes”, J. Chromatogr., 481 ( 1989 ) 147.

Ohtsu, Y.. Fukui, H.; Kanda, T., Nakamura,K.; Nakano, M.; Nakata, O,
Fujiyama, Y., “Structures and Chromatographic Characteristics of Capsule-
Type Silica Gels Coated with Hydrophobic Polymers in Reversed-Phase Liquid
Chromatography”, Chromatographia, 24 ( 1987 ) 380.

Kutsuna, H.; Ohtsu, Y.; Yamaguchi, M., “Synthesis and Characterization of
Highly Stable Polymer-Coated Aminosilica Packing Material for High-
Performance Liguid Chromatography”, J. Chromatogr., 635 ( 1993 ) 187.
Hetem, M.J.J.; De Haan, J.W.; Ciaessens, H.A.; Cramers, C.A.; Deege, A,
Schomburg, G., “Characterization and Stability of Silanized and Polymer-
Coated QOctadecy! Reversed Phases”, J. Chromatogr., 540 ( 1991 ) 53.
Anazawa, T.A.; Jardim, |.C.S.F., “Polymethyloctylsiloxane Adsorbed on Porous
Silica as a Packing Material for Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography”, J. Lig. Chromatogr., 17 { 1994 ) 1265.

Anazawa, T.A.; Carraro, F.; Collins, KE.; Jardim, }.C.S.F., “Stability of High-
Performance Liquid Chromatography Columns Packed with C, and Cs
Polysiloxanes Sorbed into Porous Silica Particles”, J. Chromatogr. A, 897




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 133

51-

52-

53-

55-

57~

58-

59-

60-

61-

62-

(1995) 159.

Hanson, M.; Eray, B.; Unger, K; Neimark, A.V.; Schmid, J.; Albert, K; Bayer,
E.. “A Model for Polybutadiene Coatings on Porous Silica”, Chromatographia,
35 (1993) 403.

Kaliszan, R.: Petrusewicz, J.; Blain, RW.; Hartwick, R.A., “Determination of
Hydrophobicity Parameters on Polybutadiene-Coated Alumina and Their
Application in Quantitative Structure-Activity Relationships Analysis”, J.
Chromatogr., 458 ( 1988 ) 395.

Engelhardt, H.; Léw, H.; Eberhardt, W.; MauB, M., “Polymer Encapsulated
Stationary Phases: Advantages, Properties and Selectivities”,
Chromatographia, 27 ( 1989 ) 535.

Engelhardt, H.; Curiat-Walter, M.A., “Polymer Encapsulated Stationary Phases

with Improved Efficiency”, Chromatographia, 40 ( 1995 ) 857.

Davankov, V.A.; Kurganov, AA. Unger, KK, *“Reversed-Phase High-
Performance Liguid Chromatography of Proteins and Polypeptides on
Polystyrene-Coated Silica Supports, J. Chromatogr., 500 ( 1980 ) 519.
Kurganov, A.; Davankov, V. lIsagjeva, T, Unger, K, Eisenbeiss, F.,
“Characterization of Covalently Bonded and Adsorbed Polymer Coatings on
Silica, Alumina and Zirconia by Means of Physico-Chemical and
Chromatographic Methods”, J. Chromatogr. A, 660 ( 1994 ) 97.

Nasuto, R.; Kwietniewski, L., “Toluene Polymer as a New Stationary Phase in
Reversed-Phase Column Liquid Chromatography”, Chromatographia, 29
(1990 ) 597.

Bentrop, D.; Kohr, J.; Engelhardt, H., “Poly{methyiglutamate)-Coated Surfaces
in HPL.C and CE”, Chromatographia, 32 ( 1991 ) 171.

Messina, A.; Nicoletti |.; Quaglia-Strano, M.G.; Sinibaldi, M., *High-
Performance Liquid Chromatographic Resolution of Enantiomers on Chiral
Epoxy Polymer-Coated Silica Gel”, Chromatographia, 28 ( 1989 ) 477.

Olsson, L.; Samuelson, O., “Chromatography of Aromatic Acids, Aldehydes
and Phenols on Pellicular Polyamide in Aqueous Solution”, J. Chromatogr.,
106 (1975) 139.

Rokushika, S.; Huang, D.Y.; Qiu, ZY.; Hatano, H., “Polyallylamine-Coated
Silica Gel Microbore Column for Liquid Chromatography”, J. Chromatogr., 332
(1985 ) 15.

Kennedy, L.A; Kopaciewicz, W.; Regnier, F.E., “Multimodal Liquid




REFERENCIAS BIBILIOGRAFICAS 134

63-

65-

66-

67-

68-

70-

71-

72-

73-

74-

Chromatography Columns for the Separation of Proteins in Either the Anion-
Exchange or Hydrophobic-Interaction Mode”, J. Chromatogr., 358 ( 1986 ) 73.
Kimura, K Harino, H.; Nakajima, M.; Shono, T., “Drastic Effect of Crown-
Complexing Cations in Reversed-Phase Liquid Chromatography Using
Poly(Crown Ether)-Immobilized Silica”, Chem. Lett., 6 ( 1985 ) 747.

Harino, H.. Kimura, K: Tanaka, M.; Shono, T., "Reversed-Phase Liquid
Chromatography of Polar Benzene Derivatives on Poly(Vinylbenzo-18-Crown-
6)-Immobilized Silica as a Stationary Phase”, J. Chromatogr., 522 ( 1990 )
107.

Roth, M.; Novak, J.; David, P; Novotny, M., “Thermodynamic Studies into a
Sorption Mechanism within the Cross-Linked Polysiloxane Stationary Phases”,
Anal. Chem., 59 ( 1987 ) 1490.

Kiaas, E.B.; Horvath, C.; Melander, W. R.; Nahum, A., “Surface Silanols in
Silica-Bonded Hydrocarbonaceous Stationary Phases. lI- Irregular Retention
Behavior and Effect of Silanol Masking”, J. Chromatogr., 203 ( 1981 ) 65.
Melander, W.; Stoveken, J.; Horvath, C., “Stationary Phase Effects in
Reversed-Phase Chromatography. |- Comparison of Energetics of Retention
and Alkyl-Silica Bonded Phases”, J. Chromatogr., 199 ( 1980 ) 33.

Bij, K.E.; Horvéath, C.; Melander, W.R.; Nahum, A.; “Surface Silanols in Silica-
Bonded Hydrocarbonaceous Stationary Phases. li- hregular Retention
Behavior and Effect of Silano! Masking”, J. Chromatogr., 203 ( 1981 ) 65.
Nawrocki, J., “Silica Surface Controversies, Strong Adsorption Sites, Their
Blockage and Removal. Part | and Part 11", Chromatographia, 31 ( 1991 ) 177.
Ascah, T.L.. Feibush, B., “Novel, Highly Deactivated Reversed-Phase for
Basic Compounds”, J. Chromatogr., 506 ( 1990 ) 357.

Verzele, M., “Trace Metals in Silica Gel Based HPLC Packing Materials, LC, 1
(1981) 217.

Verzele, M.; Dewaele, C., “The Evaluation of Reversed Phase High

Performance Liguid Chromatography Packing Materials”, Chromatographia, 18
(1984 ) 84.

Sander, L.C.; Wise, S.A., "Recent Advances in Bonded Phases for Liquid
Chromatography’, CRC Crit. Rev. Anal. Chem., 18 ( 1987 ) 209.

Alpert, A J.; Regnier, F.E., “Preparation of a Porous Microparticulate Anion-
Exchange Chromatography Support for Proteins”, J. Chromatogr., 185 ( 1979 )
375.




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 135

75-

76-

77-

78-

79-

81-

83-

84-
85-

87-

Rokushika, S.; Huang, D.H.; Qiu, ZY.; Hatano, H., “Polyallylamine-Coated
Silica Gel Microbore Column for Liquid Chromatography”, J. Chromatogr., 332
(1985) 15.

Erlandsson, P.; Hansson, L.; Isaksson, R., “Direct Analytical and Preparative
Resolution of Enantiomers Using Albumin Adsorbed to Silica as a Stationary
Phase”, J. Chromatogr., 370 ( 1986 } 475.

Stuurman, H.W.; Kéhler, J.: Schomburg, G., “HPLC-Separation of Enantiomers
Using Quinine, Covalently Bonded to Silica as Stationary Phase’,
Chromatographia, 25 ( 1988 ) 265.

Ruffing, F.J.; Lux, J.A.; Roeder, W.; Schomburg, G., “Chiral Stationary Phases
for LC and SFC Obtained by “Polymer Coating”™, Chromatographia, 26
(1988)19.

Kéhier, J., “Poly(vinylpyrrolidone)-Coated Silica: A Versatile, Polar Stationary
Phase for HPL.C”, Chromatographia, 21 ( 1986 ) 573.

Erler, U.: Heublein, G., “Synthesis and Characterization of Stationary Phases
on the Basis of Silicas Modified with Epoxidized Polybutadienes. V-
Chromatographic Experiments on a New Amino-Functionalized Stationary
Phase for High-Performance Liquid Chromatography’, J. Chromatogr., 588
( 1991 ) 340.

Alpert, A J., “Cation-Exchange High-Performance Liquid Chromatography of
Proteins on Poly(Aspartic Acid)-Silica”, J. Chromatogr., 266 ( 1983 ) 23.

Alpert, AJ., “High-Performance Hydrophobic-interaction Chromatography of
Proteins on a Series of Poly(Alkyl Aspart-Amide)-Silicas”, J. Chromatogr., 359
(1986 ) 85.

Alpert, A.J., “Cation-Exchange Chromatography of Peptides on Poly(2-
Sulfoethyl Aspartamide)-Silica”, J. Chromatogr., 443 ( 1988 ) 85.

Kirkland, J.J.; Yates, P.C., US Patent. 3 795 313 (1974 ).

Kirkland, J.J.; Yates, P.C., US Patent. 3722 181 ( 1973 ).

Jarrett, HW., “Development of N-Hydroxysuccinimide Ester Silica, a Novel
Support for High-Performance Affinity Chromatography”, J. Chromatogr., 405
(1987 ) 179,

Lecourtier, J.; Audebert, R.; Quivoron, C., "Theoretical and Experimental
Aspects of Fractionation Mechanisms in Liguid Chromatography on
Macromolecular Stationary Phases ( Gel or Bonded Chains )’, Pure Appl.
Chem., 51 ( 1979 ) 1483,




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 136

88-

89-

90-

91-

93-

94-

95-

96-
97-

98-

9

100-

Kalbé, J.:. Hocker, H., Berndt, H., “Design of Enzyme Reactors as
Chromatographic Columns for Racemic Resolution of Amino Acid Esters”,
Chromatographia, 28 ( 1989 } 193.

Erlandsson, P.; Marle, |.; Hansson, L.; Isaksson, R.; Petersson, C.; Petersson,
G., “Immobilized Cellulase ( CBH | ) as a Chiral Stationary Phase for Direct
Resolution of Enantiomers”, J. Am. Chem. Soc., 112 ( 1990 ) 4573.

Domenici, E.; Bertucci, C.; Salvadori, P.; Félix, G.; Cahagne, | ; Motellier, S.:
Wainer, . W., “Synthesis and Chromatographic Properties of an HPLC Chiral
Stationary Phase Based Upon Human Serum Albumin”, Chromatographia, 29
(1990 ) 170.

Kurganov, AA; Tevlin, AB.; Davankov, V.A, “High-Performance Ligand-
Exchange Chromatography of Enantiomers. Studies on Polystyrene-Type

Chiral Phases Bonded to Microparticulate Silicas”, J. Chromatogr., 261
(1983 )223.

Davankov, V.A. Kurganov, AA. Unger, KK, “Reversed-Phase High-
Performance Liquid Chromatography of Proteins and Polypeptides on
Polystyrene-Coated Silica Supports”, J. Chromatogr., 500 ( 1990 ) 519.
Kurganov, AA., Kuzmenko, O.; Davankov, V.A; Eray, B; Unger, KK
Trudinger, U., “Effect of Polystyrene Coating on Pore, Structural and
Chromatographic Properties of Silica Packings”, J. Chromatogr., 506 ( 1990 )
391.

Kurganov, AA.; Davankov, V.A; Unger, KK, “lon-Exchange High-
Performance Liquid Chromatography of Nucleotides and Polypeptides on New
Types of lon-Exchange Sorbents, Based on Polystyrene-Coated Silicas’, J.
Chromatogr., 548 ( 1991 ) 207.

Majors, R.E., “Current Trends in HPLC Column Usage”, LC-GC, 12 ( 1994 )
890.

Majors, R.E., “Trends in HPLC Column Usage”, LC-GC, 8 ( 1991 ) 686.
Bidlingmeyer, B.A., “Pratical HPLC Methodology and Applications”, John Wiley
& Sons, New York, NY, 1993.

Swallow, A.J., “Radiation Chemistry - An Introduction”, Longman, London,
1973.

Spinks, JW.T.; Woods, RJ., “An Introduction to Radiation Chemistry”, 22
edicao, John Wiley & Sons, New York, 1976.

Petrarch Systems Silanes & Silicones, catalogo,1989




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 137

101- Haken, J.K., “Poiysiloxane Stationary Phases”, J. Chromatogr., 73 ( 1972 ),
419,

102- Denaro, A.R.; Jayson, G.G., “Fundamentals of Radiation Chemistry’, Ann
Arbor Science Publishers Inc., London, 1972.

103- Schnabel, W., “Polymer Degradation, Principles and Practical Applications”,
Hanser International, Wien, 1981.

104- Verzele, M.; Dewaele, C., “Low-Viscosity Soivent Packing of HPLC Columns
Using the “Up-Tube” Packing Procedure”, LC-GC, 4 ( 1986 ) 614.

105- Majors, R.E., “Slurry Packing Microparticulate Columns”, LC, 2 ( 1984 ) 502.

106- Scott, R.P.W., “Silica Gel and Bonded Phases. Their Production, Properties
and Use in LC”, John Wiley & Sons Ltd, Chichester, Engiand, 1993.

107- Majors, R.E., “High-Performance Liquid Chromatography on Small Particie
Silica Gel”, Anal. Chem., 44 (1972 ) 1722

108- Asshauer, J.: Halasz, |., “Reproducibility and Efficiency of Columns Packed

" With 10 um Silica in Liguid Chromatography”, J. Chromatogr. Sci., 12 ( 1974 )
139.

109- Menet, H.: Gareel, P.; Caude, M.; Rosset, R., “Packing and Performance of
Microbore Columns for Adsorption and Partition Chromatography”,
Chromatographia, 18 ( 1984 ) 73.

110- Bristow, P.A.; Brittain, P.N.; Riley, C.M.; Williamson, B.F., "Upward Slurry
Packing of Liquid Chromatography Columns”, J. Chromatogr., 131 (1977 ) 57.

111- Dolan, J.W.; Snyder, L.R., “Troubleshooting LC Systems’. The Humana Press
inc., Clifton, New Jersey, 1989.

112- Braithwaite, A: Smith, F.J., “Chromatographic Methods”, 4* edigdo, Chapman
and Hall, London, 1985.

113- Anazawa T.A., “Imobilizacdo por Radiagdo Gama de Fase Estacionaria
Liquida sobre Suporte de Silica para Uso em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia  (CLAE)", Tese de Mestrado, Instituto de Quimica da UNICAMP,
Campinas, S.P., 1992.

114- Basso, M.A., “Avaliagdo da Radiacdo Gama como Agente de Imobilizagéo de
algumas Fases Estacionarias sobre Suportes para Uso em Cromatografia
Gasosa”, Tese de Doutorado, Instituto de Quimica da UNICAMP, Campinas,
S.P., 1989.

115- ller, R.K,, “The Chemistry of Silica’, John Wiley & Sons, New York, 1979.

146- Anazawa, T.A., Carraro, F.; Souza, J.B,; Collins, KE.; Jardim, 1.C.S.F.,



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 138

117~

118-

119-

120-
121-
122-
123-
124-
125-

- 126-

127-

128-

129-

“Polimento da Parede Interna de Aco Inoxidavel para Cromatografia Liguida
de Alta Eficiéncia”, 142 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Caxambu, MG, 1991, QA-010.

Sanchez, E.F.; Dominguez, J.A.; Murioz, J.G.; Molera, M.J., “Determination of
the Liquid Loading in Gas Chromatography Packings by an Extraction
Method”, J. Chromatogr., 299 ( 1984 ) 151.

Khurana, A.L.. Ho, C.T., “Determination of Surface Silanols of Silica Gels and
HPLC Bonded Phases”, J. Lig. Chromatogr., 11 ( 1988 ) 3205.

‘Zuo, Y.M.: Zhu, B.R; Liao, Y.; Gui, M.D.; Pang, Z.L.; Qi, J.X, “Polymer

Encapsulated Packing Material for Reversed Phase Liquid Chromatography”,
Chromatographia, 38 ( 1994 ) 756.

Lima, M.A.F., “Desenvoivimento de Colunas para HPLC e Micro HPLC", Tese
de Doutorado, Instituto de Quimica da UNICAMP, Campinas, S.P., 1988.
Trindade, M.F.S., “Estudo da Influéncia da Radiacdo Gama sobre Fases
Comerciais Utilizadas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia’, Tese de
Doutorado, instituto de Quimica da UNICAMP, Campinas, S.P.,1992.
Engelhardt, H.; Jungheim, M., “Comparison and Characterization of Reversed
Phases”, Chromatographia, 29 ( 1990 ) 59.

Alltech Chromatography, Buyers's Guide, Bulletin n® 240.

Bragagnolo, N.; Rodriguez-Amaya, D.B., “Teores de Colesterol em Carne de
Frango”, Rev. Farm. Biogquim., 28 (2 ) ( 1992 ) 122.

Buszewski, B.; Kulpa, M., “Influence of Coverage Density of Chemically
Bonded C:s Phases on the Retention Data of Substances Eluted in Dead
Volume During RP HPLC Analysis”, J. Lig. Chromatogr., 16 ( 1994 ) 75.

Albert, K; Brindle, R.; Schmid, J.; Buszewski, B.; Bayer, E., “"CP/MAS NMR
investigations of Silica Gel Surfaces Modified with Aminopropylsilane’,
Chromatographia, 38 ( 1994 ) 283.

Albert, K ; Bayer, E., Characterization of Bonded Phases by Solid-State NMR
Spectroscopy”’, J. Chromatogr., 544 ( 1991 ) 345.

Albert, K.; Brindle, R.; Martin, P.; Wilson, 1.D., “Characterisation of C1s-Bonded
Silicas for Solid-Phase Extraction by Solid-State NMR Spectroscopy”, J.
Chromatogr. A, 665 ( 1994 ) 253.

Verhulst, HAM.; van de Ven L.JM. de Haan, JW. Claessens, H.A;
Eisenbeiss, F.. Cramers, C.A., “Patching in Reversed-Phase High-
Performance Liquid Chromatographic Materials Studied by Solid-State NMR



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 139

Spectrometry”, J. Chromatogr. A, 687 ( 1994 ) 213.

130- Akapo, S.0.; Simpson, C.F., “Structural Investigation of Oligomeric n-Octylsilyl
Reversed Phases”, J. Chromatogr., 557 ( 1991 ) 515.

131- Breitmaier, E.; Voelter, W., “Carbon-13 NMR Spectroscopy”, 3* edigdo, VCH,
New York, 1987.

132- Chang, R., “Basic Principles of Spectroscopy”, McGraw-Hill, Inc., New York,
1971.

133- Hetem, M.: van de Ven, L.; de Haan, J.; Cramers, C.; Albert, K; Bayer, E.,

" “Study of the Changes in Mono-, Di- and Trifunctional Octadecyl-Modified

Packings for Reversed-Phase High-Performance Liguid Chromatography with
Different Eluent Compositions”, J. Chromatogr., 479 ( 1989 ) 269.



