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RESUMO 

DESENVOLVIMENTO DE FASES ESTACIONÁRIAS C18 TERMICAMENTE 

IMOBILIZADAS SOBRE SÍLICAS E SÍLICAS METALIZADAS E SUAS 

CARACTERIZAÇÕES QUÍMICAS, FÍSICAS E CROMATOGRÁFICAS 

UTILIZANDO A CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA (CLAE) E 

A CROMATOGRAFIA COM FLUIDO SUPERCRÍTICO (CFS). Este trabalho 

apresenta o desenvolvimento de fases estacionárias (FE) para cromatografia 

líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR) e cromatografia com fluido 

supercrítico (CFS) a partir da imobilização térmica de 

poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS) sobre suportes de sílicas metalizadas 

com zircônio e titânio. O processo de imobilização térmica do PMODS foi 

otimizado aplicando-se planejamento composto central. O polímero, os 

suportes e as fases estacionárias foram caracterizados por testes físico-

químicos e cromatográficos. As fases estacionárias Si(PMODS), Si-Zr(PMODS) 

e Si-Ti(PMODS) apresentaram os melhores resultados quando foi aplicada a 

temperatura de 120 °C por 16 horas. As melhores FE foram submetidas ao 

processo de capeamento. Estas FE mostraram eficiências entre 82.000 e 

90.000 pratos m-1 e boas separações com picos simétricos para compostos 

apolares e picos com simetria adequada, segundo parâmetros estabelecidos 

pela Farmacopéia Americana (United States Pharmacopeia), para compostos 

polares, avaliados pelos testes de Engelhardt, Tanaka, Neue, SRM 870 e pelo 

modelo dos parâmetros de solvatação utilizando CFS. A presença do óxido 

metálico no suporte resultou em FE com maior estabilidade química em 

condições drásticas de fase móvel (pH 1,7 e pH 10 a 50 oC), quando 

comparada com fases similares baseadas em sílica nua. A reação de 

capeamento melhorou a estabilidade química das FE e diminuiu o número de 

silanóis residuais. As FE Si-Zr(PMODS), Si-Ti(PMODS), Si-Zr(PMODS)ec e Si-

Ti(PMODS)ec apresentam potencialidade na separação de fármacos 

psicoativos, filtros ultravioleta (UV), xantinas e hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPA), utilizando  CLAE e  CFS.  
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ABSTRACT 

DEVELOPMENT OF C18 STATIONARY PHASES IMMOBILIZED ONTO 

SILICA AND METALIZED SILICAS AND THEIR CHEMICAL, PHYSICAL AND 

CHROMATOGRAPHIC CHARACTERIZATIONS USING HIGH 

PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) AND 

SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY (SFC). This work presents the 

development of stationary phases (SP) for high performance liquid 

chromatography in the reversed phase (RP-HPLC) and for supercritical fluid 

chromatography (SFC) prepared by the sorption and thermal immobilization of 

poly(methyloctadecylsiloxane) (PMODS) onto silica and metalized silica 

supports modified with zirconium and titanium. The immobilization process was 

optimized using central composite design for determination of the best 

conditions of time and temperature. The polymer, supports and stationary 

phases were characterized with physico-chemical and chromatographic tests. 

The stationary phases Si(PMODS), Si-Zr(PMODS) and Si-Ti(PMODS) 

presented the best results when a temperature of  120 °C for 16 hours was 

applied. The best SP were submitted to endcapping processes. These SP 

showed efficiencies between 82,000 and 90,000 plates m-1 and good 

separations with symmetric peaks for apolar and polar compounds evaluated by 

the Engelhardt, Tanaka, Neue and SRM 870 tests and the solvation parameter 

model using supercritical fluid chromatography (SFC). The presence of metallic 

oxide on the supports resulted in stationary phases with better chemical stability 

under drastic conditions of mobile phase (pH 1.7 and pH 10 at 50 oC), when 

compared to similar stationary phases based on bare silica. The endcapping 

reaction improved the chemical stability. The SP  Si-Zr(PMODS), Si-

Ti(PMODS), Si-Zr(PMODS)ec e Si-Ti(PMODS)ec presented potentialities for 

the separation different pharmaceutical compounds used as psychotropic 

drugs, ultraviolet (UV) filters, xanthines, and polycyclic aromatic hydrocarbons 

(PAH), using separations in HPLC and SFC.   
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1. Introdução 

As técnicas de separação exercem um papel importantíssimo na química 

analítica, sendo a cromatografia seu principal representante, devido à facilidade 

com que efetua separação, identificação e quantificação das espécies químicas 

[1,2]. Nesse sentido, a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é um 

importante membro de toda a família, uma vez que consegue separar misturas 

que contêm um grande número de compostos similares, independente da 

volatilidade e da estabilidade térmica, em escala de tempo de poucos minutos, 

com alta resolução, eficiência e repetibilidade, sendo empregada em diversas 

áreas de pesquisa, científica ou aplicada, como medicina e farmácia; alimentos; 

química ambiental; polímeros e forense [1].  

A CLAE é um método físico-químico de separação dos componentes de 

uma mistura, realizada através da distribuição desses componentes em duas 

fases, que estão em contato íntimo. Esse processo de separação normalmente 

utiliza colunas metálicas, de tamanho reduzido, preenchidas com material 

finamente pulverizado que oferece grande resistência ao fluxo da fase móvel 

(FM), chamado de fase estacionária (FE), exigindo o uso de bombas de alta 

pressão para forçar a passagem da FM através da coluna [2,3]. Desde 2004 

[4], estima-se que mais de 85 % das aplicações da CLAE são realizadas em 

fase reversa (CLAE-FR), que consiste de uma modalidade da CLAE na qual a 

FE (fase estacionária) apresenta menor polaridade que a FM e atualmente 

acredita-se que esse percentual seja ainda maior. 

A aplicabilidade da CLAE-FR deve-se às suas inúmeras vantagens, 

entre elas o uso de fases móveis mais simples e de menor custo, por ter água 

em sua composição; rápido equilíbrio da coluna após a mudança da FM; boa 

repetibilidade dos tempos de retenção; possibilidade de eluição por gradiente, 

resultando em análises mais rápidas; grande variedade de FE disponíveis e 

vasta faixa de aplicação, devido à possibilidade de separação de compostos de 

diferentes polaridades, massas molares e grupos funcionais. As pesquisas que 

buscam o aprimoramento desta técnica referem-se principalmente ao 

desenvolvimento de novas FE [4,5]. 

As FE empregadas em CLAE-FR são formadas por uma camada 

orgânica, majoritariamente apolar, ligada a um suporte cromatográfico pelo 
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resultado de imobilização, sorção ou reação química. A forma mais usual de 

preparação é por meio de ligação covalente entre cadeias de carbono (por 

exemplo, C8 ou C18), provenientes de reagentes alquilsilanos, e a superfície do 

suporte cromatográfico. Essas FE são chamadas de fases quimicamente 

ligadas (FEQL). Outro procedimento de preparação alternativo utiliza a 

imobilização de polímeros orgânicos pré-sintetizados sobre partículas de sílica. 

O aumento da estabilidade química, a redução da alta atividade de 

grupos polares residuais e a melhora na seletividade das FE têm sido, nas 

últimas quatro décadas, os principais focos de pesquisas na preparação de 

fases estacionárias para CLAE-FR. Novas e eficientes estratégias de 

modificação da superfície da sílica e a introdução de novos materiais como 

suportes cromatográficos têm minimizado algumas limitações da técnica e 

possibilitado uma crescente popularização da CLAE-FR e o desenvolvimento 

de FE que possuam características específicas para um composto ou para uma 

classe de compostos [6,7], de preferência com maior estabilidade térmica, que 

permita o seu uso em temperaturas mais elevadas (acima de 60 oC) sem que 

ocorra a dissolução do material [8,9].  Os parágrafos a seguir trazem uma 

breve revisão dos procedimentos de preparação de FE modernas, incluindo 

novos suportes e novos processos de síntese. 

1.1 Suportes cromatográficos 

Um suporte cromatográfico ideal é aquele que apresenta partículas com 

baixa distribuição de tamanho, área superficial alta, tamanho de poro adequado 

para possibilitar fácil transferência de massa, resistente a degradação frente a 

ataques químicos e estresse mecânico ou físico, além de superfície 

homogênea, quimicamente modificável [10]. 

O suporte mais utilizado nas preparações de FE para CLAE-FR é a sílica 

devido às características desse material como: estabilidade mecânica a altas 

pressões, facilidade de modificação química, estrutura e propriedades 

estabelecidas, variedade na forma e nos tamanhos de poro e de partícula e 

disponibilidade comercial. Porém, a desvantagem associada ao uso da sílica 

está relacionada à sua instabilidade em meios ácidos ou básicos (fora da faixa 

de pH entre 2 e 8). Em pH acima de 8 ocorre a dissolução da sílica e o colapso 



 

3 
 

da FE. Em pH menores que 2 ocorre a hidrólise da ligação siloxano (Si-O-Si-

C), com a quebra da ligação entre a fase ligada e o suporte cromatográfico, 

resultando em uma perda contínua de fase, com subsequente perda de 

retenção do analito [11-13] . 

As limitações relacionadas à instabilidade química da sílica 

proporcionaram a busca por suportes cromatográficos mais estáveis obtidos 

por modificação da sílica ou o desenvolvimento de novos materiais ou ainda 

modificação na estrutura das FE, destacando-se as partículas de sílica de alta 

pureza, as sílicas híbridas, as sílicas monolíticas, sílicas superficialmente 

porosas, além de partículas de sílica metalizada (óxidos mistos). Óxidos 

metálicos, nos quais o silício da estrutura do suporte é substituído por outro 

elemento como zircônio, alumínio ou titânio, também são utilizados como 

suportes. 

1.1.1 Sílicas de alta pureza (tipo B) 

A presença de metais na superfície da sílica proporciona o aumento da 

acidez dos grupos silanóis (≡Si-OH) e o alargamento dos picos cromatográficos 

de compostos básicos, podendo inclusive ocorrer retenção irreversível desses 

compostos, o que afeta negativamente o desempenho das FE. 

A sílica de alta pureza ou tipo B apresenta baixo conteúdo de metais, 

especialmente Fe e Al (quantidades inferiores a 3 μg/g) e quantidades de Ti, Zr 

e Zn não detectáveis por absorção atômica com atomização eletrotérmica por 

forno de grafite (< 3 μg/g) . O processo de produção baseia-se na obtenção das 

partículas pelo processo sol-gel a partir do tetraetoxissilano (TEOS) destilado. 

As partículas são desidratadas a alta temperatura e submetidas a sucessivas 

lavagens ácidas, seguidas de re-hidroxilação da superfície [6,14]. 

1.1.2 Sílicas híbridas 

As partículas de sílica híbrida apresentam uma porção inorgânica, a 

sílica, e uma porção orgânica, um organossilano e são interessantes por reunir 

as características vantajosas dos dois materiais. 

A síntese da sílica híbrida ocorre pelo processo sol-gel (PSG). O 

processo comercial patenteado em 2001 pela Waters Corporation emprega 
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uma mistura de 2:1 tetraetoxissilano (TEOS) e metiltrietoxissilano (MTEOS) 

para sintetizar partículas esféricas de sílica híbrida, com tamanho apropriado e 

porosidade controlada (Figura 1). Nessa reação, durante o PSG, os grupos 

etóxi dos organossilanos são hidrolisados na presença de um catalisador e, 

posteriormente, os grupos silanóis originados da hidrólise dos grupos etóxi, em 

condições adequadas, condensam-se para formar as partículas esféricas de 

tamanho apropriado e porosidade controlada [15].  

 

 

Figura 1. Representação da síntese e da estrutura das partículas de sílica 
híbrida de acordo com processo sol-gel desenvolvido pela Waters Corporation 
[15]. 
 
 

Os suportes de sílica híbrida apresentam algumas vantagens em relação 

à sílica cromatográfica convencional por apresentar grupos metilas incorporado 

na matriz inorgânica, oriundos do reagente MTEOS (Figura 1). A presença dos 

grupos metila conferem maior hidrofobicidade ao material (um de cada três 

silanóis com um grupo metil durante a síntese), resultando em uma partícula 

orgânica-inorgânica híbrida sólida que pode ser utilizada com altas vazões de 

FM (elevada resistência mecânica), altas temperaturas e principalmente numa 

faixa mais ampla de pH (pH 1-12) [16]. Essas partículas foram denominadas de 

partículas híbridas de primeira geração e suas FE, obtidas pela 

organofuncionalização do suporte híbrido, são comercializadas com o nome de 

XTerra® pela Waters Corporation. Em 2003, foram introduzidas pela Waters 

Corporation as partículas de sílica híbrida com pontes de etano, denominadas 

de partículas de sílica híbrida de 2ª geração, que são empregadas nas colunas 

comercializadas como XBridgeTM. As colunas da XBridgeTM apresentam além 

das vantagens acima citadas, a maior resistência mecânica que permite a sua 

utilização em cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) [17]. A Figura 2 
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mostra as estruturas das partículas de sílica híbrida de 1ª geração e 2ª 

geração. 

Ambos os suportes híbridos são comercializados funcionalizados com 

diversos grupos, especialmente os utilizados em FR. 

 

 

(a) 

 

(b) 

Figura 2. Estruturas das partículas de sílica híbrida: (a) sílica híbrida 1ª 
geração e (b) sílica híbrida de 2ª geração, ambos com destaque para os grupos 
orgânicos: ligação silício metil (Si-CH3) em (a) e a ligação com pontes de etano 
(Si-CH2-CH2-Si) em (b) [6].  

 

Além da Waters Corporation, outras empresas, entre elas Akzo Nobel e 

Phenomenex, têm aplicado esforços no desenvolvimento de novas tecnologias 

para produção de sílica híbrida. A Akzo Nobel comercializa a coluna 

cromatográfica  EternityTM, na qual a estrutura da sílica é modificada com uma 

camada de organossilano e posteriormente funcionalizada (Figura 3) [18]. A 

Phenomenex [19], com a tecnologia TWINTM (two in one), utiliza uma camada 

de organossilano enxertada na superfície do núcleo de sílica porosa na forma 

de concha, produzindo as colunas comerciais Gemini® (Figura 4). Uma vez que 

a base de sílica interna permanece inalterada, a partícula mantém a sua 

resistência mecânica e rigidez, juntamente com excelente eficiência, enquanto 
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que a estrutura na forma de concha protege a partícula de ataque químico, 

sendo resistentes a faixas de pH 1-12. Uma variação mais recente desse 

processo, chamada de TWIN-NXTM produz suportes de 2ª geração com pontes 

de etano em ligações cruzadas (Figura 5), o que não só proporciona resistência 

ao ataque de pH elevado, mas também mantém a elevada eficiência e uma 

resistência mecânica de uma partícula de sílica não híbrida [19], sendo 

utilizadas em cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE). 

 

 
 

Figura 3. Representação simplificada da estrutura cromatográfica da coluna 
cromatográfica EternityTM da Akzo Nobel, onde R refere-se a um ligante tipo 
C18 ou fenil-hexil. [18]. 

 
 
 

 
Figura 4. Representação simplificada da estrutura cromatográfica da coluna 
cromatográfica Gemini® da Phenomenex, onde R refere-se à camada de 
organossilano [19]. 
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Figura 5. Representação simplificada da estrutura do suporte cromatográfico 
da coluna cromatográfica Gemini-NX® da Phenomenex produzida pela 
tecnologia TWIN-NXTM [19]. 

 

 

Recentemente foram lançadas no mercado pela Waters Corporation as 

partículas de superfície híbrida carregada, pela tecnologia chamada CSH™ 

Technology também chamadas de partículas híbridas de terceira geração, que 

podem ser empregadas em CLAE (partículas de 3,5 µm ou 5 µm)  ou CLUE 

(partículas de 1,7 µm). Essas partículas são produzidas a partir de três etapas: 

produção da partícula híbrida de ponte etano “bruta”, seguida pela etapa de 

adição de cargas de nível baixo e reprodutível à superfície da partícula e pela 

etapa de funcionalização da fase quimicamente ligada (C18, fenil hexil ou fluor-

fenil) e capeamento, que pode ser apropriada (Figura 6) que podem ser 

utilizadas com fases móveis entre 1 < pH < 11, com exceção das FE CSH 

fluoradas que apresentam estabilidade até pH 8 e são comercializadas com os 

nomes de Acquity UPLC® e XSelectTM CSH. As vantagens oferecidas pelo 

fabricante para essas colunas cromatográficas incluem excelente formato de 

pico e elevada eficiência em fases móveis tamponadas e de força iônica baixa. 
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Figura 6. Representação simplificada das etapas envolvidas no processo de 
produção das partículas de superfície híbrida carregada, pela tecnologia 
chamada CSH™ Technology da Waters Corporation. [20]. 

 

1.1.3 Sílica superficialmente porosa 

As partículas com núcleo fundido (do inglês, Fused Core) são formadas 

por sílica e produzidas em duas etapas. A primeira etapa consiste na 

sinterização da partícula de sílica porosa, em alta temperatura, produzindo um 

núcleo sólido. Na segunda etapa ocorre o revestimento do núcleo por uma 

camada de sílica porosa, sendo subsequentemente funcionalizada. A Figura 7 

apresenta a representação esquemática de uma partícula de sílica 

superficialmente porosa [6]. 

A sílica superficialmente porosa apresenta algumas vantagens como: 

baixa resistência à transferência de massa, permitindo análises rápidas, sem 

gerar altas pressões; estabilidade mecânica; competitividade com partículas 

porosas menores que 2 μm de CLUE, sem a necessidade de utilização de  

equipamentos especiais, e eficiências superiores em relação as partículas 

porosas de mesmo tamanho [6]. 

Empresas como Agilent Technologies (Poroshell), Advanced Materials 

Technology (HaloTM), Supelco (AscentisTM Express) e Phenomenex (KinetexTM 

Core-Shell) têm se dedicado ao desenvolvimento de novas tecnologias para 

produção de suportes de sílica superficialmente porosa com: dimensões de 
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núcleo entre 1,7 até 4,5 µm; camada porosa entre 0,23 até 0,5 µm e tamanho 

de partícula entre 1,7 e 2,7 µm.     

 

 

Figura 7. Representação esquemática de uma partícula de sílica 
superficialmente porosa [6]. 

 

1.1.4 Sílica monolítica 

A sílica monolítica é um leito contínuo de separação constituído de sílica 

porosa [21] no formato de um bastão ou haste cilíndrica, que contém uma 

distribuição de tamanho de poro bimodal, composta por macro (~2 μm) e 

mesoporos (~13 nm) [6,22], como mostra a Figura 8.  

 

 

Figura 8. Corte transversal do bastão cilíndrico de sílica monolítica e sua 
ampliação, mostrando a estrutura com mesoporos e macroporos [6]. 
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As fases monolíticas podem ser descritas como um meio contínuo de 

separação, que possui uma estrutura sólida e altamente porosa, fornecendo 

alta permeabilidade e eficiência na sua aplicação [22]. A alta permeabilidade 

desses materiais permite o uso de vazões de FM elevadas (> 5 mL min-1), sem 

perdas da eficiência de separação e sem aumento da pressão no sistema 

cromatográfico, resultando em separações rápidas, devido à alta taxa de 

transferência de massa. Porém, esta alta permeabilidade diminui a quantidade 

de amostra que pode ser injetada na coluna cromatográfica em análise. A 

eficiência das colunas monolíticas é comparável às colunas recheadas com 

partículas porosas de tamanho 3-5 μm. 

A preparação de cilindros monolíticos poliméricos orgânicos é 

relativamente simples e realizada dentro da própria coluna cromatográfica, 

convencional ou capilar, através da polimerização in situ [10, 22-24]. O preparo 

de monolitos de sílica dá-se pela adição de tetraetoxissilano (TEOS) ou 

tetrametóxissilano (TMOS) a uma solução de agente porogênico (PEO) 

contendo catalisador ácido ou básico. Essa mistura é mantida a 0 ºC, sob 

agitação, e depois transferida para um molde de policarbonato. As condições 

que possibilitam as reações de hidrólise e policondensação são ajustadas. 

Ocorre a formação do sol que sofre policondensação e converte-se em gel 

(Figura 9). O monolito obtido é envelhecido, lavado, seco e encapsulado [25]. 

 

 

 

Figura 9. Reações químicas que ocorrem durante o processo sol-gel [25]. 
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Após a secagem, é realizado o revestimento do monolito pela transferência 

do mesmo para um tubo de PEEK (poli(éter-éter-cetona)), que se ajusta ao 

diâmetro do bastão obtido. A funcionalização do monolito pode ser realizada 

antes ou após o revestimento [6].  

As colunas de sílica monolítica disponíveis no mercado são a 

Chromolith® fabricada pela Merck e a OnyxTM, fabricada pela Phenomenex. 

Ambas aplicam a tecnologia de produção obtida pela Merck. Essas colunas são 

funcionalizadas com grupos alquila octilsilano (C8) e octadecilsilano (C18), com 

diferentes dimensões. 

1.1.5 Suportes de óxidos metálicos 

Alguns óxidos metálicos podem ser utilizados como suporte para CLAE-

FR. Dentre eles se destacam o uso de alumina, titânia e zircônia e, mais 

recentemente, os óxidos de cério e tório, devido à duas características: a 

estabilidade química e a excelente estabilidade térmica desses materiais [6, 26-

29].  

Devido à existência de sítios ácidos de Lewis na superfície dos óxidos 

metálicos, pode-se explorar o mecanismo de separação cromatográfica por 

troca iônica, além do mecanismo de fase reversa, o que propicia o mecanismo 

de retenção em modo misto, ampliando a faixa de seletividade dessas FE. 

A alumina (Al2O3) foi primeiramente empregada em separações em FN 

e, posteriormente, como suporte cromatográfico, sendo modificada por 

recobrimento polimérico para ser utilizada em separações em FR. Apresenta 

elevada estabilidade química em uma extensa faixa de pH (1-12). Seu 

desempenho cromatográfico em fase reversa é inferior quando comparada com 

a sílica [30]. 

A titânia (TiO2) apresenta propriedades e mecanismos de retenção 

similares à sílica, porém maior estabilidade química. Seu caráter anfótero 

poderia ser mais bem explorado, visto que a literatura apresenta poucas 

aplicações utilizando titânia como suporte [6,31]. A ZirChrom® comercializa 

uma coluna de titânia recoberta com polietileno (TiO2-PE), denominada de 

Sachtopore®-RP. Em sua superfície existem os chamados grupos titanóis 

ácidos que, como a sílica, também adsorvem compostos básicos [5]. 



 

12 
 

A zircônia (ZrO2) é o óxido metálico mais estudado e utilizado devido sua 

elevada estabilidade química  (pH 1-14) e térmica (estável até 200 °C), além de 

sua alta resistência mecânica. A coluna zirconizada mais popular disponível 

comercialmente é a ZirChrom®-PBD (zircônia recoberta com polibutadieno) da 

ZirChrom® [32-33]. Como o suporte de titânia, a zircônia também apresenta 

sítios ácidos de Lewis, os chamados zirconóis, que produzem picos 

cromatográficos com elevada assimetria para compostos básicos. 

1.1.6 Suportes de óxidos mistos 

A dificuldade de obtenção das partículas dos óxidos metálicos com as 

propriedades requeridas para um suporte cromatográfico, e a dificuldade de 

modificação química ou a organofuncionalização da sua superfície, devido à 

carência de grupos livres aptos a interagiram para a formação de ligações, 

levou ao desenvolvimento paralelo de óxidos mistos [26,27]. 

Os óxidos mistos são suportes cromatográficos mistos que apresentam 

na sua estrutura sílica e um óxido metálico e, desta forma, combinam as 

propriedades vantajosas desses dois materiais, como a alta área superficial, a 

boa estrutura de poros e a variedade de distribuição de tamanhos de partículas 

da sílica, com a elevada estabilidade química e térmica dos óxidos metálicos 

[34]. Assim, se pode obter materiais cromatográficos baseados em sílica com 

estabilidade química e térmica aumentada.  

O LabCrom (Laboratório de Pesquisas em Cromatografia Líquida do 

Instituto do Química da Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP) vem 

desenvolvendo  diversos estudos nos quais foram preparadas FE baseadas em 

óxidos mistos, que apresentam maior estabilidade química e térmica, podendo-

se destacar FE baseadas em óxidos mistos de sílica e zircônia e de sílica e ti-

tânia recobertas por diferentes polímeros orgânicos, como o polibutadieno 

(PBD), poli(dimetilsiloxano) (PDMS) e poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) [7]. 

Óxidos mistos de sílica com zircônia ou com titânia também foram 

organofuncionalizados quimicamente com C18 e com octadecil com um grupo 

ureia embutido [7,34-38]. Estas novas FE apresentaram excelente estabilidade 

química, superior a FE comerciais e bom desempenho cromatográfico para 

separação de fármacos básicos. Porém, nenhum estudo científico ainda foi 
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descrito empregando suportes de óxidos mistos com recobrimento polimérico 

de poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS), utilizando o  processo de imobilização 

térmica. 

1.2 Fases estacionárias para CLAE-FR 

As FE para utilização em CLAE-FR devem apresentar caráter apolar. 

Uma vez que os óxidos utilizados como suporte apresentam caráter polar, 

devem-se introduzir grupos orgânicos apolares nas suas superfícies. Existem 

várias formas de se obterem camadas orgânicas apolares sobre as superfícies 

dos diferentes óxidos. A mais utilizada comercialmente emprega a 

organofuncionalização dos suportes, dando origem as fases estacionárias 

quimicamente ligadas ou, alternativamente, através do processo de 

recobrimento polimérico com polissiloxanos pré-sintetizados e posterior 

imobilização, dando origem às fases estacionárias imobilizadas.  

 1.2.1 Fases estacionárias quimicamente ligadas 

A modificação da superfície da sílica e dos óxidos metálicos com a 

introdução de uma camada quimicamente ligada ao suporte tem como objetivo 

principal unir, em um só material, as propriedades químicas dos grupos 

orgânicos com a rigidez e a estabilidade térmica e hidrolítica do óxido 

inorgânico [5]. Os procedimentos para a formação de uma camada 

quimicamente ligada sobre a superfície de óxidos utilizam reações de 

esterificação, cloração seguida por reação com reagente de Grignard ou ainda 

com compostos organo-lítio, e a organossilanização, que é a mais comum [39]. 

A organossilanização das fases ligadas ocorre pela reação dos grupos 

silanóis da sílica com reagentes organossilanos, dando origem a FE com 

ligações do tipo siloxano (≡Si-O-Si≡). As colunas recheadas com esse material 

apresentam eficiências altas devido aos rápidos mecanismos de transferência 

de massa [5]. 

A Figura 10 mostra os diferentes tipos de agentes silanos: 

monofuncional, bifuncional ou trifuncional que podem ser empregados no 

processo de organossilanização da FE. Diferenças estruturais do agente silano 

irão produzir FE com diferentes características físicas e cromatográficas, assim 
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como a ausência ou presença de água. Utilizando-se silanos mono, bi ou 

trifuncionais na ausência de água tem-se as fases monoméricas e silanos bi ou 

trifuncionais na presença de água geram reações cruzadas que levam à 

polimerização vertical do modificador e, consequentemente, as fases 

estacionárias poliméricas [5,39]. 

 

 
  

Silano monofuncional Silano bifuncional Silano trifuncional 

Figura 10. Agentes silanos empregados na organossilanização de fases 
estacionárias. R = normalmente CH3, R’ = comumente C8 ou C18, X = grupos 
metóxi ou etóxi ou cloro [7]. 
 

O desempenho cromatográfico das colunas recheadas com fases 

monoméricas apresentam eficiências mais altas, devido à cinética favorável 

envolvendo a rápida difusão dentro e fora da camada fina da FE. No entanto, o 

principal inconveniente desse tipo de FE é a elevada quantidade de silanóis 

residuais (mais de 50 % dos grupos silanóis da sílica permanecem sem 

reagirem), o que pode ser explicado pelo impedimento estérico ocasionado 

pelos agentes silanos volumosos empregados na reação. Esses silanóis 

residuais não disponíveis para a reação com os agentes silanos acabam torna-

se suficientemente acessíveis para interagirem com os compostos durante a 

separação cromatográfica, resultando em aumento da retenção e do 

alargamento de pico de compostos básicos [40]. 

Estas reações de funcionalização podem ser realizadas empregando 

sílica nua ou óxidos mistos [7]. 

1.2.2 Estratégias de preparo de fases estacionárias 

Na tentativa de contornar o problema dos silanóis residuais e também 

melhorar a estabilidade das FE à base de sílica frente a fases móveis 

agressivas, novas estratégias têm sido empregadas no preparo das FE 

modernas, com destaque para as reações de capeamento, as fases 
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estacionárias estericamente protegidas e as fases estacionárias bidentadas 

[6,41]. 

1.2.2.1 Reação de capeamento 

Uma maneira interessante de aumentar a estabilidade química das FE 

em FM alcalinas e, consequentemente, melhorar a simetria do pico 

cromatográfico de compostos básicos, pela redução dos silanóis residuais ou 

outros hidróxidos é através da reação de capeamento. O capeamento consiste 

em uma reação de silanização com um ou mais reagentes organossilanos de 

tamanho reduzido, geralmente trimetilclorossilano (TMCS) e/ou 

hexametildissilazano (HMDS), que aumentam o recobrimento do suporte 

cromatográfico e a sua hidrofobicidade [42] (Figura 11), uma vez que estes 

grupos tendem a “ocupar os espaços” (grupos –OH) que não reagiram na 

organossilanização. 

 

 

Figura 11. Reação de capeamento entre os grupos silanóis residuais e os 
reagentes trimetilclorossilano (TMCS) e/ou hexametildissilazano (HMDS). 

 

1.2.2.2 Fases estacionárias com polimerização vertical 

Estas FE (Figura 12b) são obtidas pela reação de agente silano bi ou 

trifuncional na presença de traços de água. Apesar da maior estabilidade 

hidrolítica desta fase, a dificuldade em controlar a reação de entrecruzamento e 
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a espessura da camada resultante torna o processo pouco reprodutível, sendo 

raramente formada uma camada uniforme [43-46]. 

1.2.2.3 Fases estacionárias com polimerização horizontal 

O método de preparo deste tipo de FE utiliza monocamadas auto-

organizadas de silanos trifuncionais de cadeias longas (C18) e curtas (C1) que 

são ligadas sobre as partículas de sílica, Figura 12c, melhorando a estabilidade 

hidrolítica das fases com substancial redução do acesso aos silanóis residuais. 

Além disso, o processo de obtenção destas fases é altamente reprodutível [47]. 

1.2.2.4 Fases estacionárias estericamente protegidas 

As FE estericamente protegidas são obtidas pela reação de um reagente 

organossilano contendo o grupo principal (C8 ou C18) na cadeia lateral e dois 

grupos alquilas volumosos (isopropil ou terc-butil) que restringem o acesso de 

solutos básicos aos grupos silanóis residuais, também protegendo a ligação 

siloxano e evitando a quebra entre a fase ligada e o suporte quando são 

empregadas fases móveis ácidas, como pode ser visualizado na Figura 12d 

[48,49]. 

1.2.2.5 Fases estacionárias com grupos polares embutidos 

As FE com grupo polar embutido possuem um grupo polar inserido na 

cadeia alquila geralmente após o terceiro grupo metileno ligado ao átomo de 

silício do organossilano, Figura 12e [6]. Os grupos polares empregados nestas 

FE apresentam normalmente átomos de oxigênio e nitrogênio, capazes de 

estabelecer ligações de hidrogênio, como os grupos carbamato, amida, amina, 

uréia e éter, deixando estas FE com um caráter mais “básico”.  

As FE com grupo polar embutido apresentam algumas vantagens como 

boa repetibilidade e a estabilidade para análises com grande quantidade de 

água na FM. Contudo, a repetibilidade no parâmetro retenção é inferior para 

compostos ácidos, básicos e polares quando comparado às colunas 

convencionais de fase quimicamente ligada [50] (Figura 12e).  

A Figura 12 mostra as estruturas esquemáticas das FE citadas 

anteriormente. 
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Figura 12. Estruturas esquemáticas de algumas FE: (a) monomérica, (b) 
polimérica vertical, (c) polimérica horizontal, (d) monomérica estericamente 
protegida, (e) grupo polar embutido (amida) e (f) bidentada. Todas as FE 
apresentam grupos C18, com exceção da fase bidentada. Adaptada da 
referência [41]. 
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1.2.2.6 Fases estacionárias bidentadas 

As FE bidentadas são preparadas a partir de silanos bifuncionais, 

formados por dois átomos de silício ligados entre si por um grupo etil ou propil, 

Figura 12f, que proporcionam maior restrição de acesso aos silanóis residuais 

e maior estabilidade química quando empregadas fases móveis com pH 

superior a 8 [51]. 

1.2.2.7 Fases estacionárias com polímeros sorvidos e 

imobilizados 

Uma das estratégias de preparo de FE que vem sendo empregada de 

forma interessante há mais de 20 anos é a que utiliza a imobilização de 

polímeros orgânicos pré-sintetizados sobre partículas de sílica e sílica 

metalizada (zirconizada e titanizada). 

As FE obtidas a partir de polímeros sorvidos e imobilizados apresentam 

algumas vantagens quando comparadas com as FE quimicamente ligadas, 

como melhor proteção dos silanóis residuais (sílica) ou dos ácidos de Lewis 

(zircônia ou titânia), o que minimiza as interações por troca iônica, do suporte 

cromatográfico contra o ataque de FM alcalinas; fácil preparação e a 

possibilidade de maior seletividade da FE pela escolha do polímero apropriado 

[4,7,27]. 

O processo de recobrimento polimérico mais empregado consiste na 

adsorção física de um polímero pré-sintetizado, com composição química bem 

definida, sobre o suporte cromatográfico [27,52-54]. Outra possibilidade é a 

utilização de polimerização in situ de uma solução de monômeros ou 

oligômeros iniciada ou propagada na superfície do suporte [55,56], porém a 

adsorção física oferece maior reprodutibilidade no preparo das FE [49]. 

A superfície do suporte tem grande influência na sorção dos polímeros. 

Os grupos reativos superficiais agem como pontos de ancoramento, nos quais 

os polímeros podem se ligar por meio de ligações covalentes [57-59] ou 

interagirem mais fracamente [60-63].  

A preparação das FE com polímeros imobilizados é uma etapa crítica e 

contempla a obtenção de materiais com as seguintes propriedades [7,64]: 
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 (1) Um filme fino que não bloqueie a entrada dos poros para manter a 

estrutura geral e a conectividade e resultar em rápida transferência de massa 

nos poros e no filme polimérico. 

(2) Uma camada polimérica uniforme para recobrir completamente os 

sítios não específicos de interações indesejáveis e, se possível, impermeável 

aos outros solutos a serem separados. 

O polímero sorvido (Figura 13) pode formar um filme fino na superfície 

da sílica (Figura 13a) ou preencher o volume do poro (Figura 13b) ou ainda é 

possível haver uma combinação destas duas possibilidades. Nos dois casos as 

cadeias poliméricas podem apenas recobrir (por mecanismo de sorção) as 

paredes dos poros sem entrecruzamento e sem ligar à superfície (representado 

no lado esquerdo da Figura 13a e 13b), ou pode formar uma camada 

densamente entrecruzada sem ligação química com a superfície dos poros 

(parte central) ou então pode se ligar quimicamente às paredes dos poros 

(representado no lado direito da Figura 13a e 13b) [7,64]. Porém, se a sorção 

do polímero ao suporte for governada por forças de interação fraca, ele poderá 

ser facilmente removido durante a passagem da FM. Faz-se necessário, 

portanto, uma etapa de imobilização posterior à sorção para melhor 

“ancoramento” do polímero ao suporte, dando uma maior estabilidade à FE 

[7,64]. 

 
Figura 13. Tipos de deposição polimérica nos poros do suporte cromatográfico, 
recobrimento das paredes dos poros (a) ou preenchimento do volume dos 
poros (b)[7]. 
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O processo de imobilização do polímero na estrutura do suporte pode 

ser realizado de várias formas: auto-imobilização [65], tratamento térmico 

[61,65], radiação gama [66] e radiação micro-onda [60,67-69]. 

O presente trabalho estudará a utilização de três das alternativas descritas 

anteriormente para aumentar a estabilidade química das fases estacionárias e 

reduzir as interações indesejáveis entre alguns analitos e os sítios ativos da 

superfície da sílica:  

 Modificação dos suportes de sílica comercial Kromasil (5 µm) com 

tetrabutóxido de zircônio (IV) ou tetrabutóxido de titânio (IV). 

  Preparo de fases estacionárias a partir da sorção e imobilização por 

tratamento térmico de um polímero pré-sintetizado sobre as partículas 

dos suportes metalizados e de sílica nua comercial: 

poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS). 

 Capeamento das FE após sorção e imobilização do polímero. 

 

O polímero utilizado para produção das FE, poli(metiloctadecilsiloxano) 

(PMODS), é um polissiloxano de cadeia alquila. A estrutura molecular do 

PMODS está representada na Figura 14. Sua escolha está baseada na ampla 

aplicabilidade das FE tipo C18 quimicamente ligadas em CLAE-FR. 

 

 

Figura 14. Fórmula estrutural do poli(metiloctadecilsiloxano). A letra m 
representa o número de unidades do monômero. 
 



 

21 
 

1.3 Avaliação das colunas cromatográficas 

As colunas cromatográficas produzidas serão avaliadas através da 

análise de parâmetros cromatográficos obtidos a partir de informações 

extraídas dos cromatogramas obtidos por CLAE-FR e por cromatografia com 

fluido supercrítico (CFS). 

A Figura 15 apresenta um cromatograma típico obtido na separação de 

uma mistura de dois componentes [2]. 
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Figura 15. Cromatograma com as medidas empregadas na determinação dos 
parâmetros cromatográficos [2]. 
 
 

Tempo de retenção do soluto (tR) é o tempo gasto desde o momento 

da injeção do soluto até a detecção do máximo do pico correspondente. 

Tempo de retenção de um composto não retido pela fase 

estacionária ou tempo de retardamento da fase móvel (tM) é o tempo gasto 

por um composto não retido pela fase estacionária para percorrer o sistema 

cromatográfico desde a injeção até a chegada no detector. 

Tempo de retenção ajustado (t’R) é o tempo em que o soluto fica retido 

na fase estacionária, sendo calculado por: 
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Fator de retenção (k) é calculado pela razão entre os tempos em que o 

soluto fica retido na fase estacionária e caminhando junto com a fase móvel, 

sendo determinado pela Equação: 

M

R

M

MR

t

´t

t

tt
k 


       

Valores de k ideais variam de 1,0 a 10,0. Valores menores que 1,0 

indicam pouca interação entre o soluto e a fase estacionária, enquanto valores 

maiores de 10 indicam interação muito forte com a fase estacionária, 

resultando em análises demoradas. 

Resolução entre picos (RS) é o parâmetro que indica se ocorreu ou não 

uma boa separação entre dois picos adjacentes e pode ser calculada pela 

Equação:. 
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onde: tR1 e tR2 = tempos de retenção de dois picos adjacentes envolvidos no 

cálculo; 

wb1 e wb2 = largura dos picos na base, em unidades de tempo; 

wh1 e wh2 = largura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo. 

Valores de RS iguais a 1,00 são suficientes para fins qualitativos, 

enquanto valores de Rs acima de 1,50 indicam separação dos compostos na 

linha de base. 

Número de pratos (N) é o parâmetro relacionado à eficiência 

cromatográfica. Um prato equivale a uma etapa de equilíbrio do soluto entre a 

fase estacionária e a fase móvel. Quanto maior o número de pratos, mais 

equilíbrios existirão, maior será a eficiência e, portanto, melhor a separação. Na 

prática, o número de pratos é uma medida do alargamento do pico que ocorre 

quando o analito passa através do sistema cromatográfico e pode ser calculado 

pela Equação: 
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Colunas cromatográficas com diferentes tamanhos podem ser 

comparadas quando se expressa a eficiência em pratos por metro (N/m). 
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L

N
mN /       

onde: L = comprimento da coluna, em metros. 

 

Altura de prato (H): 

A avaliação comparativa entre colunas também pode ser feita usando a 

medida da altura de prato (H): 

N

L
H   

 

Qualitativamente, a eficiência pode ser avaliada pelo formato do pico 

cromatográfico. Quanto mais estreito for o pico, maior é a eficiência da coluna 

na separação do soluto a que o pico se refere. 

   

A eficiência de uma coluna também pode ser expressa por meio da 

equação de van Deemter, em função da altura de prato (H): 




C
B

AH       

onde:  = velocidade linear da fase móvel, obtida pela Equação: 

Mt

L
       

O termo A, da Equação de van Deemter, é a difusão turbilhonar 

responsável pelo alargamento dos picos devido aos diferentes caminhos 

percorridos pelas moléculas do soluto no interior da coluna cromatográfica. 

Uma forma de minimizar este efeito é utilizar colunas de diâmetro interno 

reduzido e partículas pequenas e uniformes. 

O termo B, da Equação de van Deemter, é a difusão longitudinal 

relacionado com a difusão molecular do soluto na FM. Pode ser minimizado 

empregando-se maiores velocidades lineares de fase móvel. 

O termo C, da Equação de van Deemter, equivale à transferência de 

massa e corresponde ao alargamento da banda devido à dificuldade de 

transferência de massa do soluto entre a FM e a FE. O termo C está 

subdividido em CM e CS, sendo CM a transferência de massa na FM e CS, a 
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transferência de massa na FE. Para minimizar o termo C, o ideal é que a 

espessura da fase estacionária que recobre o suporte seja a menor possível. 

A Figura 16 mostra o gráfico de H vs   (formato de uma curva), que é 

conhecida como curva de van Deemter [2]. A curva de van Deemter mostra que 

existe uma vazão ótima, que está diretamente relacionada com a velocidade 

linear ótima (ótima), na qual H terá um valor mínimo e corresponde ao valor 

máximo de eficiência da coluna. Na prática, esta é a maneira de selecionar a 

vazão ótima de uma corrida cromatográfica. 

 

H = A + B/ + C

C

A
B/
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ótima

Hmínimo

H
 (

m
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Figura 16. Curva de van Deemter hipotética mostrando a relação entre 
eficiência e velocidade linear média da fase móvel. 
 

A expressão para o cálculo de número de pratos, ou seja, a eficiência, é 

somente válida para picos simétricos. Para picos assimétricos, deve-se calcular 

o fator de assimetria (As) do pico a 10 % de sua altura (As10) ou seu fator de 

alargamento (TF) a 5 % da sua altura. 

          Fator de assimetria do pico a 10 % da sua altura (As10) e fator de 
alargamento a 5 % da sua altura (TF): 
 

É uma medida da proporção entre as duas partes de um pico 

cromatográfico no sentido horizontal a 10 % da sua altura no caso do fator de 

assimetria e a 5% da sua altura no caso do fator de alargamento. A literatura  

indica que As10 deve ter valores de 0,9 a 1,2 [2,3], sendo que valores entre 0,8 

e 1,6 são admitidos, porém menos desejáveis. Para TF o valor o deve ser < 2 

[70]. Os mesmos valores também se aplicam para TF. A Figura 17 apresenta a 

forma como é feito o cálculo do fator de assimetria do pico [2]. 

 



 

25 
 

tempo

10 % da altura do 
pico

10 % da altura do 
pico

A C B

AC
CBAs 

tempotempo

10 % da altura do 
pico

10 % da altura do 
pico

10 % da altura do 
pico

10 % da altura do 
pico

A C BA C B

AC
CBAs 

 

Figura 17. Cálculo do fator de assimetria. 
 

A Figura 18 apresenta a forma como é feito o cálculo do fator de 

alargamento (TF): 

 
Figura 18. Cálculo do fator de do fator de alargamento (TF). 

 

1.4  Cromatografia com fluido supercrítico  

A cromatografia com fluido supercrítico (CFS) é uma técnica de 

separação intermediária entre a cromatografia à gás (CG) e a cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) [71] e utiliza como fase móvel um fluido 

supercrítico. 

Quando um composto é confinado em um espaço determinado, gás e 

líquido estão em equilíbrio entre si. Aquecendo-se o sistema, as propriedades 

intrínsecas de ambos convergem para um mesmo ponto até serem idênticas 

(por exemplo, densidade, viscosidade, índice de refração, condutividade 

térmica, etc.). Este ponto é denominado ponto crítico, e nele acaba-se a 

R
e

s
p

o
s
ta

 d
o

 d
e

te
c
to

r 



 

26 
 

interface gás/líquido, pois a partir deste ponto encontra-se uma única fase 

supercrítica. Fluido supercrítico é, portanto toda substância que se encontra em 

condições de pressão e temperatura superiores aos seus parâmetros críticos 

[72]. Essa região pode ser visualizada no diagrama de fases (Figura 19) [73]. 

Sob o ponto de vista cromatográfico, as propriedades físico-químicas de 

um fluido supercrítico são intermediárias àquelas dos gases ou dos líquidos e, 

muitas vezes, se aproximam às melhores características de cada fase como o 

alto poder de solvatação de um líquido e a baixa viscosidade de um gás. Além 

disso, a densidade de um fluido supercrítico é maior que a dos gases (100-

1000 vezes) e muito próxima a dos líquidos [72] o que torna extremamente 

interessante para ser utilizado como FM (Tabela 1). A baixa viscosidade 

melhora os processos de transferência de massa e a alta difusibilidade e 

densidade permitem melhor interação molecular com os analitos [74], processo 

similar ao obtido com a cromatografia líquida com o uso de altas temperaturas 

[8], mas sem o risco de degradação térmica dos analitos quando se utiliza CO2 

como FM [75] (Tabela 2).  

 

Tabela 1. Propriedades físicas de gás, líquido e fluido supercrítico [72]. 

Propriedade Unidade Gás Líquido Fluido supercrítico 

Densidade (ρ)  g/mL 10-4/10-3 1 0,2/0,9 

Difusibilidade (D) cm2/s 10-2/l  < 10-5 10-4/10-3 

Viscosidade (η) g/cm .s 10-4 10-2 10-4/10-3 

 

 

Tabela 2. Parâmetros físico-químicos de alguns fluidos supercriticos. 

Fluido Tc (oC) Pc (atm) ρc (g/mL) 

Dióxido de carbono (CO2) 31,3 72,9 0,47 

Óxido nitroso (N2O) 36,5 71,7 0,45 

n-Pentano (C5H12) 196,6 33,3 0,23 

Metanol (CH3OH) 240,5 78,9 0,27 

Isopropanol (C3H7OH) 235,3 47,0 0,27 

Tc: Temperatura crítica; Pc: pressão crítica e ρc: densidade crítica. 
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Figura 19. Diagrama pressão versus temperatura e os equilíbrios entre os 
estados sólido, líquido e gasoso. Definição de região supercrítica para o CO2; 
Tc: temperatura crítica; Pc: pressão crítica. Pc = 73,8 bar. Temperatura crítica = 
304 K (31 oC) e densidade crítica (dc = 0,467 g/mL) [73]. 
 

1.4.1 Fases móveis  

O dióxido de carbono (CO2) é a substância mais utilizada como FM, em 

CFS, uma vez que suas propriedades físico químicas de fluido supercrítico são 

brandas (Tc e Pc). Além disso, trata-se de um solvente não tóxico e de 

natureza química não agressiva [76], podendo ser utilizado em uma mistura 

com modificadores orgânicos como metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, 

acetonitrila, tetraidrofurano e n-hexano [77,78], com ou sem o uso de outros de 

aditivos (ácidos ou bases orgânicos) [79,80], o que não restringe suas 

aplicações somente a separações em fase normal (FN). O CO2 pode ser 

empregado com colunas cromatográficas contendo FE de polaridade variada. A 

característica não polar do CO2 permite a solubilização de compostos com 

características mais hidrofóbicas e a utilização de colunas tipo alquila de fase 

ligada, as mesmas utilizadas em CLAE-FR. A separação de compostos mais 

polares, como, produtos farmacêuticos, utilizando FE de caráter mais polar, é 

uma alternativa à cromatografia líquida por interação hidrofílica (HILIC) [81], 

como demonstrado por Sandra e colaboradores [82] ao analisarem bases 

nitrogenadas utilizando FE a base de sílica.  

As condições críticas de análise dependem da composição da FM e da 

natureza do modificador orgânico utilizado. Esses valores normalmente são 
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aumentados e devem ser adaptados para manter a miscibilidade entre CO2 e o 

modificador para evitar separação da FM em duas fases distintas, uma gasosa 

e a outra líquida [79,83]. Nesse caso, uma alternativa interessante é utilizar 

temperatura inferior à temperatura crítica, o que caracteriza a utilização de 

condições subcríticas. No estado subcrítico o fluído apresenta 

compressibilidade reduzida, o que limita a variação de sua densidade entre a 

entrada e a saída da coluna, devido à queda de pressão, o que determina 

menor variação de eficiência na coluna cromatográfica. Por outro lado, 

nenhuma separação de fases foi relatada em condições subcríticas em 

temperatura mais baixa que a crítica, qualquer que seja a percentagem de 

modificador utilizado [79]. 

Quando se trabalha com colunas recheadas em condições subcríticas, a 

volatilidade dos compostos a serem separados não tem influência na retenção 

e, como ocorre em CLAE, a retenção é influenciada pela porcentagem do 

modificador [71,84]. No entanto, é necessário manter a pressão de saída do 

sistema (outlet pressure) elevada e controlar a temperatura e a pressão já que 

estes parâmetros alteram a retenção cromatográfica.  

Nesse contexto, a CFS apresenta comportamento de separação 

intermediário entre CG e CLAE, como se fosse uma ponte entre essas técnicas 

(Figura 20) [85].  

 

 

Figura 20. Descrição esquemática dos três principais tipos de cromatografia: 
CG, CLAE e CFS e suas variações. Adaptada da referência 80. 
 



 

29 
 

1.4.2 Fases estacionárias 

A CFS vem se beneficiando substancialmente de inovações na 

concepção de colunas para CLAE, mesmo que as condições de separação 

utilizadas sejam geralmente diferentes. A composição da fase móvel e a 

escolha adequada das FE desempenham papel fundamental na seletividade 

cromatográfica. Nesse sentido, a utilização crescente de colunas recheadas 

com FE desenvolvidas para CLAE vem resultando numa gama mais ampla e 

de intensidade variada de interações intermoleculares com os analitos [86].   

Devido ao elevado poder de eluição das FM supercríticas baseadas em 

dióxido de carbono e modificadores, a vazão utilizada pode ser entre 3 a 5 

mL/min e o alto coeficiente de difusão dos compostos nessa FM permite o uso 

de colunas cromatográficas recheadas mais longas (250 x 4,6 mm) com 

tamanho de partícula de 5 µm. Por outro lado, colunas recheadas com 

partículas menores (2 – 3 µm) ou com particulas superficialmente porosoas 

também podem ser utilizadas [87]. 

1.4.3 Instrumentação 

1.4.3.1 Sistema de bombeamento e pressurização 

Os cromatógrafos com fluido supercrítico (Figura 21) [88] operam em 

condições de pressão elevada e, por isso, existe a necessidade de um maior 

cuidado sobre o sistema de bombeamento e pressurização. O sistema ideal 

para CFS deve ser capaz de suportar altas pressões, apresentar rápida 

resposta aos comandos de alteração da pressão e manter-se a níveis 

constantes com baixas flutuações no bombeamento do eluente [89]. 

Os sistemas de bombeamento mais utilizados são do tipo pistão 

(recíproco) ou do tipo seringa.  O sistema de bombeamento tipo pistão é uma 

bomba típica de CLAE que opera com dois pistões que comprimem o solvente 

utilizado como modificador. Se esse sistema for utilizado para bombear o gás é 

necessário refrigerar a bomba. O sistema de bombeamento por seringa 

funciona como um pistão único, com aproximadamente 20 mL e é mais 

indicada para o uso em CFS, pois apresenta vazão mais estável e rápida 
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resposta a programação e permite a utilização de gases como fluido 

supercrítico desde que mantidos sob-refrigeração [89]. 

 

 

Figura 21. Diagrama de um cromatógrafo com fluido supercrítico que utiliza 

colunas recheadas. Adaptada da referência 88. 

 

1.4.3.2 Sistema de injeção 

As válulas de amostragem utilizadas em CFS com colunas recheadas 

são as mesmas utilizadas em CLAE, sendo empregada a válvula de seis portas 

ou canais [2]. Este injetor apresenta alto desempenho em pressões elevadas e 

boa reprodutibilidade de amostragem. Para colunas recheadas de 250 x 4,6 

mm, o volume de injeção pode ser em torno de 20 µL, dependendo da 

concentração empregada. 

1.4.3.3 Sistema de aquecimento e controle de temperatura 

O controle da temperatura em CFS é muito importante, pois a variação 

da temperatura acarreta variação da densidade do fluido e, consequentemente, 

influencia na partição, na volatilização dos analitos e na seletividade, 

especialmente na região próxima ao ponto crítico. Os fornos utilizados atingem 

temperaturas de até 300 oC e a seleção de temperatura depende do tipo de 
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fluido utilizado (Tabela 2). Na região próxima ao ponto crítico, o controle da 

temperatura deve ser o melhor possível para manter a densidade do fluido 

constante.  

1.4.3.4 Sistemas de detecção  

Ao contrário da CG, na qual o tipo de detector é dependente da FM 

utilizada, na CFS a FM, que apresenta um comportamento intermediário entre 

líquido e gás permite que os sistemas de detecção sejam mais versáteis e, e 

dessa forma, os detectores utilizados nesses dois modos de separação podem, 

a princípio, serem utilizados. Isto constitui em mais uma vantagem, ampliando 

a aplicabilidade da CFS para análise de compostos termicamente instáveis 

e/ou de elevada massa molar.  

Detectores utilizados com FM gasosa como o detector de ionização em 

chama (DIC), foram inicialmente empregados aproveitando a instrumentação 

desenvolvida para CG [74], porém sua utilização caiu em desuso, uma vez que 

não podem ser usados quando são adicionados modificadores orgânicos ou 

aditivos à FM. 

 Os detectores de ultravioleta-visível de comprimento de onda variável 

(UV-Vis) ou por arranjo de diodos (DAD) utilizado em CLAE com FM líquida 

são os mais utilizados, porém seu uso requer o emprego de células de 

detecção resistentes à alta pressão nos quais a FM é mantida sob pressão, 

mas é refrigerada para se tornar um líquido antes da detecção [74,90]. 

Para a detecção de compostos com baixa absortividade na faixa do UV-

Vis, uma alternativa bastante interessante é a utilização dos detectores de 

espalhamento de luz [91-93] e de índice de refração [94].  

Mais recentemente, o detector por espectrometria de massas (EM) vem 

sendo acoplado aos cromatógrafos com fluido supercrítico, como descritos em 

várias publicações [80], dentre as quais se destacam as aplicações para 

caracterização de fármacos, principalmente devido à possibilidade de 

identificação e confirmação estrutural dos compostos separados [95]. Os 

sistemas de ionização inicialmente utilizados foram análogos a CG, impacto de 

elétrons ou ionização química, sendo posteriormente adaptados para utilização 

dos sistemas de ionização empregados em CLAE, ionização por eletrospray ou 
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ionização química à pressão atmosférica (do inglês, atmospheric pressure 

chemical ionization, APCI). 

1.4.4 Aplicações em CFS 

Atualmente, a CFS pode ser considerada como uma poderosa 

ferramenta de separação de analitos incluindo compostos apolares, polares e 

ionizáveis [96]. A possibilidade de utilização de colunas recheadas de CLAE 

permite a separação de compostos quirais por CFS, sendo que a maioria é 

aplicada à separação de fármacos [97]. 

A crescente aplicação da CFS na separação de fármacos básicos (pKa 

entre 7-10) deve-se ao fato de que alguns problemas relativos ao aparecimento 

de picos assimétricos e desempenho e separação cromatográfica não 

satisfatória (picos com cauda frontal, divididos e com ombro), além de retenção 

elevada em fases estacionárias mais polares devido a ocorrência de interações 

iônicas entre silanóis residuais foram resolvidos com o procedimento de 

capeamento das FE [96].  

Por outro lado, a elevada assimetria de compostos básicos pode ser 

explicada devido à reatividade do CO2, uma vez que reage com grupos aminos 

frequentemente encontrados em fármacos, principalmente fármacos com 

grupos aminas primárias, ocorrendo à formação de ácido carbâmico. Esse 

problema foi superado com a utilização de metanol como modificador orgânico, 

uma vez que a adição desse modificador leva a formação de ácido 

metilcarbônico [98,99] que atua como “protetor” dos grupos amino dos 

fármacos básicos [96]. 

A separação de compostos polares pode ser utilizada quando se aplica o 

modo gradiente com aumento do modificador polar entre 5 até 50 % em 

mistura com CO2. Podem ser separados aminoácidos, sacarídeos, xantinas, 

triglicerídeos, vitaminas hidrofóbicas e purinas [87] e o uso de outros aditivos 

adicionados ao modificador (água, acetato de amônio, isopropilamina, ácido 

acético ou ácido trifluoroacético) permite a separação de proteínas e peptídeos 

[87]. 

Para a separação de compostos básicos, a adição de aditivos como 

ácido trifluoroacético, ácido fórmico ou isopropilamina, geralmente melhora a 
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simetria de pico [87, 98, 99]. Estes aditivos também podem ser utilizados na 

separação de compostos quirais, enquanto ácido etanolsulfônico pode ser 

empregado na separação de compostos ácidos [87]. 

O uso de fases estacionárias tipo alquila, principalmente ODS 

(octadecil), quimicamente ligada, permite a separação de compostos que 

diferem pela presença de grupos metil e metileno, possibilitando a separação 

de gliceróis, esqualano, ceramidas, clorofilas, carotenóides e esteróides de 

cadeias carbônicas de séries homólogas [87]. 

1.4.5 Caracterização de FE utilizando CFS 

  1.4.5.1 Teste dos Carotenóides 

O uso da CFS para caracterização de FE e classificação de colunas 

cromatográficas é uma ferramenta muito interessante e pode ser aplicada para 

FE de diferentes polaridades. 

Em 1993, Lesellier et al. [100] desenvolveram um teste baseado na 

retenção de carotenóides, utilizando FM supercrítica não aquosa. A utilização 

de FM sem a adição de água produz separações com alta eficiência. As 

principais vantagens desse experimento são [41]: 

(i) Melhor caracterização da seletividade estérica, baseada na separacão 

de isômeros conformacionais (cis e trans-carotenos); 

(ii) Interações silanofílicas mais intensas (devido à ausência de água na 

FM); 

(iii) Rápido estabelecimento do equilíbrio entre FM e FE, resultando em 

análises cromatográficas mais rápidas. 

Além das vantagens listadas acima, a utilização do teste de carotenóides 

permite classificar FE que apresentam leve diferença entre os parâmetros 

cromatográficos analisados, sem perder a propriedade de diferenciar FE 

mesmo quando há um grande número de colunas sendo caracterizadas. Essa 

propriedade é particularmente interessante quando análises quimiométricas 

exploratórias de dados como Análise de Agrupamentos (hierarchical cluster 



 

34 
 

analysis) e Análise de Componentes Principais (Principal Component Analysis) 

são utilizadas [41]. 

O Teste de Carotenóides, desenvolvido por Lesellier et al. [100], utiliza 

como solutos os carotenóides: 13-cis-β-caroteno, trans-β-caroteno e 

zeaxantina (Figura 22),  a separação cromatográfica com fluído supercrítico, 

CO2: metanol, 85:15 (v/v), a 3 mL min-1, temperatura de 25 oC, detecção a 440 

nm e pressão de 15 MPa.  As propriedades cromatográficas obtidas são 

[101,102]: 

 Atividade silanofílica (αβ-trans/zea): a presença de dois grupos hidroxilas na 

molécula da zeaxantina nas extremidades cíclicas da molécula permite 

que sua retenção seja utilizada como um parâmetro para avaliar a 

atividade silanofílica, uma vez que a presença de silanóis residuais 

influencia a retenção desse soluto em comparação a retenção do 

composto trans-β-caroteno. 

 Fator de separação estérica (αcis/trans): As diferentes conformações dos 

carotenos cis e trans são utilizadas para determinar o fator de separação 

estérica das FE, uma vez que esses compostos têm hidrofobicidade 

semelhante, porém, os carotenos em conformação cis têm conformação 

angular e os isômeros trans apresentam conformação linear. 

 Hidrofobicidade (kβ-caroteno): a hidrofobicidade das FE pode ser 

determinada pelo fator de retenção do soluto trans-β-caroteno, que 

apresenta conformação linear e várias duplas ligações conjugadas, o 

que reflete a densidade da cobertura polimérica das FE. 

A Figura 23 mostra um exemplo de cromatograma do teste de 

carotenóides obtido para uma FE tipo octadecil com fator de separação 

estérica (αcis/trans) de 1,05 e atividade silanofílica (αβ-trans/zea) de 4,9. Esses 

valores são característicos para FE do tipo monoméricas, nas quais a 

zeaxantina elui antes do trans-β-caroteno e apresenta baixo fator de 

seletividade estérica. 
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Figura 22. Estruturas dos solutos utilizados no Teste de Carotenóides: (a) 13-
cis-β-caroteno, (b) trans-β-caroteno; (c) zeaxantina. Adaptada da referência 
101. 

 

 

Figura 23. Cromatograma do teste de carotenóides obtido para uma FE ODS 
com fator de separação estérica (αcis/trans) de 1,05 e atividade silanofílica (αβ-

trans/zea) de 4,9. Adaptada da referência 102. 
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1.4.5.2 Modelo dos Parâmetros de Solvatação 

O método da relação quantitativa entre estrutura e retenção (do inglês, 

quantitative structure-retention relationship, QSRR) é o mais utilizado para 

caracterização de FE por CFS.  Para obter informações de caracterização a 

partir desse método é necessário um conjunto suficientemente grande de 

solutos e com propriedades físico-químicas adequadas que descrevam as 

propriedades a serem investigadas. 

Dentre os QSRR que utilizam os descritores de Abraham et al. [103], o 

modelo dos parâmetros de solvatação é o que merece maior destaque 

[104,105]. Nesse modelo, a retenção de um grupo específico de solutos pode 

ser descrita pela equação: 

log k = c + eE + sS + aA + bB + vV   

Nessa equação, as letras maiúsculas representam os descritores dos 

solutos, relacionados às propriedades de interação específicas, enquanto as 

letras minúsculas representam as constantes do sistema cromatográfico, 

relacionadas aos efeitos complementares entre as fases, nas quais ocorrem 

essa interação. O termo c é o intercepto do modelo, o qual descreve a razão 

entre os volumes de fase (FM e FE). Segundo a equação do modelo, E é o 

excesso de refração molar (calculado pelo índice refrativo da molécula) e 

relacionado às contribuições dos modelos de polarizabilidade de elétrons n e π, 

S é a polarizabilidade/dipolarizabilidade, A e B são a acidez ou basicidade, 

respectivamente, relacionadas à capacidade de realizar ligações de hidrogênio, 

V é o volume característico de McGowan em cm3 mol-1/100 (Figura 24a). As 

constantes do sistema (e, s, a, b e v), obtidas através da aplicação de uma 

regressão multilinear dos fatores de retenção dos solutos para os quais os 

descritores são conhecidos, refletem a magnitude da diferença dessa 

propriedade estudada entre fase estacionária e fase móvel. A interpretação do 

sinal agregado aos coeficientes permite inferir se essa interação é mais intensa 

com a FM, se esse coeficiente for negativo, ou mais intensa com a FE, se esse 

coeficiente for positivo. Quanto maior seu valor, mais forte é a interação e, 

consequentemente, reflete a seletividade relativa do sistema para a referida 

interação molecular estudada [106,107]. Dessa forma, pode-se derivar a 
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equação que descreve o modelo dos parâmetros de solvatação, em termos do 

fator de separação, sendo a equação descrita por: 

log α = eE + sS + aA + bB + vV   

Nessa equação,  α é o fator de separação entre dois solutos e X, onde 

X se refere a E, S, A, B e V e representa a diferença em relação ao descritor X 

entre os solutos. Consequentemente, os coeficientes e, s, a, b e v refletem não 

somente as propriedades de retenção do sistema cromatográfico, mas também 

a seletividade frente a uma interação molecular específica. 

 

 

 

Figura 24. (a) Modelo dos parâmetros de solvatação: interações relacionadas a 
cada descritor (entre FE e soluto). Adaptada da referência 106; (b) diagrama do 
“tipo aranha” para o espaço de cinco dimensões representando os coeficientes 
e, s, a, b e v para FE utilizadas em CLAE do tipo alquila, fenil (RPH), fluorada 
(FD) e com grupo polar (PE). Adaptada da referência 108. 
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A possibilidade do uso do modelo dos parâmetros de solvatação 

depende da disponibilidade na literatura científica dos valores dos descritores 

de Abraham. Atualmente os descritores de Abraham podem ser encontrados 

para cerca de 4.000 compostos e esse número pode ser aumentado através de 

determinação experimental utilizando dados de retenção de CG e/ou CLAE ou 

das constantes de equilíbrio solvente-solvente ou cálculos teóricos (para os 

descritores E e V) ou ainda utilizando algoritmos de programas específicos 

como o Absolv desenvolvido pela Pharma Algorithms [103,107]. 

Uma das vantagens de utilização do modelo dos parâmetros de 

solvatação está relacionada à possibilidade de seu emprego para estudo de 

sistemas com FE de diferentes polaridades, desde sílica pura ou nua até fases 

do tipo octadecil (ODS). O modelo já foi utilizado para caracterizar diversos 

grupos de FE: do tipo ODS, de fase ligada tipo cianopropil sílica, 

divinilbenzeno-ODS, polidimetilsiloxano e de carbono grafitizado e poroso 

[107]. No entanto, os trabalhos de West e Lesellier [107-110] recebem maior 

destaque por caracterizarem uma grande quantidade de FE, com diferentes 

características, tipo alquila, aromáticas e polares, empregando as mesmas 

condições cromatográficas, o que permitiu comparar as propriedades das FE e 

caracterizá-las de forma eficiente, além de estabelecerem novas e 

interessantes ferramentas de investigação numéricas e gráficas para melhor 

comparação das FE caracterizadas, na qual se  destaca o diagrama do “tipo 

estrela” ou do “tipo aranha” (do inglês spider diagram) (Figura 24b)[108]. 

Para interpretar e comparar os coeficientes obtidos pelo modelo dos 

parâmetros de solvatação é interessante utilizar o gráfico tipo aranha. Num 

gráfico tipo aranha, cada FE é  representada por um ponto em forma de bolha 

e cada bolha é plotada na figura de acordo com os valores normalizados de 

suas cinco constantes, representando seus cinco coeficientes (e, s, a, b e v). O 

valor normalizado é obtido dividindo-se o respectivo coeficiente pelo vetor 

comprimento, ou vetor u [108], definido por:  
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A CFS será utilizada para caracterizar as FE obtidas nesse trabalho, 

bem como algumas das principais FE obtidas em mais de 20 anos de 

pesquisas no LabCrom, a partir do modelo dos parâmetros de solvatação, a fim 

de estudar a aplicabilidade do modelo para caracterização de FE obtidas pelo 

processo de imobilização térmica de polissiloxanos sobre suportes de sílica e 

sílica metalizada. O modelo dos parâmetros de solvatação avaliará as 

interações das FE relacionadas com as propriedades das FE, a saber: 

 A tendência das FE de interagir com solutos que apresentam pares de 

elétrons π e n. 

 A tendência das FE de interagir com solutos dipolares e/ou polarizáveis. 

 A capacidade da FE interagirem com compostos que apresentam caráter 

ácido. 

 A capacidade da FE de interagir com solutos básicos por meio de 

ligações de hidrogênio. 

 A capacidade das FE de interagir com solutos por forças dispersivas. 

 

A aplicabilidade das FE utilizando a CFS será realizada a partir da 

separação de produtos de interesse da indústria farmacêutica: 

benzodiazepínicos, barbitúricos, anti-inflamatórios não esteróides e da indústria 

de cosméticos: filtros ultravioleta (UV). 
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2. Objetivos 

O objetivo geral deste trabalho é de preparar novas fases estacionárias 

(FE) a partir do poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS) sorvido e imobilizado 

termicamente sobre sílica e sílica modificada com zircônio e titânio com 

eficiência, simetria adequada para separação de compostos básicos e alta 

estabilidade, principalmente em meio alcalino. Essas características serão 

investigadas através da realização de testes físicos, químicos e 

cromatográficos, e avaliação da sua estabilidade química em condições 

drásticas de fase móvel, bem como através da separação de diferentes 

misturas de compostos. 

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

1) Obtenção da sílica zirconizada a partir da reação da sílica nua (Kromasil, 

5 m) com tetrabutóxido de zircônio (IV). 

2) Caracterização das partículas de sílica modificada com zircônio, 

empregando métodos físicos e químicos. 

3) Obtenção da sílica titanizada a partir da reação da sílica nua (Kromasil, 5 

m) com tetrabutóxido de titânio (IV). 

4) Caracterização das partículas de sílica modificada com titânio, 

empregando métodos físicos e químicos. 

5) Preparo das FE empregando o método de evaporação estática do 

solvente e imobilização por tratamento térmico em estufa do PMODS 

sobre as partículas de sílica, sílica zirconizada e sílica titanizada. 

6) Otimização das condições de imobilização das FE através da realização 

de planejamento composto central do tipo estrela com triplicata do ponto 

central para as variáveis tempo e temperatura. 

7) Caracterização físico-química e cromatográfica (utilizando CLAE e CFS) 

das FE otimizadas anteriormente. 

8) Avaliação da estabilidade química das FE empregando condições 

drásticas de fase móvel (pH 1,7 e pH 10 e temperatura de 50 ºC).  

9) Avaliação da aplicabilidade das FE na separação de diferentes classes 

de compostos utilizando as modalidades de separação por CLAE e CFS. 

10)  Capeamento das FE otimizadas através da reação com a mistura dos 

reagentes trimetilclorossilano (TMCS) e hexametildissilazano (HMDS). 
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11)  Caracterização físico-química e cromatográfica (utilizando CLAE e CFS) 

das FE capeadas. 

12)  Avaliação da estabilidade química das FE capeadas empregando 

condições drásticas de fase móvel (pH 1,7 e pH 10 e temperatura de 50 

ºC).  

13)  Avaliação da aplicabilidade das FE capeadas na separação de 

diferentes classes de compostos utilizando as modalidades de 

separação por CLAE e CFS. 
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3. Parte Experimental 

3.1 Reagentes e colunas 

 1,1,1,3,3,3-Hexametildissilazano 

(HMDS), 97 %, Aldrich 

 4-Metilbenzilideno cânfora, 

AccuStandard 

  Acenafteno, 99 %, Aldrich 

 Acetofenona, 99 %, Aldrich 

 Antraceno, 96 %, Aldrich 

 Ácido 2-fenilbenzimidazol-5- 

sulfônico, 96 %, Aldrich 

 Ácido fosfórico, 85 %, Nuclear 

 Ácido nitrico, p.a., Synth 

 Água deionizada, Milli-Q, Millipore 

 Amitriptilina, 99 %, Aldrich 

 Benzeno, 99 %, Synth 

 Benzilamina, 99 %, Merck 

 Benzofenona-3, 98 %, Aldrich 

 Benzonitrila, Riedel-de Häen 

 Bicarbonato de potássio, 99,7 %, Synth 

 Butilbenzeno, 99 %, Aldrich 

 Carbonato de potássio, 99 %, Synth 

 Cafeína, 98,5 %, Acros Organics 

 Clorofórmio, grau HPLC, Tedia 

 Coluna C18 Nova-Pak®, Waters, 4 µm, 

150 mm x 3,9 mm d.i. 

 Diazepam, Medley 

 Dióxido de carbono, 99,99%, l’Air 

Liquide 

 Etilbenzeno, 99 %, Aldrich 

 Propilbenzeno, 98 %, Aldrich 

 Fase estacionária C18 Kromasil®, 

Akzo Nobel, 5 µm.   

 Fenol, 99,5 %, Fluka 

 Fluoranteno, 99 %, Aldrich 

 Fluoxetina, Medley 

 Fosfato de dipotássio dibásico 99 

%, Synth 

 Fostato de potássio monobásico 

anidro, 99 %, Synth 

 Hidróxido de sódio, 97 %, Ecibra 

 Hidróxido de potássio, 85 %, Merck 

 Isopropanol, p.a.,Tedia 

 Metanol, grau HPLC, Tedia 

 N,N-Dimetilanilina, 98 %, Fluka 

 n-Hexano, grau HPLC, Tedia  

 Naftaleno, 98,5 %, Vetec 

 Nortriptilina, 98 %, Aldrich 

 Octilmetoxicinamato, AccuStandard 

 Octocrileno, 97 %, Aldrich 

 o-Terfenila, 99 %, Merck 

 Óxido de Titânio, 99,9 %, Aldrich 

 Óxido de Zircônio, 99,9 %, Aldrich 

 Peneira molecular de 3 Å, Alfa 

Inorganics Ventron 

 Pentilbenzeno, 98 %, Merck 

 Tetraidrofurano, grau HPLC, Tedia 

 Tolueno p.a., Merck 

 Trifenileno, 98 %, Fluka 



 

44 
 

 Pireno, 98 %, Aldrich 

 Quinizarina, 96 %, Aldrich 

 Teobromina, 99%, da Acros Organics 

 Teofilina, 99 % da Acros Organics 

 Tetrabutóxido de titânio, 97 %, Aldrich 

 Tetrabutóxido de zircônio, 80 %, Aldrich

 

 Trimetilclorossilano (TMCS), 97 %, 

Aldrich 

 Uracila, 98 %, Sigma-Aldrich 

 

3.2 Equipamentos 

 Agitador do tipo vórtex, Phoenix, modelo AP56. 

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

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

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

 Analisador termogravimétrico, TA Instruments, modelo TGA-Hi-Res 2950. 

 Balança analítica com precisão de ± 0,0001 g, Fisher Scientific, modelo A-

250. 

 Banho de ultrassom, Thornton, modelo T14. 

 Banho ultratermostatizado, Marconi, MA-184. 

 Centrífuga Fisher Scientific, modelo 225. 

 Cromatógrafo a fluido supercrítico, sistema modular composto por uma 

bomba para CO2 PU-2080 e uma bomba para modificador orgânico PU-2080 

Plus HPLC, ambas da Jasco, misturador de FM modelo 811 da Gilson, 

redutor de pulsação da Sedere, válvula de injeção Rheodyne 7725 com alça 

de amostragem de 20 µL, forno modelo Jetstream 2 da Hewlett-Packard 

Plus, detector espectrofotométrico UV/Vis, modelo 151 da Gilson equipado 

com célula resistente a altas pressões, controlador de pressão de saída 

modelo BP-2080 da Jasco e programa computacional de aquisição e 

tratamento de dados Azur, versão 4.6 da Datalys (França). 

 Cromatógrafo a líquido Shimadzu, constituído de bomba de alta pressão 

modelo LC-10AD; detector UV-Vis modelo SPD-10AV; forno de coluna CTO-

10AS e injetor Rheodyne, modelo 8125, com alça de amostragem de 5 µL; 

programa computacional de aquisição e tratamento de dados ChromPerfect 
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Spirit versão 5.5.6, da Justice Laboratory (sistema utilizado em todas as 

análises cromatográficas por CLAE, exceto nos estudos de estabilidade). 

 Cromatógrafo a líquido Shimadzu, constituído de bomba de alta pressão 

modelo LC-10AD; detector UV-Vis modelo SPD-10A; forno de coluna CTO-

10AS; injetor automático Shimadzu, SIL-10AD e um sistema controlador 

SCL-10A; programa computacional de aquisição e tratamento de dados 

CLASS-VP, da Shimadzu (sistema cromatográfico utilizado para avaliação 

da estabilidade das colunas). 

 Espectrômetro de absorção na região do infravermelho FT-IR, Bomem MB 

Series, modelo 3102, utilizado para a análise das amostras em pastilha de 

KBr. 

 Espectrômetro de fluorescência de raios-X de energia dispersiva, Shimadzu, 

modelo EDX-720, com tubo de Rh e um detector semicondutor de Si(Li). 

 Espectrômetro de ressonância magnética nuclear, Bruker ASX 300 Avancell. 

 Estufa a vácuo, Yamato, modelo ADP-21. 

 Forno de micro-ondas, Milestone, modelo START E. 

 Forno tubular, EDG, modelo 10P-S. 

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

 Microscópio eletrônico de varredura, Jeol JMS 6360-Lv. 

 pHmetro, Digimed modelo DM 21. 

 pHmetro, Metrohm modelo 827 US. 

 Porosímetro, Micrometrics, modelo ASAP 2010. 

 Sistema de deionização de água, Milli-Q-Plus, Millipore. 

 Sistema de enchimento de colunas composto por uma bomba de alta 

pressão, pneumática, pressurizada com nitrogênio, para enchimento de 

colunas, com faixa de pressão de 1000 a 15000 psi, Haskel, modelo 51769. 

 Sistema de extração em fluxo contínuo, constituído de bomba de alta 

pressão, Waters, modelo 510, para extração do excesso de polímero. 

3.3 Suportes cromatográficos 

Sílica porosa Kromasil®, da Akzo Nobel, tipo B, forma esférica, tamanho 

de partícula de 5 m, com área superficial específica de 310 m2/g, diâmetro de 

poro de 11,1 nm e volume de poro de 0,86 mL/g, lote 1959, foi utilizada como 
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material de partida para as reações de metalização, cujo processo está descrito 

a seguir. 

3.3.1 Preparo dos suportes de sílica zirconizada e titanizada 

A síntese dos suportes cromatográficos foi realizada de acordo com o 

método desenvolvido por Faria et al. [111,112]. O procedimento baseia-se na 

reação de alcóxidos metálicos com as partículas de sílica Kromasil de 5 µm. 

Em tubos de reação foram pesados 2,5 g de sílica, 7,1 g de tetrabutóxido de 

zircônio ou 5,0 g de tetrabutóxido de titânio. Em seguida, foram adicionados em 

20 mL de tolueno anidro (previamente seco com peneira molecular) e os tubos 

agitados em vórtex por dois minutos. Após, o tubo com a mistura foi deixado 

por 5 horas e 30 minutos a 40 ºC em banho termostático no caso da reação de 

zirconização e por 4 horas e 30 minutos para a reação de titanização, sendo 

agitada em vórtex a cada 30 minutos por um minuto. Após o período de reação, 

a mistura foi centrifugada por 15 minutos, o sobrenadante descartado e o sólido 

lavado com cinco porções sucessivas de tolueno anidro para remoção dos 

resíduos orgânicos. Ao final dessa etapa, o sólido foi seco com nitrogênio 

gasoso (N2) por no mínimo 8 horas.  Após a secagem, foi realizada a etapa de 

hidrólise dos grupos alcóxicos residuais com 15 mL de HNO3 10-3 mol/L. A 

mistura foi agitada em vórtex por um minuto e centrifugada por 15 minutos.  

Após, a fase aquosa foi descartada e o sólido lavado com quatro porções de 

água deionizada e seco em estufa a 120 ºC por 12 horas. Para incorporação de 

uma dupla camada na superfície da sílica, no dia seguinte todo o procedimento 

de metalização foi repetido. 

3.4 Fase estacionária  

A fase estacionária empregada foi o polissiloxano 

poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS), da United Chemical Technologies, CAS 

[068440-90-4],  lote 145-04, viscosidade  600-1000 cSt (25 °C), densidade 0,89 

g/mL (25 oC)  e massa molar média (Mw) de 28.000. Diferente dos demais 

polímeros estudados no LabCrom o PMODS encontra-se no estado sólido à 

temperatura ambiente (25 oC). 
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3.5 Colunas cromatográficas 

As colunas utilizadas nesse trabalho foram confeccionadas na oficina 

mecânica do IQ-UNICAMP, obtidas a partir de tubos de aço inoxidável 316 sem 

costura, com 3,9 mm de diâmetro interno que foram reduzidos para 60 mm de 

comprimento. Essas colunas utilizam como acessórios: 2 mangas com filtros 

retentores, 2 redutores de volume e 2 porcas terminais, que são conectados 

em cada uma das suas extremidades, de acordo com a Figura 25 [113]. Além 

destes acessórios, são usados parafusos de vedação, para armazenar a 

coluna quando esta não está sendo utilizada em análises, evitando-se o 

ressecamento do leito cromatográfico. 

 

 

Figura 25. Coluna cromatográfica e suas conexões. (a) porcas terminais, (b) 
corpo da coluna, (c) manga com filtro retentor e (d) redutor de fluxo [113]. 

 

 

Antes de serem utilizadas, as paredes internas das colunas foram 

polidas usando pasta de polimento (Carborundum 360F) através da técnica 

desenvolvida no LabCrom por Collins et al. [114]. Esse processo é necessário 

para garantir que a superfície interna esteja polida, o que possibilita melhor 

fluidez da FM durante o enchimento das colunas, bem como durante as 

análises, assegurando uma boa eficiência cromatográfica. A técnica emprega 

uma haste metálica, de diâmetro menor que o tubo da coluna, recoberta com lã 

de aço e pasta de polimento contendo partículas abrasivas. A haste é presa a 

um mandril, e, por ela, o tubo da coluna é passado inúmeras vezes, em 

movimento de sobe e desce. O processo de polimento foi aplicado até a 

obtenção de uma superfície interna livre de imperfeições e aparência 

espelhada. Após o polimento, os tubos foram lavados com detergente e água 
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para remoção do excesso de pasta de polimento, deixadas em ácido nítrico 50 

% (v/v) por 24 horas e lavadas com água e etanol. 

3.6 Preparo das fases estacionárias 

3.6.1 Identificação das fases estacionárias  

Para facilitar a identificação das FE preparadas neste trabalho, abaixo 

encontra-se a listagem das FE e suas respectivas siglas: 

 Suporte sílica zirconizada e PMODS: Si-Zr(PMODS) 

 Suporte sílica titanizada e PMODS: Si-Ti(PMODS) 

 Suporte sílica zirconizada e PMODS, capeada: Si-Zr(PMODS)ec 

 Suporte sílica titanizada e PMODS, capeada: Si-Ti(PMODS)ec 

 Suporte sílica não modificada (nua) e PMODS: Si(PMODS) 

 Suporte sílica não modificada (nua) e PMODS, capeada: 

Si(PMODS)ec 

 

3.6.2 Sorção do polímero sobre os suportes 

A sorção do polímero PMODS à superfície e aos poros dos suportes de 

sílica nua, zirconizada e titanizada foi realizada utilizando-se o método de 

evaporação estática do solvente [7]. Para isso, preparou-se, separadamente, 

uma suspensão de suporte, previamente ativado em estufa a 150 °C por 16 

horas, e uma solução do polímero, ambas em n-hexano, na proporção de 10 

mL de solvente para cada grama de material. A solubilização do polímero foi 

realizada em banho de ultrassom durante 10 minutos, enquanto a suspensão 

de sílica foi sonicada pelo mesmo intervalo de tempo. Em seguida, a solução 

polimérica foi adicionada lentamente à suspensão de sílica, agitada durante 3 

horas utilizando agitador magnético e deixada em repouso na capela por 6 

dias, para que o solvente evaporasse lentamente e possibilitasse assim a 

sorção e distribuição do polímero nos suportes. Um excesso de PMODS foi 

utilizado, uma vez que a carga de polímero, calculada pelo produto de 

densidade do PMODS ( = 0,89 g/mL) e do volume total de poros do suporte 

(sílica não modificada Vp = 0,86 mL/g, sílica zirconizada Vp = 0,72 mL/g e sílica 
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titanizada Vp = 0,80 mL/g), X = PMODS x Vp, em que X representa a 

quantidade mínima de PMODS necessária para preencher todos os poros da 

sílica. Fazendo-se os cálculos, os valores obtidos foram 44 % (m/m) de 

PMODS para a sílica não-modificada (nua), 39 % (m/m) para a sílica 

zirconizada e 42 % (m/m) para sílica titanizada. No entanto foi utilizada a 

proporção de 1,25 g PMODS/g suporte, o que representa um excesso de 

polímero de 125 %, evitando, desta forma, problemas futuros devido a perdas 

do polímero durante o preparo, principalmente durante a etapa de enchimento, 

visto que pode ocorrer “extração” ou “lixiviação” de grande parte do polímero 

durante essa etapa, o que prejudica a avaliação por planejamento 

experimental. 

Após a etapa de sorção do PMODS aos suportes, os materiais foram 

submetidos ao procedimento de imobilização por tratamento térmico utilizando 

estufa. Esta etapa é utilizada para aumentar a intensidade da interação do 

polímero com o suporte, reduzindo a sua lixiviação com a passagem contínua 

de fase móvel sobre o leito cromatográfico. 

3.6.3 Imobilização térmica 

A otimização do processo de imobilização térmica do PMODS sobre os 

suportes metalizados foi realizada através da aplicação de planejamento do 

tipo composto central para as variáveis tempo e temperatura com determinação 

da superfície de resposta para eficiência de separação (N) e assimetria (As). 

Porções de 2,5 g da fase sorvida foram colocadas em um béquer de 50 mL e 

tratadas em estufa de acordo com as diversas condições descritas na Tabela 3. 

As imobilizações foram realizadas em ar atmosférico em duplicata. Os 

intervalos de tempo e temperatura foram selecionados a partir da realização de 

testes univariados e na estabilidade térmica do PMODS até a temperatura de 

175 oC, determinada por termogravimetria. 

Para realizar a comparação, o mesmo procedimento foi realizado, 

substituindo o suporte metalizado por sílica nua na temperatura de 120 º C por 

16 horas, dando origem a FE Si(PMODS). 
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Tabela 3. Matriz do planejamento composto central para as condições de 
tempo e temperatura de imobilização das fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e  
Si-Ti(PMODS). A conversão dos valores reais em valores codificados pode ser 
obtida por meio das equações: x1 = (T – 100)/20 e x2 = (t – 12)/4, na qual T e t 
são os valores reais de temperatura e tempo, respectivamente. 

Experimento 
Valores reais Valores codificados 

Temperatura (◦C ) Tempo (h) x1 x2 

1 80 8 -1 -1 

2 120 8 +1 -1 

3 80 16 -1 +1 

4 120 16 +1 +1 

5 100 12 0 0 

6 100 12 0 0 

7 100 12 0 0 

8 72 12 -1,4 0 

9 128 12 +1,4 0 

10 100 6,4 0 -1,4 

11 100 17,6 0 +1,4 

3.6.4 Extração do excesso de polímero 

Após a etapa de imobilização, nem todo o PMODS adicionado 

inicialmente foi imobilizado na superfície dos poros da sílica metalizada já que 

um excesso de polímero foi adicionado. Essa quantidade não imobilizada deve 

ser removida antes do enchimento da coluna cromatográfica com o intuito de 

otimizar o procedimento de condicionamento da coluna cromatográfica antes 

do seu uso, bem como melhorar o seu desempenho através da obtenção de 

uma camada polimérica mais fina, permitindo maior rapidez na velocidade de 

transferência de massa do soluto entre a FE e a FM [113]. Para isto, um tubo 

de aço inox (150 × 10 mm d.i.) contendo o material imobilizado foi colocado 

dentro de um forno e conectado a uma bomba recíproca de alta pressão de 

pistão duplo. O solvente n-hexano foi escolhido como solvente de extração por 

solubilizar completamente o PMODS, permitindo assim uma completa remoção 

do polímero não imobilizado no suporte. Dessa forma, o solvente extrator, n-

hexano foi bombeado para dentro do tubo a uma vazão de 0,5 mL/min por 4 h, 

mantendo a temperatura do tubo a 50 °C. Após a extração, a fase foi 
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transferida do tubo para um béquer e deixada sob um fluxo brando de N2 até a 

completa evaporação do solvente. A otimização do procedimento de extração 

foi realizada medindo-se a massa de polímero presente no eluente de saída do 

tubo extrator. 

3.6.5 Capeamento 

A reação de capeamento das FE foi realizada com o intuito de reduzir a 

quantidade de silanóis residuais e melhor proteger os grupos -OH dos suportes 

de sílica, sílica zirconizada e sílica titanizada. Em um balão tritubulado de 250 

mL foram adicionados 5,0 g de FE previamente seca em estufa a 110 oC, 

durante 12 h e 100 mL de tolueno anidro (seco com peneira molecular). A este 

balão foi conectado um condensador de bolas para refluxo do solvente em 

atmosfera inerte (gás N2) (Figura 26). Ao balão contendo a solução de FE em 

tolueno foram adicionados 15 mL de trimetilclorossilano (TMCS) e 35 mL de 

hexametildissilazano (HMDS). Esta mistura foi mantida sob agitação branda em 

temperatura de refluxo do tolueno (~ 110 oC) por 48 h. Após este período, a 

solução foi transferida para um funil de placa porosa no. 4 para filtração, sob 

vácuo, do material sólido. Após a eliminação do tolueno, o material foi lavado 

sequencialmente com 25 mL de tolueno, 25 mL de isopropanol, 25 mL de 

metanol e 25 mL de metanol:água 1:1 (v/v) para remoção dos resíduos dos 

reagentes. Em seguida, as FE capeadas: Si-Zr(PMODS)ec e Si-Ti(PMODS)ec 

e a FE sem metalização: Si(PMODS)ec foram transferidas para béquer de 50 

mL e secas em estufa a 110 oC por 6 horas [115]. 

 

 

Figura 26. Sistema de refluxo para a reação de capeamento. 
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3.7 Caracterização físico-química do PMODS, dos suportes e 

das FE 

O PMODS, os suportes (sílica não modificada, sílica zirconizada e sílica 

titanizada) e as FE preparadas foram caracterizados de acordo com os 

procedimentos descritos a seguir. 

3.7.1 Espectroscopia de fluorescência de raios X 

A quantidade de metal incorporado na sílica foi determinada através da 

técnica de fluorescência de raios-X, utilizando curvas analíticas para misturas 

de sílica não modificada, Kromasil (5 µm)  e óxido de zircônio na concentração 

de 4 até 22 % (m/m) em Zr e óxido de titânio de 5 até  30 % (m/m) em Ti. As 

concentrações de zircônio e titânio nos padrões e nos suportes foram 

determinadas a partir da análise de 100 mg de amostra. Para isso, a mistura de 

padrão e as amostras de suporte foram dispostas em celas Chemplex 1300, 

sustentadas por filme de Mylar® (Chemplex 100) com 2,5 μm de espessura. As 

medidas foram feitas em triplicata. A voltagem aplicada no tubo de raios X foi 

de 50 kV, corrente de 50 µA, colimador de 10 mm, com 25 % de tempo morto 

do detector. Os espectros foram obtidos de 0 a 40 keV, no caso dos suportes 

de sílica zirconizada e 0-12 keV, para os suportes de sílica titanizada, num 

tempo de irradiação de 300 s. 

3.7.2 Microscopia eletrônica de varredura 

A morfologia das partículas da sílica não modificada e dos suportes 

metalizados foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para 

isso, as partículas de sílica ou sílica metalizada foram fixadas no suporte de 

amostra por meio de uma fita de dupla face de carbono e, em seguida, 

recobertas com uma fina camada de ouro. As superfícies, contendo a amostra 

e o ouro, foram bombardeadas com átomos de argônio, sob alto vácuo, por 120 

s, para a formação de uma camada de aproximadamente 10 nm de espessura. 

As fotomicrografias das partículas foram obtidas com resoluções de 1.000 até 

10.000 vezes. 
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3.7.3 Análise elementar (determinação da porcentagem de 

carbono) 

A determinação da percentagem de carbono após a etapa de 

imobilização através da análise elementar foi realizada para avaliar o grau de 

recobrimento efetivo do suporte cromatográfico com o polímero PMODS. O 

método empregado utiliza a combustão do material previamente seco com uma 

mistura oxidante de Pb2O4 e NaF, na proporção 1:1 (m/m), na presença de 

oxigênio, para converter os elementos da amostra em gases (CO2, H2O e N2). 

Estes gases são homogeneizados e controlados em condições exatas de 

pressão, temperatura e volume. Após, os gases são despressurizados através 

de uma coluna, separados e detectados por um detector de condutividade 

térmica, sendo posteriormente convertidos em percentagem de carbono, 

hidrogênio e nitrogênio. 

O PMODS contém 63,3 % (m/m) de carbono. A porcentagem de carbono 

obtida por análise elementar foi convertida em porcentagens de PMODS pela 

equação: 

3,63

100%
%




C
PMODS                       

 

As porcentagens de carbono foram então convertidas em massa de 

polímero (mPDMOS) por grama do suporte (msuporte), denominado de massa 

específica ( PMODSm ) de acordo com a equação: 

C

C

m

m
m

orte

PMODS
PMODS

%3,63

%

sup 
                       

A partir da massa específica, pode-se estimar o grau do recobrimento de 

PMODS no suporte de sílica. Para isso, calculou-se a espessura da camada 

polimérica () depositada na superfície e nas paredes dos poros do suporte 

cromatográfico, empregando a equação: 










 


2

22 dFdd         

onde F é a fração de polímero imobilizado e d é o diâmetro médio do poro da 

sílica. Para tal assume-se que os poros do suporte possuem diâmetros 
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uniformes e que o polímero imobilizado é caracterizado por uma camada de 

espessura constante nas paredes dos poros do suporte. 

O valor de F foi determinado a partir da equação: 

 

cheiosrosPOLÍMEROpo

obilizadoPOLÍMEROim

m

m
F

 

     

  

A massa específica de polímero necessária para encher os poros do 

suporte, cheiosrosPOLIMEROpom  , foi determinada a partir do volume específico de poro 

da sílica, Vpsuporte = 0,86 mL g-1 para a sílica não modificada, Vpsuporte = 0,72 mL 

g-1 para a sílica zirconizada e Vpsuporte = 0,80 mL g-1 para a sílica titanizada, e 

da densidade do polímero, PMODS = 0,89 g mL-1 conforme apresentado na 

equação: 

 

PMODSortesupcheiosPMODSporos pVm      

 

Portanto, para o suporte de sílica, a PMODSm  é igual a 1,03 g de PMODS 

por g de suporte, para a sílica zirconizada PMODSm  é igual a 0,64 g de PMODS 

por g de suporte metalizado e para a sílica titanizada PMODSm  é igual a 0,71 g de 

PMODS por g de suporte metalizado. Porém, como já comentado 

anteriormente, foi utilizado um excesso de polímero: 1,25 g PMODS/ g suporte. 

 

3.7.4 Área superficial específica, volume específico e diâmetro 

de poros 

As amostras de suportes e das FE foram submetidas à determinação da 

área superficial específica, volume e diâmetro de poros. Estas medidas foram 

realizadas pela adsorção e dessorção de nitrogênio a -195,5 °C. Antes das 

medidas, as amostras foram desgaseificadas a 100 °C por 24 h sob vácuo. A 

área superficial específica (SBET) foi calculada de acordo com o método BET 

[116] a pressões relativas (p/p0) entre 0,06 e 0,25, na qual p e p0 são, 

respectivamente, as pressões de equilíbrio e pressão de saturação do 
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nitrogênio a -195,5 °C. O volume total de poro foi determinado empregando o 

método do ponto único, pela conversão do volume de nitrogênio adsorvido na 

p/p0 de 0,995 para o volume do adsorbato líquido. O diâmetro médio dos poros 

foi calculado a partir dos valores de volume total de poro e da área superficial 

SBET (4 Vp/SBET) [116]. 

3.7.5 Termogravimetria 

A estabilidade térmica do PMODS, dos suportes e das FE foi 

determinada por termogravimetria (TG), na qual 10 mg de amostra, em 

cadinhos de  alumina, foi submetida ao aquecimento numa faixa de 

temperatura de 10 °C até 980 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min-1. As 

medidas foram realizadas sob atmosfera oxidante em um analisador 

termogravimétrico, no qual foi determinada a percentagem de perda de massa 

da amostra com o aumento da temperatura, empregando uma microbalança. 

As curvas TGA foram obtidas em porcentagem de perda de massa em função 

da temperatura, e as curvas DTG (derivada termogravimétrica) representam a 

taxa de variação de massa em função da variação da temperatura, ou seja, a 

derivada da massa em relação à temperatura (dm/dT). 

3.7.6 Espectroscopia de absorção na região do infravermelho 

Para avaliar a efetividade do processo de imobilização, os suportes e as 

FE foram avaliados através da espectroscopia na região do infravermelho de 

400 a 4000 cm−1, com uma taxa de amostragem de 20 scans/minuto e 

resolução de 4 cm−1. Para isso, as amostras foram preparadas na forma de 

pastilhas, utilizando brometo de potássio (KBr) na concentração de 1 % (m/m). 

3.7.7 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 

silício-29 (RMN 29Si) 

Os suportes e as FE foram caracterizados por ressonância magnética 

nuclear do núcleo de 29Si aplicando polarização cruzada com rotação do ângulo 

mágico. Estas análises foram realizadas com o intuito de avaliar possíveis 

alterações químicas causadas na superfície do suporte de sílica metalizada 

após a aplicação dos procedimentos de imobilização do PMODS. Os espectros 
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de 29Si RMN foram obtidos a partir da utilização de um rotor de  ZrO2 com 7 µm 

de diâmetro interno e uma frequência de rotação de 3500 Hz, no qual foram 

colocadas aproximadamente 300 mg das fases estacionárias. O tempo de 

contato de polarização cruzada foi de 5 ms e o tempo de intervalo de pulso 1 s. 

Foram acumulados 1,5 decaimentos livres induzidos (FID – free induction 

decay) com tempo de aquisição de 30 ms em número de pontos de 1 kb, que 

foram preenchidos até 8 kb, antes da transformada de Fourier. O alargamento 

da banda utilizado foi de 30 Hz e a largura espectral de aproximadamente 25 

kHz. 

3.8 Enchimento das colunas cromatográficas 

3.8.1. Suspensão da fase estacionária 

A suspensão da fase estacionária foi preparada em clorofórmio, devido a 

elevada densidade desse solvente, o que o torna adequado para essa 

finalidade, prevenindo a aglomeração de partículas da fase estacionária e a 

sedimentação das mesmas. 

As suspensões utilizadas para fazer o enchimento das colunas foram 

preparadas em tubos de ensaio com rosca de vedação, utilizando uma 

concentração de 5 % (m/v) em clorofórmio (0,70 g de FE em 14 mL de 

clorofórmio). As suspensões ficaram em agitação, num agitador roto-torque, 

por períodos de no mínimo 12 horas. 

3.8.2. Recheio das colunas com a fase estacionária 

O sistema utilizado para o recheio das colunas está representado, de 

forma simplificada, na Figura 27 [117]. 

 Para enchimento das colunas cromatográficas os seguintes processos 

foram seguidos na ordem em que aparecem:  

 Abertura da válvula do nitrogênio (2); 

 Abertura da válvula de controle da pressão do gás (3) até se obter a pressão 

desejada para o enchimento (42 MPa ou 6000 psi). A pressurização é obtida 

por meio de uma bomba pneumática da marca Haskel; 
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Figura 27. Representação do sistema de enchimento das colunas [117]. 
 

 Conexão na parte inferior do reservatório (6) da coluna (7) contendo um filtro 

retentor poroso e as peças terminais em sua extremidade oposta, para evitar a 

perda da fase estacionária; 

  Transferência, com o auxílio de um funil, da suspensão de fase estacionária 

(volume total de 14 mL) (5), contida em um tubo com rosca de vedação, para o 

reservatório, e enchimento do volume restante com clorofórmio e fechamento 

imediato da entrada superior do reservatório; 

 Abertura da válvula do solvente (4) para a passagem de 200 mL do solvente 

propulsor (metanol previamente filtrado), que é recolhido em uma proveta (8) 

colocada abaixo da saída da coluna; 

 Fechamento da válvula (4) após a passagem de 200 mL de metanol; 

 Retirada da coluna do reservatório e conexão na extremidade superior da 

coluna dos seus acessórios restantes; 

 Fechamento, na sequência, das válvulas de controle da pressão do gás (3) e 

da válvula do nitrogênio (2). 
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A passagem de 200 mL de metanol foi empregada para favorecer o 

espalhamento da camada polimérica na superfície dos suportes e diminuir o 

tempo necessário para o condicionamento das colunas cromatográficas. 

Para o esvaziamento das colunas, foi utilizado o mesmo sistema, no 

entanto, aplicada uma pressão de 3000 psi. Para isto, a coluna foi acoplada ao 

reservatório de suspensão, sem nenhum acessório em suas extremidades, 

para permitir a saída da fase estacionária contida no seu interior. O reservatório 

de suspensão foi completado com metanol, a seguir, fechado e a válvula 

controladora do solvente propulsor (metanol) foi aberta, deixando-a deste modo 

até a completa retirada da fase da coluna cromatográfica. Logo após, a coluna 

e seus acessórios foi retirada e lavada sequencialmente com água e 

detergente e água deionizada e isopropanol, sendo que para esse último 

solvente, foi utilizado banho de ultrassom por aproximadamente 10 minutos, 

pata garantir a completa remoção da sílica e a desobstrução dos poros dos 

filtros. 

3.9 Preparo da fase móvel 

Os solventes utilizados na preparação de fase móvel foram filtrados em 

uma membrana Durapore, 0,22 m de poro, 47 mm de diâmetro, hidrofílica 

(GVWP04700 – Millipore) para retirada de qualquer material particulado. Os 

volumes dos solventes que compõem a fase móvel foram medidos 

individualmente, com o auxílio de uma proveta e, a seguir, misturados em um 

frasco de vidro. Após a preparação e antes da sua utilização, as fases móveis 

foram desgaseificadas em banho ultrassom por 20 minutos. 

3.10 Condicionamento das colunas cromatográficas 

Após a etapa de enchimento é necessário realizar o condicionamento do 

leito cromatográfico para eliminar qualquer resquício do polímero e/ou 

solventes utilizados no enchimento. Além disso, essa etapa favorece o rápido 

equilíbrio entre a fase estacionária e a fase móvel, garantindo a repetibilidade 

nos tempos de retenção dos compostos eluídos. Para realizar o 

condicionamento das colunas foi usado o próprio cromatógrafo empregado nas 

caracterizações, somente conectando à coluna a bomba de fase móvel, sem 
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acoplá-la ao detector, para evitar que qualquer contaminante oriundo da coluna 

pudesse obstruir a tubulação de entrada ou a saída do detector ou, 

principalmente, contaminar a cela de detecção. No condicionamento das 

colunas, após recheio, foi utilizada fase móvel metanol:água, 80:20 (v/v), na 

vazão de 0,5 mL min-1, durante 3 horas. 

3.11 Avaliação cromatográfica das fases estacionárias 

3.11.1 Avaliação cromatográfica das fases estacionárias por 

CLAE-FR 

 A caracterização cromatográfica foi realizada através da avaliação das 

fases estacionárias, pelas misturas de uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e 

naftaleno e de uracila, fenol, N,N-dimetilanilina, naftaleno e acenafteno. Além 

disso, as fases estacionárias cujo processo de imobilização foi otimizado, foram 

caracterizadas utilizando as misturas teste de Engelhardt e Jungheim [118], 

Tanaka e colaboradores [119], Neue et al. [120,121] e mistura SRM 870 [122], 

avaliando-se os parâmetros cromatográficos dos compostos eluídos de 

misturas teste sintéticas. Os parâmetros cromatográficos avaliados foram: 

eficiência ou N/m (número de pratos por metro de coluna), As10 (fator de 

assimetria a 10 % da altura do pico), Rs (resolução) e k (fator de retenção). 

As análises foram realizadas utilizando o detector UV-visível, em valores 

de comprimentos de onda adequados para cada composto. O volume de 

amostra injetado foi de 5 L, utilizando a vazão de 0,3 mL min-1, valor ótimo 

definido pela curva de van Deemter. 

As misturas testes e suas respectivas fases móveis utilizadas para a 

avaliação cromatográfica estão descritas a seguir: 

Misturas teste 1 e 2 

As misturas teste 1 e 2 foram desenvolvidas no LabCrom  e foram 

injetadas para avaliar a melhor condição de imobilização térmica do  PMODS 

sobre os suportes de sílica metalizada.  A mistura-teste 1 foi constituída de 

compostos neutros de polaridades variadas: uracila (1 mg L-1), benzonitrila (30 

mg L-1), benzeno (30 mg L-1), tolueno (30 mg L-1) e naftaleno (30 mg L-1) e foi  
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empregada para avaliação da eficiência (N/m) e fator de assimetria (As10), que 

foram escolhidos como respostas a serem otimizadas durante a realização dos 

planejamentos experimentais para as fases Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS). 

Adicionalmente, foram avaliados outros parâmetros cromatográficos como 

resolução (Rs) e hidrofobicidade (medida do fator de retenção, k) das fases 

estacionárias. A mistura teste 2 foi constituída por compostos ácidos, básicos e 

neutros: uracila (1 mg L-1), fenol (20 mg L-1), N,N-dimetilanilina (20 mg L-1), 

naftaleno (30 mg L-1) e acenafteno (50 mg L-1) e foi empregada para avaliação 

da interação dos analitos, principalmente os de caráter básico, com o suporte 

cromatográfico. Estas informações foram obtidas pelo tempo de retenção e 

pela simetria de pico destes compostos. As duas misturas foram preparadas 

qualitativamente em fase móvel MeOH:H2O (70:30, v/v) e armazenadas a 4o C 

em refrigerador. As estruturas químicas dos compostos que constituem as 

misturas teste 1 e 2 estão apresentadas na Figura 28. 

 

 

Figura 28. Estruturas químicas dos compostos que constituem as misturas 
teste 1 e 2. 
 
 

As fases estacionárias otimizadas através do planejamento 

experimental, Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS), e suas respectivas fases 

capeadas foram avaliadas com os seguintes testes descritos na literatura para 

caracterização de FE por CLAE-FR: 
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Teste de Engelhardt 

A mistura teste desenvolvida por Engelhardt e Jungheim [118] foi 

composta por uracila (1 mg L-1), anilina (15 mg L-1), fenol (20 mg L-1), N,N-

dimetilanilina (20 mg L-1), tolueno (30 mg L-1) e etilbenzeno (30 mg L-1). O teste 

empregou fase móvel MeOH:H2O (55:45, v/v) a uma vazão ótima de 0,3 mL 

min-1, temperatura de análise de 40 °C e detecção a 254 nm. As principais 

informações fornecidas por este teste são: 

� Seletividade hidrofóbica ou seletividade metilênica: propriedade obtida 

pela razão entre os fatores de retenção do etilbenzeno e do tolueno (αCH2 = 

ketilbenzeno/ ktolueno), que diferem entre si por um grupo CH2. O valor de αCH2 

fornece informações a respeito da hidrofobicidade das fases estacionárias. 

� Atividade silanofílica: medida pelo fator de assimetria do pico da anilina 

e da N,N-dimetilanilina, mensurados a 10 % de sua altura. Além disso, a razão 

entre os fatores de assimetria para o pico da anilina e do fenol deve ser inferior 

a 1,3 [118]. 

As estruturas químicas dos compostos que constituem as misturas teste 

de Engelhardt estão apresentadas na Figura 29. 

 

Figura 29. Estruturas químicas dos compostos que constituem a mistura teste 
de Engelhardt. 
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Teste de Tanaka 

O teste desenvolvido por Tanaka e colaboradores [119] utiliza quatro 

misturas, sendo que cada uma emprega uma composição de fase móvel 

específica. As estruturas químicas dos compostos que constituem as misturas 

teste de Tanaka estão apresentadas na Figura 30. As condições de análise 

foram vazão de 0,3 mL min-1, na temperatura de 40 ºC. A concentração da 

uracila foi de 10 mg L-1 e a concentração dos demais compostos foi de 20 mg 

L-1. As misturas e as respectivas fases móveis são: 

Mistura A: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila e trifenileno. Fase 

móvel: metanol:H2O, 80:20 (v/v), detecção a 254 nm. 

Mistura B: uracila, cafeína e fenol. Fase móvel: MeOH:H2O (30:70,v/v), 

detecção a 254 nm. 

Mistura C: uracila, benzilamina e fenol. Fase móvel: MeOH:20 mmol L-1 de 

K2HPO4/KH2PO4, pH 7,6, 30:70 (v/v), detecção a 220 nm. 

Mistura D: uracila, benzilamina e fenol. Fase móvel: MeOH:20 mmol L-1 de 

K2HPO4/H3PO4, pH 2,7, 30:70 (v/v), detecção a 220 nm. 

 

Figura 30. Estruturas químicas dos compostos que constituem as misturas 
teste de Tanaka. 
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As propriedades das FE avaliadas pelo teste de Tanaka são: 

 Hidrofobicidade (kPB): Medida a partir do fator de retenção do 

pentilbenzeno  que  reflete a área superficial e o recobrimento da fase. 

 Seletividade hidrofóbica (CH2): Medida pela razão dos fatores de 

retenção do pentilbenzeno e do butilbenzeno, CH2 = kPB/kBB. Esta é uma 

medida do recobrimento superficial da fase, pois a seletividade entre 

alquilbenzenos, diferenciados por um grupo CH2, é dependente da 

quantidade de polímero imobilizado. 

 Seletividade estérica (T/O): Medida pela razão entre os fatores de 

retenção do trifenileno e da o-terfenila, T/O = kT/kO. O T/O é uma 

medida da seletividade estérica, a qual é influenciada pelo espaçamento 

dos ligantes e também pela funcionalidade do polímero. 

 Seletividade aromática (PB/O) – Apesar dessa medida não constar no 

protocolo sugerido por Tanaka e colaboradores, Horak e Lindner [123] 

sugeriram que a seletividade aromática pode ser medida pela razão 

entre os fatores de retenção do pentilbenzeno e da o-terfenila, da 

mistura. A razão fornece uma indicação da capacidade da fase 

estacionária em realizar interações π-π com compostos aromáticos. 

 Capacidade de ligação de hidrogênio (C/F): Esta propriedade é obtida 

pela razão entre os fatores de retenção da cafeína e do fenol, C/F = 

kC/kF. O C/F é uma medida da quantidade de grupos silanóis disponíveis 

para formarem ligações de hidrogênio com os constituintes da amostra. 

 Capacidade de troca iônica total (B/F, pH 7,6): Propriedade medida pela 

razão entre os fatores de retenção da benzilamina e do fenol, B/F,  em 

pH 7,6 = kB/kF. O valor obtido é uma estimativa da atividade silanofílica 

total da FE. 

 Capacidade de troca iônica em meio ácido (B/F, pH 2,7): Propriedade 

medida pela razão entre os fatores de retenção da benzilamina e do 
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fenol, B/F, em pH 2,7 = kB/kF. O valor obtido é uma estimativa da acidez 

dos grupos silanóis residuais. 

Teste de Neue 

A mistura teste desenvolvida por Neue e colaboradores [120,121] 

constituída por compostos ácidos, básicos e neutros, foi analisada em fase 

móvel tamponada. A mistura foi composta por uracila, butilparabeno (20 mg/L), 

dipropilftalato (340 mg/L), naftaleno (60 mg/L), acenafteno (200 mg/L), 

propranolol (400 mg/L) e amitriptilina (100 mg/L) e foi analisada em FM 

MeOH:20 mmol/L K2HPO4/KH2PO4, pH 7,0, 65:35 (v/v), vazão de 0,3 mL/min, 

temperatura de 23 oC e detecção a 254 nm. A Figura 31 mostra as estruturas 

químicas dos compostos constituintes desta mistura. 

 

 

 
Figura 31. Estruturas químicas dos compostos que constituem a mistura teste 
de Neue. 

 

O teste de Neue avalia a capacidade de interação da FE com analitos 

polares através de interações eletrostáticas obtidas pelas seletividades entre o 

composto neutro e hidrofóbico, acenafteno, e os compostos polares 

butilparabeno e dipropilftalato (kacenafteno/kbutilparabeno e kacenafteno/kdipropilftalato).   
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A atividade silanofílica foi avaliada em termos do fator de retenção e do 

fator de assimetria dos compostos propranolol (pKa = 9,5) e  amitriptilina (pKa 

= 9,4), básicos, que se encontram protonados em pH 7. Com os dados obtidos, 

pode-se observar se os compostos básicos eluiram com maiores fatores de 

retenção, devido às fortes interações eletrostáticas com os grupos silanóis 

desprotonados na superfície da FE.  

Teste SRM 870 

A mistura teste SRM 870 [122] foi desenvolvida pelo NIST (National 

Institute of Standards and Technology) dos E.U.A. e é composta de uracila, 

etilbenzeno, tolueno, quinizarina e amitriptilina, na concentração de 20 mg/L, 

com exceção da  uracila que foi de 10 mg/L. A Figura 32 mostra as estruturas 

químicas dos compostos constituintes da mistura teste SRM 870.  

 

Figura 32. Estruturas químicas dos compostos que constituem a mistura teste 
SRM 870. 
 

Os parâmetros avaliados pelo teste SRM 870 foram:  

 Hidrofobicidade: determinada pelo fator de retenção do etilbenzeno (kE). 
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 Atividade frente à quelantes: determinada pelos fatores de assimetria 

(AsQ) e de alargamento do pico cromatográfico do composto quinizarina 

(TFQ ). 

 Atividade silanofílica: determinada pelos fatores de assimetria (Asam) e 

de alargamento do pico cromatográfico do composto básico amtriptilina 

(TFam ). 

A fase móvel utilizada foi MeOH:20 mmol/L K2HPO4/KH2PO4, pH 7,0, 

80:20 (v/v), vazão de 0,3 mL/min, temperatura de 23 oC e detecção UV-Vis a 

254 nm.  

3.11.2 Avaliação cromatográfica das fases estacionárias por 

CFS 

Para a realização da caracterização cromatográfica por CFS, utilizando o 

modelo dos parâmetros de solvatação, desenvolvido por West e Lesellier [106-

110], foram utilizadas colunas cromatográficas (250 mm x 4,6 mm d.i.) feitas de 

aço inox que, foram preenchidas com as FE que foram preparadas seguindo os 

procedimentos descritos na Tabela 4 e utilizando a mesma metodologia de 

suspensão à alta pressão. Para efeito de comparação, foi utilizada uma coluna 

cromatográfica tipo C18, comercial, Kromasil, capeada, da Akzo Nobel, com as 

mesmas dimensões, uma FE clássica tipo monomérica com tamanho de 

partícula de 5 μm, 20,1 % de carbono e área superficial específica de 379 m2/g.  

Todos os compostos (solutos 1-85 da Tabela 5) foram injetados 

individualmente. Adicionalmente, foram injetados os solutos 86-100 (Tabela 5), 

para a caracterização da FE Si(PDMS). Os solutos são compostos aromáticos 

com diferentes polaridades, grupos funcionais, e configurações espaciais, que 

foram preparados em MeOH ou MeOH-THF e obtidos de vários fornecedores 

(todos com pureza superior a 98 %). O teste foi realizado utilizando FM CO2 

com 10 % de MeOH, temperatura de 25 oC (fase móvel subcrítica), vazão de 

FM de 3 mL/min, detecção a 210 nm e controle de pressão de saída mantido a 

15 MPa na temperatura de 60 oC [106-110], com injeção de 1 µL de amostra. 

As regressões lineares e os cálculos estatísticos relacionados à caracterização 
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das FE por CFS foram realizadas utilizando o programa XLStat 7.5 da 

Addinsoft. 

Os fatores de retenção (k) foram calculados baseados no tempo de 

retenção dos compostos (tR), determinados pelo máximo de cada pico. Foi 

estabelecido como tM o tempo de retenção do pico correspondente ao metanol, 

medido pelo primeiro pico negativo obtido devido a diluição do solvente e o 

fator de alargamento a partir da equação  mostrada na Figura 18. 
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Tabela 4. Descrição das FE caracterizadas por CFS utilizando o modelo dos parâmetros de solvatação. As 
condições de preparo de cada fase estão descritas nas suas respectivas referências. 

FE Símbolo Descrição Preparação Caracterização Ref. 

SiO2 Si 
Sílica não modificada 

 
- 

SBET: 303 m2 g-1 
Vp: 0,86 cm3 g-1 

Dp : 11,2 nm 

124 

Si(PDMS) C1 
Suporte de silica e 

poli(dimetilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 227  m2 g-1 
Vp: 0,69 cm3 g-1 

Dp: 9,8 nm 
% C: 10,6 % 

125 

Si(PMOS) C8 
Suporte de silica e 

poli(metiloctilsiloxano) 
Imobilização térmica em 

atmosfera de N2  

SBET: 158 m2 g-1 
Vp: 0,48 cm3 g-1 

Dp: 9,9 nm 
% C: 16,2 % 

126 

Si(PMTDS) C14 
Suporte de silica e 

poli(metiltetradecilsiloxano) 
Imobilização térmica em 

atmosfera de N2 

SBET:  196 m2 g-1 
Vp: 0,63 cm3 g-1 

Dp: 9,8 nm 
% C: 11,3 % 

127 

Si(PMODS) C18 
Suporte de sílica e 

poli(metiloctadecilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 146 m2 g-1 
Vp: 0,10 cm3 g-1 

Dp: 8,8 nm 
% C: 22,5% 

128 

Si(PMODS)ec C18ec 
Suporte de sílica e 

poli(metiloctadecilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico e reação de 

capeamento 
 

SBET: 146 m2 g-1 
Vp: 0,16 cm3 g-1 

Dp: 21,8 nm 
% C: 23,9 % 

129 

Si(PMODS/PDMS) C18/C1 
Suporte de silica e 

poli(metiloctilsiloxano)/ 
poli(dimetilsiloxano) 

Imobilização térmica em 
atmosfera de N2 

SBET: 235 m2 g-1 
Vp:  0,6cm3 g-1 

Dp:  6,0 nm 
% C: 15,0 % 

128 
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Tabela 4 (continuação)      

Si(PDMPS) 
PHE 

 
Suporte de silica e 

poli(dimetil-co-metilfenilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 194 m2 g-1 
Vp: 0,53 cm3 g-1 

Dp: 8,7 nm 
% C: 11,2 % 

117 

SiO2-Ti Si-Ti 
Sílica modificada com titânio 

 
Metalização com 

tetrabutóxido de titânio 

SBET: 186 m2 g-1 
Vp: 0,49 cm3 g-1 

Dp: 8,4 nm 
%  Ti: 7,6 

130 

Si-Ti(PMTDS) Ti-C14 
Suporte de sílica titanizada e 
poli(metiltetradecilsiloxano) 

Imobilização térmica em 
atmosfera de N2 

SBET: 186 m2 g-1 
Vp: 0,49 cm3 g-1 

Dp: 8,4 nm 
% C: 9,9 % 

131 

Si-Ti(PMODS) Ti-C18 
Suporte de sílica titanizada e 
poli(metiloctadecilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 50 m2 g-1

Vp: 0,13 cm3 g-1 

Pd: 10,4 nm 
% C: 23,5% 

130 

Si-Ti(PMODS)ec Ti-C18ec 
Suporte de sílica titanizada e 
poli(metiloctadecilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico e reação de 

capeamento 
 

SBET: 46 m2 g-1

Vp: 0,11 cm3 g-1 

Dp: 9,8 nm 
% C: 24,9 % 

129 

SiO2-Zr Si-Zr 
Sílica modificada com zircônio 

 
Metalização com 

tetrabutóxido de zircônio 

SBET:  333 m2 g-1 
Vp:  0,72 cm3 g-1 

Dp :  8,6 nm 
% Zr: 21,5 

124 

Si-Zr(PMTDS) Zr-C14 
Suporte de silica zirconizada e 

poli(metiltetradecilsiloxano) 
 

Imobilização térmica em 
atmosfera de N2 

SBET: 166 m2 g-1 
Vp: 0,36 cm3 g-1 

Dp: 6,1 nm 
% C: 12,4 % 

132 

Si-Zr(PMODS) Zr-C18 
Suporte de silica zirconizada e 

poli(metiloctadecilsiloxano) 
 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 119 m2 g-1

Vp: 0,29 cm3 g-1 

Dp: 4,9 nm 
% C: 19,8 % 

123 
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Tabela 4 (continuação)      

Si-Zr(PMODS)ec Zr-C18ec 
Suporte de silica zirconizada e 

poli(metiloctadecilsiloxano) 
 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico e reação de 

capeamento 
 

SBET: 84 m2 g-1

Vp: 0,20 cm3 g-1 

Dp: 9,44 nm 
% C: 21,3% 

129 

Si-Zr(PDMPS) Zr-PHE 
Suporte de sílica zirconizada e 

poli(dimetil-co-metilfenilsiloxano) 

Imobilização térmica em ar 
atmosférico 

 

SBET: 172 m2 g-1 
Vp: 0,38 cm3 g-1 

Dp: 10,9 nm 
% C: 10,0 % 

117 

Si-Zr(ODS)ec C18ecA 
Sílica zirconizada e funcionalizada 

com octadeciltrimetoxisilano 

Silanização do suporte de 
silica zirconizada com C18 
trifuncionalizado e reação 

de capeamento 

SBET: 120 m2 g-1

Vp: 0,29 cm3 g-1 

Dp: 4,8 nm 
% C: 18,5 % 

133 

Legenda: SBET: Área superficial específica; Vp: volume de poro; Dp: diâmetro de poro; % C: percentagem de carbono. 
A reação de capeamento foi realizada utilizando um mistura de TMCS e HMDS. 
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Tabela 5. Solutos utilizados na caracterização pelo modelo dos parâmetros de 
solvatação [106, 109, 110]. 

Número Composto E S A B V 
1 Tolueno 0,601  0,52  0,00  0,14  0,8573  
2 Etilbenzeno 0,613  0,51  0,00  0,15  0,9982  
3 n-Propilbenzeno 0,604  0,50  0,00  0,15  1,1391  
4 n-Butilbenzeno 0,600  0,51  0,00  0,15  1,2800  
5 n-Pentilbenzeno 0,594  0,51  0,00  0,15  1,4209  
6 n-Hexilbenzeno 0,591  0,50  0,00  0,15  1,5620  
7 n-Heptilbenzeno 0,577  0,48  0,00  0,15  1,7029  
8 n-Octilbenzeno 0,579  0,48  0,00  0,15  1,8438  
9 n-Nonilbenzeno 0,578  0,48  0,00  0,15  1,9847  
10 n-Decilbenzeno 0,579  0,47  0,00  0,15  2,1256  
11 n-Undecilbenzeno 0,579 0,47 0,00 0,15 2,2665 
12 n-Dodecilbenzeno 0,571 0,47 0,00 0,15 2,4074 
13 n-Tridecilbenzeno 0,570 0,47 0,00 0,15 2,5483 
14 n-Tetradecilbenzeno 0,570 0,47 0,00 0,15 2,6892 
15 Alilbenzeno 0,717 0,60 0,00 0,22 1,0961 
16 t-Butilbenzeno 0,614 0,49 0,00 0,16 1,28 
17 Cafeína 1,500 1,60 0,00 1,35 1,3630 
18 Indazol 1,180 1,25 0,54 0,34 0,9050 
19 Carbazol 1,787 1,42 0,47 0,26 1,3150 
20 Anisol 0,708 0,75 0,00 0,29 0,9160 
21 1-Feniletanol 0,784 0,83 0,30 0,66 1,0570 
22 Álcool benzílico 0,803 0,87 0,39 0,56 0,9160 
23 Benzaldeído 0,820 1,00 0,00 0,39 0,8730 
24 Acetofenona 0,818 1,01 0,00 0,48 1,0139 
25 Propiofenona 0,804 0,85 0,00 0,51 1,1548 
26 Valerofenona 0,795 0,95 0,00 0,50 1,4366 
27 Coumarina 1,060 1,79 0,00 0,46 1,0620 
28 Benzonitrila 0,742 1,11 0,00 0,33 0,8711 
29 Nitrobenzeno 0,871 1,11 0,00 0,28 0,8906 
30 Clorobenzeno 0,718 0,65 0,00 0,07 0,8288 
31 Bromobenzeno 0,882 0,73 0,00 0,09 0,8910 
32 Iodobenzeno 1,188 0,82 0,00 0,12 0,9750 
33 Fenol 0,805 0,89 0,60 0,30 0,7751 
34 Eugenol 0,946 0,99 0,22 0,51 1,3540 
35 Vanilina 1,040 1,04 0,32 0,67 1,1313 
36 o-Xileno 0,663 0,56 0,00 0,16 0,9980 
37 m-Xileno 0,623 0,52 0,00 0,16 0,9980 
38 p-Xileno 0,613 0,52 0,00 0,16 0,9980 
39 o-Cresol 0,840 0,86 0,52 0,30 0,9160 
40 m-Cresol 0,822 0,88 0,57 0,34 0,9160 
41 p-Cresol 0,820 0,87 0,57 0,31 0,9160 
42 o-Clorofenol 0,853 0,88 0,32 0,31 0,8975 
43 m-Clorofenol 0,909 1,06 0,69 0,15 0,8975 
44 p-Clorofenol 0,915 1,08 0,67 0,20 0,8975 
45 o-Nitrofenol 1,045 1,05 0,05 0,37 0,9490 
46 m- Nitrofenol 1,050 1,57 0,79 0,23 0,9490 
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Tabela 5 (continuação) 
47 p- Nitrofenol 1,070 1,72 0,82 0,26 0,9490 
48 o-Nitrobenzilálcool 1,059 1,11 0,45 0,65 1,0900 
49 m- Nitrobenzilálcool 1,064 1,35 0,44 0,64 1,0900 
50 p- Nitrobenzilálcool 1,064 1,39 0,44 0,62 1,0900 
51 o-Nitrotolueno 0,866 1,11 0,00 0,28 1,0320 
52 m-Nitrotolueno 0,874 1,10 0,00 0,25 1,0320 
53 p-Nitrotolueno 0,870 1,11 0,00 0,28 1,0320 
54 Benzoato de metila 0,733 0,85 0,00 0,48 1,0726 
55 Benzoato de etila 0,689 0,85 0,00 0,46 1,2140 
56 Benzoato de propila 0,675 0,80 0,00 0,46 1,3540 
57 Benzoato de butila 0,668 0,80 0,00 0,46 1,4953 
58 Benzoato de benzila 1,264 1,42 0,00 0,51 1,6804 
59 Dimetilftalato 0,780 1,41 0,00 0,88 1,4290 
60 Dietilftalato 0,729 1,40 0,00 0,88 1,7110 
61 Dipropilftalato 0,713 1,40 0,00 0,86 1,9924 
62 Dibutilftalato 0,700 1,40 0,00 0,86 2,2700 
63 Naftaleno 1,340 0,92 0,00 0,20 1,0854 
64 1-Metilnaftaleno 1,344 0,90 0,00 0,20 1,2260 
65 2-Metilnaftaleno 1,304 0,92 0,00 0,20 1,2260 
66 2-Etilnaftaleno 1,371 0,87 0,00 0,20 1,3670 
67 Bifenila 1,360 0,99 0,00 0,26 1,3242 
68 1-Fenilnaftaleno 1,910 1,08 0,00 0,30 1,6932 
69 Benzofenona 1,447 1,50 0,00 0,50 1,4810 
70 Acenafteno 1,604 1,05 0,00 0,22 1,1726 
71 Acenaftileno 1,750 1,14 0,00 0,26 1,2156 
72 Fluoreno 1,588 1,03 0,00 0,20 1,3570 
73 Fenantreno 2,055 1,29 0,00 0,26 1,4540 
74 Antraceno 2,290 1,34 0,00 0,26 1,4540 
75 9-Metilantraceno 2,290 1,30 0,00 0,26 1,5950 
76 Fluoranteno 2,377 1,53 0,00 0,20 1,5850 
77 Pireno 2,808 1,71 0,00 0,29 1,5850 
78 Criseno 3,027 1,73 0,00 0,36 1,8230 
79 Benzo[a]pireno 3,625 1,98 0,00 0,44 1,9536 
80 Perileno 3,256 1,76 0,00 0,42 1,9536 
81 Binaftil 2,820 1,81 0,00 0,31 2,0622 
82 Trifenileno 3,000 1,71 0,00 0,42 1,8234 
83 o-Terfenil 2,194 1,61 0,00 0,38 1,9320 
84 p-Terfenil 2,194 1,61 0,00 0,38 1,9320 
85 Trifenileno 3,000 1,71 0,00 0,42 1,8234 
86 2-Etilnaftaleno 1,331 0,87 0,00 0,20 1,3670 
87 Naftilamina 1,670 1,26 0,20 0,57 1,1850 
88 Ácido 1-naftóico 1,200 1,27 0,52 0,48 1,3007 
89 Ácido 1-naftilacético 1,300 1,35 0,54 0,40 1,3007 
90 Naftaleno metanol 1,640 1,19 0,27 0,64 1,2850 
91 Naftaleno etanol 1,670 1,21 0,23 0,72 1,4259 
92 Naftilaldeído 1,470 1,19 0,00 0,47 1,2420 
93 Naftilacetato 1,130 1,25 0,00 0,62 1,4416 
94 Cianonaftaleno 1,190 1,25 0,00 0,41 1,2401 
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Tabela 5 (continuação) 
95 Naftilacetonitrila 1,430 1,44 0,00 0,53 1,3810 
96 Nitronaftaleno 1,600 1,51 0,00 0,29 1,2596 
97 Fluoronaftaleno 1,320 0,82 0,00 0,18 1,1030 
98 Cloronaftaleno 1,540 0,92 0,00 0,15 1,2078 
99 Bromonaftaleno 1,670 0,97 0,00 0,17 1,2604 

100 Iodonaftaleno 1,840 1,04 0,00 0,20 1,3436 

3.12 Avaliação da estabilidade química das fases estacionárias 

As condições de análise empregadas para os testes de estabilidade 

utilizaram FM que aceleram o processo de deterioração e colapso da coluna, 

possibilitando avaliações mais rápidas e com menor gasto de fase móvel. 

3.12.1 Estabilidade em meio alcalino 

A estabilidade química das fases estacionárias Si-Zr(PMODS), Si-

Ti(PMODS), Si(PMODS), Si-Zr(PMODS)ec e Si-Ti(PMODS)ec, preparadas nas 

condições ótimas de imobilização, foram avaliadas utilizando condições 

drásticas de análise: fase móvel alcalina, metanol:0,050 mol/L K2CO3/KHCO3, 

pH 10 (70:30, v/v) a 0,5 mL/min e temperatura de 50 oC  [60,132], monitorando 

os parâmetros cromatográficos: eficiência, fator de assimetria calculado a 10 % 

da altura do pico e fator de retenção para o composto acenafteno. O pH do 

componente aquoso da fase móvel foi ajustado com uma solução de KOH 

diluída antes de ser misturado ao componente orgânico. A estabilidade de cada 

fase estacionária foi determinada em função do número de volumes de colunas 

eluídos através de cada coluna cromatográfica. O volume de coluna 

corresponde ao volume de fase móvel que ocupa os espaços dentro da coluna, 

os quais não são ocupados pelo recheio cromatográfico (Vc). O volume de 

coluna foi calculado a partir do tM (tR da uracila) e da vazão da fase móvel, 

conforme a Equação:  

Vc = f × tM, 

 

na qual f é a vazão da fase móvel e tM é o tempo de retenção do composto não 

retido (uracila). 
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3.12.2 Estabilidade em meio ácido 

 O teste de estabilidade em meio ácido (pH 1,7) foi realizado utilizando 

como fase móvel metanol:0,2 % de ácido trifluoroacético (50:50, v/v). A vazão 

utilizada foi de 0,5 mL/min e a temperatura foi de 50 oC. Para isso, a coluna foi 

periodicamente testada para a separação de uma mistura de etilbenzeno, 

quinizarina e amitriptilina. O cálculo de Vc foi realizado utilizando o mesmo 

procedimento descrito no teste de estabilidade em meio alcalino. 

3.13 Avaliação da aplicabilidade das FE otimizadas 

3.13.1 Aplicabilidade em CLAE-FR 

O potencial de aplicação das FE capeadas e não capeadas foi avaliado 

na separação de misturas contendo fármacos de efeito psicotrópico, 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA), xantinas e filtros ultravioleta 

(UV), utilizando modos de eluição isocrático ou por gradiente, com ou sem 

tamponamento da FM. Para efeito de comparação foi utilizada uma coluna 

cromatográfica comercial tipo C18 de fase ligada e capeada, Nova-Pak da 

marca Waters (150 mm × 3,9 mm), com tamanho de partícula de 4 μm, 7 % de 

carbono e área superficial específica de 120 m2/g [124, 129 e 131]. 

Separação de xantinas 

Compostos pertencentes à classe das metilxantinas, como a cafeína, 

teobromina e teofilina são alcalóides com alto poder de estimular o sistema 

nervoso central (SNC). A cafeína está presente em vários medicamentos 

analgésicos e em diversas bebidas (chá, café, energético, etc.), devido ao seu 

poder estimulante. A teobromina pode ser encontrada no cacau e chocolate, 

sendo também empregada como vasodilatador. A teofilina é utilizada em 

formulações farmacêuticas para tratamento de doenças respiratórias. Essas 

metilxantinas são consideradas de difícil separação e muitas vezes a etapa de 

seleção de uma coluna cromatográfica com seletividade adequada para 

separação por CLAE-FR pode ser uma tarefa problemática [134]. 
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A fase Si-Zr(PMODS) imobilizada termicamente a 120 ºC por 16 h (FE 

otimizada) foi utilizada para separar uma mistura de cafeína, teobromina e 

teofilina, na concentração de 16,0 mg/L cujas estruturas químicas estão 

ilustradas na Figura 33. A separação foi realizada utilizando o modo gradiente 

(solvente A: água e solvente B: MeOH:H2O (70:30,v/v), sendo que a 

composição do solvente B variou de 30 % até 70 % com vazão de 0,3 mL/min, 

temperatura de 30 ºC, detecção UV a 275 nm, com injeção de 5 µL.  Para 

efeito de comparação, esta mistura de metilxantinas também foi separada em 

uma coluna comercial de 150 × 3,9 mm de d.i. recheada com uma fase 

comercial, Nova-Pak®, com partículas de 4 µm, empregando as mesmas 

condições de análises utilizadas na coluna de Si- Zr(PMODS), com exceção da 

vazão empregada, que foi de 1,0 mL/min. 

 

 

Figura 33. Estruturas químicas das metilxantinas separadas por CLAE-FR 
utilizando a FE Si-Zr(PMODS). 
 

Separação de filtros ultravioleta (UV) 

Filtros solares são compostos químicos adicionados às formulações 

cosméticas como protetores solares, cremes, loções, etc., com a função de 

absorver, espalhar e/ou refletir a radiação UV solar nociva à pele [135]. Os 

filtros químicos ou orgânicos apresentam na sua estrutura anéis aromáticos 

conjugados, com um grupo doador de elétrons na posição “orto” ou “para” à um 

grupo receptor de elétrons e a separação por CLAE-FR é a mais utilizada [136]. 

A fase zirconizada, Si-Zr(PMODS), imobilizada termicamente a 120 ºC por 

16 h (FE otimizada) foi utilizada para separar uma mistura contendo cinco filtros 

UV químicos: ácido fenilbenzimidazol sulfônico (ácido 2-fenilbenzimidazol-5-

sulfônico), benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona), 4-metilbenzilideno 
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cânfora (3-(4-metilbenzilideno) cânfora), octocrileno (2-ciano-3,3-difenilacrilato 

de 2-etilexila) e metoxicinamato de octila (4-metoxicinamato de 2-etilexila) que 

são os filtros UV mais utilizados comercialmente, na concentração de 10,0 

mg/L. As suas estruturas químicas estão ilustradas na Figura 34. A separação 

foi realizada utilizando o modo isocrático de eluição, com FM MeOH:H2O 

(80:20,v/v), vazão de 0,3 mL/min, temperatura de 25 ºC, detecção UV a 288 

nm, e volume de injeção de 5 µL.  Para efeito de comparação, esta mistura de 

filtros UV foi separada em uma coluna comercial de 150 × 3,9 mm de d.i. 

recheada com uma fase comercial, Nova-Pak®, com partículas de 4 µm, 

empregando as mesmas condições de análises utilizadas na coluna de Si-

Zr(PMODS), com exceção da vazão empregada que foi de 1,0 mL/min. 

 

 

Figura 34. Estruturas químicas dos filtros UV químicos separados por CLAE-
FR utilizando a FE Si-Zr(PMODS). 
 
 

Separação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) 

Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) e seus derivados são 

gerados pela combustão incompleta de material orgânico de fontes naturais ou 

oriundas de atividades antropogênicas. Nas últimas décadas, os HPA vêm 

recebendo muita atenção devido aos seus efeitos carcinogênicos e, 

consequentemente foram incluídos nas listas de compostos considerados 

poluentes prioritários segundo agências européias e americanas de proteção e 
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monitoramento ambiental, sendo seu monitoramento de extrema importância 

[137]. Para a separação de HPA, a CLAE-FR é uma das técnicas mais 

utilizadas, usualmente acoplada a detectores de fluorescência [138,139]. 

A fase titanizada, Si-Ti(PMODS), imobilizada termicamente a 120 ºC por 

16 h (FE otimizada) foi utilizada para separar uma mistura de seis HPA: 

naftaleno, acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno, na 

concentração de 10,0 mg/L. As suas estruturas químicas estão ilustradas na 

Figura 35. A separação foi realizada utilizando o modo gradiente (solvente A: 

MeOH:H2O (70:30, v/v) e solvente B: acetonitrila), sendo que a composição do 

solvente B variou de 5% até 70 % com vazão de 1,0 mL/min, temperatura de 

23 ºC, detecção a 254 nm e volume de injeção de 5 µL.  Para efeito de 

comparação, a mesma mistura de HPA também foi separada em uma coluna 

comercial de 150 × 3,9 mm de d.i. recheada com uma fase comercial, Nova-

Pak®, com partículas de 4 µm, empregando as mesmas condições de análises 

utilizadas na coluna de Si-Ti(PMODS), com exceção da vazão empregada, que 

foi de 1,2 mL/min. 

 
 

 
Figura 35. Estruturas químicas dos HPA separados por CLAE-FR utilizando a 
FE Si-Ti(PMODS). 
 
 

Separação de fármacos psicoativos 

 CLAE-FR é amplamente utilizada na separação de produtos 

farmacêuticos, como fármacos psicoativos, dentre os quais as classes dos 
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antidepressivos e tranqüilizantes, frequentemente, estão envolvidas em 

análises clínicas ou forenses [140].  

As fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) imobilizadas 

termicamente a 120 ºC por 16 h (FE otimizada) e suas respectivas fases 

capeadas, foram utilizadas para separar uma mistura contendo quatro 

fármacos psicoativos, amitriptilina, nortriptilina, fluoxetina e diazepam, na 

concentração de 10,0 mg/L. As suas estruturas químicas estão ilustradas na 

Figura 36. A separação foi realizada utilizando o modo isocrático de eluição, 

com FM metanol:0,020 mol/L K2HPO4/KH2PO4, pH 7,5, (80:20, v/v), na vazão 

de 0,8 mL/min, temperatura de 23 ºC, detecção a 220 nm  e volume de injeção 

de 5 µL.  Para efeito de comparação, esta mistura de fármacos também foi 

separada em uma coluna comercial de 150 × 3,9 mm de d.i., recheada com 

uma fase comercial, Nova-Pak®, com partículas de 4 µm, empregando as 

mesmas condições de análises utilizadas na coluna de Si- Zr(PMODS), com 

exceção da vazão empregada, que foi de 1,2 mL/min. 

 

 

 

Figura 36. Estruturas químicas dos fármacos psicoativos separados por CLAE-
FR. 
 
 

3.13.2 Aplicabilidade em CFS 

 
 Com intuito de ampliar a aplicabilidade das FE otimizadas com e sem 

capeamento e de outras fases estacionárias baseadas em polissiloxanos 

preparadas anteriormente em outros trabalhos do LabCrom (Tabela 4) para 

utilização em CFS,  foram avaliadas separações de três grupos de fármacos, e 

uma mistura de oito filtros UV: 
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 Benzodiazepínicos: Oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e 

loflazepato de etila (Figura 37).  

 Barbitúricos: hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 

3-metil-5-fenil-hidantoína (Figura 38).  

 Anti-inflamatórios não esteroides: Ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, 

cetoprofeno, suprofeno e indoprofeno (Figura 39).  

 .Filtros UV químicos: 2-etil-hexil salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), 

metoxinamato de octila (EMC), octocrileno (OCR), 

butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etil-hexil triazona (ET), bis-

etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS) (Figura 40).  

 

 

Figura 37. Estruturas químicas dos benzodiazepínicos separados por CFS. 
 

 

Todas as aplicações foram realizadas com soluções dos compostos na 

concentração de 1 mg/L, preparadas em MeOH ou MeOH-THF. Os fármacos 

com pureza superior a 99 % foram obtidos de vários fornecedores, e os filtros 

UV foram gentilmente doados pela L´Oreal (Chevilly Larue, França). As 

separações foram realizadas utilizando FM CO2:MeOH (90:10, v/v), 
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temperatura de 25 oC (subcrítico), vazão de FM de 3 mL/min, detecção a 210 

nm e controle de pressão de saída mantido a 15 MPa na temperatura de 60 oC. 

 

 

 

 
Figura 38. Estruturas químicas dos barbitúricos separados por CFS. 

 

 

 

 

 
Figura 39. Estruturas químicas dos anti-inflamatórios não esteroides separados 
por CFS.  
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Figura 40. Estruturas químicas dos filtros UV separados por CFS. 
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4. Resultados e Discussão 

 A seguir estão apresentados os resultados e discussão das 

caracterizações físicas, químicas e cromatográficas por cromatografia líquida 

de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR) e por cromatografia com fluido 

supercrítico (CFS), além de alguns testes de aplicabilidade, das fases 

estacionárias listadas no item 3.6.1. 

4.1 Fluorescência de raios-X 

 

Os grupos silanóis superficiais do suporte de sílica reagem com 

tetrabutóxido de zircônio (IV) ou titânio (IV) conforme as etapas 1 e 2: 

 
 Etapa 1: 

 

               nSiOH + M(OC4H9)4    (SiO)nM(OC4H9)4-n + nC4H10OH 
 
   

  Etapa 2: 
 

            (SiO)nM(OC4H9) 4-n + (4-n)H2O  (SiO)nM(OH) 4-n  + (4-n)C4H10OH 
         

onde SiOH refere-se aos grupos silanóis na superfície da sílica e M 

representa um átomo de zircônio ou titânio. 

A espectroscopia de fluorescência de raios-X foi aplicada para 

determinar o percentual de incorporação de metal nos suportes metalizados 

usando curvas analíticas obtidas a partir dos padrões das misturas de 

SiO2/ZrO2 e SiO2/TiO2.  

O espectro de FRX mostra claramente a presença de Zr sobre a 

superfície da sílica zirconizada, pelos picos em 15,76 keV e 17,64 keV (Figura 

41a), chamados, respectivamente, de picos K e K. O mesmo ocorre com os 

suportes de sílica titanizada com o aparecimento dos picos K e K em 4,50 

keV e 4,93 keV (Figura 41b), respectivamente. 

As intensidades dos picos K e K são diretamente proporcionais a 

concentração de metal nas amostras, ou seja, quanto maior é a concentração 

de metal, mais intenso são esses picos. Para a construção das curvas 
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analíticas (Figura 42A e 42B), foram utilizados os valores de intensidade média 

do pico Kα do respectivo metal cada padrão e a quantidade de metal (%, m/m). 

As equações das curvas analíticas foram: IK(Zr) = 21,8 % Zr – 29,3, com R = 

0,9934; e IK (Ti) = 2,22 % Ti – 2,04, com R = 0,9992. A concentração de Zr foi 

de 21,5 % (± 0,2 %) e Ti foi de 7,5 % (± 0,1 %), resultado similar aos outros 

valores encontrados em suportes de sílica zirconizada [111] e titanizada [112] 

que utilizaram a mesma metodologia. Para a preparação das FE capeadas, 

foram sintetizados novos lotes de Si-Zr e Si-Ti, com % de Zr e titânio de 23,5 % 

e 7,1 %, respectivamente. 

 

  

Figura 41: Espectros de FRX dos suportes de sílica zirconizada (a) e de sílica 
titanizada (b). 

 

Figura 42. Curva analítica para determinação de zircônio (A) e titânio (B) em 
sílica metalizada. IK (Zr) = 21,8 % Zr – 29,3; com R = 0,9934 e IK (Ti) = 2,22 % 
Ti – 2,04; com R = 0,9992. 
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4.2 Microscopia eletrônica de varredura 

A morfologia das partículas de sílica não modificada, sílica zirconizada e 

sílica titanizada foram avaliadas por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). As fotomicrografias obtidas para as amostras estão apresentadas na 

Figura 43. 

 É possível observar que, referente ao processo de síntese dos suportes, 

as etapas de lavagens sucessivas com tolueno e água foram eficientes para 

remoção do material orgânico residual, pois não há presença de resíduos de 

reagentes ou de aglomerados das partículas das sílicas metalizadas. 

 

 

(a) (b) 

  

(c) 
Figura 43. Fotomicrografias obtidas para (a) sílica zirconizada com ampliação 
de 1.000 vezes e 10.000 vezes, (b) sílica titanizada com ampliação de 1.000 
vezes e 10.000 vezes e (c) sílica não modificada com ampliação de 1.000 
vezes e 10.000 vezes. 
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4.3 Planejamento experimental: avaliação da imobilização 

térmica do PMODS sobre suportes metalizados 

As fases estacionárias foram preparadas utilizando-se excesso de carga 

de PMODS, de acordo com o procedimento descrito no item 3.6.2. Após a 

sorção do polímero ao suporte, as FE foram submetidas à etapa de 

imobilização térmica, variando-se a temperatura e o tempo em 11 

experimentos, sendo que os intervalos de tempo e temperatura foram 

determinados utilizando testes univariados, levando em consideração a 

estabilidade térmica do polímero PMODS (até 175 oC).  

 A Tabela 6 apresenta a percentagem de carbono (% de C), a espessura 

da camada polimérica () e os parâmetros cromatográficos obtidos a partir das 

separações das misturas testes 1 e 2 pela fase estacionária Si-Zr(PMODS). Os 

cromatogramas relativos à separação dos compostos da mistura teste 1 estão 

mostrados na Figura 44. 

 

Tabela 6. Matriz do planejamento composto central para as condições de 
tempo e temperatura de imobilização da fase Si-Zr(PMODS).  

Experimento 
Variáveis 

Parâmetros 

cromatográficos 
% C  (nm) 

Temperatura (◦oC ) Tempo (h) N/ma Asa Asb ka 

1 80 8 46300 1,6 2,9 3,3 17,2 1,53 

2 120 8 48900 1,6 2,6 4,3 19,2 1,87 

3 80 16 85400 1,2 4,1 3,5 15,7 1,31 

4 120 16 89900 1,1 2,1 5,0 19,8 1,99 

5 100 12 52400 1,8 3,0 4,2 17,8 1,62 

6 100 12 52250 1,7 3,2 4,2 17,8 1,62 

7 100 12 52650 1,8 3,4 4,1 17,7 1,61 

8 72 12 9500 0,7 4,1 3,5 14,6 1,17 

9 128 12 60900 1,3 2,6 4,6 18,4 1,73 

10 100 6,4 78350 1,0 2,8 3,8 18,8 1,80 

11 100 17,6 18300 1,8 2,3 4,3 18,2 1,53 

(a) Calculado para o pico do naftaleno; (b) calculado para o pico da N,N-
dimetilanilina.  
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Figura 44. Cromatogramas obtidos na separação da mistura teste 1 pelas 
fases estacionárias Si-Zr(PMODS) imobilizadas termicamente, em estufa, em 
diferentes condições experimentais. Condições cromatográficas: volume de 
injeção: 5 μL, FM: MeOH:H2O (80:20,v/v); vazão 0,3 mL min-1; detecção a 254 
nm e temperatura de 25 ºC. Identificação dos picos: (1) uracila, (2) benzonitrila, 
(3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno. 
 
 

O desempenho cromatográfico das fases Si-Zr(PMODS) imobilizadas 

termicamente, a partir das condições de tempo e temperatura, apresentaram 

eficiências (N/m) que variaram de 9.500 até 89.900 pratos m-1. Os experimentos 

3, 4, 9 e 10 apresentaram fator de assimetria (As) dentro dos limites aceitáveis, 

entre 0,8 e 1,3 [2,3], para o composto apolar naftaleno. Já os experimentos 1, 2, 

5-7, 8 e 11 apresentaram fator de assimetria inadequado. A partir dos 

resultados de eficiência de coluna e fator de assimetria para o pico do naftaleno 
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obtidos para as fases Si-Zr(PMODS) imobilizadas termicamente, foram 

ajustados os respectivos modelos quadráticos para determinar uma condição 

ou uma região ótima de imobilização, empregando software de tratamento 

estatístico de dados STATISTICA®. Os modelos matemáticos que explicam as 

variações ocorridas na execução dos experimentos, no nível de 95 % de 

confiança, para eficiência e assimetria, estão apresentados abaixo: 

 

Eficiência (N/m X 1000) = 52,1 (0,10) − 9,9x1 (0,07) − 0,5x2 (0,07) − 1,9x1
2 

(0,08) − 4,7x2
2 (0,08) + 0,5x1x2 (0,09)                                                                             

Assimetria (As) = 1,76 (0,03) + 0,10x1 (0,02) + 0,04x2 (0,02) − 0,34x1
2        

( 0,02) − 0,14x2
2 (0,03)  − 0,03x1x2 (0,01)  

 
 

A validade da equação ajustada para a eficiência de coluna obtidas pelas 

fases Si-Zr(PMODS) foram avaliadas pela análise da variância (ANOVA). Os 

dados da ANOVA para as eficiências de coluna estão dispostos na Tabela 7. A 

partir da ANOVA, a regressão quadrática dos dados de eficiências para as 

colunas das fases Si-Zr(PMODS) imobilizadas termicamente foi 

estatisticamente significativa, uma vez que a razão entre a média quadrática da 

regressão e a média quadrática dos resíduos (MQreg/MQres = 6,65) foi maior que 

o valor do teste F tabelado (F5,5,95% = 5,05). O modelo quadrático também não 

apresentou falta de ajuste, pois a razão entre a média quadrática da falta de 

ajuste e o erro puro experimental (MQfaj/MQep = 1,71) apresentou menor valor 

que o F3,2,95% tabelado = 19,16. Isto implica que o modelo quadrático ajustado 

aos dados de eficiência de coluna obtidos para as diferentes condições de 

imobilização térmica do PMODS (Tabela 7) sobre o suporte de sílica 

zirconizada explica, de forma satisfatória, as variações ocorridas nos resultados 

e mais de 89 % das variações ocorridas nas respostas podem ser explicadas 

pelo modelo descrito na Equação de eficiência de separação.  

                       

 



 

89 
 

Tabela 7.  Análise da variância do modelo quadrático ajustado às eficiências de 
coluna para o composto naftaleno obtidas pelas fases Si-Zr(PMODS) 
imobilizadas termicamente. 

Fonte de Variação 

(FV) 

Soma Quadrática 

(SQ) 

Graus de 

liberdade () 

Média Quadrática 

(MQ) 

Regressão 77,85 5 15,57 

Resíduos 11,71 5 2,34 

Falta de Ajuste 9,07 3 2,27 

Erro Puro 2,64 2 1,32 

Total 89,56 10  

 

A superfície de resposta da imobilização térmica de PMODS sobre 

partículas de sílica zirconizada (Figura 45A) foi medida pela eficiência do pico 

do composto naftaleno. A região ótima foi compreendida por eficiências de 

coluna superiores a 82.000 pratos/m e fatores de assimetria entre 0,9 e 1,1 

(Figura 45B) para imobilização na temperatura de 120 °C por 16 h. Nestas 

condições, fases Si-Zr(PMODS) imobilizadas termicamente foram preparadas 

para caracterizações físico-químicas e cromatográficas e testes de estabilidade 

em FM alcalina e ácida. 

 

Figura 45. Superfície de resposta para a imobilização térmica do PMODS no 
suporte de sílica zirconizada: (A) eficiência e (B) fator de assimetria. 
 

 A Tabela 8 mostra as diferentes condições de tempo e temperatura 

utilizadas na imobilização térmica da fase estacionária Si-Ti(PMODS), assim 

como os parâmetros cromatográficos obtidos, % de carbono, e a espessura da 

camada polimérica (). Os cromatogramas relativos à separação dos 

compostos da mistura teste 1 estão mostrados na Figura 46. Assim como para 
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a FE Si-Zr(PMODS), os intervalos de tempo e temperatura foram determinados 

utilizando testes univariados, levando em consideração a estabilidade térmica 

do polímero PMODS (até 175 oC), medido por termogravimetria. Os melhores 

resultados foram obtidos para a FE produzida no experimento 4, no qual a 

eficiência cromatográfica foi superior a 81.000 N/m e picos simétricos foram 

obtidos para o composto neutro naftaleno e para o composto básico N,N-

dimetilanilina. Esta FE também apresentou o maior % de carbono incorporado, 

23,5 %. O experimento 9 apresentou os menores valores de eficiência e 

valores de assimetria inadequados. A repetibilidade do procedimento foi 

avaliada através da análise do ponto central, realizado em triplicata 

(experimentos 5, 6 e 7).  A estimativa do desvio padrão relativo foi de 0,5 % 

para recobrimento polimérico (em termos de percentagem de carbono), 

resultados considerados satisfatórios. As superfícies de resposta para 

eficiência (Figura 47A) e assimetria (Figura 47B), determinadas para o 

composto naftaleno, apresentaram valores superiores a 80.000 pratos/m e 

fatores de assimetria entre 1,0 e 1,2 e apresentaram região ótima para as 

condições de preparação da FE Si-Ti(PMODS) na temperatura de 120 oC por 

16 h.  

 
Tabela 8. Matriz do planejamento composto central para as condições de 
tempo e temperatura de imobilização da fase Si-Ti(PMODS). 

Experimento 
Variáveis 

Parâmetros 

cromatográficos 
% C 

 

(nm) 

Temperatura (◦C ) Tempo (h) N/ma Asa Asb ka   

1 80 8 73600 0,9 1,6 6,4 16,4 0,65 

2 120 8 79200 1,1 3,3 5,5 22,4 1,11 

3 80 16 75700 0,8 2,0 7,5 16,8 0,67 

4 120 16 81700 1,1 1,2 6,1 23,5 1,17 

5 100 12 78500 0,6 1,7 10,2 19,5 0,86 

6 100 12 78200 0,7 1,3 10,3 19,5 0,86 

7 100 12 78800 0,7 1,4 10,2 19,4 0,85 

8 72 12 73200 0,8 2,4 5,4 16,3 0,64 

9 128 12 50800 0,6 3,1 16,4 17,5 0,72 

10 100 6,4 78200 0,8 3,5 8,4 18,4 0,78 

11 100 17,6 75600 0,9 3,9 10,9 20,6 0,94 

(a) Calculado para o pico do naftaleno; (b) calculado para o pico da N,N-dimetilanilina. 
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Figura 46. Cromatogramas obtidos na separação da mistura teste 1 pelas 
fases estacionárias Si-Ti(PMODS) imobilizadas termicamente, em estufa, em 
diferentes condições experimentais. Condições cromatográficas: volume de 
injeção: 5 μL, FM: MeOH:H2O (80:20,v/v); vazão 0,3 mL min-1; detecção a 254 
nm e temperatura de 25 ºC, Identificação dos picos: (1) uracila, (2) benzonitrila, 
(3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno. 
 
 

Os modelos matemáticos que explicam as variações ocorridas na 

execução dos experimentos, no nível de 95 % de confiança, estão 

apresentados a seguir: 

Eficiência (N/m X 1000) = 78,5 (0,17) − 2,5x1 (0,11) + 0,11x2 (0,10)            

− 6,2x1
2 (0,13) + 1,2x2

2 (0,13) 
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Assimetria = 0,67 (0,03) − 0,03x1 (0,02) − 0,03x2 (0,02)  − 0,07x1
2 (0,02)  

− 0,14x2
2 (0,02) 

 

 
Figura 47. Superfície de resposta para a imobilização térmica do PMODS no 
suporte de sílica titanizada: (A) eficiência e (B) fator de assimetria. 
 

 

A validade da equação ajustada para a eficiência de coluna obtidas pelas 

fases Si-Ti(PMODS) foram avaliadas pela análise da variância (ANOVA) e a 

regressão quadrática dos dados de eficiências para as colunas das fases Si-

Ti(PMODS) imobilizadas termicamente foi estatisticamente significativa e o 

modelo quadrático também não apresentou falta de ajuste com um nível de 

confiança de 95 %.  

4.4 Área superficial específica, volume específico e diâmetro de 

poros 

Os valores de área superficial específica, volume específico de poros e 

diâmetro médio de poros estão descritos na Tabela 9. A partir da Tabela 9 

percebe-se que após o processo de metalização, há redução do volume e 

diâmetro de poros das partículas. Por outro lado, ocorreu aumento da área 

superficial. Assim, percebe-se que, o processo de metalização, no qual há 

incorporação do metal a estrutura da sílica, não altera significativamente as 

características da sílica Kromasil (sílica nua), permanecendo em ambos os 

materiais a característica de material mesoporoso [111,141]. A curva de 

dessorção dos suportes pode ser associada à isoterma tipo A ou tipo H1 

(IUPAC), o que é característico de materiais com poros cilíndricos [142]. A área 
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superficial específica da fase Si-Zr(PMODS) apresentou uma redução de 

aproximadamente 35 % do valor inicial da área superficial do suporte de sílica 

zirconizada.Também ocorreu diminuição do volume e diâmetro de poros, 

sugerindo que a maior quantidade de polímero PMODS foi imobilizado dentro 

dos poros do suporte de sílica zirconizada, com redução dos volumes de poros 

em relação ao volume de poro inicial do suporte de aproximadamente 40 %. A 

FE Si-Ti(PMODS) apresentou redução de aproximadamente 83 % para área 

superficial específica. Após o processo de capeamento, houve diminuição de 

aproximadamente 13 % no valor da área superficial da fase zirconizada e 

aproximadamente 8% no valor de área superficial da fase titanizada, aumento 

no diâmetro de poro e diminuição do volume de poros para ambas as FE. 

Tabela 9. Área superficial específica (SBET), volume de poro (Vp) e diâmetro de 
poros (Dp) da sílica Kromasil (sílica nua), suportes metalizados e das fases 
estacionárias otimizadas. 

FE SBET (m2 /g) Vp (cm3/g) Dp (nm) 

Sílica Kromasil 306 0,86 11,22 

Sílica zirconizada (Si-Zr) 333 0,72 8,64 

Sílica titanizada (Si-Ti) 312 0,80 5,30 

Si-Zr (PMODS) 119 0,29 4,90 

Si-Zr (PMODS)ec 103 0,19 9,43 

Si-Ti (PMODS) 49,8 0,13 5,10 

Si-Ti(PMODS)ec 45,9 0,11 9,80 

 

4.5 Termogravimetria 

As curvas TG/DTG (DTG – derivada termogravimétrica: derivada da 

massa em função da temperatura) obtidas para a sílica não modificada, para os 

suportes metalizados e para as fases estacionárias estão descritos a seguir: 

As perdas de massas dos suportes estão relacionadas principalmente 

aos processos de desidratação e desidroxilação das partículas de sílica (Figura 

48a) e das sílicas metalizadas (Figura 48b e Figura 48c). Ocorre a evaporação 

das moléculas de água fisicamente adsorvidas à superfície externa do suporte 

de 50°C até aproximadamente 150 °C, com exceção da sílica modificada (até 

aproximadamente 100°C). A segunda perda de massa ocorre entre 150 e 600 



 

94 
 

°C, devido à evaporação de moléculas de água mais internas aos suportes. A 

partir de 600 °C ocorre o processo de desidroxilação nos materiais, devido à 

remoção de grupos hidroxilas da sílica e do óxido metálico. A perda de massa 

total foi inferior a 10 % da massa inicial das sílicas metalizadas, indicando uma 

boa resistência térmica dos suportes cromatográficos.  
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Figura 48. Curvas TG e DTG obtidas para os suportes de sílica não modificada 
e sílica metalizada, sob atmosfera oxidante (O2) (100 mL min-1), a uma razão 
de aquecimento de 10 ºC min-1, de 10 ºC a 700 ºC para o suporte de sílica não 
modificada e de 10 ºC a 1000 ºC para os suportes metalizados, utilizando-se 
aproximadamente 10 mg de amostra. Em (a) sílica não modificada; (b) sílica 
zirconizada e (c) sílica titanizada. 
 
 

A TG também foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica do PMODS. 

As perdas de massas do PMODS ocorreram principalmente a partir de 175 ºC, 

início da degradação do polímero, como pode ser visto na Figura 49. A partir 

dessa temperatura podem ser observados picos de degradação (curva 



 

95 
 

pontilhada), dentro da faixa de 175 a 600 ºC, devido à perda de monômeros e 

oligômeros de sua estrutura. Na temperatura de 600 ºC há degradação total do 

polímero e da matéria orgânica, tendo-se como resíduo apenas a sílica. Em 

função desses resultados, a faixa de aplicação do PMODS para a utilização 

como fase estacionária fica limitada a uma temperatura máxima ao redor de 

150 ºC, para garantir que a sua estrutura inicial não seja afetada pela alteração 

da temperatura durante o preparo da fase estacionária. 
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Figura 49. Curvas TG e DTG obtidas para o PMODS, sob atmosfera oxidante 
(O2) (100 mL min-1), a uma razão de aquecimento de 10 ºC min-1, de 10 ºC a 
980 ºC, utilizando-se aproximadamente 10 mg de amostra. 
 

 

As FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) apresentaram perdas de massas 

ao longo da faixa de temperatura de 25 a 600 ºC (Figura 50). As principais 

perdas estão relacionadas à degradação do PMODS, a desidratação e 

desidroxilação dos grupos superficiais, Si-OH e M-OH do suporte 

cromatográfico. A degradação das fases teve início em aproximadamente 240 

ºC para a FE Si-Zr(PMODS) e 270 ºC para a FE Si-Ti(PMODS), superior ao 

início da degradação do PMODS que foi de 175 ºC. Para as FE capeadas 

(Figura 51), a fase zirconizada apresentou aumento na estabilidade térmica, 

com início da degradação em aproximadamente 300 ºC, enquanto que a fase 

titanizada apresentou início de degradação em torno de 225 ºC, o que leva a 
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inferir que antes e após o capeamento há mudanças da estabilidade térmica 

das FE, de acordo com o tipo de suporte metalizado: a FE Si-Ti(PMODS) 

apresentou maior estabilizade térmica antes do capeamento, no entato, após o 

capeamento, a FE Si-Zr(PMODS)ec apresentou maior estabilidade térmica. 
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Figura 50. Curvas TG e DTG obtidas para as FE Si-Zr(PMODS) e Si-
Ti(PMODS), sob atmosfera oxidante (O2) (100 mL min-1), a uma razão de 
aquecimento de 10 ºC min-1, de 10 ºC a 980 ºC, utilizando-se aproximadamente 
10 mg de amostra. Em (a) FE Si-Zr(PMODS) e (b) Si-Ti(PMODS). 
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Figura 51. Curvas TG e DTG obtidas para as FE Si-Zr(PMODS)ec e Si-
Ti(PMODS)ec, sob atmosfera oxidante (O2) (100 mL min-1), a uma razão de 
aquecimento de 10 ºC min-1, de 10 ºC a 980 ºC, utilizando-se aproximadamente 
10 mg de amostra. Em (a) FE Si-Zr(PMODS)ec e (b) Si-Ti(PMODS)ec. 
 

4.6 Espectroscopia de absorção na região do infravermelho 

Os espectros de infravermelho das sílicas metalizadas com zircônio 

(Figura 52) e titânio (Figura 53) apresentaram bandas características 

semelhantes àquelas encontradas nas amostras de sílica Kromasil (sílica nua, 
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na região de 3500, 1645, 1100, 980, 790 e 460 cm-1). As bandas alargadas em 

torno de 3450-3900 cm-1 podem ser atribuídas ao estiramento vibracional dos 

grupos hidroxilas livres que ocorrem na superfície de sílicas amorfas [143]. 

Essa banda também usualmente se sobrepõe as bandas de hidroxilas da água 

adsorvida ao material [144]. A banda em 1640-1650 cm-1 pode ser atribuída à 

deformação angular dos grupos OH de água adsorvida [145]. Já a banda 

acentuada em 1100 cm-1 foi atribuída ao estiramento das ligações siloxano, Si-

O-Si [146]. A banda na região de 790 cm-1 é atribuída às vibrações das 

ligações Zr-O e Ti-O, porém essa região também é típica do estiramento 

simétrico dos grupos Si-O, bem como a banda na região em torno de 465 cm-1. 

[146]. 

A presença do polímero, PMODS (Figura 54), imobilizado nas FE (Figura 

55 e Figura 56) foi confirmado pelo aparecimento do tripleto em 2850-2900 

cm−1 atribuído ao estiramento dos grupos CH2 e CH3 [147]. O espectro de 

absorção no infravermelho das FE capeadas apresentou, além das bandas 

listadas, significante redução das bandas em forma de ombro na região entre 

970–980 cm−1, atribuídas às vibrações dos grupos OH dos silanóis, o que 

sugeriu a eficiência da reação de capeamento [133] (Figura 57 e Figura 58).   
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Figura 52. Espectros de absorção na região do infravermelho obtidos para as 
amostras de sílica não modificada e de sílica zirconizada, utilizando pastilha de 
KBr, 1 % (m/m). 
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Figura 53. Espectros de absorção na região do infravermelho obtidos para as 
amostras de sílica não modificada e de sílica titanizada, utilizando pastilha de 
KBr, 1 % (m/m). 
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Figura 54. Espectros de absorção na região do infravermelho do PMODS, 
utilizando pastilha de KBr, 1 % (m/m). 
 



 

99 
 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

97
0 cm

-1

Si-Zr(PMODS)

1
.6

2
4 cm

-1

465 cm
-1

808
 cm

-1

1.090 cm
-1

2.850 cm
-1

2
.9

30
 cm

-1

3.446
 cm

-1

Número de onda (cm-1)

T
ra

n
sm

it
â
n

c
ia

 (
%

)

 
Figura 55. Espectros de absorção na região do infravermelho da FE Si-
Zr(PMODS), utilizando pastilha de KBr, 1 % (m/m). 
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Figura 56. Espectros de absorção na região do infravermelho da FE Si-
Ti(PMODS), utilizando pastilha de KBr, 1 % (m/m). 
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Figura 57. Espectros de absorção na região do infravermelho da FE Si-
Ti(PMODS)ec, utilizando pastilha de KBr, 1 % (m/m). 
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Figura 58. Espectros de absorção na região do infravermelho da FE Si-
Ti(PMODS)ec, utilizando pastilha de KBr, 1 % (m/m). 
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4.7 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 

silício-29 (RMN 29Si) 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear de silício-29 (RMN 
29Si) foi empregada para identificação estrutural das diferentes espécies de 

silício presentes nos suportes e nas fases estacionárias. 

Os espectros de RMN 29Si obtidos para a sílica não modificada e para as 

sílicas metalizadas estão apresentados na Figura 59. 
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Figura 59. Espectros de RMN de 29Si obtidos para a sílica não modificada 
(SiO2) (a), sílica zirconizada (Si-Zr) (b) e sílica titanizada (Si-Ti) (c). 
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É possível observar que os três espectros (Figura 59) apresentam picos 

em -92, -100 e -109 ppm, atribuídos aos grupos silanóis geminais (Q2), aos 

silanóis livres e vicinais (Q3), e às ligações do tipo siloxano (Q4), 

respectivamente. Pode-se observar uma diminuição na razão Q3/Q4 no 

espectro dos suportes metalizados em relação ao espectro da sílica não 

modificada, indicando que a incorporação de zircônio ou titânio na sílica ocorre 

principalmente nos grupos Q3 correspondentes aos silanóis vicinais ou livres. 

A Figura 60 apresenta as espécies de silício que podem ser encontradas 

nos espectros dos suportes e/ou das fases estacionárias [148]. 
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Figura 60. Espécies de silício que podem ser encontradas nos espectros dos 
suportes e/ou fases estacionárias e seus respectivos valores de deslocamento 
químico. As ligações Si-O representam ligações Si-O-SiΞ. 
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Os espectros de RMN obtidos para as FE Si-Zr(PMODS) e para a FE Si-

Ti(PMODS) capeadas e não capeadas estão apresentados na Figura 61 e 62, 

respectivamente. 
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Figura 61. Espectros de RMN de 29Si obtidos para as FE Si-Zr(PMODS) e Si-
Zr(PMODS)ec. 
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Figura 62. Espectros de RMN de 29Si obtidos para as FE Si-Ti(PMODS) e Si-
Ti(PMODS)ec. 
 

Nos espectros das FE pode-se verificar diminuição das espécies Q2 e a 

redução da razão entre as espécies Q3/Q4, indicando que a quantidade total de 

grupos silanóis diminuiu após a incorporação do polímero PMODS. 

Comparando os espectros de RMN de 29Si  das fases estacionárias com o 
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suporte de sílica metalizada, pode-se perceber que ocorreu um aumento da 

intensidade dos sinais na faixa de -10 a -30 ppm, que são sinais de silício 

relacionadas ao PMODS da fase estacionária. Os sinais que aparecem nessa 

região do espectro de RMN das FE podem ser relacionados ao ambiente 

químico das espécies de silício presentes, agora associadas às cadeias do 

PMODS que estão fracamente ligadas ou fisicamente adsorvidas (D1 e D1
H) 

e/ou também quimicamente ligadas (D2’) à superfície do suporte [148,149]. 

A ressonância magnética nuclear de 29Si  das FE Si-Zr(PMODS)ec e Si-

Ti(PMODS)ec revelou a efetividade da reação de capeamento pelo 

aparecimento do grupo trimetilsilil (M) na região de +14 ppm [115], além da 

redução nas quantidades de silanóis livres (Qn). Sinais das estruturas SiO4 (Q
4) 

e dos grupos silanóis isolados (Q3) podem ser detectados em ambas as FE, 

entretanto, a razão Q3/ Q4 foi alterada nas FE capeadas (ec). Além disso, nas 

FE capeadas, os sinais dos silanóis geminais (Q2) desapareceram 

completamente.  

4.8 Caracterização cromatográfica das FE otimizadas por 

CLAE-FR 

4.8.1 Escolha da vazão ótima 

As FE otimizadas através do planejamento experimental foram 

submetidas a caracterização por CLAE-FR utilizando os testes de Engelhardt 

[118], Tanaka [119], Neue [120,121] e SRM 870 [122]. A etapa preliminar foi de 

determinação da vazão ótima de FM, ou seja, a vazão em que se obtêm 

análises com valores mais elevados de eficiência. 

A Figura 63 mostra a curva de van Deemter (gráfico de H, altura de prato 

versus velocidade linear de FM, µ) obtida com a FE Si-Zr(PMODS), utilizando-

se os valores de H (µm) calculados para o naftaleno, a partir da separação da 

mistura teste 1. Apesar do ponto mínimo da curva ter sido obtido em uma 

vazão de aproximadamente 0,25 mL/min, foi estabelecido que a vazão de fase 

móvel a ser utilizada seria de 0,3 mL/min por ainda apresentar eficiências 

adequadas (acima de 75,000 N/m) em um menor tempo de análise. 
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Figura 63. Curva de van Deemter obtida para a fase estacionária preparada a 
partir da imobilização do PMODS sobre sílica zirconizada, Si-Zr(PMODS), 
empregando temperatura de 120 oC por 16 horas. 
 

A FE Si-Ti(PMODS) também apresentou vazão ótima de fase móvel de 

0,3 mL/min, com eficiências acima de 78,000 N/m. 

 

4.8.2 Separação das misturas teste 1 e 2 

As misturas teste 1 e 2, desenvolvidas no LabCrom, são utilizadas 

rotineiramente como uma forma de avaliação geral do desempenho 

cromatográfico das FE preparadas, além de serem utilizadas para 

determinação das condições ótimas de imobilização através da utilização do 

planejamento experimental. Os cromatogramas obtidos a partir da separação 

dos compostos das mistura teste 1, empregando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-

Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento estão apresentados na 

Figura 64. 

A mistura teste 1  é constituída por compostos neutros de diferentes 

polaridades, cuja separação é considerada simples. Por isso, além de fornecer 

ferramentas para otimização do processo de imobilização pelo uso do 

planejamento experimental, também é utilizada como uma forma de se avaliar 

a qualidade do enchimento da coluna, principalmente com relação à eficiência 

e a assimetria dos picos. 
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A Tabela 10 mostra os valores de eficiência (N/m) e assimetria (As10) 

para as fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 

reação de capeamento.  
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Figura 64. Cromatogramas obtidos na separação dos compostos da mistura 
teste 1 empregando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; FM: MeOH:H2O (70:30,v/v); vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e 
temperatura de 25 C. Identificação dos picos: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) 
benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno. 
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Tabela 10. Valores de eficiência (N/m), assimetria (As10), retenção (k) e 
resolução (Rs) obtidos para as fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-
Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento (ec).  
Parâmetro Si-Zr(PMODS) Si-Zr(PMODS)ec Si-Ti(PMODS) Si-Ti(PMODS)ec

N/m (benzonitrila) 40100 32700 40050 20200 

N/m (benzeno) 71900 56200 72550 31350 

N/m (tolueno) 84600 62900 75850 32350 

N/m (naftaleno) 89900 65550 79200 52900 

(As10) (benzonitrila) 1,7 1,3 1,8 1,6 

(As10) (benzeno) 1,4 1,1 1,7 1,0 

(As10) (tolueno) 1,2 1,1 1,2 0,9 

(As10) (naftaleno) 1,1 1,0 1,1 0,9 

k (benzonitrila) 0,6 0,8 0,5 0,6 

k (benzeno) 1,8 2,0 1,9 2,8 

k (tolueno) 3,3 3,7 2,8 5,2 

k (naftaleno) 5,0 5,6 5,9 8,0 

Rs (todos os picos)* ≥ 2,9 ≥ 2,6 ≥ 3,9 ≥ 2,9 

* Valor mínimo   

 

   

As FE otimizadas capeadas e não capeadas apresentaram resolução 

acima de 2,6 para todos os picos da mistura teste 1 e os valores de eficiência 

obtidos para o composto mais retido, o naftaleno, foram maiores que 52000 

pratos/m, conforme apresentado na Tabela 10. Com relação à assimetria do 

naftaleno, as FE apresentaram valores entre 0,9 e 1,1 (Tabela 10), dentro da 

faixa aceitável [2,3]. O procedimento de capeamento aumentou a retenção das 

FE para todos os compostos, devido à incorporação dos grupos metila, que 

atribuíram maior hidrofobicidade às FE. A etapa de capeamento reduziu os 

valores de eficiência das colunas, o que pode estar relacionado a perdas de FE 

(PMODS) devido ao estresse térmico durante o período de 48 horas. 

A Figura 65 apresenta os cromatogramas obtidos na separação da 

mistura teste 2, empregando-se as fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-

Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento. A mistura teste 2, assim 

como a mistura teste 1, foi desenvolvida  no LabCrom e  é constituída pelos por 

compostos neutros (naftaleno e acenafteno), ácido (fenol) e básico (N,N-

dimetilanilina), portanto, a análise desta mistura fornece informações com 

relação à acidez e polaridade da fase estacionária empregada.  
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Figura 65. Cromatogramas obtidos na separação dos compostos da mistura 
teste 2 empregando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; FM: MeOH:H2O (70:30,v/v); vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e 
temperatura de 25 C. Identificação dos picos: (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-
dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno. 
 

As fases estacionárias foram analisadas empregando FM MeOH:H2O 

(70:30,v/v) e suas separações apresentaram resolução acima de 1,4 para 

todos os picos da mistura teste 2, com separação de todos os compostos 

(Tabela 11). As FE capeadas apresentaram redução da assimetria para o pico 
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do composto N,N-dimetilanilina, (Tabela 11). A ocorrência de interações por 

meio de troca iônica com os zirconóis e/ou titanóis presentes, indicou que este 

composto está interagindo com os suportes metalizados e essa interação é 

mais pronunciada para o suporte de sílica zirconizada (As10 = 4,7, antes do 

capeamento).  

  
Tabela 11. Valores de eficiência (N/m), assimetria (As10), retenção (k) e 
resolução (Rs) obtidos para as fases estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-
Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento (ec).  

Parâmetro Si-Zr(PMODS) Si-Zr(PMODS)ec Si-Ti(PMODS) Si-Ti(PMODS)ec 

N/m (fenol) 8500 6028 24100 10400 

N/m (N,N-dimetilanilina) 47500 47200 45100 22300 

N/m (naftaleno) 88500 50900 90700 31400 

N/m (acenafteno) 91850 59300 97190 29500 

(As10) (fenol) 2,8 2,4 1,8 1,7 

(As10)(N,N-dimetilanilina) 4,7 2,1 2,3 2,0 

(As10 ) (naftaleno) 2,1 1,2 1,1 0,9 

(As10) (acenafteno) 1,7 1,1 0,9 0,8 

k (fenol) 0,5 0,5 0,4 0,4 

k (N,N-dimetilanilina) 2,9 2,9 3,5  3,8 

k (naftaleno) 4,7 5,0 5,6 7,9 

k (acenafteno) 11,7 12,4 13,0 20,1 

Rs (todos os picos) ≥ 1,6 ≥ 1,4 ≥ 2,2 ≥ 2,4 

 

Os suportes apresentam em sua estrutura os grupos silanóis e metalóis 

ácidos. Após a incorporação de zircônio ou titânio, que são ácidos de Lewis, 

houve um aumento da acidez do suporte cromatográfico [113] e, sendo que a 

N,N-dimetilanilina, uma base fraca, a amina protonada (pKa 5,1) deve interagir 

por troca iônica com os sítios ácidos do suporte cromatográfico: silanóis, 

zirconóis ou titanóis. 

Como o fator de retenção das FE antes e após o capeamento não sofreu 

alteração para a FE zirconizada e quase não apresentou variação para a FE 

titanizada, não é possível inferir se o processo de capeamento foi significativo e 

se os grupos metila recobriram grande parte dos sítios ativos dos suportes. 

Porém, considerando que a N,N-dimetilanilina se caracteriza por um composto 

de difícil separação, convém realizar testes cromatográficos específicos para 
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medir a acidez e a quantidade de silanóis e/ou metalóis presentes. Por outro 

lado, uma alternativa para a redução do fator de assimetria da N,N-

dimetilanilina utilizando FE metalizada seria a aplicação de FM tamponada com 

fosfato na faixa de pH 7,0, um vez que como o pKa da N,N-dimetilanilina 

protonada é 5,1, e sabe-se que em pH acima de 6,1, a amina encontra-se na 

forma neutra, e as interações por troca iônica com os sítios ativos do suporte 

são minimizadas [117]. 

4.8.3 Mistura teste de Engelhardt 

Os cromatogramas obtidos na separação da mistura teste de Engelhardt 

estão apresentados na Figura 66. 

No teste de Engelhardt [118] (Tabela 12), a seletividade hidrofóbica 

(αCH2), para a FE Si-Zr(PMODS) obtida pela razão entre o fator de retenção do 

etilbenzeno (kE) e do tolueno (kT), foi 3,2, indicando que a FE tem capacidade 

de separar compostos que diferem somente por um grupo metilênico. A 

atividade silanofílica, medida pelos fatores de assimetria da anilina e da N,N-

dimetilanilina (AsA =  3,4 e AsN  = 5,4), a sua ordem de eluição e a razão dos 

fatores de assimetria da anilina e do fenol (AsA/AsP = 1,2) indicam que a FE 

apresenta significante atividade silanofílica [118]. Para a FE Si-Ti(PMODS), o 

teste de Engelhardt indicou αCH2 de 2,5. Essa capacidade é menor quando 

comparada com a FE Si-Zr(PMODS). Em relação à atividade silanofílica, os 

valores encontrados para AsA e AsN foram respectivamente 2,1 e 3,7, valores 

mais baixos, quando comparados com a FE Si-Zr(PMODS). A ordem de 

eluição e a razão entre o fator de assimetria da anilina e fenol (AsA/AsP) foi de 

1,4, indicando que a FE apresenta moderada atividade silanofílica. 

Após a reação de capeamento, o teste de Engelhardt [118] (Tabela 12), 

mostra que os valores de seletividade hidrofóbica (αCH2) quase não foram 

alterados para a FE titanizada, mas com alteração para a FE zirconizada. Há 

redução significativa no fator de assimetria dos solutos básicos anilina (A) e 

N,N-dimetilanilina (N), o que indica que a reação de capeamento reduziu a 

quantidade de silanóis e/ou zirconóis e titanóis nas FE capeadas.  
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Figura 66. Cromatogramas obtidos na separação da mistura teste de 
Engelhardt, utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; FM: MeOH:H2O (55:45, v/v); vazão:0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e 
temperatura de 40 oC. Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) anilina, (4) 
tolueno, (5) N,N-dimetilanilina, (6) etilbenzeno. 

 
 

Tabela 12. Dados obtidos para o teste de Engelhardt antes e após a reação de 
capeamento (ec).  

FE αCH2 AsA AsN AsA/AsP 

Si–Zr(PMODS) 3,2 3,4 5,4 1,2 

Si–Zr(PMODS)ec 2,2 1,3 1,4 1,0 

Si–Ti(PMODS) 2,5 2,1 4,5 1,4 

Si–Ti(PMODS)ec 1,7 1,1 3,6 1,1 
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4.8.4 Mistura teste de Tanaka 

A mistura A do teste de Tanaka [119] foi empregada para avaliar diferentes 

propriedades das FE: hidrofobicidade (kpentilbenzeno), seletividade hidrofóbica 

(CH2 = kpentilbenzeno/kbutilbenzeno), seletividade estérica (T/O = ktrifenileno/ko-terfenila) e a 

seletividade aromática (PB/O = kpentilbenzeno/ko-terfenila) [123]. Essa mistura foi 

constituída de uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, trifenileno e o-terfenila. O 

cromatogramas obtidos na separação da mistura A do protocolo de Tanaka 

estão apresentados na Figura 67. 

Como se pode observar nos cromatogramas obtidos na separação da 

mistura A, todas as FE apresentaram aproximadamente a mesma separação 

para o par butilbenzeno e pentilbenzeno, e, consequentemente, valores de 

seletividade hidrofóbica (CH2) semelhante (Tabela 13). Seus valores são 

semelhantes aos obtidos para as FE C18 testadas por Tanaka e colaboradores 

[119], que apresentaram valores entre 1,1 e 1,3 e pelas FE quimicamente 

ligadas tipo poliméricas e fases estacionárias híbridas do tipo C18 testadas por 

Euerby e colaboradores [150-152]. As FE apresentaram hidrofobicidade 

(kpentilbenzeno) comparável as FE C18 testadas por Tanaka e colaboradores [119] 

e por Euerby e Petersson [152]. Após o capeamento, houve diminuição do 

valor de kpentilbenzeno para a FE zirconizada e um aumento do mesmo parâmetro 

para a FE titanizada, devido ao maior % de carbono dessa fase, porém, ainda 

comparáveis com as FE C18 testadas por Tanaka e colaboradores [119] e por 

Euerby e Petersson [152]. Os valores de seletividade hidrofóbica (CH2) 

permaneceram quase que inalterados antes e após a reação de capeamento, 

confirmando os resultados obtidos pelo teste de Engelhardt. 

 

Tabela 13. Dados obtidos para o Teste de Tanaka antes e após a reação de 
capeamento (ec). 

FE kpentilbenzeno αCH2
a αT/O

b PB/O
c αC/P

d αB/P(pH 7.6)
e αB/P(pH 2.7)

e 

Si–Zr(PMODS) 7,1 1,2 1,3 0,8 1,4 0,8 2,1 

Si–Zr(PMODS)ec 7,6 1,1 1,2 0,8 0,3 0,6 1,7 

Si–Ti(PMODS) 6,9 1,3 1,6 0,8 0,7 2,0 1,8 

Si–Ti(PMODS)ec 9,2 1,1 1,2 0,7 0,4 0,9 1,4 

aCH2 = kpentilbenzeno/kbutilbenzeno; 
bT/O = ktrifenileno/ko-terfenila; 

cPB/O =
 kpentilbenzeno/ ko-

terfenila;
 dC/F = kcafeína/kfenol;

 eB/F = kbenzilamina/kfenol 
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Figura 67. Cromatogramas obtidos na separação da mistura A do protocolo de 
Tanaka, utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; FM: metanol:H2O, 80:20 (v/v); vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e 
temperatura de 40 oC. Compostos teste: (1) uracila, (2) butilbenzeno, (3) 
pentilbenzeno, (4) o-terfenil e (5) trifenileno. 
 
 
 

A separação da mistura A do teste de Tanaka [119] (Tabela 13) também 

indicou que a seletividade estérica (αT/O), obtida pelo fator de separação do 

composto não-planar o-terfenil e do composto altamente planar trifenileno 

apresentou valores de 1,2 e 1,6, respectivamente. Esses valores indicam que 

as FE tem a capacidade de separar compostos de polaridades similares que 

diferem pela configuração espacial, com ordem de eluição típica de fases 

poliméricas do tipo octadecil (ODS), nas quais a molécula não planar do 

hidrocarboneto policíclico aromático o-terfenil elui mais rapidamente que a 
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molécula planar do trifenileno, uma vez que essas fases apresentam uma 

“cavidade” na sua estrutura [153]. Por outro lado, o valor obtido por αT/O é 

menor do que o esperado para fases poliméricas do tipo C18 [154,155]. Essa 

característica da FE pode estar relacionada com uma boa cobertura polimérica 

sobre os suportes [156]. Os valores de seletividade aromática das FE (PB/O) 

foram similares aos obtidos por Euerby et al. [157] durante a caracterização 

das FE comerciais do tipo fenil (PB/O < 1) e que as FE capeadas e não 

capeadas apresentam a capacidade de realizar interações com compostos que 

apresentam elétrons   e separar compostos como hidrocarbonetos 

aromáticos. 

A partir da separação dos compostos da mistura teste B de Tanaka 

(Figura 68) pode-se avaliar a capacidade de formação de ligação de hidrogênio 

das FE, obtida pela razão entre os fatores de retenção da cafeína e do fenol 

(C/F). Os grupos silanóis residuais foram medidos através das interações por 

ligação de hidrogênio entre a FE, a cafeína e o fenol. A eluição desses 

compostos revelou valor de αC/P = 0,7, indicando que há silanóis/titanóis 

residuais presentes na FE Si-Ti(PMODS), valor superior ao encontrado para FE 

comerciais [151,152], porém mais baixo quando comparado a FE Si-

Zr(PMODS), cujo αC/P foi de 1,4. Por outro lado, a reação de capeamento 

promoveu boa proteção dos silanóis residuais na superfície das fases 

estacionárias. Este fato contribuiu para a redução das interações por ligação de 

hidrogênio, quando comparadas com as mesmas fases não capeadas. Como 

resultado, ocorreu a inversão na ordem de eluição dos solutos cafeína e fenol, 

resultando em αC/P menor que a unidade. Este valor é similar aos valores 

encontrados para FE comerciais que foram submetidas à reação de 

capeamento [119,152], indicando que os grupos metila obtidos por meio da 

reação de capeamento recobriram grande parte dos silanóis e/ou zirconóis ou 

titanóis dos suportes cromatográficos. 

A atividade silanofílica total e a acidez dos grupos silanóis residuais das 

FE foram analisadas por meio da mistura contendo um composto básico, a 

benzilamina, (pKa 9,7) e um composto ácido (fenol, pKa 9,9), que são 

analisados em FM metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1 30:70 (v/v), 

tamponada, em diferentes valores de pH : pH 7,6 e pH 2,7. 
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Figura 68. Cromatogramas obtidos na separação da mistura B do protocolo de 
Tanaka, utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; FM: MeOH:H2O (30:70, v/v); vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e 
temperatura de 40 oC, Compostos teste: (1) uracila, (2) fenol e (3) cafeína. 
 

Quando se utiliza FM a pH 7,6, a maioria dos grupos silanóis está na 

forma desprotonada (Si-O-), e assim, deve interagir com a benzilamina por 

meio do mecanismo de troca iônica, uma vez que esta se encontra protonada, 

retendo-a fortemente ou até mesmo irreversivelmente. 

 A Figura 69 mostra os cromatogramas das FE Si-Zr(PMODS) e Si-

Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento utilizando como FM 

metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1, pH 7,6, 30:70 (v/v). O valor de αB/P(7.6) = 

0,8 mostra que a FE apresenta baixa propriedade de realizar troca iônica, com 

eluição da benzilamina com um pico simétrico (As= 1,3). Já a FE Si-Ti(PMODS) 

apresentou  αB/P(pH7.6) = 2,0, o que  indica que a FE apresenta a propriedade de 
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realizar troca iônica total quando essa faixa de pH for utilizada, resultando em 

pico da benzilamina com assimetria,  AsB = 2,5, e somente o recobrimento 

polimérico não é suficiente para suprimir a atividade silanofílica da FE nessa 

faixa de pH. Após a reação de capeamento, há diminuição significativa dos 

valores de αB/P(7.6), com valores de 0,6 e 0,9 para as fases zirconizada e 

titanizada, respectivamente, indicando a eficiência da reação de capeamento e 

por consequência a diminuição da atividade silanofílica das FE. 
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Figura 69. Cromatogramas obtidos na separação da mistura C do protocolo de 
Tanaka, utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; fase móvel: metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1, pH 7,6, 30:70 (v/v); 
vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm em (a) e (b) e 220 nm em (c) e (d) e 
temperatura de 40 oC. Compostos teste: (1) uracila, (2) benzilamina e (3) fenol. 
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A Figura 70 mostra os cromatogramas das FE Si-Zr(PMODS) e Si-

Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento utilizando como FM 

metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1, pH 2,7, 30:70 (v/v). Nesse valor de pH, 

os grupos silanóis estão não-dissociados, enquanto a benzilamina está 

protonada com a carga positiva. O resultado de αB/P = 2,1 foi semelhante a FE 

tipo C18 não capeadas que apresentam αB/P de aproximadamente 2,5 [152]. 

Uma vez que a retenção do soluto básico benzilamina não foi irreversível, a FE 

não apresenta acidez elevada, com baixa capacidade de realizar troca iônica 

em fases móveis tamponadas ácidas ou neutras. Esse fato sugere que a 

presença de zircônio na superfície da sílica, o qual aumenta a acidez dos 

silanóis adjacentes e, consequentemente, aumenta as interações entre a FE e 

bases fracas como a benzilamina não afeta significativamente a retenção de 

compostos básicos. A FE Si-Ti(PMODS) apresentou valor de αB/P em  pH 2,7 

de 1,8.  Mais uma vez, não houve retenção irreversível da benzilamina e pode-

se dizer que as interações entre o soluto e os silanóis/titanóis residuais podem 

ser consideradas moderadas e a FE poderia ser utilizada para separar 

compostos básicos em faixas de pH ácidas à neutras.  

A presença de metal, no caso titânio, na superfície da sílica, o qual 

poderia aumentar a intensidade da interação entre a FE e compostos básicos, 

como a benzilamina, não afetou a retenção desse soluto básico, confirmando 

que o processo de imobilização térmica possibilitou a obtenção de uma FE com 

bom desempenho cromatográfico devido ao recobrimento da superfície do 

suporte pelo  PMODS.  

Após a reação de capeamento, há diminuição dos valores de αB/P(2.7), 

com valores de 1,8 e 1,4 para as fases zirconizada e titanizada, 

respectivamente, confirmando a eficiência da reação de capeamento e, por 

consequência, a diminuição da atividade silanofílica das FE devido a melhor 

proteção dos grupos silanóis ou metalóis residuais. 
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Figura 70. Cromatogramas obtidos na separação da mistura D do protocolo de 
Tanaka, utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a 
reação de capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 
L; fase móvel: metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1, pH 2,7, 30:70 (v/v); 
vazão: 0,3 mL min-1; detecção a 254 nm e temperatura de 40 oC. Compostos 
teste: (1) uracila, (2) benzilamina e (3) fenol. 
 

4.8.5 Mistura teste de Neue 

Os cromatogramas obtidos na separação da mistura teste de Neue estão 

apresentados na Figura 71. 

O teste de Neue [120,121] (Tabela 14) para a FE Si-Zr(PMODS) revelou  

o mesmo valor (4,3) para as razões entre kacenafteno/kbutilparabeno e 

kacenafteno/kdipropilftalato, o que demonstra que compostos polares como 

butilparabeno e dipropilftalato eluem antes do composto apolar acenafteno, 

indicando que as interações da FE com compostos polares é baixa, porém a 
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FE não apresentou a propriedade de separar esses dois compostos. A 

atividade silanofílica da FE foi avaliada pela assimetria dos compostos básicos 

propranolol (pKa = 9,5) e amitriptilina (pKa = 9,4), que se encontram 

desprotonados quando FM tamponada em pH 7,0 é utilizada. Porém, os dois 

compostos eluiram com picos simétricos, 1,2 e 1,1, respectivamente, similar 

aos resultados obtidos pelos testes anteriores, e confirmando mais uma vez 

que o processo de imobilização térmica do polímero foi eficiente. No entanto, 

os fatores de retenção destes dois compostos kp = 10,9 e kam = 38,7 indicam 

que há a ocorrência de interações iônicas nessa faixa de pH de FM. 
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Figura 71. Cromatogramas obtidos na separação da mistura teste de Neue, 
utilizando as FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) antes e após a reação de 
capeamento (ec). Condições cromatográficas: volume de injeção: 5 L; fase 
móvel: metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1 65:35 (v/v) pH 7,0; vazão: 0,3 mL 
min-1; detecção a 254 nm e temperatura de 25 oC. Compostos teste: (1) uracila, 
(2) butilparabeno, (3) dipropilftalato, (4) naftaleno, (5) acenafteno, (6) 
propranolol e (7) amitriptilina. 
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A FE Si-Ti(PMODS) (Tabela 14) não possui a capacidade de separar os 

compostos polares butilparabeno e dipropilftalato, pois as razões entre 

kacenafteno/kbutilparabeno e kacenafteno/kdipropilftalato são de 8,2. No entanto, as interações 

da FE com compostos polares são baixas. Os compostos polares propanolol e 

amitriptilina eluiram com picos simétricos, 1,1 e 0,9, respectivamente indicando 

bom recobrimento polimérico para a FE. Assim como a FE Si-Zr(PMODS),  os 

elevados fatores de retenção destes dois compostos, kp = 29,5 e kam = 45,9, 

indicam que há a ocorrência de interações iônicas mais intensas quando FM 

tamponada nessa faixa de pH é utilizada. 

 Os resultados do teste de Neue [120,121] para as FE capeadas (Tabela 

14) indicaram que não houve alteração nos parâmetros relacionados a 

retenção do acenafteno, butilparabeno e dipropilftalato, medido pela razões 

kacenafteno/kbutilparabeno e kacenafteno/kdipropilftalato. Porém, como já indicado 

anteriormente pelos testes de Tanaka e Engelhardt, houve diminuição 

significativa na quantidade de silanóis residuais após o capeamento, 

evidenciada pela diminuição do fator de retenção dos compostos básicos 

propanolol e amitriptilina (kp e kam). 

 

Tabela 14. Dados obtidos para a mistura teste de Neue antes e após a reação 
de capeamento (ec). 

FE kacenafteno/kbutilparabeno kacenafteno/kdipropilftalato kp kam Asp Asam

Si–Zr(PMODS) 4,3 4,3 10,9 38,7 1,2 1,1 

Si–Zr(PMODS)ec 4,0 4,0 5,8 12,6 1,0 1,0 

Si–Ti(PMODS) 8,2 8,2 29,5 45,9 1,1 0,9 

Si–Ti(PMODS)ec 7,9 7,9 12,9 15,7 1,0 0,9 

 

4.8.6 Mistura SRM 870 

Os cromatogramas obtidos na separação da mistura SRM 870 [122] pelas 

FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) estão apresentados na Figura 72. 
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Figura 72. Cromatogramas obtidos na separação da mistura teste SRM 870, 
utilizando as FE Si-Zr(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS) (b). Condições 
cromatográficas: volume de injeção: 5 L; fase móvel: 
metanol:KH2PO4/K2HPO4 0,02 mol L-1, pH 7,0, 80:20 (v/v); vazão: 0,3 mL min-1; 
detecção a 254 nm e temperatura de 23 oC. Compostos testes: (1) uracila, (2) 
tolueno, (3) etilbenzeno, (4) quinizarina e (5) amitriptilina. 

 

A separação da mistura SRM 870 [122] revelou que a FE Si-Zr(PMODS) 

(Tabela 15) apresenta certa hidrofobicidade (kE = 0,8). A assimetria e o fator de 

alargamento (Tf) do composto quinizarina, AsQ = 2,7 e TfQ = 2,6, indicam alta 

atividade frente a quelantes. Por outro lado, o fator de assimetria e alargamento 

da amitriptilina (AsAM = 1,6 e Tfam = 1,4) indicam que a FE apresenta baixa 

atividade silanofílica em relação à separação desse composto básico e poderia 

ser utilizada na separação de fármacos e seus metabólitos com estrutura 

semelhante a amitriptilina. 

Para a FE Si-Ti(PMODS) (Tabela 15), o fator de retenção do etilbenzeno 

(kE = 1,2) no teste SRM 870 indica que a FE apresenta hidrofobicidade inferior 

à fases estacionárias comerciais [157]. O fator de assimetria e o fator de 

alargamento e do composto quinizarina (AsQ = 1,2 and TfQ = 1,0)  indicam que 

a FE apresenta baixa atividade frente quelantes. O fator de assimetria e o fator 

de alargamento da amitriptilina (AsQ = 0,6 and TfQ = 1,3) indicam, por outro 

lado, que a FE poderia ser aplicada na separação de compostos básicos como 

fármacos utilizados como antidepressivos e seus metabólitos com estrutura 

similar a amitriptilina, assim como a FE Si-Zr(PMODS). 

A separação da mistura SRM 870 [122] após a reação de capeamento 

(Tabela 15), revelou que o fator de retenção do etilbenzeno (kE) permaneceu 
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quase inalterado após o capeamento, sendo similar ao encontrado para FE 

comerciais capeadas [157]. A redução do fator de assimetria e de alargamento 

da quinizarina (AsQ) e (TfQ), após a reação de capeamento, indicam que houve 

redução da atividade das FE frente a presença de agentes quelantes. O fator 

de assimetria e alargamento da amitriptilina (Asam) e (Tfam) indicam que após o 

capeamento houve redução dos grupos silanóis residuais e que as FE 

capeadas poderiam ser utilizadas na separação de compostos básicos com 

estrutura similar a esse fármaco e seus metabólitos, apresentando picos com 

simetria adequada. 

 

Tabela 15. Dados obtidos para a mistura SRM 870 antes e após a reação de 
capeamento (ec). 

FE kE  AsQ TfQ Asam Tfam 

Si–Zr(PMODS) 0,8 2,7 2,6 1,6 1,4 

Si–Zr(PMODS)ec 0,9 2,3 2,2 1,3 1,1 

Si–Ti(PMODS) 1,2 1,2 1,0 0,6 1,3 

Si–Ti(PMODS)ec 1,4 1,0 0,9 1,1 1,1 

 
 

4.9 Caracterização cromatográfica das FE por CFS  

 A seguir são apresentados os resultados e discussão dos dados 

referentes à caracterização cromatográfica das FE desenvolvidas nesse 

trabalho (item 3.6.1) e de outras FE desenvolvidas em trabalhos anteriores do 

LabCrom,  envolvento a imobilização de polímeros polissiloxanos na superfície 

de sílica e de sílica modificada com zircônio e titânio empregando a CFS e o 

modelo dos parâmetros de solvatação. A descrição completa das FE 

caracterizadas está relacionada na Tabela 4. 

4.9.1 Seleção dos grupos de solutos 

 Com o intuito de se obterem resultados significativos das regressões 

lineares múltiplas, o número de solutos dos testes deve ser suficientemente 

adequado para garantir a significância estatística dos valores calculados para 

cada constante. Em geral, o mínimo de quatro compostos por descritor é 
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recomendado, uma vez que um número reduzido de solutos é fortemente 

influenciado pela presença de outiliers [107]. Dessa forma, a seleção dos 

solutos foi baseada em valores adequados de retenção, de acordo com a 

polaridade das FE estudadas. Os solutos devem apresentar diferentes 

propriedades físico-químicas e estruturais (presença de grupos funcionais, 

variados tamanhos de cadeia e diferentes configurações espaciais), ter seus 

descritores de Abraham [107] relacionados na literatura e apresentar detecção 

na faixa UV (210-260 nm). 

Os solutos 1-85 selecionados para a caracterização pelo modelo dos 

parâmetros de solvatação (Tabela 5) foram cromatografados utilizando as 

colunas descritas na Tabela 4. Adicionalmente, os solutos 86-100 (compostos 

naftênicos) foram cromatografados utilizando a FE Si(PDMS), com o objetivo 

de se aumentar a precisão do modelo, uma vez que essa FE apresentou baixa 

retenção para os solutos benzênicos na CFS. A Figura 73 apresenta a 

distribuição dos valores dos descritores para os grupos de solutos utilizados. É 

possível observar que cada descritor cobre uma ampla faixa de valores sem a 

formação de agrupamentos, com exceção do descritor A, uma vez que vários 

solutos apresentam valor de A igual à zero. 

Uma condição necessária para a aplicação do modelo considera que as 

variáveis utilizadas na regressão sejam independentes, ou seja, que os 

descritores utilizados na equação que o descreve sejam o mais ortogonais 

possível. Nesse sentido, correlação cruzada deve ser evitada uma vez que 

pode haver dificuldade de interpretação dos coeficientes obtidos, pois a 

regressão multilinear não apresenta a capacidade de distinguir descritores 

correlacionados.  Dessa forma é necessário verificar se o grupo de solutos 

selecionados minimiza a correlação entre as variáveis. A Tabela 16 apresenta 

a matriz de correlação para os solutos 1-85 (Tabela 5). Pela interpretação da 

matriz de correlação é possível observar que a maior correlação é apresentada 

pelos descritores E e S (0,747) mas essa correlação é esperada, visto que o 

grupo de solutos é constituído de solutos aromáticos.  A Figura 74 descreve a 

correlação entre os descritores E e S para os solutos 1-85 (Tabela 5) na qual 

pode ser observado que a correlação entre os descritores é altamente 

influenciada pelos solutos do grupo dos HPA, que atuam como “alavancas” (do 
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inglês levers), porém não há correlação significativa, pois quando os solutos 

são eliminados a covariância entre as duas variáveis cai para 0,582. 
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Figura 73. Distribuição dos valores dos descritores em relação aos solutos 
descritos na Tabela 5. 

 
Tabela 16. Matriz de covariância dos descritores dos solutos 1-85 (Tabela 5). 

Variáveis E S A B V 
E 1,000 0,747 -0,119 0,067 0,284 
S 0,747 1,000 0,155 0,487 0,100 
A -0,119 0,155 1,000 0,054 -0,410 
B 0,067 0,487 0,054 1,000 0,065 
V 0,284 0,100 -0,410 0,065 1,000 
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Figura 74. Correlação entre os descritores E e S para os solutos 1-85 (Tabela 

5). Os solutos dentro do círculo compreendem os HPA. 

 

 Com a aplicação da análise de componentes principais (PCA, do inglês 

principal component analysis) pode-se verificar se há similaridade de 

informações no conjunto de solutos selecionados. A ACP foi realizada 

utilizando os solutos 1-85, da Tabela 5, para a separação com as colunas 

Si(PDMS), Si(PMOS), Si-Zr(PMTDS), Si-Ti(PMODS), Si-Ti(PMODS)ec e Si-

Zr(PMODS). Os dados foram centrados na média e reduzidos e o método 

utilizado para sua construção foi o de Pearson (n). Como pode-se observar na 

Figura 75, há boa distribuição dos solutos no gráfico PC1-PC2 (escores), com 

pequenas áreas com sobreposições. O gráfico PC1-PC2 foi capaz de explicar 

mais de 95 % da informação descrita por esse grupo de solutos (1-85, Tabela 

5). 

 Com todas as informações sumarizadas anteriormente, acredita-se que 

o conjunto de solutos selecionados está adequado para a caracterização das 

FE descritas na Tabela 4, apresentando boa capacidade de prever o valor dos 

coeficientes e, s, a, b, e v, com boa precisão. Um conjunto maior ou menor de 

solutos poderia modificar a precisão. Em concordância com trabalhos 

anteriores [106,108,109], um mínimo de 50 solutos deveria ser suficiente. 

Dessa forma, na seleção do grupo de solutos, procurou-se esclarecer duas 

perguntas: que informações podem ser extraídas do conjunto de solutos 

selecionado e quantos solutos deveriam ser utilizados. 



 

126 
 

4.9.2 Avaliação estatística do modelo 

Os coeficientes e os parâmetros estatísticos das regressões 

multilineares estão sumarizados na Tabela 17. A qualidade dos parâmetros 

estatísticos está adequada, segundo os valores do coeficiente de correlação 

global (R), coeficiente de correlação ajustado (R2), estimativa do erro padrão 

(sd), tendência à falta de ajuste e teste estatístico de Fisher (F). A significância 

estatística de cada coeficiente foi avaliada utilizando “t-ratio”, o qual é definido 

como a razão entre o coeficiente da regressão e seu erro padrão. 

Em cada uma das regressões lineares realizadas, alguns poucos outliers 

foram eliminados, uma vez que apresentaram resíduos elevados. Esses 

solutos foram diferentes para cada uma das 19 FE, com exceção de alguns 

solutos básicos. Todos os demais apresentaram retenção adequada para 

serem separados, inclusive para os solutos alquilbenzenos e as fases 

estacionárias mais polares. Variáveis independentes E, S, A, B e V 

consideradas não significativas com um intervalo de confiança de 95 % foram 

retiradas do modelo. 

Os valores do coeficiente de correlação global (R) e coeficiente de 

correlação ajustado (R2) apresentaram boa qualidade, variando entre 0,936 e 

0,987, com estimativa do erro padrão (sd) entre 0,044 e 0,098. Estes 

resultados podem ser considerados adequados e confirmam que o modelo dos 

parâmetros de solvatação pode ser utilizado para caracterização de FE 

preparadas por imobilização de polissiloxanos com diferentes polaridades.  

 Desvios dos valores experimentais para os valores previstos estão geralmente 

dentro das incertezas indicadas pelo modelo, mas, para alguns solutos, existe 

uma tendência sistemática nos dados. Pode ser atribuído ao fato de que alguns 

solutos apresentam menor ou maior valor de retenção daquela prevista pelo 

modelo ou ainda aqueles que não são bem previstos em todas as FE. Este fato 

pode ser observado na Figura 76, que mostra os resíduos normalizados para 

15 solutos separados por FE com diferentes características (polaridade, 

presença de metal no suporte cromatográfico, tipo de polímero imobilizado, 

comprimento da cadeia polimérica), onde se pode verificar  que os desvios 

apresentados não estão relacionados a erros experimentais, mas são devido 

ao limite de adequação e/ou precisão dos descritores ou ainda devido a 
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algumas interações moleculares que não estão previstas pelo modelo dos 

parâmetros de solvatação como, por exemplo, as interações eletrostáticas. 

Interações eletrostáticas não estão incluídas no modelo e, em alguns 

casos, certos compostos com caráter ácido ou básico foram excluídos da 

modelagem por se apresentarem como outliers. Mais especificamente 

compostos contendo nitrogênio na sua estrutura (caráter básico) apresentaram 

retenção excessiva e foram excluídas das regressões. Isso pode ser explicado 

devido ao fato de que o pH da FM subcrítica utilizada tende a ser ácida 

(provavelmente tem pH < 5) [158]. Neste caso, os  grupos silanóis estariam 

parcialmente dissociados, enquanto as bases contendo nitrogênio deveriam 

estar na sua forma catiônica. Essas suposições podem ser confirmadas pelos 

elevados fatores de alargamento (TF) dos solutos básicos separados nas FE 

SiO2, Si-Zr e Si-Ti quando comparadas com as FE recobertas com polímero ou 

com as FE capeadas, uma vez que esses óxidos apresentam maior quantidade 

de silanóis e/ou zirconóis e titanóis na sua estrutura (Tabela 18).  
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Figura 75. PCA dos fatores de retenção (log k) dos solutos 1-85 para as colunas Si(PDMS), Si(PMOS), Si-Zr(PMTDS), Si-
Ti(PMODS), Si-Ti(PMODS)ec e Si-Zr(PMODS). Dados centrados na média e reduzidos; Método utilizado: Pearson (n). 
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Tabela 17. Descrição do modelo dos parâmetros de solvatação para as FE estudadas. 

FE c e s a b v n R R2 sd F u 

SiO2 -1,074 0,367 -0,223 1,346 0,704 - 69 0,946 0,942 0,085 277,0 1,578

0,027 0,029 0,061 0,053 0,084  

Si(PDMS) -1,050 0,229 - 0,812 0,231 0,067 72 0,943 0,940 0,059 278,0 0,877

 0,027 0,010  0,035 0,037 0,017       

Si(PMOS) -0,863 0,417 -0,213 0,570 -0,253 0,328 71 0,981 0,980 0,044 688,7 0,846

 0,022 0,015 0,031 0,028 0,043 0,013       

Si(PMTDS) -0,950 0,458 -0,267 0,824 - 0,261 73 0,936 0,933 0,085 249,8 1,014

 0,043 0,023 0,043 0,053  0,024       
Si(PMODS) -0,651 0,626 -0,359 0,442 -0,507 0,425 68 0,979 0,977 0,075 619,5 1,074

0,033 0,024 0,051 0,044 0,064 0,020  

Si(PMODS)ec -0,848 0,648 -0,250 0,738 -0,327 0,309 68 0,985 0,984 0,054 818,4 1,109

0,027 0,021 0,043 0,036 0,054 0,016  

Si(PMODS/PDMS) -0,559 0,449 -0,317 0,402 -0,167 0,210 68 0,960 0,957 0,054 301,3 0,732

 0,028 0,020 0,042 0,038 0,045 0,016       

Si(PDMPS) -1,083 0,376 -0,170   0,968 0,493 0,117 65 0,968 0,965   0,055 353,3 1,168 

 0,029 0,021 0,043  0,041 0,058 0,017       
Si-Ti -1,018 0,286 - 1,289 0,665 -0,091 68 0,961 0,951 0,083 387,3 1,481

0,041 0,014 0,049 0,052 0,025  

Si-Ti(PMTDS) -0,898 0,515 -0,305 1,027 0,174 0,228 72 0,942 0,937 0,089 212,9 1,223 

 0,045 0,032 0,065 0,061 0,078 0,026       
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Tabela 17 (Continuação)           

FE c e s a b v n R R2 sd F u 

Si-Ti(PMODS) -0,833 0,549 -0,217 0,716 -0,381 0,400 68 0,975 0,972 0,063 474,3 1,080

0,033 0,025 0,051 0,043 0,067 0,019  

Si-Ti(PMODS)ec -0,756 0,587 -0,270 0,264 -0,721 0,420 67 0,983 0,982 0,059 706,8 1,088 

 0,032 0,020 0,038 0,038 0,050 0,018       
Si-Zr -1,142 0,225 0,145 1,329 0,251 - 67 0,963 0,960 0,076 400,8 1,379

0,025 0,028 0,056 0,049 0,076  

Si-Zr(PMTDS) -0,919 0,466 -0,089 1,069 -0,696 0.428 69 0.987 0.986 0.048 949.3 1.427 

 0,024 0,032 0,039 0,034 0,051 0.014       
Si-Zr(PMODS) -0,815 0,566 -0,250 1,052 -0,535 0,425 71 0,980 0,978 0,059 624,5 1,399

0,030 0,030 0,043 0,038 0,054 0,017  

Si-Zr(PMODS)ec -0,904 0,527 -0,178 0,758 -0,783 0,471 72 0,978 0,977 0,064 597,4 1,311

0,033 0,023 0,046 0,040 0,056 0,019  

Si-Zr(PDMPS) -1,001 0,285 0,106 1,163 - 0,153 71 0,975 0,973 0,057 639,4 1,219 

 0,028 0,016 0,028 0,036  0,017       

Si-Zr(ODS)ec -1,104 0,658 -0,257 0,961 -0,599 0,441 70 0,977 0,976 0,073 552,3 1,406 

 0,038 0,027 0,053 0,047 0,063 0,022       
Kromasil  C18ec -1,072 0,543 -0,205 -0,408 -0,754 0,473 79 0,964 0,962 0,098 392,2 1,138

0,048 0,031 0,063 0,061 0,072 0,028  

 Números em itálico: incerteza (com 95 % de confiança); n: número de solutos considerados na regressão; R: coeficiente de correlação; R2:        
coeficente de correlação ajustado; sd: estimativa do erro padrão; F: teste estatístico de Fisher; u: comprimento do vetor de 
solvatação. 
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Figura 76. Gráfico dos resíduos normalizados calculados para 15 solutos 
representativos separados nas FE SiO2, Si(PMOS), Si(PDMPS), Si-Ti(PMTDS) 
e Si-Zr(PMODS)ec. 
 

 

Tabela 18.  Tempos de retenção (tR, min) e fator de alargamento (TF) para 
alguns solutos básicos contendo nitrogênio na sua estrutura e alguns solutos 
contendo oxigênio na sua estrutura. 

FE Cafeína Indazol Carbazol 1-Feniletanol Álcool Benzílico 

 tR Tf  tR Tf tR Tf tR Tf tR Tf 
SiO2 2,1 2,4 2,2 2,3 1,2 1,8 0,6 1,9 1,0 1,8 
Si(PMTDS) 3,7 0,7 3,8 0,7 2,1 0,7 1,6 0,7 1,8 0,7 
Si(PMODS)ec 1,5 1,4 1,9 1,6 6,4 1,8 1,3 1,6 1,4 1,6 
Si(PMODS/PDMS) 2,6 0,9 1,7 0,8 1,6 0,8 1,1 0,8 1,2 0,8
Si(PDMFS) 4,1 1,6 1,1 0,9 1,8 1,3 1,2 1,0 2,0 1,3 
Si-Ti 2,1 2,6 2,2 2,4 1,2 1,8 0,5 1,8 1,00 1,7 
Si-Ti(PMTDS) 3,7 0,8 1,3 0,7 2,5 0,8 1,7 0,7 1,7 0,8 
Si-Zr 2,1 2,8 2,2 2,5 1,2 1,6 0,6 1,7 1,0 1,4
Si-Zr(PDMFS) 2,6 1,4 1,1 0,8 1,1 0,8 1,5 1,0 1,7 1,0
Si-Zr(ODS)ec 1,8 1,7 1,1 1,1 2,6 1,1 1,2 0,8 1,2 1,3 
Kromasil C18ec 0,8 1,8 0,9 1,3 1,2 1,4 1,0 1,1 0,8 0,9 
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4.9.3 Interpretação dos coeficientes 

Todos os coeficientes se apresentaram como valores suficientemente 

mais altos que a suas incertezas, exceto para o coeficiente s das FE Si(PDMS) 

e Si-Ti, o coeficiente b das FE Si(PMTDS) e Si-Zr(PDMPS) e o coeficiente v  

das FE SiO2 e  Si-Zr. Estes que foram removidos do modelo, pois não foram 

estatisticamente significativos num nível de confiança de 95 % (Tabela 17). 

Para um sistema cromatográfico com FM não aquosa e para FE tipo 

octadecil, como Kromasil C18, os coeficientes e e v são positivos, enquanto 

todos os outros são negativos (s, a e b) [104,106]. O valor do coeficiente e 

expressa a tendência da FE de interagir com solutos que apresentam pares de 

elétrons π e n. Todas FE estudadas apresentam e positivo, o que indica que 

essas interações são mais intensas com a FE (Figura 77). Isto pode ser 

explicado pelo fato dos solutos serem constituídos por compostos aromáticos e 

seus valores são mais altos para as FE apolares do que para as FE polares 

(SiO2, Si-Zr e Si-Ti). Outra informação interessante se deve a relação linear 

entre o aumento da cadeia alquila e os valores de e, como pode ser visto na 

Figura 78. 

O coeficiente s expressa a tendência da FE em interagir com solutos 

dipolares e/ou polarizáveis. A Figura 79 mostra que as regressões lineares 

revelaram s negativos para todas as FE com exceção das fases de caráter 

mais polar, Si-Zr e Si-Zr(PDMPS). A FE de sílica titanizada, Si-Ti, e a fase fenil 

não metalizada, Si(PDMPS), apresentaram valores de s não significativos e por 

isso foram retiradas do modelo. Valores negativos do coeficiente s indicam que 

as interações do tipo dipolo-dipolo são mais favoráveis de ocorrer entre solutos 

e FM, se a FE tem caráter mais apolar, e valores não significativos de s não 

informam se essas interações (dipolo-dipolo e dipolo-induzido) não ocorrem, 

mas que essas interações são igualmente distribuídas entre soluto e FE e 

soluto e FM.  

É interessante notar que os valores dos coeficientes e e s estão 

correlacionados de forma complementar, o que significa que parte da 

informação descrita pelo coeficiente e também aparece no coeficiente s, uma 

vez que os dois coeficientes representam propriedades de interação similares, 

como mostrado na Figura 80. 
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Figura 77. Distribuição dos valores do coeficiente e para as FE estudadas com 
as suas incertezas (nível de confiança de 95 %). 
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Figura 78. Distribuição dos valores dos coeficientes e  e sua relação com o 
tamanho da cadeia alquila (C1 até C18) para as FE estudadas. 
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O coeficiente a expressa a capacidade da FE interagir com compostos 

que apresentaram caráter ácido. Todas as FE estudadas apresentam 

coeficiente a positivo, exceto a FE Kromasil C18 (Figura 81). Os valores mais 

altos podem ser encontrados para as FE mais polares. No entanto, pode-se 

inferir que as FE, com exceção da FE Kromasil C18, ainda apresentam certo 

“caráter polar”, quando comparadas com FE do tipo alquila [106]. No entanto, 

esse caráter polar não prejudicou o desempenho das FE na separação de 

compostos contendo oxigênio na sua estrutura, com capacidade de realizar 

ligações de hidrogênio, como 1-feniletanol ou álcool benzílico, uma vez que 

esses compostos apresentaram picos cromatográficos sem fator de 

alargamento (Tabela 18). Para os suportes cromatográficos, os valores 

encontrados são similares a FE com grupo amida embutido, os quais interagem 

fortemente com solutos ácidos [106]. 
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Figura 81. Distribuição dos valores do coeficiente a para as FE estudadas com 
as suas incertezas (nível de confiança de 95 %). 
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O coeficiente b é uma medida da capacidade da FE de interagir com 

solutos básicos por meio de ligações de hidrogênio. Para as FE estudadas, 

todos os valores de b são negativos, enquanto que para os suportes, os 

valores encontrados são positivos, uma vez que, com o processo de 

imobilização do PMODS, há redução significativa na quantidade de grupos 

silanóis e/ou zirconóis e titanóis (Figura 82). É possível observar, por outro 

lado, que após o capeamento, há diminuição dos valores de b, relacionado à 

efetividade da reação de capeamento, confirmando os resultados obtidos 

através da caracterização utilizando CLAE [129]. 
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Figura 82. Distribuição dos valores do coeficiente b para as FE estudadas com 
as suas incertezas (nível de confiança de 95 %). 

 

 

O coeficiente v expressa interações por forças dispersivas. Se seu valor 

é positivo, há combinação de forças de dispersão exógenas ou forças de 

dispersão endógenas se seu valor é negativo e representam somente 

interações dos solutos com a FE, visto que a FM utilizada não apresenta 
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efeitos de interação em cavidade, pois as forças de coesão na mistura 

CO2:MeOH 90:10 (v/v) subcrítica é baixa e negligenciável. Todas as FE 

estudadas apresentaram valores de v positivos, com exceção da FE Si-Ti, 

sendo que fases apolares (com grupos alquila na sua estrutura) e fases 

moderadamente polares (com grupos aromáticos na sua estrutura) 

apresentaram maiores valores (Figura 83). Dessa forma, esse coeficiente pode 

ser utilizado para determinar a hidrofobicidade das FE. A Figura 84 evidencia 

esses resultados, uma vez que, à medida que os valores de v e do tamanho da 

cadeia alquila do polímero aumentam, maior é a seletividade da FE para 

separar uma mistura de alquilbenzenos lineares (n-C11 até n-C15). FE obtidas 

pela imobilização de polissiloxanos (do tipo fenil: Si(PDMPS), C1: Si(PDMS), 

C8: Si(PMOS) e C14: Si(PMTDS)) e a fase estacionária de sílica titanizada (Si-

Ti) foram utilizadas para efeito de comparação. 
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Figura 83. Distribuição dos valores do coeficiente v para as FE estudadas com 
as suas incertezas (nível de confiança de 95 %). 
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Figura 84. Cromatogramas obtidos na separação de uma mistura de 
alquilbenzenos (n-C11 até n-C15). FM: CO2:MeOH (90:10, v/v); temperatura: 25 
°C; pressão de saída: 150 bar; vazão: 3 mL/min e detecção: 210 nm. FE:Si-Ti, 
Si(PDMPS); Si(PDMS); Si(PMOS); Si(PMTDS) e Si(PMODS). 
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Relacionando os valores do coeficiente v com os resultados obtidos pela 

caracterização física (% de cabono), pode-se observar que a melhor correlação 

é obtida para as FE titanizadas (Figura 85). No entanto, é de se esperar que a 

relação entre o coeficiente v e espessura de filme, (, nm) (Figura 86) revele 

informações similares, uma vez que se utiliza a porcentagem (%) de carbono 

para se calcular a espessura de filme, o que é evidenciado quando se relaciona 

esses dois parâmetros (Figura 87). 

 

 

 

 
Figura 85. Correlação entre o coeficiente v e o % de carbono. (▲) representam 

FE não metalizadas; (●) representam FE titanizadas e (♦) representam FE 
zirconizadas.  
 

 

A relação entre o fator de retenção do butilbenzeno (kPB), obtida pelo 

teste de Tanaka, e o coeficiente v indicou que há uma boa correlação (R2 > 0,9) 

entre os dois parâmetros, porém essa boa correlação só ocorre para as FE 

metalizadas (Figura 88). 
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Figura 86. Correlação entre o coeficiente v e os valores de espessura de 

camada polimérica (, nm). (▲) representam FE não metalizadas; (●) 

representam FE titanizadas e (♦) representam FE zirconizadas.  
 
 

 
 

Figura 87. Correlação entre o % de carbono e os valores de espessura de 

camada polimérica (, nm). (▲) representam FE não metalizadas; (●) 

representam FE titanizadas e (♦) representam FE zirconizadas. 
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Figura 88. Correlação entre kPB obtido pelo teste de Tanaka o coeficiente v. 

(▲) representam FE não metalizadas; (●) representam FE titanizadas e (♦) 
representam FE zirconizadas. 
 
 

4.9.4 Interpretação gráfica dos dados 

   A Figura 89 mostra o diagrama do “tipo aranha” para todas as FE 

caracterizadas, onde o tamanho de cada bolha está relacionado ao tamanho do 

vetor u (Tabela 17). A FE quimicamente ligada e capeada Kromasil C18 

(KrC18ec) está posicionada mais distante das demais FE.  É possível observar 

também: 

 O diagrama apresenta duas regiões distintas: uma região com FE que 

apresentam maiores valores do coeficiente e, sendo consideradas fases 

mais apolares e outra região na direção quase oposta onde se 

encontram as FE mais polares e que apresentam maiores valores dos 

coeficientes a e b. 

 Uma região (flecha vermelha) onde se pode encontrar os maiores 

valores do coeficiente e, caracterizando FE mais retentivas. 

 Uma região (flecha azul) onde estão localizadas as FE capeadas que 

resultam em menores valores de b e, consequentemente, são fases que 

apresentam maior simetria de pico na separação de compostos básicos. 
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 Uma região (flecha verde) onde estão localizadas as FE sem 

recobrimento polimérico e as FE tipo fenil e, consequentemente, são 

fases que apresentam menor simetria de pico na separação de 

compostos básicos. 

 Pode-se verificar também a sugestão de três linhas quase verticais e 

paralelas representando a tendência de alinhamento entre as FE não 

metalizadas, zirconizadas e titanizadas, que caracterizam três diferentes 

grupos: cada tipo de metalização ou a sua ausência. 

 A distribuição das FE em regiões específicas permite selecionar uma 

coluna cromatográfica mais adequada para uma determinada aplicação, 

baseada nas propriedades das FE assim distribuídas: fases mais ou 

menos polares, mais ou menos retentivas, com maior seletividade, 

melhor simetria de pico para compostos básicos, etc. 

 

 

Figura 89. Diagrama do “tipo aranha” para o espaço de cinco dimensões 
representando os coeficientes e, s, a, b e v para as FE estudadas obtidos pelo 
modelo dos parâmetros de solvatação. Bolhas em rosa indicam FE sem 
metalização; bolhas em azul indicam FE titanizadas e bolhas em verde indicam 
FE zirconizadas. A identificação completa das FE encontra-se na Tabela 4. 
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4.10 Avaliação da estabilidade química das FE 

As fases estacionárias otimizadas, Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) e 

suas respectivas fases capeadas foram submetidas a passagem de fase móvel 

MeOH:0,05 mol/L K2CO3/KHCO3, pH 10, 70:30 (v/v), a uma vazão de 0,5 

mL/min, na temperatura de 50 oC. Os desempenhos cromatográficos das fases 

estacionárias metalizadas foram comparados ao de uma fase estacionária 

obtida pela imobilização térmica do polímero PMODS em sílica nua, 

Si(PMODS), utilizando as mesmas condições de imobilização (16 h e 120 oC).  

A estabilidade das colunas cromatográficas foi avaliada em termos dos 

parâmetros cromatográficos: eficiência, assimetria e fator de retenção, para o 

soluto acenafteno, sendo o volume de fase móvel que passou pela coluna, 

expresso em termos do volume de coluna (Vc), calculado para o composto não 

retido uracila, que foi 0,66 mL para a FE titanizada e 0,57 mL para a FE 

zirconizada. Pode-se perceber, ao analisar as Figuras 90a e 91a, que as fases 

estacionárias Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) apresentaram estabilidade 

química superior a FE Si(PMODS), o que indica que a presença de metal no 

suporte cromatográfico aumentou a vida útil das FE quando FM alcalinas são 

utilizadas. O número de volumes de coluna foi superior ao encontrado para FE 

comerciais [159] e similar a FE baseada em Si-Zr com o polissiloxano C14 

imobilizado [132]. A FE titanizada apresentou desempenho ligeiramente melhor 

do que a FE Si(PMODS). A FE zirconizada apresentou desempenho superior, 

com perda de estabilidade somente após a passagem de mais de 1200 

volumes de coluna.  

O fator de assimetria das FE testadas aumenta com a perda da 

eficiência (Figuras 90b e 91b). Os valores do fator de retenção permanecem 

quase inalterados durante os testes, indicando que as cadeias alquila do 

polímero não foram hidrolisadas. A percentagem de carbono antes e após a 

realização do teste de estabilidade em condições alcalinas permaneceu 

praticamente constante, o que comprova que a perda da eficiência está 

relacionada à dissolução da sílica. 

Os resultados do teste de estabilidade frente à fase móvel alcalina 

(MeOH/0,050 mol/L K2CO3/KHCO3, pH10, 70:30, v/v) na temperatura de 50 oC 

para as FE capeadas, utilizando como soluto o acenafteno, mostrou que após a  
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Figura 90.  Teste de estabilidade da FE Si-Zr(PMODS) antes e após a reação 
de capeamento em termos de eficiência (a) e fator de assimetria (b). Fase 
móvel: metanol:0,05 mol/L K2CO3/KHCO3, pH 10, vazão 0,5 mL/min; volume de 
injeção: 5 µL; temperatura: 50 oC; detecção: 254 nm; soluto teste: acenafteno. 
A estabilidade da FE Si(PMODS) é mostrada para efeito de comparação. 
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Figura 91.  Teste de estabilidade da FE Si-Ti(PMODS) antes e após a reação 
de capeamento em termos de eficiência (a) e fator de assimetria (b). Fase 
móvel: metanol:0,05 mol/L K2CO3/KHCO3, pH 10, vazão 0,5 mL/min; volume de 
injeção: 5 µL; temperatura: 50 oC; detecção: 254 nm; soluto teste: acenafteno. 
A estabilidade da FE Si(PMODS) é mostrada para efeito de comparação. 
 

reação de capeamento houve um considerável aumento na estabilidade 

química em termos de eficiência. A FE Si-Zr(PMODS)ec permaneceu estável 

até  mais de 1700 volumes de coluna (Vc=0,57 mL) (Figura 90a), enquanto a 



 

145 
 

FE Si-Ti(PMODS)ec resistiu a mais de 1500 volumes de coluna (Vc=0,66 mL) 

(Figura 91a), o que representou um aumento de estabilidade em de 150 % para 

a FE zirconizada e 155 % para a FE titanizada. Esse fato pode ser explicado 

pela presença dos grupos trimetilsilil na estrutura das FE capeadas, que 

reduziu significativamente o número de hidroxilas residuais, diminuindo assim a 

dissolução dos suportes. Em relação ao fator de assimetria do acenafteno, foi 

possível verificar alteração significativa do fator de assimetria após a passagem 

de mais de 1500 volumes de coluna para a fase zirconizada (Figura 90b) e 

após 1400 volumes de coluna para a fase titanizada (Figura 91b). Como 

esperado, não houve variação significativa do fator de retenção do acenafteno 

(Figura 92), para nenhuma das FE estudadas. 
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Figura 92.  Teste de estabilidade da FE Si-Zr(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS) (b) 
antes e após a reação de capeamento em termos do fator de retenção. Fase 
móvel: metanol:0,05 mol/L K2CO3/KHCO3, pH 10, vazão 0,5 mL/min; volume de 
injeção: 5 µL; temperatura: 50 oC; detecção: 254 nm; soluto teste: acenafteno.  

 

Assim, a reação de capeamento representa uma importante etapa para 

o aumento da estabilidade química das FE metalizadas. Esses resultados 

podem ser comparados com a estabilidade química de fases comerciais do tipo 

C18 [36,159,160], na qual a estabilidade química das FE capeadas pode ser 

consideradas similares ou superiores às FE comerciais do tipo C18. 

A estabilidade das FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) em fase móvel 

ácida (metanol: 0,2 % ácido trifluoroacético) (50:50, v/v) pH 1,7 foi realizada até 

a passagem de mais de 10.000 volumes de coluna para a FE Si-Zr(PMODS) 
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(Vc = 0,57  mL)  e mais de 8.000 volumes de coluna (Vc = 0,55  mL) para a FE 

Si-Ti(PMODS) a uma temperatura de 50 0C. Não ocorreu variação significativa 

nos valores de eficiência e assimetria do soluto básico amtriptilina, porém o 

fator de retenção apresentou queda de 27 % para a FE Si-Zr(PMODS) e 18 % 

para a FE Si-Ti(PMODS), enquanto que a FE Si(PMODS) apresentou queda de 

eficiência de 20 % (Figura 93). A ótima estabilidade de ambas as fases 

estacionárias em pH ácido, mesmo quando altas temperaturas são aplicadas, 

pode ser explicada pelo fato de que a ligação Si-C nas FE é mais estável do 

que nas FE comerciais devido ao impedimento estérico obtido pela 

imobilização do polímero [127,161].  

 

 

Figura 93.  Teste de estabilidade da FE Si-Zr(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS) (b) 
em termos do fator de retenção. Fase móvel: metanol: 0,2 % ácido 
trifluoroacético) (50:50, v/v) pH 1,7, vazão 0,5 mL/min; volume de injeção: 5 µL; 
temperatura: 50 oC; detecção: 254 nm; soluto teste: amitriptilina.  
 

4.11 Avaliação da aplicabilidade das FE otimizadas 

4.11.1 Aplicabilidade em CLAE-FR 

Separação de xantinas 

A Figura 94 mostra a separação da mistura das três metilxantinas 

estudadas (teobromina, teofilina e cafeína) pela FE Si-Zr(PMODS) e na FE 

comercial tipo C18 capeada utilizada para comparação, com eluição por 

gradiente. Pode- se observar na Figura 94a que, apesar da utilização de uma 

coluna com dimensões reduzidas, ocorreu separação adequada dos picos 
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cromatográficos, com boa resolução e simetria. Entretanto, como mostrado na 

Figura 94b, a FE comercial também pode separar a mistura de metilxantinas 

em picos com boa resolução e num tempo reduzido de análise. Esses 

resultados sugerem que a FE Si-Zr(PMODS) poderia ser utilizada na 

separação desses compostos como uma alternativa à FE comerciais. 

Separação de filtros ultravioleta (UV) 

 A cromatografia líquida de alta eficiência é utilizada na separação de 

filtros UV presentes em cosméticos como protetores solares, cremes, loções e 

outras formulações. A Figura 95 mostra a separação obtida na FE Si-

Zr(PMODS) de cinco filtros UV amplamente utilizados. O uso de uma coluna 

cromatográfica com dimensões reduzidas (60 mm x 3,9 mm) (Figura 95a) não 

prejudicou a separação dos compostos em modo isocrático, sem a 

necessidade do uso de tampão (FM: MeOH: H2O (80:20, v/v)). A separação 

apresentou boa resolução, num tempo relativamente rápido, com desempenho 

superior quando comparada com uma coluna C18 comercial (Figura 95b).  
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Figura 94. Cromatogramas obtidos na separação de três metilxantinas em: (a) 
FE Si-Zr(PMODS) (60 mm x 3,9 mm, 5 μm) e (b) FE C18 comercial (150 mm x 
3,9 mm, 4 μm). Eluição por gradiente. Fase móvel: A: metanol: H2O e B: 
MeOH: H2O (70:30,v/v). A concentração do solvente B foi linearmente 
aumentado na proporção de 30 % até 70 % a uma vazão de 0,3 mL/min em  (a) 
e  1,0 mL/min em  (b). Volume de injeção: 5 μL; temperatura: 30 oC; detecção: 
275 nm. Identificação dos picos: (1) uracila, (2) teobromina, (3) teofilina e (4) 
cafeína. 
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Figura 95. Cromatogramas obtidos na separação de filtros UV na FE Si–
Zr(PMODS) (60 mm x 3,9 mm, 5 μm) (a) e na FE C-18 comercial (150 mm x 3,9 
mm, 4 µm) (b). Fase móvel: MeOH: H2O (80:20, v/v), 0,3 mL/min, para (a) e 1,0 
mL/min para (b),  volume de injeção: 5 µL, detecção: 288 nm,  temperatura: 25 
oC. Identificação dos picos: (1) uracila, (2) ácido fenilbenzilimidazol sulfônico, 
(3) benzofenona-3 (2-hidróxi-4-metoxi-benzofenona), (4) 4-metilbenzilideno 
cânfora, (5) octocrileno (2-etilexil-2-ciano-3,3-difenilacrilato, (6) 
octilmetoxicinamato, e (*) produto de degradação. 
 
 

Separação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) 

A Figura 96 compara a separação de hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (naftaleno, acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno) 

na coluna recheada com FE Si-Ti(PMODS) e utilizando uma coluna C18 

comercial através do modo de eluição por gradiente. Nessa separação, pode-

se perceber que, apesar do uso de uma coluna cromatográfica de dimensões 

reduzidas (Figura 96a), obteve-se uma separação com boa resolução e picos 

razoavelmente simétricos, comparável a coluna C18 comercial (Figura 96b). 
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Figura 96. Cromatogramas obtidos naa separação de seis HPA em: (a) FE Si-
Ti(PMODS) (60 mm x 3,9 mm, 5 μm) e (b) FE C18 comercial (150 mm x 3,9 
mm, 4 μm). Eluição por gradiente. Fase móvel: A: MeOH: H2O (70:30, v/v) e B: 
acetonitrila. A concentração do solvente B foi linearmente aumentada na 
proporção de 5 % até 70 % a uma vazão de 1,0 mL/min em (a) e 1,2 mL/min 
em (b). Volume de injeção: 5 μL; temperatura: 23 oC; detecção: 254 nm. 
Identificação dos picos: (1) naftaleno, (2) acenafteno, (3) fenantreno, (4) 
antraceno, (5) fluoranteno e (6) pireno.  
 

Separação de fármacos psicoativos 

A Figura 97 mostra a separação de quatro fármacos utilizados como 

drogas de efeito psicotrópico: diazepam, amitriptilina, nortriptilina e fluoxetina, 

frequentemente envolvidas em análises clínicas e forenses. Apesar do uso de 

colunas cromatográficas com dimensões reduzidas (60 mm x 3,9 mm) (Figura 

97a e 97b) foi possível realizar a separação em modo isocrático utilizando 

como fase móvel uma mistura de metanol: 0,020 mol/L K2HPO4/KH2PO4, pH 

7,5, 80:20 (v/v). A separação dos compostos apresentou boa resolução e 

tempo de análise razoável, com picos simétricos quando comparados com uma 

coluna C18 comercial (Figura 97e).  

As áreas de bioanalítica requerem o uso de FE que separam compostos 

com picos simétricos e com alta eficiência para análises quantitativas. É 

possível observar que as FE capeadas (Figura 97c e 97d) diferentes fatores de 

retenção, e principalmente separaram os analitos com picos mais simétricos 

quando comparados com as FE não capeadas (Figura 97a e 97b).  
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Figura 97. Cromatogramas obtidos na separação de quatro fármacos utilizados 
como fármacos psicoativos: (a) FE Si-Zr(PMODS), (b) FE Si-Ti(PMODS), (c) 
FE Si-Zr(PMODS)ec, (d) FE Si-Ti(PMODS)ec e (e) FE C18 comercial (150 mm 
x 3.9 mm, 4 μm). Eluição isocrática. Fase móvel: metanol: 0,020 mol/L 
K2HPO4/KH2PO4 80:20 (v/v), pH 7,5 a uma vazão de 0,8 mL/min em  (a-d) e  
1,2 mL/min em  (e). Volume de injeção: 5 μL; temperatura: 23 oC; detecção em 
220 nm. Identificação dos picos: (1) diazepam, (2) amitriptilina, (3) fluoxetina e 
(4) nortriptilina. 
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A melhora no fator de assimetria está relacionada diretamente com o 

processo de capeamento, sugerindo que as FE capeadas apresentam grande 

potencialidade para serem aplicadas na separação de fármacos com 

características básicas e confirmam que a quantidade de silanóis e/ou zirconóis 

e titanóis foi significativamente reduzida.  

4.11.2 Aplicabilidade em CFS 

 As FE Si-Zr(PMODS) e Si-Ti(PMODS) otimizadas com e sem 

capeamento e  outras fases estacionárias baseadas em polissiloxanos 

preparadas anteriormente por outros trabalhos do LabCrom (Tabela 4) foram 

aplicadas para separação de  três grupos de fármacos: benzodiazepínicos 

(oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila), 

barbitúricos (hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 3-metil-

5-fenil-hidantoína),  anti-inflamatórios não esteroides: ibuprofeno, fenoprofeno, 

flurbiprofeno, cetoprofeno, suprofeno e indoprofeno e filtros UV químicos (2-etil-

hexil salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), 

octocrileno (OCR), butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-

etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS)) utilizando CFS. A 

aplicabilidade em CFS foi realizada comparando-se três diferentes 

características das FE: 

 Efeito do comprimento da cadeia alquila; 

 Efeito da presença de metal na estrutura; 

 Presença ou ausência de capeamento. 

Separação de benzodiazepínicos 

A separação da mistura de cinco benzodiazepínicos (oxazepam, 

lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila) utilizando as FE SiO2, 

Si(PDMS), Si(PMOS), Si(PMTDS), Si(PMODS) e KrC18ec está mostrada na 

Figura 98, onde foi avaliado o efeito do tamanho da cadeia alquila. É possível 

perceber que todas as FE apresentam diferentes ordens de eluição, sendo que 

as fases mais seletivas são Si(PDMS) e Si(PMOS). No entanto, a FE Si(PMOS) 
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apresentou melhor desempenho cromatográfico em relação ao parâmetro fator 

de alargamento (TF) (Tabela 19).  
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Figura 98. Cromatogramas obtidos na separação de cinco benzodiazepínicos: 
oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila, por CFS,  
utilizando as FE  KrC18ec (a), SiO2 (b), Si(PDMS) (c), Si(PMOS) (d), 
Si(PMTDS) (e) e Si(PMODS)(f). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a uma 
vazão de 3,0 mL/min .Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; detecção 
em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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Tabela 19. Fator de alargamento (TF) para os cinco benzodiazepínicos: 
oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila separados 
por CFS. 

FE Oxa Lor Loflazepato Diaz Cloraz  

 TF TF TF TF TF cs 
SiO2 ns 2,3 2,0 1,2 2,8 4 
Si(PDMS) 2,3 2,3 0,9 0,9 0,9 3 
Si(PMOS) 1,1 1,1 1,2 0,9 0,8 3 
Si(PMTDS) 3,5 3,8 0,7 0,6 0,8 3 
Si(PMODS) 0,9 1,2 0,9 0,9 0,9 2 
Si(PDMPS) 3,3 4,6 1,4 1,1 1,5 3 
Si-Zr(PDMPS) 3,0 4,2 1,2 1,1 1,5 3 
Si-Ti(PMODS) 1,9 2,1 1,2 1,6 3,8 2 
Si-Ti(PMODS)ec 2,1 2,3 1,3 1,3 3,5 2 
Kromasil C18ec 1,2 1,2 1,5 0,8 0,9 2 

Oxa: oxazepam; Lor: lorazepam; Loflazepato: loflazepato de etila; Diaz: diazepam; 
Cloraz: clorazepam; ns: não separado; cs: compostos separados. 
 

 Em relação ao efeito da metalização, avaliada para as FE tipo fenil 

Si(PDMPS) e Si-Zr(PDMPS) (Figura 99) pode-se verificar que quase não há 

mudança em relação ao perfil de separação cromatográfica, com praticamente 

a mesma seletividade para ambas as FE. O fator de alargamento (TF) 

apresentou melhores resultados para a FE zirconizada (Tabela 19). 
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Figura 99. Cromatogramas obtidos na separação de cinco benzodiazepínicos: 
oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila, por CFS,  
utilizando as FE Si(PDMPS) (a) e Si-Zr(PDMPS)(b). Fase móvel: CO2: MeOH 
90:10 (v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min. Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 
25 oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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 A utilização de FE capeada e não capeada mostrou diferentes 

seletividades na separação dos benzodiazepínicos (Figura 100) e o fator de 

alargamento (TF) também permaneceu quase inalterado (Tabela 19). 
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Figura 100. Cromatogramas obtidos na separação de cinco benzodiazepínicos: 
oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila, por CFS,  
utilizando as FE Si-Ti(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS)ec (b). Fase móvel: CO2: 
MeOH 90:10 (v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min .Volume de injeção: 20 μL; 
temperatura: 25 oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
 
 

Separação de barbitúricos 

A Figura 101 mostra a separação de uma mistura de cinco barbitúricos 

(hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 3-metil-5-fenil-

hidantoína) utilizando as FE SiO2, Si(PDMS), Si(PMOS), Si(PMTDS), 

Si(PMODS) e KrC18ec. O tamanho da cadeia alquila não influenciou a ordem 

de eluição dos compostos, porém as diferentes FE apresentaram diferentes 

fatores de retenção. A FE Si(PDMS) apresentou melhor desempenho 

cromatográfico (Tabela 20) ao separar o maior número de compostos e por 

apresentarem melhores resultados para o parâmetro cromatográfico fator de 

alargamento (TF). Todas as FE apresentaram desempenho superior quando 

comparada a FE comercial.  
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Figura 101. Cromatogramas obtidos na separação de cinco barbitúricos: 
hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 3-metil-5-fenil-
hidantoína, por CFS, utilizando as FE KrC18ec (a), SiO2 (b), Si(PDMS)(c), 
Si(PMOS) (d), Si(PMTDS) (e) e Si(PMODS)(f). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 
(v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min .Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 
oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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Tabela 20. Fator de alargamento (TF) para os cinco benzodiazepínicos: 
oxazepam, lorazepam, diazepam, clorazepato e loflazepato de etila separados 
por CFS. 

FE Feno Seco Metilfenilb Hexo 3-MFH  

 TF TF  TF TF TF cs 
SiO2 2,5 1,7 1,7 1,6 2,0 2 
Si(PDMS) 0,8 0,9 0,9 0,9 0,9 3 
Si(PMOS) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 2 
Si(PMTDS) 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 3 
Si(PMODS) 1,5 1,0 1,0 0,9 1,0 2 
Si(PDMPS) 1,6 1,6 1,5 1,3 1,4 2 
Si-Zr(PDMPS) 1,2 1,2 1,2 1,3 1,4 2 
Si-Ti(PMODS) 1,2 1,0 1,1 1,1 2,9 2 
Si-Ti(PMODS)ec 1,2 1,1 1,6 1,1 2,4 2 
Kromasil C18ec ns ns ns ns ns 0 

Feno: fenilbarbital; Seco: secobarbital; Metilfenilb: metilfenilbarbital; Hexo: 
hexobarbital; 3-MFH: 3-metil-5-fenil-hidantoína; ns: não separado cs: compostos 
separados. 
 
 

O efeito da metalização foi avaliado para as FE do tipo fenil Si(PDMPS) 

e Si-Zr(PDMPS) (Figura 102), onde foi possível verificar que a FE não 

metalizada mostrou melhor desempenho de separação, porém a FE metalizada 

apresentou com picos cromatográficos com menor fator de alargamento (TF) 

(Tabela 20). 
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Figura 102. Cromatogramas obtidos na separação de cinco barbitúricos: 
hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 3-metil-5-fenil-
hidantoína, por CFS, utilizando as FE Si(PDMPS) (a) e Si-Zr (PDMPS) (b). 
Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min .Volume de 
injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 
15 MPa. 
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O desempenho da FE Si-Ti(PMODS) não capeada foi melhor quando 

comparada a FE capeada (Figura 103) em relação ao fator de alargamento 

(TF) (Tabela 20). 
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Figura 103. Cromatogramas obtidos na separação de cinco barbitúricos: 
hexobarbital, secobarbital, fenobarbital, metilfenobarbital e 3-metil-5-fenil-
hidantoína, por CFS, utilizando as FE Si-Ti(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS)ec (b). 
Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min .Volume de 
injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 
15 MPa. 
 

Separação de anti-inflamatórios não esteroides 

A separação da mistura de seis anti-inflamatórios não esteroides 

(ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, suprofeno e indoprofeno) 

utilizando as FE SiO2, Si(PDMS), Si(PMOS), Si(PMTDS), Si(PMODS) e 

KrC18ec está mostrada na Figura 104. Todas as FE apresentaram a mesma 

ordem de eluição, sendo que as fases mais seletivas são Si(PMOS) e 

Si(PMODS). A FE Si(PMOS) apresentou melhor desempenho cromatográfico 

em relação ao parâmetro fator de alargamento (TF) e ao número de compostos 

separados (Tabela 21).  

 Em relação ao efeito da metalização, avaliada para as FE tipo fenil 

Si(PDMPS) e Si-Zr(PDMPS) pode-se perceber que a FE não metalizada 

apresentou melhor separação cromatográfica (Tabela 21). A presença de 

metal, nesse caso zircônio, alterou completamente o perfil de separação, 

piorando o desempenho cromatográfico. O mesmo ocorreu em relação à 

metalização com titânio utilizada para verificar o desempenho das FE Si-
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Ti(PMODS) antes e após a reação de capeamento (Tabela 21). Os 

cromatogramas das separações utilizando as FE Si(PDMPS) e Si-Ti(PMODS) 

estão mostrados nas Figuras 105a e 105 b, respectivamente. 
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Figura 104. Cromatogramas obtidos na separação de seis anti-inflamatórios 
não esteroides: ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, suprofeno 
e indoprofeno, por CFS, utilizando as FE KrC18ec (a), SiO2 (b), Si(PDMS) (c), 
Si(PMOS) (d), Si(PMTDS) (e) e Si(PMODS) (f). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 
(v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min .Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 
oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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Tabela 21. Fator de alargamento (TF) para os anti-inflamatórios não 
esteroides: ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, suprofeno e 
indoprofeno separados por CFS. 

FE Ibup Indop Cetop Suprof Fenop Flurbip  

 TF TF TF TF TF TF  cs
SiO2 ns ns ns ns ns ns 0 
Si(PDMS) 1,4 2,0 1,7 1,9 1,8 2,1 4 
Si(PMOS) 0,9 1,1 1,0 1,1 1,0 0,9 5 
Si(PMTDS) 1,5 2,8 1,0 1,0 0,8 1,8 1 
Si(PMODS) 0,9 1,0 1,0 1,0 0,8 0,7 3 
Si(PDMPS) 1,9 2,7 2,0 2,6 2,3 2,3 4 
Si-Zr(PDMPS) ns ns ns ns ns ns 0 
Si-Ti(PMODS) 3,0 2,2 ns ns ns ns 2 
Si-Ti(PMODS)ec ns ns ns ns ns ns 0 
Kromasil C18ec ns ns ns ns ns ns 0 
Ibup: ibuprofeno; Indop: indoprofeno; Ceto: cetoprofeno; Suprof: suprofeno, Fenop: 
fenoprofeno; Flurbip: flurbiprofeno; ns: não separado, cs: compostos separados. 
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Figura 105. Cromatogramas obtidos na separação de seis anti-inflamatórios 
não esteroides: ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, suprofeno 
e indoprofeno e 3-metil-5-fenil-hidantoína, por CFS, utilizando as FE 
Si(PDMPS) (a) e Si-Ti(PMODS) (b). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a uma 
vazão de 3,0 mL/min. Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; detecção 
em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
 
 

Separação de filtros UV químicos 

O tamanho da cadeia alquila influenciou a ordem de eluição dos 

compostos e a seletividade na separação de uma mistura de oito filtros UV 

químicos (2-etil-hexil salicilato, benzofenona-3, metoxinamato de octila, 
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octocrileno, butilmetoxidibenzoilmetano, etilexil triazona, bis-etilexiloxifenol, 

drometrizol trissiloxano) utilizando as FE SiO2, Si(PDMS), Si(PMOS), 

Si(PMTDS), Si(PMODS) e KrC18ec (Figura 106).  A Figura 107 mostra a ordem 

de eluição dos oito filtros UV químicos A FE Si(PMODS) apresentou melhor 

desempenho (Tabela 22) ao separar o maior número de compostos e em 

relação ao parâmetro cromatográfico fator de alargamento (TF). Todas as FE 

apresentaram desempenho semelhante à FE comercial, com exceção da FE 

polar SiO2. 

O efeito da metalização foi avaliado para as FE do tipo fenil Si(PDMPS) 

e Si-Zr(PDMPS) (Figura 108). As duas FE com e sem metalização 

apresentação diferentes seletividades e picos cromatográficos com diferentes 

fatores de alargamento (Tabela 22). A influência da reação de capeamento 

mostrou que as FE Si-Ti(PMODS) e Si-Ti(PMODS)ec apresentam diferentes 

seletividades (Figura 109), sendo que a FE capeada apresentou melhor 

desempenho cromatográfico. Todas as FE apresentaram fatores de 

alargamento (TF) melhores quando comparadas com a FE comercial (Tabela 

22).  

 

Tabela 22. Fator de alargamento (TF) para os filtros UV químicos: 2-etil-hexil 
salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), 
octocrileno (OCR), butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-
etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS) separados por CFS. 

FE ES BZ3 EMC OCR BDM ET EMT DMTS  
 TF TF TF TF TF TF TF TF cs 
SiO2 2,4 3,0 2,4 1,6 1,6 1,9 nc 2,4 2 
Si(PDMS) 0,9 1,0 0,9 1,0 1,2 1,1 1,4 0,9 4 
Si(PMOS) 0,8 0,9 0,9 0,8 1,1 1,1 0,8 1,1 3 
Si(PMTDS) 0,7 1,0 0,7 1,0 1,1 0,9 0,8 0,8 4 
Si(PMODS) 0,9 0,9 0,9 0,9 1,3 1,2 0,9 0,9 5 
Si(PDMPS) 1,0 0,8 0,8 1,5 1,4 ns ns 0,8 4 
Si-Zr(PDMPS) 1,4 1,0 0,9 0,8 0,9 1,4 ns 0,9 3 
Si-Ti(PMODS) 1,1 2,8 1,1 0,8 ns ns ns ns 2 
Si-Ti(PMODS)ec 2,5 3,6 1,0 1,0 ns ns ns 1,0 4 
Kromasil C18ec 1,4 2,4 1,4 2,4 1,9 1,5 1,5 1,6 2 

     ns: não separado; cs: compostos separados. 
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Figura 106. Cromatogramas obtidos na separação de oito filtros UV químicos: 
2-etil-hexil salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), 
octocrileno (OCR), butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-
etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS), por CFS, utilizando as 
FE  KrC18ec (a), SiO2 (b), Si(PDMS) (c), Si(PMOS) (d), Si(PMTDS) (e) e 
Si(PMODS) (f). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a uma vazão de 3,0 
mL/min .Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; detecção em 210 nm e 
pressão de saída: 15 MPa. 
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Figura 107. Ordem de eluição dos oito filtros UV químicos: 2-etil-hexil salicilato 
(ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), octocrileno (OCR), 
butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-etilexiloxifenol 
(EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS), por CFS, separados nas FE Si(PDMS), 
Si(PMOS), Si(PMTDS), Si(PMODS) e Si(PDMFS). 
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Figura 108. Cromatogramas obtidos na separação de oito filtros UV químicos: 
2-etil-hexil salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), 
octocrileno (OCR), butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-
etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS), por CFS, utilizando as 
FE Si(PDMPS) (a) e Si-Zr (PDMPS) (b). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 (v/v) a 
uma vazão de 3,0 mL/min. Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 oC; 
detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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Figura 109. Cromatogramas obtidos na separação de oito filtros UV químicos: 
2-etil-hexil salicilato (ES), benzofenona-3 (BZ3), metoxinamato de octila (EMC), 
octocrileno (OCR), butilmetoxidibenzoilmetano (BDM), etilexil triazona (ET), bis-
etilexiloxifenol (EMT), drometrizol trissiloxano (DMTS), por CFS, utilizando as 
FE Si-Ti(PMODS) (a) e Si-Ti(PMODS)ec  (b). Fase móvel: CO2: MeOH 90:10 
(v/v) a uma vazão de 3,0 mL/min. Volume de injeção: 20 μL; temperatura: 25 
oC; detecção em 210 nm e pressão de saída: 15 MPa. 
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5. Conclusões 

A preparação dos suportes de sílica metalizada com zircônio e titânio e a 

imobilização térmica do PMODS (poli(metiloctadecilsiloxano)) através da 

aplicação do planejamento composto central produziu fases estacionárias (FE) 

com elevada eficiência e baixo fator de assimetria para os diversos testes de 

avaliação aplicados. A caracterização físico-química (espectroscopia na região 

do infravermelho e ressonância magnética nuclear de 29Si ) confirmou que a 

quantidade de grupos silanóis foi reduzida após o processo de imobilização, 

enquanto a caracterização cromatográfica por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) (utilizando misturas teste de Engelhardt, Tanaka, Neue e 

SRM 870) mostrou que as fases apresentam desempenho equivalente ou 

superior a fases disponíveis comercialmente do tipo fase ligada e equivalentes 

a estas. A presença de zircônio ou titânio nos suportes cromatográficos 

melhorou a estabilidade química das FE, principalmente em fases móveis 

alcalinas (pH 10). 

A reação de capeamento com os reagentes TMCS e HMDS reduziu a 

quantidade de grupos silanóis, zirconóis e titanóis das FE, como observado 

pela caracterização físico-quimica e cromatográfica, incluindo testes com  

cromatografia em fluido supercrítico (CFS). A estabilidade química dessas 

fases estacionárias foi aumentada quando comparada a estabilidade das 

mesmas fases não capeadas.  

As fases estacionárias apresentaram excelente desempenho para a 

separação por CLAE de algumas classes de compostos como fármacos, 

xantinas, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) e filtros UV, com 

desempenho superior ou equivalente a FE disponíveis comercialmente. 

Diferentes FE baseadas em polissiloxanos (fenil, C1, C8, C14, C18) 

termicamente imobilizados sobre suportes de sílica nua, zirconizada e 

titanizada foram caracterizadas utilizando o modelo dos parâmetros de 

solvatação e CFS. Os resultados obtidos mostraram que o uso do modelo dos 

parâmetros de solvatação pode ser empregado para FE com diferentes faixas 

de polaridade e propriedades. 

As FE caracterizadas apresentaram diferentes seletividades que foram 

confirmadas através de aplicações utilizando a CFS para separação de 
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compostos de interesse da indústria farmacêutica e de cosméticos, ampliando 

aplicabilidade de FE imobilizadas para essa modalidade de separação 

cromatográfica. 
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