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Resumo

Titulo: Tratamento Térmico na Imobilizacdo de Fases Estaciondrias para Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia

Autora: Camila Rosa Moraes Vigna
Orientadora: Carol Hollingworth Collins

Neste trabalho foram desenvolvidas fases estacionérias (FE) para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE — FR) a partir da sorgdo e/ou imobilizagao do polimero
pofi(metiloctilsiloxano) (PMOS) sobre suportes de silica porosa utilizandotamento térmico. As FE
submetidas as diferentes condigbes de imobilizacdo térmica foram caracterizadas com testes
quimicos e fisicos e avaliadas cromatograficamente. O aguecimento das FE (Kromasil/PMOS e
Rainin/PMOS) a aftas temperaturas, entre 150 e 300 °C, promoveu uma maior cobertura do polimero
na superficie e poros da silica, confirnado pelos valores de % C obtidos para estas fases e pelos
espectros de RMN *Si, que indicaram a formaggo de ligacSes quimicas entre o polimero e o suporte.
No aquecimento a 400 °C ocorre perda de polimero da FE durante a imobilizacao, prejudicando o seu
desempenho cromatografico. O tratamento térmico a 100 °C por 4 h em FE (Kromasil/PMOS) recém-
preparadas pode ser utilizado com forma de acelerar a distribuicdo e o rearranjo do polimero na
silica, alcancando a mesma espessura da camada produzida pela auto-imobilizagdo (adsorcdo
ireversivel de uma camada de polimero na silica @ temperatura ambiente na auséncia de
catalisadores que induzam a imobilizagdo) mais rapidamente. Porém, se a FE permanecer a
temperatura ambiente tempo suficiente para alcancar a monocamada, o tratamento térmico ndo
altera essa configuragdo e os parametros cromatograficos ndo sdo afetados. A andlise da influéncia
de aiguns fatores importantes no preparo de FE (Rainin/PMOS) utilizando pianejamentos fatoriais
mostrou que esta pode ser uma ferramenta muito Gtit no estudo de FE, de forma mais rapida e
econdmica. A andlise elementar mostrou gue ocorre uma maior cobertura do suporte nas Ft
preparadas com uma % carga de 44 % (m/m) de polimero. A andlise cromatogréfica resultou em FE
com efici€éncias altas (~ 90000 N/m). Apesar disso, foram observados altas assimetrias de pico e
baixas eficiéncias para o composto basico N,N-dimetilanilina, o que pode ser atribuido 3 grande
quantidade de impurezas metalicas e ao maior ndmero de grupos silandis residuais presentes na
superficie da silica Rainin. De forma geral, os resultados obtidos para as FE preparadas utilizando
tratamento térmico como método de imobilizacdo apresentaram boas eficiéncias cromatograficas e
estabilidade térmica comparavel as FE quimicamente ligadas convencionais.
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Abstract

Title: Thermal Treatment for the Immobilization of Stationary Phases for High Performance Liquid
Chromatography

Author: Camila Rosa Moraes Vigna

Supervisor: Carol Holfingworth Coliins

In this work were developed stationary phases (SP) for Reversed Phase High Petformance
Liquid Chromatography (RP-HPLC), using poly(methyloctylsiloxane) sorbed and/or immobilized onto
the surface of a porous silica support using heat. Physical-chemical characterization and
chromatographic evaluation of the SP prepared with different temperature conditions were carried
out. The high temperature heating of SP (Kromasil/PMOS and Rainin/PMOS), 150 and 300 °C,
promoted a larger coverage of polymer onto the silica surface, confirmed by percent carbon and 2Si
NMR that indicated the formation of chemical bonds between the polymer and the support. The
phase heated a 400 °C presented a loss of polymer from the SP during the immobilization and was
not appropriate for chromatographic use. Thermal treatment for 4 h at 100 °C of freshly prepared SP
can be utilized to accelerate the distribution and rearrangement of polymer on silica, achieving the
same layer thickness produced by self-immobilization (irreversibie adsorption of a layer of polymer on
silica at room temperature in the absence of initiators to induce the immobitization) more quickly.
However, from the time that a monolayer has been formed by self-immobilization, the thermal
treatment does not ater this configuration and, thus, does not change the resulting chromatographic
parameters. Anaiysis of the influence of some importants factors to prepare SP (Rainin/PMOS)
through factorial planning showed that this can be an interesting way to study SP preparation,
quickly and economically. The results for elemental analysis suggested a more successful covering of
the support using a foading of 44% (w/w) silica/PMOS. The chromatographic evaluation showed high
efficiences and good peak shapes with neutral compounds (~ 90000 N/m). However, high
asymmetries and low efficiency values were observed for a basic compund, N,N-dimethylaniline,
which may be attributed to the larger amount of metal impurities and the greater number of
remaining silanol groups present on the Rainin silica surface. The results obtained for the SP
prepared with thermal immobilization give good chromatographic performances and thermal
stabilities comparable to those of conventional bonded phase packing materials.
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Introducdo

1. Introducao

1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacio dos componentes de uma mistura por
meio da distribuic3o deles entre duas fases, uma que permanece estatica, a Fase Estaciondria (FE), e
outra que se move atraves dela, a Fase Mdve! (FM). O desenvolvimento cromatografico se da através
das interacdes diferentes dos componentes da amostra com a FE g, dependendo do tipo de
cromatografia, com a FM. Desta forma, cada um dos componentes & seletivamente retido pela FE,
resultandc em migracdes diferenciais destes componentes [1].

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem valor reconhecido e seu emprego em
varios iaboratdrios é considerado indispensavel. O crescimento explosivo desta técnica deve-se a
detectabilidade do método, sua pronta adaptabilidade para determinagBes quantitativas, a
possibilidade de separagdo de espécies ndo volateis e termicamente instaveis e sua aplicabilidade em
varios campos da ciéncia e tecnologia: analises de alimentos, farmacéuticas, clinicas, toxicolégicas,
bioquimicas, ambientais e outras [2,3]. A Unica exigéncia da CLAE é que a amostra seja sollvel na
FM. No entanto, a CLAE utiliza instrumentos caros e sofisticados. Também ndo se pode desprezar o
custo elevado das FM (de alto grau de pureza), das FE ou das colunas prontas e da reposicao
periédica de componentes diversos da coluna ou do equipamento [4].

Na CLAE em fase reversa, a FM é bombeada sob alta press3o a uma vazdo controlada. Uma
pequena quantidade da amostra € introduzida por meio de uma valvula de injecédo, sendo arrastada
pela FM através da coluna e do detector. A interacSo entre o soluto e a FE pode ocorrer de varias
formas, através de ligagBes de hidrogénio, forcas de van der Waals, atracBes eletrostéticas e
hidrofébicas, entre outros [2]. A separacio dos componentes da amostra ocorre devido s diferengas
entre os coeficientes de distribuicdo da amostra entre a FM liquida e a FE [5,6]. Para detectar a
composicdo do eluato (FM + componente da amostra), existem vérios detectores que podem ser
colocados na saida da coluna e que sdo utilizados para identificar e quantificar os componentes da
amostra.

A forma mais tradicional da cromatografia liquida empregava um sorvente polar (FE) como, por
exemplo, a silica ou alumina, e uma fase mével apolar composta basicamente de um hidrocarboneto
alifatico, juntamente com pequenas quantidades de um hidrocarboneto clorado, como por exemplo, o
cloroférmio ou um &icool, como o isopropanol. Hoje esta modalidade de cromatografia liquida €
denominada como Cromatografia Liquida em Fase Normal (CLFN) e o seu principio de separacao se
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baseia na interacdo dos grupos funcionais dos respectivos analitos com os sitios polares de adsorcao
da silica cromatografica ou de grupos polares ligados ou adsorvidos na silica. A CLFN, na sua
concepgdo original, tém perdido sua importincia e vem sendo substituida pela Cromatografia Liguida
de Fase Reversa (CLFR) [6].

Na Cromatografia Liquida de fase reversa, uma fase estaciondria ndo polar & utilizada em
conjunto com uma fase movel polar, contendo agua e um modificador orgdnico miscivel.
Aproximadamente entre 70 e 80 % das separacBes utilizam essa modalidade da cromatografia
liquida. A sua popularidade se deve grandemente & versatilidade dessa modalidade na qual a
preparacao das amostras é facil de ser realizada, o equilibrio das fases é rapido, os tempos de
retencao sdo reprodutiveis e os principios basicos do mecanismo de retenciio podem ser facilmente
compreendidos. Além disso, € muito aplicada a separacdo de solutos de diferentes polaridades,
massas molares e funcionalidades quimicas [7], em varios campos da ciéncia e tecnologia. A maioria
das fases estacionarias tem como suporte cromatografico a silica, mas fases poliméricas e outros
substratos inorganicos como, por exemplo, a zirconia, tém sido utiizados como suporte com
sucesso [6]. Dessa forma, gragas a introdugdo de numerosos materiais para FR, tém-se conseguido
um grande progresso nas separagoes por CLAE.

1.2 Fases Estacionarias
1.2.2 A Silica

As fases estacionarias utilizadas em CLAE s30 constituidas por particulas pequenas e de
resisténcia mecanica tal que suportem as elevadas pressdes as quais s30 submetidas durante o
enchimento das colunas e durante a passagem da fase mével no processo de analise. As particulas
também devem apresentar distribuicio de tamanho dentro de uma faixa restria para que haja
homogeneidade no leito da coluna [8,9].

A silica ainda € o material mais utilizado como suporte cromatografico para as colunas de
CLAE [10], devido ao fato da mesma apresentar caracteristicas favoraveis como: estabilidade
mecanica as pressdes utilizadas no enchimento das colunas, suscetibilidade de modificacdo quimica
da sua superficie a fim de produzirem materiais de diferentes seletividades, estabilidade quimica na
maioria das condigbes de operagdo e resisténcia a uma grande variedade de solventes. Além disso, a
silica € disponive! comercialmente em uma larga faixa de tamanho de particula, especialmente com
diametro inferior a 20 pm, nas formas iregulares e esféricas, com estrutura de poros bem controlada
através dos procedimentos de sintese, didmetros de particula distribuidos em uma faixa restrita e
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grande area superficial, o que permite uma melhor distribuicio das fases liquidas em suas
superficies [8].

A silica € composta por 4tomos de silicio internos os quais tendem a manter sua coordenacdo
tetraédrica com o oxigénio formando a ligacdo siloxano (=Si-O-Si=). Os &tomos de silicio mais
extenos completam seu niimero de coordenacgdo através da ligacio com grupos hidroxilas, formando
os chamados grupos silandis (=Si-OH). Na superficie também podem existir grupos siloxanos
expostos, que sdo relativamente estaveis. Os grupos silandis sdo considerados como fortes sitios de
adsorgao no processo cromatografico, além de serem responsaveis pela reatividade da silica frente
aos diversos agentes sililantes.

Os silandis podem se distribuir na superficie da silica em trés diferentes formas: vicinais ou
ligados (dois grupos hidroxila sobre dois atomos de silicio vizinhos), geminais (dois grupos hidroxila
originarios do mesmo atomo de silicio) e isolados ou livres (um grupo hidroxila sobre um &tomo de
silicio). Estes grupos silandis apresentam carater acido [11,12]. Um modelo da estrutura da silica est4
mostrado na Figura 1.

A concentracdo dos grupos silandis na superficie da silica depende muito da forma de
obtencao do 6xido. O valor de 8 pmol m™? € o valor mais aceito, mas valores maiores ou menores sio
possiveis, dependendo do tratamento que o material sofreu [13].

ligacdo de
hidrogénio

silandis
vidinais silandis

H, H geminais ligacio silanol isolado

%mziw/%@f\o/i@)«z\o/i\
1S S S 0 21

Figura 1: Tipos de silandis presentes na superficie da silica-gel.

Apesar da ampla aplicacao das fases estacionarias baseadas em silica, certas propriedades deste
material restringem a sua utilizagdo em uma série de separacdes cromatograficas. Uma delas
restringe a sua utilizacdo em uma faixa de pH de 2 até 8, devido a instabilidade da camada liquida da
FE e da superficie da silica tanto frente a fases méveis 4cidas como bésicas, que reagem lentamente
com estas superficies até dissolvé-las, causando perda de fase cromatografica e, em casos extremos,
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colapse da estrutura da coluna. A segunda propriedade estd relacionada a ndo homogeneidade da
superficie da silica. Esta superficie pode conter impurezas, como alguns metais, e exibir variacdes no
tipo e na reatividade de seus grupos silandis [14] que, podem afetar o mecanismo de retencdo de
maneira indesejavel, ao interagir com moléculas bio-organicas ou solutos basicos, adsorvendo-os.
Muitas vezes esta adsorgdo pode ser irreversivel e 0s compostos depositados na superficie
cromatografica podem restringir o transporte de massa, bloquear os sitios ativos de interagao normal
e criar sitios ativos ndo especificos, afetando o desempenho da coluna, podendo até leva-la a uma
deterioragao irreversivel. Quando a adsorc3o € irreversivel, pode modificar o comportamento do leito
cromatografico, levando a problemas de picos largos, assimétricos e com cauda, que sdo dificeis de
serem tratados quantitativamente, além de poderem se sobrepor ou interferir nos picos de outros
analitos com tempos de retengdo similares [11].

1.2.2 Tipos de fases estacionarias

Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas na tentativa de se minimizar as interagBes com os
silandis residuais da silica, melhorando a estabilidade quimica e a eficiéncia das fases estacionarias,
para que possam ser utilizadas com os mais variados tipos de amostras. As FE utilizadas para esse
fim podem ser produzidas por ligagbes covalentes dos grupos silandis da superficie da silica com
grupos funcionais ativos (alcoxi/cloro) presentes nos agentes sililantes, sendo conhecidas como fases
estaciondrias quimicamente ligadas (FEQL) [6], ou, através do recobrimento do suporte com
diferentes tipos de polimeros [15].

Fatores importantes exercem influéncia na estrutura de fases quimicamente ligadas, tais como
tipo e funcionalidade do modificador silano. Os clorossilanos s3o mais reativos gue os alcoxissilanos
e, dessa forma, a preparacdo dessas fases, na maioria dos casos, utiliza os clorossilanos juntamente
com um catalisador, que pode ser uma base receptora de prétons [16]. Independente do tipo de
agente sililante utilizado, € impossivel conseguir reagir todos os grupos silandis presentes na
superficie da silica. Mesmo quando um agente sililante monofuncional é utilizado, empregando
condicBes de reagdo otimizadas, o grau de recobrimento geralmente ndo ultrapassa o valor de
4 ymol m?, indicando que apenas 50 % dos silandis presentes reagem, devido ao impedimento
estérico na reagdo com os agentes sililantes. Apesar desses silandis n3o estarem disponiveis para
reagirem com as moléculas dos agentes sililantes, alguns sdo suficientemente acessiveis para
interagirem com os analitos durante a separagdo cromatografica. Os mesmos contribuem com o
aumento da retengao e alargamento de pico de compostos basicos [6].
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A grande maioria das fases ligadas, como por exemplo as do tipo Cs e Cy disponiveis
comercialmente, sao preparadas utilizando os silanos monofuncionais. A principal razSo desta escolha
€ a busca de uma methor reprodutibilidade na preparacdo de diferentes lotes de silica modificada.
Apesar disso, com agentes sililantes di ou trifuncionais, os tracos de agua presentes tanto na
superficie da silica, como no solvente de reacBo, sio suficientes para promover uma polimerizacdo e
aumentar consideravelmente a quantidade de grupos orgénicos imobilizados [6]. Os estudos de
estabilidade demonstram que as fases poliméricas podem ser mais estéveis em relacdio as fases
monoméricas. Por outro lado, as fases monomeéricas (Figura 2) parecem ser as preferidas pelo fato
do seu preparo ser mais facil de ser reproduzido [6].

G
—OH —O—$i—R
L OH o —OH CH,
L GHs
—OH + X—8i—R — | 5—gi—r + HX
i
CHs CHs
L oH —OH Ctly
o R=C8,C18 | o iR
t
X=C),0R CHa

Figura 2: Formacdo de estruturas monoméricas.

A preparacdo de fases estacionarias através da deposic3o e imobilizacdio de polialquilsiloxanos
sobre a superficie da silica cromatogréfica foi inicialmente desenvolvida por Schomburg et al. na
década de 80 [17]. O principal objetivo deste procedimento é recobrir totalmente a superficie da
sflica com uma fina camada do polimero, deixando os poros acessiveis e, assim, bloquear 0$ grupos
sianGis. As principais vantagens destas FE sobre as FE quimicamente ligadas sao: maior
recobrimento dos sitios ativos do suporte, a possibilidade de maior seletividade da FE pela escolha do
polimero apropriado, além da sua facilidade de preparacdo. A grande variedade de polimeros
organicos disponiveis possibifita preparar FE com uma grande faixa de seletividade f181.

Dentre os polimeros j& estudados, recobrindo suportes de sflica, estdo o polietileno [19,20], o
polibutadienc [21,22], o poliestireno [22], e alguns polissitoxanos [22,23]. A classe mais comum é a
dos polissiloxanos, que apresentam 6tima estabilidade térmica e termo-oxidativa, elasticidade a
baixas temperaturas, temperatura de transicio vitrea (T, ) variada, resisténcia quimica e mecanica e
cuja seletividade € fungdo dos grupos substituintes existentes nas estruturas, como 0s
poli(etilmetilsiloxanos), poli{metiloctilsiloxanos), poliimetiloctadecilsiloxanos) e
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poli(metilfenilsiloxanos). Os poli{metilalquilsiloxanos) apresentam férmula geral:

R 7

o
R1%SII ﬂ-—fO:If R4

CHa A

onde: R= octil, dodecil, hexadecil, octadecil, etc.
R:= metil

Enguanto a maioria dos polimeros que contém nas unidades das cadeias principais ligagdes
carbono-carbono simples comega a degradar em temperaturas acima de 250 °C, polissiloxanas
rigorosamente purificados sdo estaveis sob alto vacuo ou em atmosferas inertes, no minimo a
350 — 400 °C. Esta diferenca € diretamente atribuida & forga de ligacdo do Si-O em relacdo a ligagdo
c-C

Os polissiloxanos, freglientemente chamados de siliconas, sdo preparados pela hidrdlise de
haletos de alquil-silicio ou aril-silicio. A hidrélise dos haletos fornece compostos instéaveis contendo
silandis que, através de condensacso, levam a formagdo do esqueleto do siloxano. A hidrdlise de
dicloretos leva a polimeros lineares (Figura 3); ja os tricloretos fornecem polimeros entrecruzados.

R R

i |
O—si—q — ., Si—0

| |

R R 0

Figura 3: Preparacac dos polissiloxanos.

Entretanto, como um método geral de preparo de polissiloxanos, a hidrdlise de haletos de silicio
ndo € satisfatdria, devido a tendéncia de formar siloxanos ciclicos (principalmente trimeros e
tetrameros) sob as condigbes de hidrdlise. Para obtencdo de polimeros de alta massa molar, estes
produtos ciclicos sdo purificados por destilagdo e polimerizados por reagdes de abertura de ciclo,
catalisada em meio acido. Na presenga de acido sulfiirico, ha a abertura do ciclo e condensagdes
resutando em polissiloxanos lineares. A adigdo de hexametildissiioxano durante a reacdio de
polimerizacdo resulta em grupos terminais trimetilsiloxil, pouco reativos [24].
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Diferentes tipos de colunas recheadas com FE preparadas a partir da modificacdo dos suportes
de silica com polimeros podem ser encontrados. As técnicas para imobilizacdo dos polimeros nos
suportes podem ser classificadas de acordo com a maneira que o polimero & imobilizado ou de acordo
com a rota de imobilizacdo. Os polimeros imobilizados podem formar um filme fino sobre a superficie
ou podem encher 0 volume de poro inteiro, podendo existir também a combinacado destas duas
formas. Esta classificagdo € bastante simplificada, porque é muito dificil preparar uma monocamada
uniforme de polimero ou definir o tipo de imobilizagio, porque este inclui, na maioria dos Casos, a
combinagdo de varios procedimentos [15]. Em qualquer uma das formas, o polimero pode estar
sorvido [25], imobilizado [26,27], quimicamente ligado [28-30], ou encapsulado [31] a silica.

As FE encapsuladas sdo preparadas pela modificacdo do suporte com grupos funcionais antes
de ligar a FE liquida. Esse processo ocorre em duas etapas. Na primeira etapa a silica & pré-
modificada com um reagente, como os grupos vinil. Numa segunda etapa é feita a encapsulagio com
um polimero ou mondmero, ocorrende a polimerizagdo destes com 0s grupos do reagente que foram
ancorados na silica na primeira etapa.

As FE sorvidas consistem de um polimero que se encontra sorvido sobre a silica devido &
contribuicdo de um ou mais tipos de interacdes como dipolo-dipolo, ligagGes de hidrogénio e
interagBes eletrostaticas entre as cadeias do polimero e a silica [32]. Dessa forma, o polimero pode
recobrir toda a silica e os solutos ficam mais protegidos de interaces indesejaveis com a superficie
da silica. Essas FE sorvidas, preparadas com liquidos de alta massa molar, tém sido desenvolvidas em
nosso laboratdrio com grande éxito [32] apresentando boas propriedades cromatograficas, similares
as colunas comerciais. Além disso, 0 método de preparacéio destas fases é bastante simples quando
comparado com as FE quimicamente ligadas.

Em estudos recentes em nosso laboratdrio, Bottoli [32] observou que a retencdo de
polimetiloctilsiloxano), PMOS, nos poros da silica aumentava com o tempo sem a aplicacdo de
tratamento especifico para promover a imobilizaggo. Foi sugerido que, com o tempo, modificagbes ou
rearranjos das cadeias do polimero nos poros da silica acontecem, tormando a cadeia do polimero
insoluvet frente a FM, isto &, imobilizada. Este processo foi denominado de auto-imobilizac3o, ja que
ndo ha necessidade de um agente externo indutor como calor, perdxidos ou radiagdo gama [32].

FE imobilizadas sdo obtidas através de reagles entre as moléculas individuais da fase liquida
sorvida, induzidas ou ndo por processos de entrecruzamento ou entre a fase liquida e o suporte [32].
Essas reagbes de entrecruzamento resutam em camadas estaveis, quando comparadas com as FE
sorvidas, e sdo insolliveis nas fases moveis. Varios sdo os métodos utilizados para que essas reagdes
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ocorram:  tratamento térmico [32-34], irradiagdo por microondas [35], ou raios gama de
cobalto-60 [4,36,37], ou ainda por agentes quimicos como perdxidos, azocompostos e 0zonio [38].

A radiacdo por microondas e a radiacdo gama ja foram exploradas no laboratério no
procedimento de recobrimento de suportes de silica nua e silica metalizada com dxidos de zircdnio
[39] ou titanio [40], com resultados bastante satisfatdrios. O tratamento térmico é uma fonte de
energia amplamente usada em diversos estudos e o aquecimento da amostra ocorre por conducdo de
calor, isto €, iniciaimente o recipiente contendo a amostra € aquecido e, em seguida, ocorre a
transferéncia do calor para a amostra. O tratamento térmico tém sido utilizado para acelerar a
imobilizagao do polimero nos suportes de silica, auxiliando no processo de auto-imobilizagdo. Como
foi demonstrado recentemente [32], a auto-imobilizacdo € um processo lento & temperatura
ambiente, sendo necessario um consideravel periodo de tempo, que varia dependendo da silica
utilizada, para que haja o rearranjo das moléculas de polimero em uma monocamada estavel, de
forma irreversivel [331.

Bottoli ef a/. [34] estudaram a imobilizacdo térmica de polialquilsiloxanos nos poros de silica
nua, sem a utilizagdo de agentes reticulantes, como perdxidos. Para o polimero de cadeia mais curta
(PMOS), a FE apresentou melhores parametros cromatograficos apds a imobilizagdio térmica na
temperatura de 120 °C, enquanto que para o polimero de cadeia mais longa, PMODS -
poli{metiloctadecilsiloxano) — a temperatura necessaria ficou entre 80 a 100 °C [34]. Ambas
apresentaram estabilidade alta em pH neutro e temperatura ambiente.

Tratamentos utilizando altas temperatura também foram estudados por Ohmacht et af. [41]
na imobilizacdo de poli{metiloctilsiloxano) (200-400 °C) na presenca de perdxido. As melhores
colunas continham fases preparadas a 400 °C e mostraram bons resultados a altos valores de pH.

1.3 Colunas cromatograficas

Uma coluna para CLAE, que apresenta bom desempenho cromatografico, deve ser estavel,
altamente eficiente e reprodutivel. Para que isso aconteca, algumas propriedades devem ser
observadas: [42]

a) O recheio deve ser denso e ordenado de modo a proporcionar uma alta estabilidade;

b) Os espagos intersticiais entre as particulas compactadas devem ter uma dimensgo uniforme, de
modo a resultar e um perfil homogéneo de fluxo;

¢) Devem ser rigorosamente evitados os locais de densidade de recheio desiguais, ac longo e através
do eixo da coluna.
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1.3.1 Enchimento de colunas para CLAE

Existe um grande ndmero de varidveis envoividas no processo de enchimento que tomam

critica essa etapa. Dois problemas principais devem ser evitados durante o enchimento de
colunas: [43]

a) Sedimentacdo das particulas: pode ocorrer quando o solvente de suspens3o tem densidade
menor que a densidade das particulas, presenca de agua no solvente de suspensdo e outros.

b) Aglomeracdo das particutas: quando se trabalha com particulas muito pequenas, aumenta-se
a tendéncia em se acumular forcas eletrostaticas na superficie, formando aglémeros, que impedem a
livre sedimentacdo das particulas no leito da coluna. O atrito provocado pela aita velocidade de
enchimento das colunas também pode gerar cargas na superficie. A utilizagao de misturas aquosas
na suspensgo de enchimento também pode gerar cargas negativas na superficie da silica,
favorecendo a formagdo de aglomerados.

Os metodos para enchimento de colunas podem ser classificados, de uma maneira global,
segundo a forma como se introduz a fase estacionaria no tubo. O enchimento a seco € utilizado para
se rechear colunas com particulas de didmetro maior que 20 um, enquanto que o enchimento por
suspensdo a alta pressdo € preferido para particulas menores que 20 pm [1].

Na técnica de enchimento por suspens3o a alta pressao, prepara-se uma suspensdo do material
de enchimento em um solvente de suspensdo. Dependendo do tipo de solvente empregado, esta
suspensao pode ser classificada como suspensdo com densidade balanceada {onde usa-se uma
mistura de solventes cuja composicdo € ajustada para ter a mesma densidade das particulas das
particulas a serem utilizadas no enchimento) [44,45] suspensdo com solvente polar, [46], suspensdo
com solvente altamente viscoso [47] ou de baixa viscosidade [48], ou ainda suspensdo utilizando
solughes aquosas de surfactantes de baixa viscosidade [49]. A suspensdo é colocada em um
reservatorio e, sob a agdo de um solvente propuisor, preenche a coluna. O material de recheio é
retido por um filyo na extremidade da coluna e compactado a alta pressdo. A pressurizacao do
solvente € feita por uma bomba pneuméatica movida a gas (N.), que opera a pressdo constante.

1.3.2 Avaliacao cromatografica das colunas

Nos ultimos anos, os avangos na tecnologia de preparacio de FE tém disponibilizado
comerciaimente uma grande variedade de colunas para CLAE no modo fase reversa. Como as
propriedades dessas FE podem variar bastante de uma para outra, varios métodos de avaliacio
cromatografica para uso em rotina tém sido estudados e publicados. Os métodos quimicos e fisicos
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comumente utilizados para dar informagdes a respeito das FE, como a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *Si, °C, *Hou a espectroscopia de absor¢ao no infravermelho, necessitam do
uso de instrumentac&o cara, podendo destruir as amostras e ndo necessariamente formece todas as
informagbes relacionadas a retencdo, que inclui os efeitos de cobertura da superficie, silangis
residuais e sitios de troca iGnica na superficie da silica. Em contraste, os métodos de caracterizagdo
cromatogréfica sdo mais expressivos e buscam medir e especificar discretas interacdes fisico-
quimicas entre analitos bem caracterizados e as FE [50]. Dessa forma, a avaliagdo do desempenho
de uma coluna pode ser feito através da determinacdio de parametros cromatograficos. Estes

calculos sdo realizados com os dados experimentais obtidos em um cromatograma tipico, como
mostra a Figura 4 [1].

- — iy ar
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Figura 4: Cromatograma com as medidas relacionadas a determinacéo de pardmetros cromatograficos [1].

O tempo de reteng3o do analito, tw, € 0 tempo gasto desde o momento da injecdo até a
deteccao do pico. O tempo de retencdo de um composto ndo retido ou fempo de retencao da fase
mavel, tw, € 0 tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatografico desde a injecdo até
a saida da coluna. Estes valores sdo obtidos diretamente do cromatograma quando se tem um

integrador {1]. O tempo de retengdo ajustado, t's, € o tempo real que as moléculas do anaiito ficam
retidas na fase estaciondria, calculado por:

ty =ty ~ty (1)

Outro pardmetro que também diz respeito & retencio de um soluto é o fator de retencdo k,
determinado pela razdo dos tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na FE ou
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percorrendo a coluna na fase mével, de acordo com a expressdo (2). Este parametro normalizado é
bastante (til na comparagdo da retencdo de um mesmo composto em diferentes colunas ou em
diferentes composiges da fase movel [1].

Os valores ideais de k devem variar entre 0,5 a 10. Valores maiores que 10 significam uma
forte interagdo do soluto com a fase estacionéria e, consegiientemente, um longo tempo de anélise.
Por outro lado, valores de k menores que 0,5 implicam em pouca interacdo do soluto com a fase
estacionaria, o que pode ser prejudicial a analise [5].

A resolugdo, Rs, € uma medida quantitativa do grau de separacao entre dois picos adjacentes
& pode ser caiculada de acordo com a expressao (3): '

Rg = Z{MJ - 1,177(Ml—} (3)

Wh1 t Wh2 Wh1 " ¥h2

em que tz; € trx S30 0s tempos de retengdo de dois analitos e wy; € Wy 530 as larguras dos picos na
base, medidas em unidades de tempo. J& wi; © Wiy Se referem as larguras dos picos a meia-altura,
também em unidades de tempo.

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

A eficiéncia e numero de pratos podem ser considerados como sindnimos. Da mesma forma
que a resolugdo, Rs, © nimero de pratos € uma medida da qualidade da separacio cromatografica.
Enquanto a resolugdo € baseada na largura e no tempo de retencio de dois picos adjacentes, o
nimero de pratos leva em consideracdo um Gnico pico. A eficiéncia, N, representa a medida do
nimero de etapas de equilibrio do analito entre a fase estacionaria e a fase mével, calculado por
meio da expressao (4):

LR
N= 5,545£l} @
h
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Quanto maior o nimero de etapas de equilibrio em uma coluna, melhor a separacdo por ela
apresentada. Em um cromatograma, a eficiéncia € observada através do formato do pico, sendo que
quanto mais estreito for o pico, maior é a eficiéncia da coluna na analise deste soluto.

Existem diversos fatores que podem aiterar o valor do ndmero de pratos obtidos por uma
dada coluna, a saber: tamanho das particulas da fase estaciondra, condicbes de enchimento da
coluna, condigbes de analise, tamanho da amostra, tipo de soluto e, principalmente, comprimento da
coluna. Para efeito de comparagdo entre colunas, a eficiéncia € expressa em termos de nitmero de
pratos por metro (N/m), caiculado atraves da divisdo do nimero de pratos da coluna pelo seu
comprimento em metros.

Porém, a expresséo (4) sé € valida para picos simétricos. Para picos assimétricos aumentam-
se 0s erros no caiculo de N e a eficiéncia ndo pode ser expressa por este valor. E necessario ent3o,
calcular o fator de assimetria, As, a 10 % da altura do pico. Esse parametro é uma medida direta da
assimetria do pico ou mais comumente denominado cauda no pico cromatogréfico. Sabe-se que a
assimetria distorce o pico cromatogréfico, reduzindo o valor de eficiéncia e prejudicando a sua
integracdo, principalmente nas analises em que a relacdo sinal-ruido € muito baixa e quando os dois
picos ndo estdo bem resoividos [6].

Existem varias causas que podem acarretar no alargamento. Colunas danificadas pelo seu uso
continuo, assim como as colunas preparadas no laboratdrio, cujo enchimento ndo foi bem sucedido,
podem apresentar caudas, principalmente para 0s compostos apolares em condi¢bes de fase reversa.
Ja a cauda para compostos basicos ou ionizaveis pode estar relacionada & presenca dos silandis
residuais [6].

O fator de As deve ficar no intervalo de 0,9 a 1,2. Quanto mais simétrico o pico, melhor a

separagao dos componentes da mistura analisada. Acima de 1,6 as colunas devem ser
descartadas [2].

Qutro parametro cromatografico que pode ser empregado € o fator de alargamento de pico,
denominado Ty, do inglés Tading Factor. Nesta abordagem a assimetria é medida a 5 % da altura do
pico [51]. Esse valor comegou a ser utilizado por ter sido recomendado pela United States
Pharmacopeia e alguns pesquisadores [6] acreditam ser uma medida mais precisa que o parametro
As. Entretanto, teoricamente ndo existe nenhuma vantagem em medir o alargamento de pico com

um método ou outro. O valor ideal de Tf € 1,0, indicando que o pico cromatogréfico é totalmente
simétrico [2].

A Figura 5 mostra como é caiculada a assimetria utilizando as duas maneiras:
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Fator de assimetria do pico = B
A

Fator de alargamento do pico = A+B
2A

10% da altura do pico { ‘:1:-:3 5 % da altura do pico

Figura 5: Medidas e célculo do fator de assimetria e do fator de alargamento do pico.

A aitura do prato, H, é a razdo entre o comprimento da coluna (L) expressa em metros e 0
nimero de pratos (N), e pode ser calculada por H = L/N. Existe um outro pardametro que é
denominado de altura do prato reduzido, h. Este parametro é um nimero adimensional calculado
pelo quociente da altura do prato e o didmetro médio das particulas que compde a FE (h = H/dp).
Este parémetro € (til para comparar colunas recheadas com particulas de tamanhos diferentes [6].

A eficiéncia de uma coluna depende da vazdo que se utiliza e este comportamento pode ser

verificado empregando a equacdo cldssica de van Deemter, que matematicamente pode ser expressa
como:

H=A+—B—+C}1 (5)
L

sendo que |, = L a velocidade linear da FM. A Figura 6 mostra o formato desta curva e as varias
t

M

contribuicdes de cada um dos termos.
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- H=A+B/u + C.u
]
e o C.p
Hrinimo. e e =
1
L
A
1 B/u
{ -1
H groma (ms)

Figura 6: Curva da equacac de van Deemter mostrando as contribuigtes dos vérios termos e a velocidade
linear ¢tima [1].

O termo A, chamado de difusdo turbithonar, refere-se ao alargamento dos picos devido aos
caminhos multiplos percorridos pelas moléculas do analito. Este termo pode ser minimizado usando
colunas com diametro intemo reduzido, bem recheadas e, particulas com tamanho pequeno e
uniforme.

O termo B é devido a difusdo longitudinal e esta relacionado com a difusdo molecular do soluto
na FM e pode ser minimizado empregando-se maiores velocidades lineares de FM. Este termo € mais
importante em cromatografia gasosa que em CLAE, ja que o coeficiente de difusdo no liquido é muito
menor que No gas.

O termo C estd relacionado com a velocidade de transferéncia de massa, ou seja, com a
facilidade que as moléculas do soluto tém em serem transferidas da FM para a FE ou vice-versa [2].
Um fator que minimiza o termo C é a espessura do filme iiquido que recobre as particulas do suporte.
Quanto maior for esta espessura, maior serd o termo C e menor a eficiéncia da coluna.

A curva da Figura 6 mostra que existe uma vazao (F) étima, que esta diretamente relacionada
com a velocidade linear otima (pesma), NA@ gqual H terd um valor minimo e, consequentemente, a
eficiéncia sera maxima. Na pratica, a definicd3o da vazdo dtima € obtida variando a velocidade do
fluxo no sistema cromatografico e medindo o N ou H em cada velocidade.

A completa avaliacdo de uma coluna cromatografica passa pela andlise de todos 0s parametros
citados, com cuidado para que haja coeréncia entre os parametros calculados e o composto que esta
relacionado a estes dados. Deve-se ainda escolher compostos que caracterizem as propriedades de
resolucdo, de retencio, de seletividade estérica, hidrofobicidade, de troca ibnica e de interagdo
silanofilica da coluna cromatografica [52].

14
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1.4 Estabilidade quimica das fases estacionarias

O uso de recheios estiveis permite que as caracteristicas da coluna permanecam inalteradas o
maior tempo possivel, reduzindo assim a frequéncia de substituicdo da mesma, mantendo a
repetitividade nas analises. Com as fases reversas tradicionais, o primeiro sinal de degradagdo da
coluna € o decréscimo no fator de retencdo (k) [53]. No entanto, em colunas mais estaveis, em
solugbes bésicas, k permanece constante, ainda que estejam ocorrendo solubilizagbes da silica. Neste
caso, o tempo de vida das colunas também é limitado, pois, apés um certo tempo, dependendo das
condicGes de analise, a eficiéncia comeca a ser prejudicada. Desta forma, a perda da eficiéncia é o
methor indicativo da deterioracdo da coluna, em testes realizados em meios basicos do que as
medidas do k [54]. Assim, o tempo de vida de uma coluna € definido como o niimerc de volumes de
coluna da fase movel passados através da coluna cromatografica antes de iniciar um decréscimo
significativo da eficiéncia.

A estabilidade das colunas convencionais baseadas em silica depende do tipo e pureza do
suporte de silica e da natureza da fase ligada, além das condigBes de analise como: pH da fase
maovel, temperatura, tipo e concentracdo do tamp3o e modificador organico utilizados na fase mével.

Kirkland e colaboradores [55-59] definiram a influéncia destes fatores na dissolucdo da silica em
valores de pH intermediarios e altos. Eles comprovaram que a solubiidade da silica, geraimente, é
maior quando sao usadas fases moveis tamponadas em metanol, comparadas com as FM preparadas
em acetonitrila. No entanto, isto ndo aconteceu para certos tipos de fases estaciondrias, como as
fases monomeéricas estericamente protegidas, que mostraram solubilidades similares em ambos os
solventes. A influéncia da natureza da fase ligada foi estudada comparando fases monoméricas de
dimetil-C18 e de diisopropil-C18 [60]. Nesse estudo foi observado que as fases estericamente
protegidas foram mais rapidamente degradadas em solugBes basicas, contrariamente ao que
acontece em pH acido.

Silicas xerogel (usuaimente formadas pela precipitacdo de silicatos solliveis) e solgel (formadas
pela hidrdlise e policondensacdo de derivados de alcoxi siliconas, tal como ortosilicato de tetraetila)
[2] foram comparadas,! sendo que as do tipo xerogel dissolveram mais rapidamente devido a maior
area superficial e volume de poros. Silicas que contém elementos contaminantes de metais na sua
estrutura (tipo A) mostraram menor solubilidade que as sflicas altamente purificadas (tipo B) [55].

Colunas baseadas em silica apresentaram diferentes solubilidades, dependendo do tipo de
anion e cation presente no tampdo utilizado. No caso dos anions, @mpdes de carbonato e fosfato
degradaram estas colunas mais rapidamente que os tampdes de borato e glicina. No caso dos
cations, a solubilidade da silica foi diminuindo na seguinte direcdo: NHs" > K* > Na*. Alguns
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resultados indicam que o uso de tampdes com o cation litio pode reduzir a dissolugdo do suporte de
silica e, assim, melhorar a estabilidade da coluna em meios basicos [58]. Alem disso, verifica-se que
altas concentragbes de tamp&o (> 0,05 mol L-1) e elevadas temperaturas (> 40 °C) influenciam
fortemente na degradaggo da coiuna.

Variados métodos tém sido empregados para testar a estabilidade de fases ligadas utilizando
diversas condigBes de andlise, ndo existindo um procedimento geral estabelecido [55-59,61,62]. A
maioria destes procedimentos consomem grandes volumes de fase mdvel e precisam de longos
tempos de andlise, devido a disponibilidade de fases estacionarias cada vez mais resistentes ao
ataque de fases moveis aicalinas. Assim, foi desenvolvido um método usando condicBes mais
drasticas de andlise, [54] o qual permite estudar a estabilidade de colunas de fase reversa de forma
mais répida € com menos gasto de solvente. Este método consiste, principalmente, no uso de fase
movel contendo alta concentracio de bicarbonato de sédio em temperatura de 60 °C.

1.5 Uso do planejamento fatorial na otimizacio de condicdes
experimentais

A Quimiometria, uma das subdivisdes mais recentes da quimica, consiste, essencialmente, na
aplicagdo de técnicas estatisticas a problemas quimicos. O pesquisador recorre a estatistica para
planejar ou selecionar procedimentos experimentais de forma otimizada, além de fornecer 0 maximo
de informagdo quimica com a andlise de dados quimicos. Além de minimizar os custos operacionais,
um planejamento detalhado dard a ele a garantia de que seus resultados conterdo informagbes
relevantes para a solugdo do problema. Se o experimento tiver sido planejado corretamente essas
informagtes poderdo ser extraidas facilmente dos resultados observados, utilizando-se métodos
adequados de analises [63].

A esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de forma gue ele
seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informag&o que se procura. A primeira etapa, no
planejamento de um experimento, € determinar quais sdo os fatores e as respostas de interesse para
0 sistema que se deseja estudar. Os fatores, isto é, as varidveis controladas pelo experimentador,
tanto podem ser qualitativos (como tipp de catalisador), como  quantitativos
{(temperatura) [63].

Em seguida, € preciso definir claramente o objetivo que se pretende alcancar com os
experimentos, porque isto determinara que tipo de planejamento experimental deve ser utilizado.

Um tipo de planejamento experimental muito empregado € o planejamento fatorial. Para
executar um planejamento fatorial precisa-se, em primeiro lugar, especificar os niveis em que cada
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fator sera estudado, isto €, os valores dos fatores que serdo empregados nos experimentos. Um
plangjamento fatorial completo requer a execucdo de experimentos para todas as possiveis
combinagdes dos niveis dos fatores. Cada um desses experimentos em que o sistema € submetido a
Um conjunto de niveis definido € um ensaio experimental.

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso fazé-lo variar e observar o
resuitado dessa variagdo. Isto implica na realizacdo de ensaios em pelo menos dois niveis desse
fator. Um planejamento fatorial em que todas as varidveis sio estudadas em apenas dois niveis &,
portanto, 0 mais simples de todos eles. Para k fatores, isto &, k varidveis controladas pelo
experimentador, um planejamento completo de dois niveis ird requerer a realizacdo de 2* ensaios
diferentes, sendo por isso chamado de planejamento fatorial 2%. No caso do planejamento fatoriat 2°
serdo necessarios 8 ensaios [64].

No planejamento fatorial de dois niveis costuma-se identificar os niveis superior € inferior com
0s sinais (+) e (-), respectivamente. A Tabela 1 mostra um exemplo de como sdo colocados os
coeficientes de contraste para um fatorial 2°, a partir da matriz de planejamento, onde os sinais se
alternam, sempre comegando com o nivel (-) na primeira coluna [64]. As demais colunas s3o obtidas
sempre duplicando os sinais da coluna anterior. Dessa forma, a segunda coluna é obtida duplicando
0s sinais que aparecem na primeira coluna, a terceira coluna € obtida duplicando os sinais da
segunda e assim por diante.

Os sinais para calcular as interagBes de dois fatores 12, 13 e 23 e de trés fatores 123 sdo
obtidos multiplicando os sinais das correspondentes colunas, pertencentes aos fatores principais.
Com todos esses sinais sdo calculados os efeitos, incluindo a coluna de sinais positivos para o calculo
da média. Através do planejamento experimental ndo existem informacBes ociosas, pois tanto os
efeitos principais quanto os de interacdo s30 calculados utilizando-se todas as respostas obtidas
experimentalmente.

Tabela 1: Coefidentes de contraste para um fatorial 2°.

Ensaio 1 2 3 . Respostas
1 - : - , - i 2
2 + - 1 - | Y2
3 - + ; - Y3
4 + + } - Yq
3 - - i + ¥s
6 + - | + : Y6
7 - + i + } ¥7
8 + + | + \ Ya

17



Tratamento Termico na Imobilizacdo de Fases Fstacionarias para Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

Fazendo todos os ensaios em duplicata é obter uma estimativa do erro experimental associado
a determinagdo de uma resposta individual e, portanto, decidir, de acordo com a extensdo do erro,
se existem ou ngo efeitos estatisticamente significativos dos fatores sobre a resposta. Quando ¢
efeito de uma varidvel depende do nivel de outra, diz-se que as duas varidveis interagem e pode-se
calcular esse efeito de interacdo entre elas.

Para obter as estimativas do ero experimental calcula-se a estimativa da variancia para
cada observacio individual (s?), dada por:[48]

V(x)=s*= ___Z((g. _‘1’_)2 (6)

onde y,= medida (ou resposta), ;= meédia das respostas, N = numero de respostas

Seguidamente pode-se caicular a estimativa conjunta da variancia (s,%), tomando-se a
média ponderada de todas as estimativas:

. U,s7 +v,5] +KKK +u,s’

SP
u,+u, +KK +vu,

(7)

onde ¢,= N, — 1 = ndmero de graus de liberdade de s7; s? = estimativa da varidncia do

i~enésimo ensaio.

A raiz quadrada de s, fornece o erro experimental, também conhecido com erro padrao

(S):

s=(s)" ®

Para verificar se os efeitos calculados sdo significativamente diferentes de zero, pode-se
empregar o teste £ de Student, utilizando seus valores tabelados no nivel de 95 % de confianca e
8 graus de liberdade [64}. Para isto, é necessario calcular primeiramente a varidncia de um efeito
(Viereieoy), através da equacdo 9:

18



Introducio

z 2

Viefeito)=V (3 ) +V(y ) = % +SE 9)

Através da raiz quadrada da varidncia de um efeito, obtemos o erro padrao de um efeito
(S(eseiray) (EQuUagao 10):

s(efeito) = [V(ej?zito)]]"2 (10)

Os efeitos cujas estimativas forem superiores em valor absoluto ao produto do erro padrdo de
um efeito pelo ponto de distribuicdo de Student, (Swew X &) Serdo estatisticamente significativos.
Deve-se ter em conta que o valor de v comesponde a somatdria do nimero de graus de liberdade
para cada ensaio (Zvi). No caso de um planejamento fatorial 2°, v equivale a 8.

Quando o ndmero de fatores aumenta, crescem as chances de que um ou mais fatores n3o
afetem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, ou por meio de efeitos de
interagdo. Por outro lado, em muitas situacdes, o pesquisador ndo conhece todos os fatores que
afetam significativamente a resposta. Nesse caso, é conveniente inciuir no estudo o maior nimero
possivel de fatores. Isso € possivel usando-se planejamentos fatoriais fracionarios ao invés de
fatoriais completos [64]. Os planejamentos fatoriais fracionarios sdo extremamente econdmicos e
podem ser usados para estudar dezenas de fatores de uma sé vez.

15



Objetivos

2. Objetivos

Preparar fases estacionarias para CLAE - FR a partir da sorco e / ou imobilizacdo do polimero
poli{metiloctilsiloxano) PMOS por tratamento térmico, visando a obtencdo de um material que resulte
em uma coluna com boa eficiéncia cromatografica e estabilidade quimica.

Para alcangar o objetivo proposto, o trabalho foi dividido nas sequintes etapas:

(@) preparar as fases estaciondrias sorvidas SiOAPMOS);

(b) promover a imobilizagdo térmica do polissiloxano no suporte em diferentes condicdes;

(c) caracterizar as fases estacionarias preparadas por meio de testes quimicos, fisicos e
cromatograficos;

(d) testar a estabilidade quimica das FE através da passagem de FM bésica.
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3. Parte Experimental

3.1 Condicdes Gerais
3.1.1 Reagentes e Solventes
* Acenafteno, 99%, Aldrich
* Acetona p.a., Merck
* Acido Nitrico p.a, Nuclear
* Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore
* Benzeno p. a., Synth
* Benzonitrila p. a., Riedel-de Haén
* Clorofdrmio para cromatografia, Mallinckrodt ChromAR HPLC
*  Fenol, 99%, Aldrich
* Hexano, Mallinckrodt ChromAR HPLC
*  Metanol, Mallinckrodt ChromAR HPLC
* Naftaleno, p.a. Carlo Erba
*  N,N-Dimetilanilina, 98%, Fluka
* Pentano, Merck
* Tolueno, planta piloto, 1Q/Unicamp

*  Uracit, 98%, Aldrich

3.1.2 Gases

*  Nitrogénio, White Martins
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3.1.3 Fase estacionaria liquida
A fase estaciondria utilizada nesse estudo foi o poli{metiloctilsiloxano)(PMOS), da United
Chemical Technologies, que € um liquido apolar de massa molar média 16000 Da, (Figura 7).
T
CEH3 (C;Hz)v CiHa
CHs—Stir*O —S!i—o— -SiH:HE

CH, CH, CH,
r

Figura 7: Estrutura do poli{metiloctilsiloxano) (PMOS).

3.1.4 Suporte cromatografico

Foram utilizados dois suportes:
- silica Kromasil: forma esférica, tamanho de particula 5 um, fabricante Akzo Nobel

- silica Rainin: forma esférica, tamanho de particula 5 um, fabricante Rainin Instrument Co. Inc.

3.1.5 Equipamentos
* Agitador magnético, Corning modelo PC-351
*  Agitador Roto Torque, Cole-Parmer Instruments Company, Model n® 7637-01
* Analisador elementar, Perkin Elmer, modelo 2400 Series 11
* Analisador termogravimétrico, TA Instruments, modelo A-2050, sensibilidade de 0,0001 g

* Balanga analitica, Fischer Scientific, modelo A-250

*

Banho de Ultra-som, Thomton, modelo T14

*

Bomba a vacuo, Marconi

* Bomba de enchimento de colunas, marca Haskel, com faixa de pressdo disponivel entre
0-50000 psi, modelo n°® 51769

22



Parte Experimenial

* Cromatografo a liquido utilizado para avaliar 0 desempenho das colunas, constituido por
bomba de alta pressdo, do tipo pistdo cabeca dupla, Waters modelo 510, detector
UV/Visivel, de comprimento de onda varidvel entre 190 a 600 nm, com cela de caminho
dtico de 10 mm, Waters, modelo 486, injetor do tipo Rheodyne 7725i, microcomputador
tipo Pentium, 80 MHz, com sistema de aquisicao e tratamento de dados Chrom Perfect e
Report Write Plus, Justice Innovations

* Cromatdgrafo a liquido utilizado para a realizacdo dos testes de estabilidade constituido de
um sistema de desgaseificagao em linha, com bomba de vacuo, Alltech; bomba de alta
pressdo, do tipo pistdo cabeca dupla, Shimadzu, modelo LC-10AD; detector
espectrofotométrico de absorgdo de UV/Vis, com comprimento de onda varidvel, Shimadzu,
modelo SPD-10; auto-injetor, amostrador programado de 5 ul, Shimadzu, modelo SIL-10 A;
sistema de aquisicdo de dados, constituido de um microcomputador do tipo Pentium III,
700 Mhz, com software de sistema de tratamento de dados cromatograficos Shimadzu Class
Vip; forno para coluna Shimadzu, modelo CTO-10AS, controlador de sistema Shimadzu,
modelo SCL-10A

* Espectrofotdmetro de infravermelho Perkin Eimer, modelo FT-IR 1600
*  EspectrOmetro de RMN Bruker, ASX 300
* Estufa a vacuo, Yamato modelo ADP 21

* Fomo controlador de temperatura e processo, tipo tubular, EDG 10 P-S, EDG Equipamentos
e Controles, dotado com sistema construido no laboratdrio para controlar a atmosfera nos
tubos

* Porosimetro, Micromeritics, modelo ASAP 2010

* Sistema de extragdo em fluxo continuo, constituido de bomba de alta pressdo, Waters,
modelo 510, acoplada a um forno de coluna, Eldex, modelo CH-150

* Sistema purificador de agua, Millipore, modelo Mitli Q-Plus

3.1.6 Tubos para colunas cromatograficas

Foram usados tubos de ago inoxidavel 316 L, sem costura, de formato cilindrico, com
comprimento de 60 mm e 3,9 mm de didmetro intemo. A superficie intera do tubo foi polida
segundo por um método segundo um procedimento desenvolvido no LabCrom [65]. O procedimento
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consiste na passagem, através do interior do tubo de ago, de uma haste de metal giratdria envolvida
em palha de ago e pasta de polimento, fixada em uma furadeira de bancada.

Ap&s o polimento, 0s tubos foram lavados com acido nitrico 50 %, agua e etanol. Este processo
foi feito ate se obter uma superficie interna altamente polida e livre de imperfei¢oes.

O acabamento e confecgdo dos terminais da coluna (Figura 8) foram realizados na oficina
mecanica do Instituto de Quimica da Unicamp.

Tuho de Alinhamento
¢ Fitro da Coluna

T
ot

\”’?

&t

/_’7*@‘ Terminal

Redutor

-

Figura 8: Esquema da coluna cromatografica e conexdes.

3.2 Preparo das fases estacionarias
3.2.1 Fases estacionarias sorvidas

As FE sorvidas foram preparadas pelo método de evaporagdo do solvente [66] que consiste no
contato de massas apropriadas de PMOS, dissolvido em solvente adequado, e de silica, com agitagao
lenta por 3 horas. A % de carga de polimero e a silica utilizada variaram, de acordo com cada estudo
realizado.

Antes do contato com o PMOS, a silica foi ativada através do aquecimento a 150 °C por
24 horas para eliminar a dgua fisicamente adsorvida. O solvente de preparacdo utilizado foi o
pentano, muito volatil e no qual o PMOS é soltivel, resultando em uma evaporacio rapida. Apds a
agitagao da suspensdo silica/PMOS em pentano, o solvente foi rapidamente evaporado com a ajuda
de um pequeno fluxo de ar comprimido ou deixado na capela para evaporacdo lenta do solvente,
dependendo do procedimento realizado, como indica a Figura 9.
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silica
{Kromasil/Rainin)

— E

= — — 1
f —

—_— Fluxo de ar comprimido

— Agitagio fenta (3 h}

PMOS em pentano o

capela

Figura 9: Esquema do preparo das fases estaciondrias sorvidas.

3.2.2 Condicbes de imobilizacdo térmica das fases estacionarias

A imobilizagdo térmica do PMOS foi promovida sob diferentes condicBes, variando-se a
temperatura e o tempo de aquecimento. Para isso, foi utilizado um fomo controlador de temperatura,
Figura 10, como fonte geradora de calor, contendo uma coluna de ago inox preenchida com a
amostra. Tal coluna foi acoplada diretamente a um tubo pelo qual passava um fluxo de nitrogénio,
fazendo com que todo o processo de tratamento térmico da fase ocorresse em atmosfera ndo-
oxidante.

l_ Fuxo de N (atmosfera ndo-oxidante)

i

Figura 10: Esquema do forno controlador de temperatura utilizado para o tratamento térmico.

Coluna de ago inox
preenchida com a
amostra
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3.2.2.1 Imobilizacdo térmica a altas temperaturas usando rampas de
aquecimento

A imobilizagdo das FE foi fetta utilizando rampas de aquecimento, envolvendo dois passos,
submetendo a FE a diferentes temperaturas e tempos de aguecimentos consecutivos. Dessa forma,
logo apds a evaporagdo do solvente, um lote grande de FE sorvida (Kromasil/PMOS ou Rainin/PMQS)
foi dividido em porgBes e cada porgdo foi submetida, primeiramente, a um tratamento térmico de
100 °C (Temperatura 1) por 24 h. Este primeiro passo, chamado de “imobilizag3o por adsorgao”, é
Necessario para que ocotra a adsorg3o e rearranjo das moléculas de polimero na superficie € poros
da silica. A temperatura foi escolhida dentro da faixa (80 - 120 °C) onde s3o obtidas espessuras do
polimero do tipo monocamada nos poros da silica [32].

Logo em seguida, as diversas amostras foram aquecidas por um periodo fixo de tempo (4 h),
variando-se as temperaturas entre 150, 200, 300 e 400 °C (Temperatura 2) em cada uma, Figura 11.
Neste segundo passo, chamado de “imobilizagéo da fase ligada”, pode ocorrer a quebra de varias
ligacdes, com possivel formagdio de ligagBes fortes na superficie do suporte. Além disso, ja foi
demonstrado que o aquecimento em temperaturas maiores (150 - 300 °C) produz espessuras do
polimero do tipo bicamada [4,32].

Fluxe de ar | Tratamento Térmico
comprimido T
Condicao 1
100 °C (24 h)
i)

rampa de 5 °C min!

(Kromasil/PMOS cu by ] Condicdo 2
Rainin/PMOS) Tl 150, 200, 300 e 400 °C (4 h)

Figura 11: Esquema do procedimento de preparo das fases estaciondrias utilizando altas temperaturas e
rampas de aquecimento.

O mesmo procedimento foi realizado com as silicas Kromasil e Rainin com o objetivo de
analisar a influéncia das caracteristicas do suporte no desempenho cromatografico das FE
preparadas. As FE preparadas com a silica Kromasil tinham My, = 0,80 g PMOS / g silica

(mys = Massa especifica), equivalente a uma porcentagem de carga de 44 %, suficiente para

encher todos os poros da silica. J& as preparadas com a silica Rainin  tinham
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mgs = 0,51 g PMOS / g silica, equivalente a uma carga de 44 %, 10 % a mais que o suficiente

para encher todos os poros da silica.
Por fim, todas as fases foram extraidas para retirar o excesso de polimero (PMOS ndo-
imobilizado) presente e, em seguida, estas FE foram usadas no enchimento de colunas.

3.2.2.2 Estudo da influéncia do tempo de sor¢io do polimero na silica antes da
imobilizacdo térmica

Neste caso, outro lote de FE sorvida (Kromasil/PMOS) (M, = 0,80 g PMOS / g silica) foi

dividido em porgles que foram mantidas a temperatura ambiente por 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 20, 25 e
70 dias (auto-imobilizagdo). Em seguida, tais por¢des foram submetidas ao tratamento térmico por
4 ha 100 °C, para verificar se o tratamento térmico modifica a camada auto-imobilizada. Novamente,
apos cada procedimento de imobilizagdo, o excesso de PMOS (n3o imobilizado) foi extraido das FE e
em seguida, estas fases foram usadas no enchimento de colunas. Para que fosse possivel analisar
apenas a influéncia da auto-imobilizaco, extrairam-se e analisaram-se fases mantidas 3 temperatura
ambiente por diferentes dias sem nenhum posterior tipo de imobilizago térmica (Figura 12).

1) Periodo de repouso | Tratamento térmico
1,3,5/7,9,12,15,20,25 e iRl B 100°C-4h
capela 70 dias :

N

FE (Kromasil/PMOS) z)zfem‘af: S ding

Figura 12: Esquema do procedimento de preparo das fases estacionarias n3o imobilizadas e imobilizadas
termicamente apds diferentes periocdos de repouso.

* Dados retirados de um trabalho feito em conjunto, publicado no artigo da referéncia [18].
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3.2.2.3 Estudo das condigcbes de preparo das FE utilizando planejamento

fatorial fracionario 2**

O planejamento fatorial fracionario foi escolhido pois através dele é possivel estudar um maior
numero de fatores de forma mais rapida e econdmica. Além disso, nesse tipo de planejamento
fatorial, a informacdo desejada pode ser obtida a partir de um nimero de ensaios bem menor,
correspondente a uma fragdo do nimero de ensaios de um fatorial completo.

Os fatores escolhidos para estudo na preparacdo de FE (Rainin/PMOS) e seus niveis se
apresentam na Tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros estudados (fatores) e seus niveis no experimento.

Fator Nivel
(-) (+)
1 % carga de PMOS 34 44
2 Temperatura de aquecimento (° C) 120 140
3 Tempo de aquecimento (h) 8 16
Tempo de repouso (dias)
4 4 8

(auto imobilizacdo)

As porcentagens de carga escolhidas correspondem a uma My, = 0,49 g PMOS / g silica

(34 %), suficiente para encher todos os poros da silica utilizada e, a um excesso de 10 % dessa
quantidade (44 %). As temperaturas e os tempos de aquecimento escolhidos foram baseados em
trabalhos anteriores, utilizando FE preparadas a partir da silica Kromasil € o PMOS [67]. Ja 0s tempos
de repouso selecionados, 4 e 8 dias, foram escolhidos com base em trabathos anteriores [18] que
realizaram estudos cinéticos de adsor¢do do PMOS sobre a silica Davisil € Rainin. Os resultados

sugerem que nesse intervalo ja é possivel observar a formacdo de uma monocamada auto-
imobilizada de PMOS sobre a silica.

Neste caso, como temos 4 fatores, seriam necessarios 2* = 16 ensaios, sem repeticdo, para
realizar um planejamento fatorial completo do tipo 2* J3 com o planejamento fatorial fracionario
escolhido, foram necessarios apenas 8 ensaios, com repeticio, realizados segundo a tabela de
coeficientes de contraste descrita na Tabela 3. Tal planejamento nada mais € que uma fracdo meia

de um fatorial completo do tipo 2*. Costuma-se representa ~ lo com a notagdio 2+, que é a metade
de 2%
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2% = 2124 = 2% = 8 ensaios
2

Tabela 3: Tabela de coeficientes de contraste para o
planejamento fatorial fracionario 2**

Ensaio I 1 2 3 4°
1 + - - - -
2 + + - - +
3 + - + - +
4 + + + - -
5 + - - + +
) + + - + -
7 + - + + -
8 + + + + +

*Os sinais para o fator 4 foram obtidos através da rela¢do geradora 4 = 123

Apds o preparo, todas as FE foram extraidas utilizando o solvente hexano para retirar 0 excesso
de PMOS (n&o imobilizado).

3.2.3 Extracao do excesso de polimero nas FE ap6s imobilizagdo térmica

Todas as fases foram extraidas para retirar o excesso de polimero presente, utilizando-se tubos
de aco inox, dentro de um forno de coluna (50 °C), acoplado a uma bomba cromatografica. O
solvente de extragao (hexano) foi bombeado através do material contido no tubo por 3 horas a
0,5 mL min™ e, o eluato foi coletado num béquer [64] (Figura 13). A extracio foi realizada sempre no
dia seguinte aos tratamentos térmicos. Apds a extracdo, a FE foi transferida para um béquer e
deixada na capela para evaporacdo do solvente. Em seguida, estas fases foram usadas no
enchimento de colunas.

A quantidade de polimero extraido da silica foi calculada a partir dos resuftados da andlise
elementar de carbono (% C) do material contido no tubo antes e apds a extracdo.
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Figura 13: Sistema de extracdo do excesso de polimero contido nas fases estacionarias (tubo de extracdo,
80 x 6 mm d.i.).

3.3 Enchimento das colunas com fase estacionaria
3.3.1 Preparo da suspensao

As concentracOes ideais de suspensdo ainda sdo polémicas e variam entre 1 e 30 %
massa/volume (m/v). Muitos pesquisadores preferem suspensdes diluidas, entre 1 e 10 % (m/v),
para evitar o risco da formagdo de aglomeros das particulas. Baseado em trabalhos anteriores [4],
escolheu-se a concentracdo de 10 % (m/v) das fases estacionarias para o preparo das suspensoes no
solvente cloroférmio.

A massa de fase estacionaria necessaria para fazer o enchimento é proporcional ao volume da
coluna, que é calculado através da equacao do volume de um cilindro. Considerando a densidade da
silica, o valor de volume pode ser convertido para massa de fase estacionaria, acrescentando 20 %
deste valor para garantir um excesso de fase estacionaria no enchimento da coluna. Dessa maneira,
para as colunas de 60 mm de comprimento utilizadas, foram pesados aproximadamente 0,9 g de FE,
que foram suspensas em 9 cm’ do solvente cloroférmio em um tubo de ensaio com tampa. As
suspensoes foram agitadas mecanicamente em um agitador roto-torque por um periodo minimo de
16 horas, antes de serem colocadas no reservatério do sistema de enchimento. Foram feitas varias
suspensdes, utilizando-se cada uma das amostras de FE submetidas & imobilizacdo por tratamento
térmico (Figura 14).
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Figura 14: Esquema do preparo da suspensio de fase estaciondria.

3.3.2 Procedimento de recheio das colunas com a fase estacionaria

As colunas cromatograficas foram recheadas utilizando o método de suspensdo a alta pressdo,

representado na Figura 15, que consiste de coluna, reservatorio de suspensao de 32 mL, bomba de
enchimento Haskel e cilindro de nitrogénio.

Suspensfio de 3

enchimento
-
I
Soivente
propulsor "« Reservatdrio
(metanot) BOMBA ; de suspensac
Valvula || HASKEL
de N, J- l
1 . .
Valvuta de Valvula do
controle da solvente 1 L Coiuna 4 &
pressio do N ,, Cromatografica
(5000 pei) 4
2

TP T e

'Tso M 5
*
=

Figura 15: Sistema de enchimento de colunas [35].

Antes de iniciar 0 procedimento de enchimento, todo o sistema € passado por uma vistoria,
para se certificar que ndao ha vazamentos na linha e nem a presenca de residuos no interior do
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reservatorio de suspensdo e conexdes. Vazamentos podemn gerar variacdo da pressao, causando um
enchimento ndo homogéneo da coluna que, podem resultar na perda de sua eficiéncia.

O procedimento de enchimento consiste em preencher o reservatorio de solvente com o
solvente propulsor, metanol previamente filtrado, e ajustar a bomba em uma pressdo fixa de
5000 psi (34,5 MPa) (1 e 2). Depois, conecta-se a coluna cromatogréfica ao reservatdric de
suspensdo, transfere-se a suspensao (3) para o reservatdrio e completa-o com cloroférmio. A valvula
do solvente propulsor € aberta e a pressdo exercida pelo gas nitrogénio forca a passagem do
solvente de suspensdo (HCCl;) e depois do solvente propulsor (MeOH) pela fase estacionaria (4), que
fica retida gragas a presenca de um filtro ao final da coluna (6). A pressdc constante durante o
enchimento ira resultar em um leito bem compactado e homogéneo, ideal para as separacdes
cromatograficas. O sistemia € mantido sob pressdo até se coletar 80 mL de solvente (5). Terminado o
enchimento, o sistema € despressurizado e a coluna é desconectada do reservatorio apds 15
minutos. O excesso de FE que sobra no topo da coluna é removido e sdo colocadas as conexdes da
coluna (filtro, redutor e porca terminal).

3.4 Fase movel

As fases moveis usadas em CLAE devem apresentar as seguintes caracteristicas: ser de alto
grau de pureza ou de facil purificacdo, dissolver a amostra sem decompor 0s seus componentes, ndo
decompor ou dissolver a fase estaciondria, ter baixa viscosidade, ser compativel com o tipo de
detector utilizado e ter polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos
componentes da amostra [1]. Outros requisitos secundarios também devem ser considerados como
ser 0 menos tdxica possivel, além de ser comercialmente disponivel a um preco acessivel.

Para avaliar as colunas recheadas com as FE preparadas, utilizou-se como fase mdve! (para
fase reversa) uma mistura de metanol:agua na proporgdo de 70:30 (v/v). A mistura foi feita juntando
volumes medidos independentemente em provetas apropriadas. Esta mistura foi utilizada porque a
fase estacionaria € apolar, portanto a fase movel deve ser mais polar para permitir a eluicio
diferencial dos componentes da amostra analisada.

Todos os solventes foram filtrados em uma membrana de 0,45 pm. Antes de ser colocada no
reservatorio do cromatdgrafo, a FM foi desgaseificada num banho ulizassdnico por alguns minutos
para eliminar bolhas de ar que podem prejudicar o processo cromatografico.
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3.5 Condicionamento das colunas

ApGs o enchimento da coluna, é necessario fazer seu condicionamento com a fase mével para
eliminar todos os vestigios de solventes usados no enchimento e para a fase estacionaria ficar em
equilibrio com a fase mdvel.

O condicionamento da coluna foi feito sem acopla-la ao detector para evitar que particulas que
porventura pudessem sair da coluna obstruissem a tubulagio de entrada ou saida do detector ou,
principaimente, a cela de detecg8o. O condicionamento foi realizado por um periodo de 2 horas a
uma vazao de 0,2 mL min™ com FM metanol:agua 70:30 (v/v).

3.6 Avaliagao cromatografica das colunas
3.6.1 Misturas teste

A avaliagao cromatografica foi feita em vazdo de fase mdvel de 0,2 mL min™ para a sflica
Kromasil e 0,3 mL min para a silica Rainin. Duas misturas teste foram utilizadas para a avaliacdo das
colunas: a mistura teste 1, contendo 0s compostos uracil, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e
naftaleno (compostos neutros de diferentes polaridades) e a mistura teste 2, que além de conter
compostos neutros, contém também compostos acidos e basicos (uracil, fenol, N-N-dimetilanitina,
naftaleno, acenafteno) [69].

As duas misturas foram dissolvidas em metanol:agua 70:30 (v/v) e armazenadas na geladeira.
O uracil foi adicionado nas misturas-teste para se obter o valor do twm, tempo necessario para a
passagem da fase movel através da coluna, valor Gtil nos calculos do pardmetro cromatogréfico k.

3.6.2 Calculo dos parametros cromatograficos

Todas as analises foram realizadas utilizando o detector UV/Visivel no comprimento de onda
de 254 nm. O volume de amostra injetada foi sempre de 5 pL € as injectes foram feitas em duplicata
ou triplicata. A avaliagdo do desempenho da coluna foi feita através da determinacio dos parametros
cromatograficos fator de retengdo (k), eficiéncia (expressa em numeros de pratos por metro, N/m),
fator de assimetria @ 10 % (Asy) (principalmente do composto N,N-dimetifanilina, que expressa a
atividade silanofilica) e resolugéo (expressa a separacio entre os compostos da mistura, Rs), obtidos
diretamente do sistema de aquisicdo de dados do programa Chrom Perfect.
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3.7 Estudo da estabilidade quimica das fases estacionarias

Com o objetivo de verificar a estabilidade quimica das FE preparadas, algumas colunas foram
submetidas diretamente a condigdes mais drésticas de analise [54], utilizando uma FM
MeOH: tampdo carbonato 0,1 mol L™ 50:50 (v/v), pH 8,4, em temperatura de 60 °C, uma vez gue 0s
testes convencionais sdo muito demorados e consomem muito solvente. A analise foi feita injetando-
se a mistura teste 1 a cada determinado volume da FM tamponada passada, analisando-se sempre 0s
pardmetros cromatograficos de N/m, Asy, e k do composto mais retido, o naftaleno.

Como ja foi dito, o tempo de vida de uma coluna é definido como o nimero de volumes de
coluna da FM passados através da coluna cromatografica antes de ser observado um decréscimo
significativo da eficiéncia. O volume da coluna, V., € calculado segundo a equacdo 11:

Ve=x.r.L (11)

onde r = raio da coluna (mm) e L = comprimento da coluna (mm).

Dessa forma, podemos construir graficos de N/m, Asy, e k wersus Vc para analisar o
comportamento desses pardmetros cromatograficos de acordo com a quantidade de FM passada
através da coluna, expressa em volumes de coluna.

3.8 Caracterizacdo fisica e quimica do PMOS, da silica e das fases
estacionarias

3.8.1 Testes Fisicos
3.8.1.1 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho

A espectroscopia na regiao do infravermelho foi aplicada ao polimero, a silica e as fases
estacionarias, com o objetivo de avaliar qualitativamente a presenca de grupos funcionais
caracteristicos.

Os espectros foram obtidos no intervaio espectral de 4000 a 400 cm™. As amostras solidas
foram preparadas utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr), enquanto a amostra de PMOS
foi preparada sob a forma de um filme em cela de cloreto de sédio (NaCl).
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3.8.1.2 Medida de area superficial, volume e tamanho de poros

A porosidade baseia-se nas medidas de sor¢ao de nitrogénio nos solidos porosos, a qual €
quantificada atraveés das isotermas de adsorgdo e dessorgdo de nitrogénio a 77 K. Previamente, as
amostras sao desgaseificadas a 100 °C por 24 h, sob vacuo de aproximadamente 15 mPa (10 torr).
A area de superficie especifica foi obtida a partir das isotermas de acordo com o método BET a partir
dos dados de adsor¢ac na faixa de pressao relativa de 0,06 a 0,25. © volume de poro total foi
avaliado pela conversdo do volume de nitrogénio adsorvido na pressdo relativa de 0,995 para o
volume do adsorbato liquido. O tamanho médio dos poros foi determinado a partir do volume total de
poro e &rea de superficie Sger (4 Vp/Seer) obtida no analisador Micromeritics ASAP 2010.

3.8.1.3 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de **Si (RMN #°Si)

A técnica de RMN fundamenta-se na absorcdo seletiva de ondas de radio por amostras
colocadas num campo magnético. Para obter-se um espectro de RMN de uma amostra, esta é
colocada no campo magnético no espectrometro, e um campo de radiofreqiiéncia é aplicado,
passando-se uma corrente por uma bobina que envolve a amostra. O campo magnético (B,) €
aumentado aos poucos e a excitagao ou a “oscilagao” dos nucleos de uma orientagdo para a outra é
detectada como uma voltagem induzida, resultando na absorcdo de energia no campo de
radiofreqgiiéncia. Um espectro de RMN €& um grafico de voltagem induzida contra a varredura do
campo magnético. A area sob um “pico” depende do nimero total de ndcleos que estdo “oscilando”.

A funcionalidade de silanos e figagtes quimicas, encontradas nas fases estacionarias, pode ser
facilmente determinada por essa técnica. A determinacdo de sinais dos fragmentos silil pode ser
brevemente sumarizada: um maior nivel de entrecruzamento das espécies de silicio e/ou de
oxigénios vizinhos levam a um deslocamento para campos altos no espectro de RMN. Espécies
monofuncionais (M) aparecem na regido de 13 a -1 ppm, espécies difuncionais (D") de -7 a =22
ppm, espécies trifuncionais (T") de —46 a =70 ppm e sinais da silica nua de -91 ppma -110 ppm. A
Figura 16 mostra a nomenclatura e os deslocamentos quimicos das espécies silil.
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Figura 16: Nomenclatura e deslocamentos quimicos das espécies silil [32].

Neste trabalho, a técnica de RMN no estado sdlido foi utilizada na caracterizacdo das fases
estacionarias baseadas em silica/polissiloxano, tormando-se uma ferramenta Gt na obtengdo de
informagBes sobre a estrutura quimica dos grupos silil fixados na superficie da silica, contribuindo,
assim, para o estudo do efeito do tratamento térmico, através da analise dos espectros obtidos para
as camadas sorvidas e auto-imobilizadas. Os espectros foram obtidos no espectrometro Bruker
AC/300Mhz, utilizando a técnica de polarizagdo cruzada e rotacdo do dngulo magico {(CP/MAS). Foi
utilizado um tempo de contato de 5 ms e um intervalo de pulso de 1,5 s, numa frequéncia de
59,6 MHz [32].

3.8.1.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi utilizada para determinar a estabilidade térmica do polimero, do
suporte de silica e de algumas fases estacionarias apos os procedimentos de imobilizagdo e extrago.
As medidas foram feitas em amostras de aproximadamente 10 mg numa razdoc de aquecimento de
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10 °C min™ no intervalo de 25 a 1000 °C. As andlises foram realizadas sob nitrogénio ou argénio
{(atmosfera inerte) e outras sob ar (atmosfera oxidante), para efeito de comparagao. Os termogramas
foram obtidos em % de perda de massa pela curva derivada do tempo.

3.8.2 Testes Quimicos
3.8.2.1 Analise elementar

Na analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio é utilizado o método de combustio
para converter 0s elementos da amostra em gases simples como CO,, H;O e N,. A amostra &
primeiramente oxidada em uma atmosfera de oxigénio puro usando reagentes como o tungstato de
prata e 0 vanadato de prata. Os gases resultantes sdo homogeneizados e controlados em condictes
exatas de pressdo, temperatura e volume e, entdo, despressurizados através de uma coluna,
separados, detectados em fungao de suas condutividades térmicas e convertidos em porcentagem de
C, He N na amostra [70].

A andlise elementar foi aplicada em algumas fases estacionarias antes e apds a extracdo. A
partir dos resultados de porcentagem de carbono obtidos foram calculadas as quantidades adsorvidas
e/ou extraidas de polimero, apds a imobilizacdo térmica e/ou extracdo aplicadas.

Foram utilizadas as seguintes equagdes, sabendo-se que 62 % da massa de PMOS é referente a

carbono e, utilizando o termo massa especifica (Mewmos ), iSto €, massa de polimero por grama de
silica:

— M pmos %C
m = = 12
" T T, & -%C

YoPMOS, y, = PSeetito 100 (13)

MOSinicial

Os valores d& Moyos,erdo © Memosee TOF@M Obtidos da equagdo 12, apds as medidas de % C

para o material residual da extragdo e para o material ndo extraido, respectivamente.
E, finalmente, a % extraida foi calculada:
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0/0 PMOS@(traida = 100 = 0/0 PMOSretido (14)

Através dos resultados obtidos de massa especifica, pdde-se calcular também a espessura da
camada de polimero depositado nos poros da silica (t), conforme a equacdo 15.

(15)

T:{\/m_ﬂ
2

onde F € a fracdo auto-imobilizada ou imobilizada termicamente [32] e d é a medida do didmetro
meédio de poro da silica. Para este calcuio, assume-se que os poros da silica t&m um didmetro
uniforme e que o polimero imobilizado € caracterizado por uma camada de espessura constante nas
paredes dos poros da silica.

A fragdo F € obtida a partir da equacio 16:

F — ﬁMOSretidO (16)

rnPMOSporsz cheios

A massa especifica de PMOS necessaria para encher os poros da silica, Mewos poros cheios + €

obtida a partir do volume de poro especifico da silica (vp = 0,54 cm® g* para a Rainin e

vp = 0,88 cm’ g* para a Kromasil), e da densidade do PMOS, p = 0,91 g mL™, segundo a equacio

17:
n_1PMOSretjdo = VP giica (mL /g) X P polimero (g / ml—) (17)

Dessa forma, temos para a Rainin ﬁmspoms cheios = 0,49 g PMOS / g silica e para a Kromasil

um valor igual a 0,80 g PMOS / g silica.

Calculos da espessura da camada de polimera vém sendo feitos para muitas FE desenvoividas
no laboratorio, a partir dos polimeros polissiloxanos C-8 [60,66,71], C-18 [66] e polibutadienos [72]
imobilizados sobre a silica por tratamento térmico ou por radiacio gama. Esses estudos consideram
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que sao formadas estruturas de monocamadas de ~ 1,1 nm e bicamadas de 2,2 nm. Consideram
ainda que a camada formada cobre toda a superficie do poro e a cadeia do polimero fica estendida
diretamente para o espaco vazio do poro.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao do polimero PMOS
4.1.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria € uma técnica na qual a mudanga de massa de uma substancia é registrada
como funcdo da temperatura ou do tempo. No grafico, chamado de termograma, as porgdes
horizontais (platds) indicam as regides em que ndo ocorrem mudangas de massas, enquanto as
porcoes verticais das curvas indicam perdas de massas. Os termogramas a e b da Figura 17 mostram
a diferenca do perfil de degradagdo do polimero PMOS obtidas em atmosfera oxidante e inerte,
respectivamente. A desigualdade acontece devido aos variados mecanismos de reagdes que ocorrem
nos dois ambientes, produzindo diferentes compostos volateis.

a) b)
100 100 4
%0 20
60 60

Massa (%)
Massa (%)

204 20 Y
0- T v T v T T - v T T T v 0 T T T T T T T v T T T
G 200 400 600 800 1000 3 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C) Temperatura (°C}

Figura 17: Termogramas obtidos para o polimero PMOS em: (a)atmosfera oxidante e (b)atmosfera inerte. (Os
termogramas com as suas derivadas estao em anexo)

Podemos dizer que ndo houve mudanca de massa significativa até proximo a temperatura de
315 °C, em atmosfera oxidante (Figura 17 a), e 410 °C, em atmosfera inerte (Figura 17 b), indicando
que o polimero PMOS € estavel até estas temperaturas, sendo que a estabilidade € um pouco maior
em atmosfera inerte. A parlir dessas temperaturas comega a ocorrer uma perda de massa

acentuada, que termina em 530 °C no termograma (Figura 17 a), e 460 °C no termograma (Figura
17 b).
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4.1.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho

G espectro de infravermelho da fase estacionaria liquida, poli(metiloctilsiloxano), Figura 18,
apresentou como bandas principais um tripiete em 2958,0; 2923,5; e 2855 cm’}, caracteristica dos
grupos metila, uma banda fraca em 1460 cm™ da deformacdo de C-H, uma banda forte em

1258 cm™, referente & ligagdo =Si-O- e uma banda forte em 1099 e 1021,5 cm™ dos grupos siloxanos
[73,74].
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Figura 18: Espectro obtido na regido do infravermetho para o polimero PMOS.

4.2 Caracterizacao das silicas

4.2.1 Medida da area superficial, volume especifico e didmetro médio de poros,
diametro médio das particulas

As propriedades fisicas das sificas usadas, ou seja, as medidas de &rea superficial, volume
especifico e tamanho médio de poros, podem ser vistos na Tabela 4. Todas essas varidveis podem
influenciar as propriedades das FE e conseqiientemente a separacio cromatografica.
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Tabela 4: Medida de area superficial, volume especifico e tamanho médio de poros, didametro médio das
particulas das silicas Rainin e Kromasil utilizadas.

Area superficial Volume especifico Diametro médio de Diametro médio das

(m*g™) de poros (mL g™} poros (nm) particulas (pm)
Rainin 188 0,55 11,4 5
Kromasil 320 0,88 11,1 5

Segundo Engelhardt e Muller {75], o didmetro médio das particulas de silica e sua distribuicao sao
dois fatores que afetam a eficiéncia da coluna cromatografica, ou seja, quanto menor o diametro
médio das particulas e quanto mais estreita for a distribuicio de tamanho, maior é a eficiéncia da
coluna. Neste trabalho, as duas silicas apresentaram didmetros de particulas similares, de 5 pm.

4.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

Os termogramas da porcentagem de massa em fungdo da temperatura para as silicas estdo
apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Termogramas obtidos em atmosfera oxidante para as silicas (a)Kromasil nua e (b)Rainin nua.

Observou-se que as silicas apresentaram comportamentos semelhantes, sendo que suas curvas
indicam somente a perda de &gua adsorvida na faixa de temperatura estudada.
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4.2.3 Espectroscopia de absor¢édo na regido do infravermeiho

Os espectros das silicas Kromasil e Rainin (Figura 20) sdo muito similares, apresentando uma
banda em 3433 cm”, que pode ser proveniente tanto das vibragdes dos grupos hidroxitas ligados
por ligagdes hidrogénio & gua fisicamente adsorvida como de grupos hidroxilas geminais, [42] uma
banda fraca em 1630 cm™ referente a deformacgio vibracional de moléculas de agua, [76] uma banda
forte em 1105 cm™ proveniente do estiramento das ligagdes siloxano (v Si-O-Si), [73,74] um ombro
em 975 cm™ dos grupos silandis livres, A outra banda em 1115 cm™ & atribuida aos grupos siloxanos,
além do sinal na regido de 975 cm™, caracteristico dos silandis livres {73] e uma banda fraca em
803 cm™, caracteristica dos grupos silandis [73].
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Figura 20: Espectros na regido do infravermelho para a (a)silica Kromasil nua e (b)silica Rainin nua.
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4.3 Condicoes de imobilizacdo térmica das fases estacionarias

4.3.1 Imobilizacdo térmica a altas temperaturas usando rampas de
aquecimento

4.3.1.1 Fases estacionarias Kromasil/PMOS

Iniciaimente, 0os experimentos foram feitos com a silica Kromasil como suporte. Apés a
preparacdo da FE sorvida, comegaram-se os estudos de imobilizagdo aquecendo as FE a uma
temperatura comum (T,) para, logo em seguida, submeté-las & temperaturas mais altas (T-), entre
150 e 400 °C, através de uma rampa de aquecimento de 5 °C min™. Os resultados obtidos podem ser
vistos na Tabela 5.

Tabela 5: % C, massa especifica e 1 das fases estacionarias preparadas a pattir da silica Kromasil,
submetidas ao tratamento térmico sob diferentes condices.

Tratamento Térmico % C m b
PMOSretido
Condicao 1 Condicao 2 antes da apos a Memos ° (@/a) T
~ - a/9
T - -
1O -t | (O -t (h) | extracido extragio (@/a) (
Temperatura ambiente? 27,6 9,7 0,803 0,185 0,68
100°C = 24 h - 27,3 7.9 0,786 0,145 0,53
100°C-24h 150°C-4h 27,5 13,2 0,795 0,271 1,04
100°C—-24h 200°C~-4h 27,3 16,2 0,788 0,353 1,40
100°C-24h 300°C—-4h 27.3 19,4 0,788 0,455 1,91
100°C-24 h 400°C -4 h 18,0 17,1 0,401 0,380 1,53
- 400°C~4h 15,1 10,8 0,336 0,210 0,78

Obs: A condicdo 2 foi realizada imediatamente apgs o trmino da condicdo 1
*Apds a imobilizagdo e antes da extracdo

3Apds a extracdio

“Calculado a partir da % C apds a extracdo

damostra extraida apos 30 dias de preparo da FE

Os resuliados da Tabela 5 mostraram gue o aquecimento em altas temperaturas
{150 — 300 °C) acelerou o processo de imobilizacdo, obtendo-se maiores quantidades de PMOS retido

por grama de silica (EPMOSretido ) em comparacac com a amostra que nao sofreu nenhum
tratamento térmico (temperatura ambiente). A grande vantagem € que com o tratamento térmico
ndo € preciso deixar a FE em repouso por longos periodos para obter uma camada significativa de
polimero sobre o suporte de silica, otimizando assim o seu tempo de preparo. Em temperaturas mais

44



Resuftados e Discussdo

altas ocorre a quebra de vérias ligages do polissiloxano [77], com possiveis reacdes entre as cadeias
do polimero e/ou entre o polimero e a superficie do suporte, resultando em uma maior cobertura do
polimero na superficie e poros da silica.

Ja para as amostras aquecidas a 400 °C , com ou sem prévio aquecimento a 100 °C, pdde-se
observar que houve perda de polimero da fase estacionaria durante a imobilizac3o. Isso pode ser
constatado pelos valores encontrados de massa especifica, obtida para a amostra ndo extraida, apos
0 tratamento térmico, que ficaram bem abaixo da massa especifica inicialmente preparada de
0,80 g de PMOS / g silica. Essa perda de massa do polimero ndo é observada quando a amostra é
aquecida entre 150 e 300 °C e é maior para a amostra que ndo sofreu o tratamento térmico a
100 °C. Podemos relacionar esse resuttado com o fato de que o polimero PMOS sofre uma acentuada

perda de massa quando aquecido acima de 300 °C , em atmosfera inerte, como foi observado no
termograma da Figura 17b.

4.3.1.1.1 Avaliacao cromatografica

Os cromatogramas obtidos para as FE podem ser vistos na Figura 21. Os pardmetros
cromatograficos calculados para estas fases se apresentam na Tabela 6.
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Figura 21: Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com FE (Kromasil/PMOS) e submetidas ao
tratamento témmico sob diferentes condigbes, com posterior extracdo: (ajtemperatura ambiente (30 dias de
repouso),  (b)100°C-24h, (c)100°C-24h/150°C4h, (d)100°C-24h/200°C4h, {e)100°C-24h/300°C-4h,
(1)100°C-4h/400°C-4h, (g)400°C4h. Mistura teste 2: uracil (1), fenol (2), N,N-dimetilanilina (3), naftaleno {4),
acenafteno (5). CondicBes cromatograficas: FM metanol:dgua 70:30 (v/v), vazdo: 0,2 mL min™, volume de
amostra: 5 ul, deteccdo: UV a 254 nm.
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Tabela 6: Parametros cromatograficos das FE preparadas com silica Kromasil
submetidas ao tratamento térmmico sob diferentes condicbes, utilizando a mistura
teste 2. Valores referentes a média dos valores de 3 injecdes da methor coluna
obtida.

Tratamento Térmico | ; _ : i
Condigho 1 | Condicgo2 | k* = N/m® Asi® Rs® | N/m° Asiot
T.(0-ti(h) | T2(°C)-t(h) | |

Temperatura ambiente® | 3,0 | 71600 | 1,1 | 7,6 59400 | 15
100°C - 24 T 16 49300 14 | 48 | 44000 17
100°C-24h | 150°C—4h | 40 | 57900 12 74 54300 | 14
100°C- 241 | 200°C-4n | 99 59800 | 09 97 | 52500 13
100°C-24h | 300°C-4n | 130 65700 . 15 - 11,2 | 62100 ; 19
100°C - 24h | 400°C-4h 12,7 | 32800 13 | 7,6 | 32000 | 14

: W00°C-4h 11,2 | 3800 | 13 | 77 4700 | 14

Obs: A condicdo 2 foi realizada imediatamente apos ¢ término da condigdo 1.
“Caiculado para o pico do acenafteno

®Caiculado para o par naftaleno-acenafteno

“Cakulado para o pico da N,N-dimetilanifina

°Amostra extraida apés 30 dias de preparo da FE.

A analise dos parametros cromatograficos mostrou que houve uma melhora na separacao dos
componentes da amostra, além do aumento da eficiéncia (N/m) para as fases aquecidas entre 150 e
300 °C, principalmente para a fase aquecida a 300 °C.

Observa-se também que a medida em que se aumentou a temperatura de tratamento térmico,
aumentou-se também o fator de retencdo do acenafteno na coluna, indicando maior interagdo do
soluto com a fase estacionaria e, consegiientemente, maior quantidade de polimero adsorvido nos
poros, como ja havia sido observado pela andlise elementar das fases estacionarias apés a extragdo.
Isso pode ser observado quando comparamos os valores de k obtidos para as amostras aquecidas
entre 150 e 300 °C com a amostra que ndo sofreu nenhum tratamento térmico (k = 3,0). Os étimos
valores de assimetfria obtidos, principalmente para o composto basico N,N-dimetifanilina, mostram
que houve uma cobertura dos grupos silandis pelo polimero, reduzindo as interagbes silancfilicas
enire 0 composto basico e a superficie do suporte, produzindo picos mais simétricos.

A FE que nao sofreu nenhum fratamento térmico obteve a maior eficiéncia (71600 N/m) e
valores de resolucdo e assimetria comparaveis as outras FE, imobilizadas termicamente. Porém, tal
resultado s¢ foi obtido apds 30 dias de repouso da fase, periodo no qual ocorreu o rearranjo das
cadeias de polimero nos poros da sifica.
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A perda de polimero observada nas FE aquecidas & 400 °C e a forma da distribuicio do
polimero alcangada durante a imobilizacdo provocou queda no desempenho cromatografico, com

baixos valores de eficiéncia.

4.3.1.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *°Sj)

Um melhor entendimento do efeito do aquecimento as altas temperaturas pode ser feito
atraves dos espectros de RMN °Si mostrados na Figura 22.
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Figura 22: Espectros de RMN de #Si com CP/MAS das FE tratadas termicamente a (a)100°C-24h,
(b)100°C-24h/200°C4h, (c)100°C-24h/400°C-4h e {d)400°C-4h.
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O pico Q4 a —-110 ppm é atribuido aos grupos siloxano (Si*(0Si=)4) do suporte de silica e pode
ser observado em todos os espectros. O sinal a —21,9 ppm & atribuido ao liquido PMOS puro (D*). Os
sinais a —20,6 ppm (D™), —~18 ppm (D*) e —15,5 ppm (D*) indicam a formac3o de novas espécies
de silicio e podem ser atribuidos a uma combinacdo de diferentes grupos adsorvidos e ligados
quimicamente [78]. Com o RMN podemos distinguir entre silandis geminais e 0s isolados, mas ndo e
possivel diferenciar entre os isolados e 0s vicinais.

Observa-se que a intensidade do sinal em Q3 (-101 ppm), atribuido ao silanol livre
{OH)Si*(OSi=);, diminuiu com o aumento da temperatura, ocorrendo o mesmo com a intensidade do
sinal em Q2 (-92 ppm) - atribuido ao atomo de silicio que se encontra ligado a dois grupos —OH,
Si*(OH),(OSi=), silanol geminal — presente nas FE aquecidas a 100 e 200 °C, mostrando que a ligagao
do polimero com a silica ocorre com estes grupos da silica. Este dltimo sinal ndo € observado apos
tratamento térmico a 400 °C (espectros c e d).

Os espectros mostram também um aumento da intensidade do sinal na faixa de
—22 a —-18 ppm, principalmente para os espectros (Figura 22¢) e (Figura 22d) onde podemos
observar com maior nitidez o sinal em -18 ppm, atribuido ao PMOS imobilizado. Isto mostra que,
apesar do aquecimento a 400 °C provocar a perda de polimero da fase, fato esse constatado pelos

baixos valores encontrados de Memos , obtida para a amostra ndo extraida, apds tratamento térmico,

em comparagao com a Memos  Inicialmente usada no preparo das fases, que foi de
0,80 g PMOS / g silica, o polimero restante permaneceu fortemente imobilizado nos poros da silica.

Os espectros obtidos para as amostras aquecidas a 400 °C, com e sem prévio aquecimento por
4h 3 100 °C (condigdo 1) foram muito similares. Apesar disso, os valores de % C obtidos antes e
apos a extragao sdo diferentes em cada caso (Tabela 5). Isso mostra o aquecimento prévio a uma
temperatura mais baixa pode influenciar no processo de fixacao do polimero na silica.

De modo geral, os espectros de RMN mostraram que a imobilizacdo térmica pode auxiliar na
retengdo do PMOS nos poros e superficie da silica.

4.3.1.2 Fases estacionarias (Rainin/PMOS)
4.3.1.2.1 Avaliacdo cromatografica

Os experimentos também foram realizados com a silica Rainin. Os cromatogramas obtidos com
as misturas teste 1 e 2 se encontram nas Figuras 23 e 24. Ja os parametros cromatograficos estao
apresentados na Tabela 7.
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Figura 23: Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com FE (Rainin/PMOS) e submetidas ao
tratamento térmico sob diferentes condicbes, com posterior extracdo: (a)temperatura ambiente (30 dias
de repouso), {D)100°C-24h/150°C-4h, {c)100°C-4h/200°C-4h, (d)100°C-4h/300°C-4h,
(e)100°C-4h/400°C. Mistura teste 1: uracit (1), acetona (2), benzonitrila (3), benzeno {4), tolueno (5),
naftaleno (6). Condicdes cromatograficas: FM: metancl:agua 70:30 (v/v), vazdo: 0,3 mL min’,, volume de
amostra: 5 pl, deteccdo: UV a 254 nm.

50



" Resuftados e Discussso

a) b) )
2
| s 5
; fi z
.h i |
‘ 3 i ‘ : . 4 i
Y i | ! H
‘ ! N ; ; ] i :
lI‘| : ; ' | f | . '\
I P 1
| ook L i ‘ P :
[ | HIN I PR
‘i R | (R = |
Vo i : i ] ! \k.
[N S N N S R N N N i — e \ R VRN
o 1 2 ‘;sé;sébﬁnﬁﬁﬁiééé;é}sﬁmuﬁﬁﬁﬁmﬁ 436 789K 13 3 =
i) (i) Hlmn)
d) e)
2
3
: ;.
5
-. |
; 3 ! il
P ' 4 5 i". s
j : i L .
| i i ‘ “
: L a
g | I
i I I
A T ; ([N AR o
(I AN
‘ i ;‘I‘ \‘ I 5 I“
e~ S R P e Sl
L 1 H 1 1 H
0 5 » 15 o 0 5 B 5 D 5 EY
L{mm) iz )

Figura 24: Cromatogramas obtidos com as colunas recheadas com FE (Rainin/PMOS) e submetidas ao
tratarmento termico sob diferentes condicbes, com posterior extracao: (aytemperatura ambiente (30 dias de
repouso), (b)100°C-24h/150°C-4h, (c)100°C-4h/200°C-4h, (d)100°C-4h/300°C-4h, {e)100°C-4h/400°C. Mistura
teste 2: uracil (1), fenol (2), N,N-dimetilanilina (3), naftalenc {(4), acenafteno {5). Condices cromatograficas:
FM: metanol:agua 70:30 (v/v), vazdo: 0,3 mL min™, volume de amostra: 5 ul, deteccdo: UV a 254 nm.
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Tabela 7: Pardmetros cromatograficos das FE preparadas com a silica Rainin
submetidas ao tratamento térmico sob diferentes condicdes, utilzando as
risturas teste 1 e 2.

Tratamento Térmico Mistura teste 1 Mistura teste 2
Condigao 1 Condicéo 2 N/m? Asyp® Rs?
ka I m 10 kc N c A d
T, (°0) = tih) | T2 Q) = () Jm" Asw
Temperatura ambiente® 3,2 137900! L5 1,8 {70 145100 4,4
100°C—-24h 150°C- 4h 44 173100 1,0 25 199 81800! 35

100°C-24h | 200°C - 4h 4,6 [66300] 1,3 2,5 |10,7,73300! 44
100°C - 24 h 300°C- 4h 53 |71600| 0,8 28 (11,1{72800| 4,5
100°C -24 h 400°C- 4h 7,4 |17200| 1,4 16 |154|16400| 1,9

2 Calculado para o pico do naftaleno

b Calculado pare o par tolueno — naftaleno
“ Calculado para o pico do acenafteno
dCalculado para o pico da N,N-dimetilanilina
°FE extraida 30 dias apds o seu preparo

Observa-se melhores resuitados para os parametros cromatograficos para as FE aguecidas
entre 150 e 300 °C, em relagdo a FE que ndo foi imobilizada termicamente (temperatura ambiente.
No entanto, o aquecimento a 400 °C fez com que ocorresse uma queda no desempenho da coluna
cromatografica. Novamente devemos levar em consideracdo que, em temperaturas acima de 300 °C
comega a ocormrer a degradacédo do polimero (Figura 17b).

Ja para o composto basico N,N-dimetilanilina estas FE ndo foram adequadas, apresentando
baixa eficiéncia, cauda nos picos e altas assimetrias, maior do que o recomendado [79] (> 1,6).
Estudos de imobilizagdo feitos com tratamento térmico em atmosfera ambiente, utilizando silicas com
caracteristicas diferentes, foram realizados anteriormente no LabCrom. Os resultados mostraram que
o tipo de silica influencia bastante no comportamento cromatografico de solutos basicos. Silicas nuas
do tipo Kromasil (5 um) e Davisil (10 um), sorvidas com PMOS e posteriormente imobilizadas a
100 °C, por exemplo, apresentaram propriedades adequadas na separacado de solutos basicos, com
picos simétricos [33]. Porém, a silica Rainin (5 um) mostrou um comportamento similar ao
encontrado com os resultados deste experimento. Como explicacdo, foi sugerida a existéncia de uma
grande quantidade de silandis livres na superficie da sflica Rainin, mesmo apds a imobilizagdo
térmica, ou um alto teor de metais em sua estrutura, que aumentam a acidez da superficie,
causando forte interagdo com compostos basicos, resultando em cauda nos picos e uma conseqiente
alta assimetria.

A FE que ndo sofreu nenhum tratamento térmico obteve eficiéncia (45100 N/m) e valores de
resolugdo inferiores as fases tratadas termicamente. E interessante observar gue, neste €aso, 0
periodo de repouso ao qual a amostra foi submetida (30 dias) ndo foi suficiente para que ocorresse
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uma auto-imobilizacdo satisfatdria. Devemos relacionar esse resultado com as caracteristicas da silica
utilizada.

Os suportes de silica sdo classificados como sendo do tipo A ou B, dependendo da sua pureza.
Suportes de silica almmente puros, com cardter menos acidos, sdo classificados como do Tipo B.
Quando se compara a influéncia do tipo de suporte utilizado no preparo de FE reversa, na separacio
de compostos basicos, verifica-se que o suporte de silica do Tipo B resulta em cromatogramas com
picos mais simetricos, com menos cauda, devido a uma menor interagdo com 0s grupos silandis do
que o suporte do Tipo A [80]. A silica Rainin, mesmo contendo grande quantidade de impurezas
metdlicas, € ciassificada pelos fabricantes como sendo do Tipo B; mas, 0 seu comportamento
cromatografico frente a compostos basicos indica que provaveimente seja do Tipo A.

Segundo Nawrocki [81] tragos de impurezas metalicas na matriz da silica s3o uma fonte de
sitios de adsorgdo adicional da silica e, embora eles ndo possam interagir diretamente com 0s
analitos, eles aumentam a acidez dos silandis. Os sitios de adsorco criados sdo de natureza acida e
adsorvem os compostos basicos. A determinacdo do contelido de metais nas silicas Kromasil e
Rainin [72] obtida através da andlise por espectroscopia de absorgdo atémica por chama, indicam
que a silica Rainin apresenta quantidades significativas de aiguns metais ndo encontrados na silica
Kromasil (Tabela 8).

Tabela 8: Caracterizacéio quimica das silicas Rainin e Kromasil, em pg/g [72].

Silica Al Fe Na Ti Ca Mg
Rainin ! 144 94 144 35 20 5
Kromasil | 12 12 20 2 <5 16
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4.3.2 Estudo da influéncia do tempo de sorcdo do polimero na silica
antes da imobilizacao térmica

Os resuitados obtidos no estudo da quantidade retida de polimero das FE (Kromasill/PMOS)
auto-imobilizadas com ou sem posterior tratamento térmico, podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9: % C, massa especifica, Epmos , e espessura da camada, 1, da FE Kromasil/PMOS auto-imobilizadas,
com ou sem posterior tratamento térmico a 100 °C por 4h,

o Tempo de % C | %C Memos | m b &
Condigoes repouso antesda | apos . [lIPMOSretido
(dias) extracdo | extracdo (0/9) | (9/9) (nm)
\ 2 - .24 - . 0105 | 014
Auto-imobilizacio a 9 - ‘55 - 0,098 0.35
temperatura ambiente’ 20 : - 58 - 0,103 037
33 i 27,5 65 - 0.795 0,117 0,38
1 27,6 29 . 0,803 0,050 0,16
3 27.2 35 . 0.780 0059 | 019
5 26.8 36 | 0759 - 0.061 | 0.9
Auto-imobilizagio a 7 : 26.9 3.4 0.768 0.058 L 0.19
temperatura ambiente + | 9 , 27.0 1 4.4 0.770 0.075 i D24
tratamento térmico | 12 26.8 . 51 0.762 0.090 0.9
(100 °C—4 h) i 15 276 | 53 0.802 0.093 0.30
20 : 27.2 95 0.783 0.181 0.60
25 27.0 L 108 0.769 0.211 0.70
70 | 27.4 117 - 0.789 0233 = 0.79
2Apds a imobilizagdo e antes da extracdo

°Apds a extracdo
“Calculado a partir da % C apods a extracdo

Pela Tabela 9, observa-se que a quantidade de PMOS retido nos poros da silica aumentou com
o tempo de repouso das fases, sugerindo que polimero pode modificar a sua distribuicdo na
superficie, mesmo sem nenhum tratamento especifico. Isso pode ser confirmado pelos valores de
espessura da camada de polimero (1), que aumentaram consideravelmente com o tempo para as FE
com e sem tratamento térmico.

A comparagdo entre os valores de % C obtidas apds a extracdo para as fases auto-imobilizadas
e tratadas termicamente com as fases apenas auto-imobilizadas mostra que ndo houve um aumento
significativo da % C devido ao tratamento térmico para as FE mantidas sob repouso por menos
tempo.
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4.3.2.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas das duas fases estacionarias (Figura 25), coletadas apés o
enchimento, mostram uma maior perda de massa préximo a 290 °C, que deve estar relacionado com
a quebra das ligagdes Si-O e conseqiiente formacdo de polissiloxanos ciclicos volateis de baixa massa
molar, ou entdo, a quebra da ligagdo entre as cadeias alifiticas dos polimeros e a formacdo de
produtos gasosos volateis [82,83].

A % de perda de massa observada para as fases estacionarias na faixa de temperatura
estudada foi proporcional a quantidade de polimero retido na silica. Assim, a fase mantida em
repouso por apenas 1 dia mostrou a menor perda de massa (6,0 %), devido @ menor quantidade de
PMOS auto-imobilizado comparado com a fase que ficou em repouso por 25 dias (9,7 %).

100
—~ % 1 dia de repous0
£ 4
Tu’m- 25 dias de repoiso
a |
i
= 54

) ———

0 20 40 a0 a0 1000

Tarpaaa (0

Figura 25: Termogramas obtidos em atmosfera inerte das FE (Kromasil/PMOS) apds diferentes periodos de
repouso anteriores ao tratamento témico a 100 °C por 4h.

4.3.2.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho

Os espectros obtidos na regido do infravermelho de algumas fases estacionarias analisadas
pode ser vistos na Figura 26.
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Figura 26: Espectros de IV da {a)FE auto-imobilizada por 1 dia com posterior tratamento térmico a 100 °C por

4h, (b)FE auto-imobilizada por 25 dias, com posterior tratamento térmico, (¢)FE auto-imobilizada por 33 dias,
sern posterior tratamento térmico.

Basicamente, os espectros das FE preparadas apresentaram uma banda na regido de
3450 cm™, caracteristica do suporte, uma banda forte em 1100 cm dos grupos siloxanos,
constituintes do suporte e fase estacionaria liquida, e um ombro em 975 cm™ dos grupos silandis
fivres do suporte. Os espectros das FE auto-imobilizada por 25 dias com posterior tratamento térmico
(Figura 26b) e auto-imobilizada por 33 dias (Figura 26c¢) apresentam um triplete na regido de
2900 cm™, caracteristica dos grupos metilas do polimetiloctiisiloxano). O espectro da FE auto-
imobilizada por apenas um dia (Figura 26a), contém um ombro mais intenso em 975 cm?®, em
comparagdo com os outros dois espectros (Figuras b e ¢). Neste caso, o curto tempo de imobilizacdo
(1 dia) ndo foi suficiente para o polimero cobrir e se fixar sobre os silandis da silica, o que pode ser

confirmado pela pequena quantidade de carbono encontrada nesta fase, calculada pela andlise
elementar (Tabela 9 ).

4.3.2.3 Avaliacao cromatografica

As FE foram analisadas cromatograficamente utilizando as misturas teste 1 e 2. As analises
foram feitas com fase mdvel metanol:agua nas proporgdes 70:30 e 50:50 (v/v), mas os melhores
resuitados cromatograficos foram obtidos diminuindo a forca cromatografica da FM com 0 aumento
da quantidade de &qua, ou seja, com a fase mével metanol:agua 50:50 (v/v). Nas Figuras 27 e 28
estdo os cromatogramas das FE e nas Tabelas 10 e 11, seus parametros cromatograficos.
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Figura 27: Cromatogramas da mistura teste 1 para as FE Kromasil/PMOS em funcao do tempo de repouso antes
da imobilizagao térmica a 100 °C por 4h, analisadas com (a) FM metanol:agua 70:30 (v/v}e {b) FM metanol:agua
50:50 (v/v). Mistura teste 1: wracil (1), acetona {2), benzonitrila (3), benzeno (4), tolueno (5), naftaleno (6).
Condicdes cromatograficas: vazio 0,2 mL min’, volume de amostra: 5 ul, deteccdo: UV a 254 nm.
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Figura 28: Cromatogramas da FE Kromasil/PMOS em fun¢do do tempo de repouso antes da lmobmzagao
térmica a 100 °C por 4h, ana!lsadas com (a) FM metanol: agua 70:30 (v/v) e (b) FM metanol:dgua
50:50 (v/v). Mistura teste 2: uracil (1), fenol (2), N,N-dimetilanilina (3), naftaleno (4), acenafteno (5).
Condigdes cromatogréficas: vazio: 0,2 mL min™, volume de amostra: 5 pl, deteccio: UV a 254 nm.
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Tabela 10: Parémetros cromatogréficos obtidos para as FE em funcio do tempo de repouso antes da
imobilizacdo térmica @ 100 °C por 4h, utifizando as misturas teste 1 e 2 e fase movel metanol:agua
50:50 (v/v). Valores referentes a média dos valores de 3 injecdes da methor coluna obtida.

Condicdes Tempo de repouso Mistura teste 1 Mistura teste 2
(dias) k*  N/m® As;i® Rs® | N/m°®  As,°
2 £ F N - 40600 I
Auto-imobilizacio a 9 1,1 49800 1,6 - 52900 18
temperatura ambiente’ 20 28 | 41900 | 14 | - | 38700 | 15
33 52 | 55400 | 1,3 | 56 | 58400 15

1 55 | 22800 | 08 2,6 | 54500 19
3 51 | 13500 | 08 2,0 | 26400 23
5 6,6 | 22900 | 0,7 2,8 | 54200 16
7
9

64 | 49400 | 1,7 1,7 | 58000 15
24 ;| 51000 | 1,7 4,0 | 58300 1,9

Auto-imobilizagae a
temperatura ambiente +

tratamento térmico 12 1,3 | 49200 | 1,5 3,2 | 59600 1,9
(100°C—4h) 15 33 | 51600 | 1,9 | 48 | 62700 | 2,0
20 59 | 64900 | 1,5 | 63 | 71900 | 16

25 47 | 66900 | 1,5 | 61 | 73300 | 18

70 12,9 | 56500 | 1,3 | 65 | 60500 | 1,5

*Calculado para o pico do naftalenc

®Calculado para o par tolueno-naftaleno

“Calculado para o pico do acenafteno

YCalculado para o pico da N,N-dimetilanilina

“Tempo morto da coluna {tw) foi medido com o composto uradil,

"N&o foi feito o calculo dos parametros devido a falta de resolucio dos picos

Os resultados mostraram que o tempo de repouso das fases afetou significativamente todos os
pardmetros cromatogréficos das colunas, principalmente para as fases estaciondrias posteriormente
aquecidas. Conforme o periodo entre a preparacdo da fase e a imobilizagdo foi aumentando, N/m, k
e Rs, principalmente dos compostos hidrofébicos, aumentaram significativamente, confirmando que a
quantidade de polimero alcangada durante a auto-imobilizacdo resulta em uma camada organica
mais completa, aumentando as etapas de equilibrio na transferéncia de massa entre o soluto € a FE.
Por outro lado, a fase auto-imobilizada por apenas 2 dias apresentou baixa resolucdo, relacionada a
pequena quantidade de PMOS retida na superficie da silica, como confirmado pela % C, ndo sendo
capaz de reter os solutos da mistura. No entanto, quando esta fase foi sujeita ao tratamento térmico,
foi possivel obter uma boa resolugdo e calcular seus parémetros cromatoqgraficos, como resultado da
redistribuicdo induzida termicamente do polimero na superficie da silica [84].
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Tabela 11: Parametros cromatograficos obtidos para as FE em funcdo do tempo de repouso antes da
imobilizacdo térmica a 100 °C por 4h, utilizando as misturas teste 1 e 2 e fase mdvel metanol:agua
70:30 (v/v). Valores referentes a média dos vaiores de 3 injecbes da melhor coluna obtida.

Condicoes Tempo de repouso Mistura teste 1 Mistura teste 2
(dias) K*" N/m* As,® Rs® | N/m® Asp?
2 f f _f _ f f
Auto-imobilizagdo a g f f R - f f
temperatura ambiente” 20 05 | 40600 | 12 | - | 41960 | 13
33
1 - £ . | 37800 0,7
3 - = - N 19000 £
5 S I - ] 38300 0,8
Auto-imobilizagio a 7 : - - . 36600 11
temperatura ambiente + 9 - o - . 41400 1,2
tratamento térmico 12 i £ i A 41200 f
{100 °C —4 h) 15 K Ki 1 i 42300 2,1
20 1,0 44300 1,5 1,3 54600 2,0
25 0,8 46200 1,5 1,2 57300 2,0
70 2,3 52400 1,6 2,0 61900 1,7

Calculado para o pico do naftaienc
®Calculado para o par tolueno-naftaleno
“Calkculado para o pico do acenafteno
“Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina

“Tempo morto da coiuna (tu) foi medido com o composto uradil,
"Nao foi feito o caiculo dos pardmetros devido 3 falta de resolucdo dos picos

Dessa forma, pode-se sugerir que, guando a redistribuicao do polimero ndo é completa, como

no caso de fases recém-preparadas, o tratamento térmico pode auxiliar no rearranjo do polimero,

resultando no aumento da resolu¢ao dos compostos da mistura analisada.

A influéncia do tratamento térmico apds certo periodo de auto-imobilizacdo do polimero

também pode ser avaliada se compararmos uma fase extraida apds 33 dias de repouso com uma

fase imobilizada termicamente & 100 °C por 4h e extraida apds 25 dias de repouse (Figura 29 e

Tabela 12).
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Figura 29: Cromatogramas obtido para as colunas recheadas com (a,c) FE extraida apos 33 dias de auto-
imobilizagao e (b,d) FE imobilzada termicamente & 100 °C por 4h e extraida apds 25 dias de auto-
imobilizacao. Mistura teste 1 (a,b): uracil (1), acetona (2), benzonitrila (3), benzeno (4), tolueno (5),
naftaleno (6). Mistura teste 2 (c,d): uracil (1), fenol (2), N,N-dimetilanilina (3), naftaleno (4), acenafteno
(5). CondicGes cromatograficas: FM MeOH:H,0 50:50 (v/v), vazio 0,2 mL min™, volume de amostra: 5 ut,
deteccéo: UV a 254 nm.
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Tabela 12: Pardmetros cromatograficos obtidos para as FE em funcdo do tempo de repouso antes da
imobilizacdo témica a 100 °C por 24h, utilizando as misturas teste 1 e 2 e fase mdvel metanol:agua
50:50 (v/v).

- Tempo de Mistura teste 1 Mistura teste 2
Cond icoes repouso ae a a b c d
Auto-imobilizagio a 33

temperatura ambiente” 5,2 55400 L3 56 | 58400 15

Auto-imobilizacao a

4 1,8
temperatura am'blepte + 95 4,7 66900 1,5 6,1 | 73300
tratamento termico

(100 °C -4 h)

“Calculado para o pico do naftaleno

*Calculade para o par tolueno-naftaleno

“Calculado para o pico do acenafteno

“Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina

*Tempo morto da coluna (tv) foi medido com o composto uradil.

Apesar da melhora no valor de eficiéncia, apds 25 dias de repouso, 0 tratamento térmico a
100 © C por 4 h ndo melhorou muito as caracteristicas cromatograficas da FE, em relagdo aquela que
permaneceu somente em repouso a temperatura ambiente por 33 dias. Os cromatogramas obtidos
sdo bastante similares para as duas misturas utilizadas, evidenciando que o tratamento térmico
acelera a distribuicao e o rearranjo do polimero na silica quando € aplicado apds um curto periodo de
auto-imobilizacdo da fase [84]. No entanto, se o processo de auto-imebilizacio alcanca uma
monocamada uniforme de PMOS, o tratamento térmico ndo afeta essa configuracdo e os pardmetros
cromatograficos sd80 muito parecidos, com ou sem tratamento térmico. Também, & importante
acrescentar que o periodo ideal de auto-imobilizagdo para atingir 8 monocamada ndo pode ser
generalizado para todas as fases estacionarias baseadas em polimero e silica, pois este periodo
depende das caracteristicas de cada silica. No caso da silica Kromasil, observa-se que a monocamada
com aproximadamente 1,1 nm € obtida apenas apds 100 dias de auto-imobilizacdo [18].
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4.3.3 Estudo das condicdes de preparo das fases estacionarias utilizando
planejamento fatorial fracionario 2%

Os resultados obtidos de % C no estudo da influéncia conjunta do processo de adsorcdo do
polimero na silica Rainin e do tratamento térmico podem ser vistos na Tabela 13.

Tabela 13: % C e massa especifica das fases estacionarias submetidas as diferentes condicbes do
planejamento fatorial utilizado.

: % C Memos Momosrende < | Yo PMOS |
E nsa IOa . PMOSretido -

memt e wo | oy | o | Gm
1 216 5,0 0,534 0,089 16,6 0,32
2 26,9 12,5 0,766 0,252 32,8 0,98
3 20,8 13,3 0,505 0,274 54,2 1,08
a 25,9 14,6 0,718 0,309 43,0 1,23
5 211 11,9 0,541 0,237 43,9 0,92
6 27,0 14,1 0,773 0,294 38,0 1,17
7 213 12,3 0,523 0,247 47,3 0,96
8 26,5 13,0 0,748 0,264 35,3 1,03

* Planejamento fatorial fracionario 2°7, Tabela 2
°Apds a imobilizaciio e antes da extra¢do

“Apos a extracdo

“Cakulado a partir da % C apds a extracio

Através dos valores de EPMOSretido pode-se observar que, em geral, houve um maior
recobrimento da superficie da silica para as FE preparadas com uma % de carga de polimero maior
{44 %) (ensaios 2, 4, 6 e 8). As diversas combinacdes de temperatura e tempo de aguecimento
escolhidas parecem ndo influenciar muito na quantidade de polimero presente na silica, j& que 0s
intervalos analisados estdo dentro de uma faixa que produz espessuras do polimero do tipo
monocamada, com excegdo do ensaio 1. Pode-se dizer também que os tempos de repouso
escothidos, 4 e 8 dias, ndo influenciaram de forma significativa na quantidade final de polimero n&o

extraivel da silica, j& que os maiores valores de Mpmosretido  foram obtidos para os ensaios 4

(0,3088 g PMOS / g silica) e 6 (0,2936 g PMOS / g silica) mantendo as FE em repouso por menos
tempo (4 dias).
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4.3.3.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas para as fases estaciondrias de cada ensaio realizado estdo
representadas na Figura 30. A partir destas curvas, foram retirados os dados de porcentagem de
perda de massa e a faixa de temperatura na qual houve a perda, cujos valores encontram-se na

Tabela 14.

Massa (%)
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Figura 30: Termogramas obtidos em atmosfera inerte das FE (Rainin/PMOS) dos ensaios realizados segundo o
planejamento fatorial fracionario 2** realizado. Andlises realizadas com as FE apds a extracdo.

Tabela 14: Perda de massa obtida das
curvas cumulativas de TGA para as fases
estacionarias (Rainin/PMOS) preparadas
segundo ©0s ensaios do planejamento
fatorial fraciondrio 2.

Ensaio %o perda de massa
1 7,2
2 29,3
3 15,8
= 17,4
5 14,1
3 6 159
8 14,9
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Apesar das curvas termogravimeétricas apresentarem comportamentos similares, os dados da
Tabela 14 mostram que houve uma maior % de perda de massa para as fases estacionarias dos

ensaios 2 e 4, devido a maior quantidade de polimero adsorvido presente. Estes resultados estdo de

acordo com 0s maiores valores de M emosretido para estes ensaios, determinados pela analise
elementar, apresentados na Tabela 13.

As curvas dos ensaios 2, 3, 4, 5, 6 e 8 mostraram uma grande perda de massa por volta de

300 °C, sendo que os compostos volateis j& foram removidos durante a imobilizacdo pelo tratamento
térmico.

4.3.3.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho

Os espectros obtidos na regido do infravermelho das FE dos ensaios 1, 2, 3,4, 5, 6 e 8 se
encontram na Figura 31.
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Figura 31: Espectros obtidos na regido do infravermetho para o (a)ensaio 1, (b)ensaio 2, {¢)ensaio 3,
(d)ensaio 4, (e) ensaio 5, {f)ensaio 6 e (g)ensaio 8.

Os espectros dos ensaios pares (b, d, f e g), referentes as fases estacionarias preparadas com
uma porcentagem de carga de polimero maior sobre o suporte de silica nao apresentaram um ombro
em 975 cm™, referentes aos grupos sitanois livres do suporte, em comparagaoc com os outros
espectros. Isto indica que deve ter ocorrido uma saturagdo dos poros do suporte e deposicdo sobre
ele de uma camada de poli(metiloctilsiloxano) diminuindo assim, quantidades de grupos silandis
expostos, que atuariam como sibios ativos polares, o que € indeseidvel em fases reversas. Verificou-
se também nessas fases estacionarias uma diminuigdo da intensidade da banda em 3450 cm?,
mostrando uma redugao na quantidade de grupos OH.
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4.3.3.3 Definicao da vazdo de trabalho

Através da curva de van Deemter, Figura 32, foi possivel determinar a vaz3o 6tima no estudo das
FE preparadas segundo o planejamento fatorial. A curva foi construida através dos valores obtidos
para a FE do ensaio 7, 0 primeiro realizado, encontrando-se o valor de 0,3 mL min ', vazdo (F) 6tima,
que esta diretamente relacionada com a velocidade linear Stima (ueema), Na qual H terd um valor
minimo e, conseglientemente, a eficiéncia € méxima.

1.74
1.6 -

1.5

H (10°°m)
| ]

134

124

114 a

1.0 —— T

Figura 32: Curva de van Deemter

4.3.3.4 Avaliacao cromatografica

Nas Figuras 33 e 34 podemos observar 0s cromatogramas para as FE de todos os ensaios,
analisadas com as misturas teste 1 e 2, respectivamente. Os resultados cromatogréficos estdo
apresentados na Tabela 15. Todas as FE foram analisadas com a vazdo de 0,3 mL min™, determinada
atraves da curva de van Deemter para a FE do ensaio 7 e com FM metanol:agua 70:30 (v/v).
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Figura 33: Cromatogramas obtidos com a mistura 1 para as colunas recheadas com as FE (Rainin/PMQS)
preparadas de acordo com o planejamento fatorial: a)ensaio 1, b)ensaio 2, c)ensaio 3, d)ensaio 4, e)ensaio 5,
flensaio 6, g)ensaio 7 e h)ensaio 8. Mistura teste 1: uracii (1), acetona (2), benzonitrila (3), benzeno (4),
tolueno (5), naftaleno (6). Condigbes cromatograficas: vazdo: 0,3 mL min”, volume de amostra: 5 pul,
FM metanol:agua 70:30 (v/v), deteccdo: UV a 254 nm.
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Figura 34: Cromatogramas obtidos com a mistura 2 para as colunas recheadas com as FE (Rainin/PMOS)
preparadas de acordo com 0 planejamento fatorial: a)ensaio 1, blensaio 2, c)ensaio 3, d)ensaio 4, e)ensaio 5,
d)ensaio 6, e)ensaio 7 e f) ensaio 8. Mistura teste 2: uracil {1), fenol (2), N,N-dimetilanilina (3), naftaieno (4),
acenafteno (5). Condicbes cromatograficas: vazao: 0,3 mL min™, volume de amostra: 5 ul, FM metanol:dgua
70:30 (v/v) deteccado: UV a 254 nm.
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Tabela 15: Parametros cromatograficos obtidos para as FE, utilizando as misturas teste
1 e 2, em funcdo dos niveis dos fatores escolhidos. Valores referentes a média dos
valores de 3 injecBes da melhar coluna obtida.

Mistura teste 1 Mistura teste 2
Ensaio k** N/m? Asyo? Rs" 'S N/m¢ As;o”
1 2.9 71800 1,6 2,7 6,3 81200 5,4
2 2,7 . 81300 1,5 2,6 5,4 93800 @ 59
3 3,8 82300 1,5 2,7 8,4 95600 6,8
4 4,7 85800 1,1 2,8 10,6 97300 | 8,2
5 3,1 74500 1,2 2,6 6,6 78000 @ 2,7
6 3,8 89600 1,3 2,9 83 | 97200 . 85
7 3,4 - 79600 1,2 2,6 75 | 83600 @ 33
8 3,4 i 77600 1,3 2,5 7,7 84900 3,9

3Calculado para o pico do naftaleno

®Calculado para o par tolueno-naftaleno

“Calculado para o pico do acenafteno

dCalculado para o pico da N, N-dimetilanilina

“Tempe morto da coluna (tv) foi medido com o composto uradil

Foram observados 6timos valores de eficiéncia e assimetria para os compostos hidrofobicos
naftaleno e acenafteno nos ensaios pares, mostrando que a maior quantidade de polimero presente
nestas fases melhora o processo de interagdo entre os compostos e fase estacionaria. O fator de
retengdo (k) ndo variou muito, sendo ligeiramente maior para os ensaios 4, 6 e 8, onde a quantidade
de polimero adsorvido foi um pouco maior (Tabela 13). Este aumento refletiu na melhor resolucdo
entre o tolueno e o naftaleno, compostos hidrofébicos de grande afinidade com a camada polimérica.
Este resultado indica que o tratamento témmico usado pode auxiliar no rearranjo do polimero,
aumentando a interagdo do soluto com a fase estacionaria. Isso pode ser confirmado pelos altos
valores de fator de retengdo (k) dos compostos hidrofdbicos da mistura analisada.

Ja o composto basico N,N-dimetilanilina apresentou cauda nos picos e altas assimetrias. 1sso
mostra que o método de imobilizagdo utilizado na fase ndo foi suficiente para impedir a interacio do
composto basico, presente na mistura, com os siiandis ativados da silica Rainin, como ja foi
demonstrado anteriormente.

4.3.3.5 Calculo dos Efeitos

A influéncia dos fatores % carga de polimero, tempo de repouso, tempo e temperatura de
imobilizagao no preparo da FE Rainin/PMOS foi analisada através do célculo dos contrastes para os
parametros cromatograficos de eficiéncia do naftaleno, acenafteno e N,N-dimetilanilina, além da
assimetria da N,N-dimetilanilina. de acordo com o planejamento fatorial fraciondrio 2.
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E importante ressaltar que as repeticSes dos experimentos realizados neste trabalho ndo s30
repeticbes auténticas, isto €, ndo sdo realizagbes, pela segunda vez, de todas as etapas do
procedimento de preparo das FE. Preparou-se apenas um lote de FE para cada ensaio que resultou
em duas colunas.

Na Tabela 16 estdo mostrados os valores de eficiéncia do naftaleno, assim como as suas
médias e as variancias calculadas. J4 a Tabela 17 apresenta a andlise dos dados da Tabela 16, e
inclui a eficiéncia média giobal (1), que também & uma combinacdo linear de todas as observagoes.

Tabela 16: Valores de eficiéncia do composto naftaleno presente na mistura
teste 1, média das eficiéncias e desvio padrdo para cada ensaio.

Ensaio | 1 |1' 2|3 4 N/mm®* ‘ xi’ 57
1 + |- - - - 173700 70,000 | 71,800 | 6856
2 + |+ - - - 4+ | 81,500 81,100 | 81,300 | 0,062
3 + |-+ - |+ | 82000 82,600 | 82,300 | 0,205
4 + 0+ + - . - 87200 84300 85800 | 4,044
5 + | - . - |+ |+ 74900 74,000 - 74,500 | 0,384
6 + |+ - s - 90,300 89,000 , 89,600 | 0,862
7 + | -+ 4+ - B0000 79,300 79,600 | 0,248
8 + |+ [+ !+ 4+ | 79000 76200 | 77,600 | 4,188

*Média dos valores das trés injecdes em cada uma das duas colunas analisadas para cada ensaio.
®Média das eficiéncias
“Desvio padrac

Estimativa conjunta da variancia 16,849 /8 = 2,100
Variancia de um efeito 2,106 /4 = 0,527
Erro padrdo de um efeito (0,527 = 0,7
Erro padrao da média<- 07/2=04

< s(média) = s(efeito)”*

*
As duas colunas de cada ensaio foram recheadas sempre no mesmo dia. Apesar disso, através dos valores obtidos,
podemos observar que o procedimento de enchimento de colunas é um fator gue causa muita variacio nos resultados.
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Tabela 17: Tabela de contrastes
calculada para a eficiéncia do
composto naftaleno presente na
mistura teste 1,

Média (1) 80,3+ 0,4
Efeitos principais

151 6,5+0,7

o) 2,0+0,7

3 0,1+0,7

4 -2,8+0,7
Interacdes de dois fatores

1 -5,8+0,7

113 0,04 +£0,7

Iry = 114 -5,5+0,7

No nivel de 95 % de confianga, somente sdo considerados estatisticamente significativos,
segundo o teste ¢ de Student, [64] os contrastes cujos valores sdo maiores que 1,674
(& X Sqeferey = 2,306 x 0,726 = 1,674) pois somente assim o intervalo de confianga ndo incluira o valor
zero. Dessa forma, podemos dizer que o contraste mais significativo € aquele relacionado a % de
carga de polimero utilizada na preparac&o das FE (1), além das interagBes 112 € 123. O contraste 1 €
significativo, e como ele é positivo (6,5), sdo obtidos melhores resultados de eficiéncia para o pico do
naftaleno quando ele & mantido no nivel mais alto (44 %), independente da temperatura e tempo de
aquecimento utilizado durante a imobilizagdo. Estes resultados estdo de acordo com os valores
obtidos de % C e espessura da camada de polimero (1) (Tabela 13), que é maior para 0s ensaios
pares, melhorando a separagdo dos compostos analisados.

Os niveis estudados dos fatores 2 e 3, temperatura e tempo de aquecimento, respectivamente,
parecem ndo influenciar muito nos resultados, pois, como ja foi dito, eles estdo dentro de uma faixa
que produz espessuras do polimero do tipo monocamada. Ja o valor negativo para o contraste

14 (-2,8) indica uma tendéncia de se utilizar menos tempo de repouso, ou seja, 4 dias, para se obter
methores resultados.
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A mesma tendéncia foi observada na analise dos contrastes para as respostas de eficiéncia do
acenafteno, outro composto bastante retido pela FE (Tabelas 18 e 19). O teste t
(& X Seereito) = 2,306 x 3,262 = 7,522) indicou a quantidade de polimero utilizada no preparo da FE

(1) como sendo o contraste mais significativo, influenciando de forma positiva a resposta. A analise

cromatografica das fases confirmou tal resultado, ja que as maiores eficiéncias foram obtidas com as
fases preparadas com excesso de polimero nos poros da silica (44 %), ou seja, para 0s ensaios
pares.

Tabela 18: Valores de eficiéncia do composto acenafteno presente na mistura teste 2,
media das eficiéncias e desvio padrdo para cada ensaio.

Ensaio | I | 1 |2 |3 |4 N/mm® x® s>
1 + 0 - | - -] -] 820 80200 | 8L200 | 1986
2 |+ | - - |+ | 94700 92,800 | 93,800 | 1,944
3 + 1 - |+ - |+ | 95600 95700 ; 95600 | 0,005
4 + |+ |+, - | - 98400 96200 | 97,300 | 2,402
5 + | - | - + |+ | 78%00 78200 | 78500 | 0,277
6 + |+ |- + | -1 97500 95900 | 97200 | 0,191
7 + | - |+ + |- | 85200 82800 | 84000 | 2854
8 + 1+ |+ + |+ 106300 80,600 | 93,500 | 330,862

*Média dos valores das trés injecdes em tada uma das duas colunas analisadas para cada ensaio,
*Média das eficéncias
“Desvio padrdo

Estimativa conjunta da variancia 340,521/ 8 = 42,565
Variancia de um efeito 42,565 / 4 = 10,641
Erro padrio de um efeito (10,641)2 =33
Erro padrdo da média< 33/2=156

<+s(media) = s(efeito) / 2
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Tabela 19: Tabela de contrastes
calculada para a eficiéncia do acenafteno
presente na mistura teste 2.

Meédia (1) 90,1+ 1,6
Efeitos principais
il 10,6 = 3,3
o 49+33
3 -3,7+3,3
4 0,4 * 3,3
Interac¢des de dois fatores
12 5,033
13 3,5+£3,3
D3 = 114 '4,0 * 3,3

No caso do composto N,N-dimetilanilina todos os contrastes principais (Tabela 12) parecem

influenciar significativamente na eficiéncia, principalmente o] 13, ja que

ts X Sererny = 2,306 x 2,575 = 5,938. No entanto, ndo podemos afirmar sobre a influéncia exata dos
fatores estudados, ja que os resultados estdo sendo influenciados pela qualidade da silica utilizada e
nao somente pelo procedimento de preparo. Os valores baixos de eficiéncia obtidos (Tabela 20)
podem ser afribuidos a quantidade de impurezas metalicas presentes na silica, suficiente para causar

forte interacao com compostos basicos como a N,N-dimetilanilina, dificuttando sua separagao, como
ja foi comentado.

Tabela 20: Valores de eficiéncia do composto N,N-dimetilanilina presente na mistura
teste 2, média das eficiéncias e desvio padrdc para cada ensaia.

Ensaio | I | 1| 23] 4 N/mm® x’ s>
1 + 1 - 1-1-1-1 7500 7,300 7400 | 0,027
2 + 0+ |- |-+ | 18700 | 20,000 | 19,400 | 0,945
3 + | - L+ - + ] 2690 | 32,200 | 39,600 | 13,950
4 + |+ 1+ -1 -1 13800 | 1290 | 13300 | 0416
5 + | - 1 - |+ 1 + 1 43800 | 45000 | 44,500 | 0,779
6 + |+ | -1+ - | 27000 | 25000 | 26000 ;| 2030
7 + 1 - |+ |+ - | 5280 | 33200 |, 43,000 | 193,769
8 + |+ |+ |+ | + | 41,200 | 41,500 | 41,500 | 0,202

*Média dos valores das trés injecbes em cada uma das duas colunas analisadas para cada ensaio.

"Média das eficiéncias
“Desvio padrdo
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Estimativa conjunta da variancia 212,118 / 8 = 26,515
Varidncia de um efeito 26,515/ 4 = 6,629
Erro padrdo de um efeito (6,629)% = 2,6

Emo padrao da média< 26/2=1,3

< s(média) = s(efeito) / 2

Tabela 21:Tabela de contrastes
calculada para a eficiéncia do
composto N,N-dimetilanilina
presente na mistura teste 2.

Média (1) 28,1+1,3
Efeitos principais:
i -6,0+£2,6
i) 7,5+2,6
3 214 +2,6
21 11326
Interacdes de dois fatores:
112 28+ 2,6
113 -39+2,6
23= !4 0526

A analise da assimetria da N,N-dimetilanilina confirmou as observactes feitas para a sua
eficiéncia. Novamente, o teste ¢ de Student, & X Seerem) = 2,306 x 0,232 = 0,535, indicou todos os
contrastes como significativos, ndoc sendo possivel conciuir sobre a influéncia rea! dos fatores
estudados na preparagdo da fase estaciondria Rainin/PMOS.
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Tabela 22: Valores de assimetria do composto N,N-dimetiianilina presente na
mistura teste 2, média das assimetrias e desvic padrdo para cada ensaio.

Ensaio I 1 2 3 4 N/mm® x5 sizc
1 + - - - - 54 54 54 0
2 + + - - + 5,9 58 5,9 0,005
3 + - + - + 6,8 0,8 6,8 0
4 + + + - - 7,8 8,7 8,3 0,405
5 + - - + + 2,6 2,7 2,7 0,G05
6 + + - + - 7.8 92 8,5 0,98
7 + - + + - 3,2 24 28 0,32
8 + + + + + 6,1 6,0 6,1 0,005

*Média dos valores das injecdes de cada uma das duas colunas analisadas para cada ensaio.
"Média das assimetrias

“Desvio padrdo

Estimativa conjunta da variancia 1,72 /8 = 0,215
Varidncia de um efeito 0,215/ 4 = 0,0538
Erro padrdo de um efeito (0,0538)"* = 0,2
Erro padrao da média< 02/2=40,1

<s(média) = s(efeito) / 2

Tabela 23: Contrastes calculados para a
assimetria da N,N-dimefilanilina presente
na mistura teste 2.

Média (1) 58+0,1
Efeitos principais
1 28102
2 0,4+0,2
13 -1,6 £0,2
i4 -0,6+0,2
Interacéoes de dois fatores:
12 '0,4 + 0,2
13 1,8+0,2
3 -1,5+0,2
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4.4 Estudo da estabilidade quimica das fases estacionarias

As FE dos ensaios 3, 4 e 7 foram escolhidas devido a sua disponibilidade no momento, e

testadas em relagdo a sua estabilidade em condigbes drasticas de analise. Assim, é possivel obter
rapidamente informagBes a respeito da estabilidade relativa das fases e posteriormente testar a fase

de interesse em condicBes de rotina.

Na Figura 35 observa-se que as fases dos ensaios 3, 4 e 7 apresentaram quedas similares em
eficiéncia apds a passagem de ~ 250 volumes de coluna. A queda abrupta na eficiéncia indica que

ocorreram mudangas no leito cromatografico devido a dissoluciio da silica. Os valores do fator de

retengdo diminuiram ligeiramente com o aumento da quantidade de fase mével basica percorrida
através da coluna, sugerindo possiveis perdas de fase liquida, provavelmente sorvida, com a
dissolucdo da silica. A fase do ensaio 4, com maior quantidade inicial de polimero, foi um pOUCO mais

estavel, apresentando variagBes menores quanto aos valores de assimetria e fator de retencdo.
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Figura 35: Avaliacdo da estabilidade das FE dos ensaios 3, 4 e 7 do planejamento fatorial realizado, em funcdo
do (a)fator de retencéo, (b)assimetria e (c)eficiéncia do composto naftaleno em fase mével metanol: tampdo
carbonato (50:50 v/v), pH 8,4, a 60 °C.

Podemos dizer que, apesar das diferengas nos procedimentos de imobilizacdo realizados e das
caracteristicas cromatograficas observadas, a estabilidade quimica das FE analisadas foi bastante
similar,
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5. Conclusoes

O aguecimento das fases estacionarias (Kromasil/PMOS e Rainin/PMOS) entre 150 e 300 °C
pode ser um metodo eficiente de acelerar a imobilizacdo do polimero no suporte de silica, j& que
induz a quebra de varias ligagdes, com formacdo de ligacdes fortes na superficie do suporte e/ou
entrecruzamento entre as cadeias. Estas fases estacionarias apresentaram bom desempenho
cromatografico. As FE preparadas com as duas diferentes silicas utilizadas neste trabalho
apresentaram baixos valores de eficiéncias quando aquecidas a 400 °C. Porém, as FE preparadas
com silica Rainin apresentaram valores de k maiores, se comparados as outras FE preparadas com a
Kromasil, mostrando a diferenca de comportamento entre as duas silicas em rela¢do a retencdo dos
compostos analisados.

A caracterizacdo das fases com a espectroscopia de RMN de Si mostrou novos sinais em
deslocamentos quimicos diferentes do sinal do PMOS puro, indicando a formagdo de espécies de
silicio com grupos ligados quimicamente, que foram atribuidos ao PMOS auto-imobilizado e
imobilizado termicamente.

O tratamento térmico em fases aestacionérias recém-preparadas obtém a mesma espessura da
camada produzida pela auto-imobilizagdo, mas de uma forma mais rapida, resultando em fases
estacionarias com melhor desempenho cromatografico. Porém, se a fase € mantida a temperatura
ambiente tempo suficiente para alcancar uma configuracdo estdvel, o tratamento térmico nao
influencia muito nos resultados cromatograficos.

Com o plangjamento fatorial utilizado foi possivel analisar a influéncia de alguns fatores
importantes no preparo de fases estacionarias (Rainin/PMOS) de forma mais rapida e econémica. Os
caiculos mostraram que melhores resultados sdo obtidos quando as fases s3o preparadas com
excesso de polimero.

Os metodos de imobilizagdo utilizados na fase estacionéria (Rainin/PMOS) ndo foram eficientes
para impedir a interagdo do composto basico (N,N-dimetilanilina) com os silandis da silica, resultando
em altas assimetrias de pico e baixas eficiéncias, ndo sendo adequadas para a separagao deste tipo
de composto. Em contraste, as fases estacionarias preparadas com a silica Kromasil, que contém
menos impurezas, mostram bons valores de assimetrias com este composto basico.

Os resultados obtidos para as colunas preparadas foram muito satisfatorios, indicando que as
fases estacionarias preparadas utilizando tratamento térmico como método de imobilizagao
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apresentam grandes potencialidades para utilizagao em CLAE, com boas eficiéncias cromatograficas,
e devem ser exploradas na andlise de amostras reais.
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