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RESUMO

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE FASES ESTACIONARIAS PARA
CLAE DE POLI(METILFENILSILOXANO) SOBRE SILICA SORVIDA E
IMOBILIZADA POR RADIACAO MICROONDA

Autora: Livia Maria Andrekowisk Fioravanti
Orientadora: Prof? Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a coluna € um dos
principais componentes do sistema cromatografico, pois € nela que ocorre a
separacdo. Dessa forma, a busca por fases estacionarias (FE) capazes de realizar
separacdes com alta eficiéncia e bom desempenho tem sido uma constante em
muitos laboratérios de pesquisa. Polissiloxanos substituidos com grupos fenil tém
sido intensamente utilizados em cromatografia gasosa, mas a sua aplicacdo em
CLAE tem despertado pouca atengao. Este trabalho apresenta a preparacao de
FE para CLAE a partir da imobilizacao de poli(metilfenilsiloxano), por radiacao
microonda, sobre suporte de silica. As FE foram caracterizadas por testes fisico-
quimicos e cromatogréaficos. Escolheu-se a radiagdo microonda por se mostrar
promissora e pouco estudada para imobilizacdo de FE. Para a escolha das
melhores condi¢des de radiagao foi aplicado um planejamento fatorial, sendo que
a poténcia e o tempo de radiacdo que resultaram em fases com melhor
desempenho cromatografico foram de 720 W por 70 minutos. Nestas condicdes,
as FE apresentaram alta eficiéncia (78.000 pratos m™'), picos simétricos (com fator
de assimetria entre 0,9 e 1,2) para compostos apolares e basicos e boa resolucao
entre os compostos analisados. Os paradmetros cromatograficos indicaram que a
radiacdo microonda melhorou o desempenho das FE, proporcionou um aumento
da sua estabilidade frente a fase mével alcalina e forneceu um bom recobrimento
da superficie da silica pelo polimero. A FE preparada mostrou-se promissora na
separacao de compostos aromaticos neutros e basicos, como farmacos contendo

grupos nitrogenados e agrotdxicos.
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ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF SORBED AND MICROWAVE
IMMOBILIZED HPLC STATIONARY PHASES OF
POLY(METHYLPHENYLSILOXANE) ON SILICA

Author: Livia Maria Andrekowisk Fioravanti
Supervisor: Dr. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

In high performance liquid chromatography (HPLC), the column is one of the
most important components of the chromatographic system, because it is in the
column that the separation occurs. In this way, the search for stationary phases
(SP) able to achieve separations with high efficiency has been a constant in many
research laboratories. Phenyl substituted polysiloxanes have been used
extensively in gas chromatography, but their application in HPLC has received little
attention. This work presents the development of stationary phases for use in
HPLC by immobilization of poly(methylphenylsiloxane) by microwave radiation on a
silica support. The SP were characterized by physiochemical and chromatographic
tests. Microwave radiation was chosen because it appears to be promising and has
been little studied for SP immobilization. The best conditions of radiation were
chosen using an experimental design, with the microwave power and the radiation
time that provided phases with the best chromatographic performance, these being
720 W and 70 minutes. In these conditions, the SP showed high efficiency (78000
plates m™), symmetrical peaks (asymmetry factor between 0.9 and 1.2) for
nonpolar and basic compounds and good separation for the compounds analyzed.
The chromatographic parameters show that microwave radiation improved the
performance of the SP and provided an increase in stability in alkaline mobile
phases. Besides, it provided a good polymer cover on silica surface, being a
promising SP for the separation of neutral and basic aromatic compounds, such as

pharmaceuticals with nitrogen groups and agrochemicals.
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1. INTRODUGCAO

Em muitos laboratérios analiticos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) se tornou uma técnica indispensavel para a analise de amostras,
determinacao de constantes fisicas e isolagdo de compostos puros em misturas
complexas. Atualmente, a CLAE tem sido empregada como técnica analitica nao
s6 em pesquisas cientificas, mas também em industrias farmacéuticas (controle
de qualidade), alimenticias (determinacdo de toxinas e quantificacdo de
nutrientes), em laboratérios de controle ambiental (monitoramento e analise de
agrotoxicos e outros contaminantes em agua e solo), em laboratérios de analises
clinicas e em industrias de polimeros'.

O desenvolvimento continuo e a disponibilidade de equipamento de alta
eficiéncia e de fases estacionarias de alta qualidade tém propiciado
substancialmente o crescimento das pesquisas e das aplicacdes da CLAE.

Essencialmente, a cromatografia € um método fisico-quimico de separacao
dos componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes
componentes entre duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria (Fase Estacionaria - FE) enquanto a outra (Fase Moével -
FM) é percolada através dela em uma direcao definida. Durante a passagem da
fase movel através da fase estacionaria, os componentes da mistura sao
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um deles é seletivamente
retido, resultando em migracées diferenciadas®.

Entre os diferentes modos disponiveis de separagao por CLAE, cromatografia
liquida em fase normal®, cromatografia liquida em fase reversa® (CLAE-FR),
exclusdo, troca ibnica e outros, a CLAE-FR é a mais usada. A grande
popularidade da CLAE-FR se deve principalmente as suas inUmeras vantagens,
tais como: uso de fases moveis de menor custo por ter agua em sua composicao,

rapido equilibrio da coluna apés a mudanca de FM, possibilidade de empregar

4 CLAE que utiliza fases estacionarias polares com fase moveis organicas.
® CLAE que utiliza fases estacionarias apolares com fase méveis aquosas, contendo varias
proporgdes de modificadores organicos misciveis.
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eluicdo por gradiente, resultando em maior rapidez da analise, amplo campo de
atuacao, devido a possibilidade de separacdo de compostos de diferentes
polaridades, massas molares e funcionalidades, dentre outras vantagens®.

As fases estacionarias reversas sdao comumente constituidas de espécies
organicas sorvidas, imobilizadas ou, mais freqiientemente, quimicamente ligadas a
um éxido inorganico (suporte cromatografico).

Hoje em dia, colunas de Fase Reversa (FR) sdo amplamente estudadas e
entre os varios focos de estudo, este trabalho dedicou-se ao desenvolvimento e
aperfeicoamento de uma nova FE, levando em consideragcdo a seletividade,
eficiéncia, estabilidade quimica e durabilidade.

1.1. Suportes Cromatograficos

Os principais suportes sao de origem inorganica ou polimeros organicos. Cada
tipo de material apresenta vantagens e desvantagens e a escolha de um material
apropriado é governada pelas necessidades da separacdo desejada®.

Sem duvida a silica € o suporte mais utilizado para a preparacdo de fases
estacionarias tipo reversa, pois € mecanicamente estavel as altas pressoes. Além
do mais, este suporte ndo incha ou encolhe quando exposto aos solventes
organicos, ao contrario de polimeros organicos, como polimetacrilato ou
poliestireno, que incham quando certos solventes sdo usados como fases moveis,
resultando em uma limitada resisténcia a pressoes elevadas. Finalmente, a silica
pode ser facilmente modificada, existe um vasto conhecimento de sua estrutura e
suas propriedades e € comercialmente disponivel em uma grande variedade de
tamanho de particulas, formas e tamanhos de poros*. Por estes motivos, a silica
parece ser o material de partida mais qualificado para a producdo de fases
estacionarias para CLAE.

Entender a superficie da silica é importante para a interpretacdo de suas
propriedades cromatograficas. Ela consiste em uma rede de grupos silandis
(Figura 1), alguns dos quais podem formar grupos siloxano ou ligacées de
hidrogénio entre si ou com a agua.
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Os grupos silandis sdo os centros de adsorcao na cromatografia em fase
normal. Eles sdo hidrofilicos e interagem com grupos funcionais da fase mével e
das moléculas dos analitos. Em cromatografia em fase reversa, podem atuar como
ancoras para ligagdes covalentes de polimeros ou substancias que possuam um

grupamento funcional apropriado®.
H
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Figura 1. Grupos funcionais presentes na superficie da silica.

Comparada com outros suportes, a silica apresenta inUmeras vantagens em
termos de eficiéncia e desempenho, mas ela ndo € um suporte perfeito para
CLAE. Os grupos silandis (=Si-OH) sao acidos e podem interagir fortemente com
varios tipos de moléculas basicas e adsorvé-las. Quando a adsorcao é reversivel,
tem-se o problema de picos largos, assimétricos e com cauda, além de poderem
se sobrepor ou interferirem nos picos de outros solutos que eluem com tempos de
retencao similares. Muitas vezes, a adsorcao pode ser irreversivel e os compostos
depositados na superficie cromatografica podem restringir o transporte de massa,
bloquear sitios de interacdo normal ou criar sitios ativos ndo especificos*®.

Um outro aspecto € a instabilidade das fases estacionarias sintetizadas
baseadas em silica tanto frente a fases moveis acidas como basicas (devido a
presenca de grupos silanodis residuais). Dependendo do pH, os grupos silandis e
siloxanos se dissociam, causando perda da fase estacionaria e colapso da
estrutura do leito da coluna’®.

Impureza metalica é outra fonte de perda da eficiéncia cromatografica e
assimetria dos picos. O teor de metais depende do processo de sintese e das
matérias-primas utilizadas, mas geralmente, a silica usada em cromatografia
contém cerca de 0,1 a 0,3 % de metal. O grande problema é que determinados

ions metalicos, tais como: Na, K, Mg, Al, Ca, Ti, Fe, Mn, Mo e Zr, aumentam a
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acidez dos silandis vizinhos, pois tornam os hidrogénios na superficie da silica
com menor carga formal, interagindo indiretamente com compostos basicos®.

Para evitar o problema de instabilidade da fase estacionaria em solucdes
acidas (pH < 2) ou basicas (pH > 8), existe a possibilidade de substituir a silica por
outros suportes, tais como:

e Celulose ou polimeros de estireno-divinilbenzeno: possuem baixa resisténcia

as altas pressées’'®.

e Oxidos inorganicos (alumina, titania e zirconia): possuem menor eficiéncia'®.

Uma outra possibilidade é a modificacdo da superficie da silica. A modificacao
superficial da silica com os O6xidos de zirconio e titanio ja foi relatada, com
resultados promissores, apds a preparacao de fases estacionarias com polimero

adsorvido e imobilizado na sua superficie®".

1.2. Fases Estacionarias Quimicamente Ligadas

Para se obter a fase reversa, € necessério introduzir grupos organicos apolares
sobre a superficie do suporte. O método mais comum ocorre através da
introducdo de monocamadas organicas via reacao com reagentes apropriados,
produzindo as chamadas fases quimicamente ligadas. Neste tipo de fase, as
cadeias organicas sao ligadas covalentemente a superficie do suporte fornecendo
alta estabilidade hidrolitica ao liquido estacionario'?.

Existem varios procedimentos para a formagcéo de uma camada quimicamente
ligada sobre a superficie de éxidos, como a esterificacdo, cloragdo seguida de
reacao com reagente de Grignard ou com nitrogénio e a organossilanizacao, que é
a mais usada (Figura 2).

=Si-OH + X-SiR:R’ — =Si-O-SiR2R’ + HX

Figura 2. Reacao de organossilanizacao para o preparo de fases estacionarias
quimicamente ligadas.

Na organossilanizagdo'®, as fases ligadas sdo preparadas pela reacdo dos
grupos silanéis da silica com reagentes organossilanos resultando em FE com
ligacbes do tipo siloxano (£Si-O-Si-C=). As FE deste tipo sdo estaveis
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hidroliticamente e as colunas recheadas com este material exibem eficiéncias
altas devido aos rapidos efeitos de transferéncia de massa. O agente silano pode
ser monofuncional, bifuncional ou trifuncional (Figura 3). Dependendo destas
funcdes, as fases apresentam caracteristicas fisicas e cromatograficas bastantes
distintas. Utilizando-se silanos mono, bi ou trifuncionais na auséncia de agua tem-
se as fases monoméricas e silanos bi ou trifuncionais na presenga de agua geram
reacbes cruzadas que levam a polimerizagdo vertical do modificador e,

conseqlientemente, as fases estacionarias poliméricas.

R R X
X—|Si—R‘ X—|Si—R’ X—éI—R’
; X X
(A) (B) (C)

Figura 3. Agentes silanos empregados na organossilanizacdo de fases
estacionarias, monofuncional (A), bifuncional (B) e trifuncional (C). R =
normalmente CH3, R’ = comumente C8 ou C18, X = grupos metoxi ou etoxi ou
cloro.

As colunas cromatograficas recheadas com a fase monomérica apresentam
eficiéncias mais altas devido a cinética favoravel envolvendo a rapida difusao
dentro e fora da camada fina da FE. No entanto, o principal inconveniente do
preparo deste tipo de fase é que mais de 50 % dos grupos silandis da silica
permanece sem reagir (silandis residuais), apds o processo de sintese. Esta baixa
concentracdo do ligante na superficie estd associada ao impedimento estérico
ocasionado pelos volumosos agentes silanos empregados na reacdo. Embora os
silandis residuais ndo estejam disponiveis para a reagao com 0s agentes silanos,
alguns sao suficientemente acessiveis para interagirem com compostos durante a
separagao cromatogréafica. Os silanois residuais sdo os principais responsaveis
pelo aumento da retencao e alargamento de pico de compostos basicos'*.

Para contornar o problema dos silandis residuais, diversas alternativas de

preparo de fases ligadas sdo sugeridas, tais como:
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Capeamento'?: apés a ligagdo das espécies quimicas na superficie da silica, a
FE é submetida a uma segunda reacdo com um agente sililante apropriado
(trimetilclorossilano e/ou hexametildisilazano), reduzindo o numero de silanois
residuais.

Fases poliméricas'™ ¢!

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

Fases com polimerizagdo horizontal'®: neste método, monocamadas auto-
organizadas de silanos trifuncionais de cadeias longas (C8, C18) e curtas (C1)
sdo ligadas sobre as particulas de silica melhorando a estabilidade hidrolitica
das fases com substancial reducdo do acesso aos silandis residuais. Além
disso, o0 processo de obtencéo destas fases é altamente reprodutivel.

Fases estericamente protegidas'®?%: sdo obtidas pela reagcdo de um reagente
organossilano contendo a espécie quimica (C8 ou C18) na cadeia lateral e dois
grupos alquilas volumosos (isopropil ou tert-butil) que restringem o acesso de
solutos basicos aos grupos silandis residuais.

Fases estacionarias com grupos polares embutidos®': trata-se de um método
alternativo de reducédo da atividade dos silandis residuais, pois a insercao de
grupos polares (como amida, amina, uréia e carbamato) promove uma
competicdo destes com o0s solutos basicos pelos silandis residuais,
estabelecendo uma reducéao da atividade silanofilica.

Fases estacionarias bidentadas'®?: preparadas a partir de silanos bifuncionais,
proporcionam maior restricio ao acesso de silandis residuais e maior
estabilidade quimica quando empregadas fases mdveis com altos e baixos

valores de pH.
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1.3. Fases Estacionarias com Polimeros Sorvidos ou Imobilizados

Uma outra estratégia desenvolvida para evitar as interacdes indesejaveis de
solutos com os grupos silandis residuais oriundos das FE quimicamente ligadas
com baixa concentracdo de ligantes foram as FE recobertas com polimeros. Na
pratica, as FE quimicamente ligadas com ‘ligantes pequenos” nao protegem
suficientemente os solutos da interacdo com os silandis residuais, assim, uma
protecdo mais eficiente pode ser alcancada com a imobilizacdo de
macromoléculas na superficie e nos poros da silica**?2.

Em principio, as fases estacionarias recobertas com polimeros combinam as
propriedades mecanicas de O6xidos inorganicos com a inércia quimica e a
versatilidade de polimeros organicos®*?. Estas fases apresentam uma série de
vantagens que as tornam extremamente atrativas para uso em CLAE-FR, tais
como: melhor protegao dos silandis residuais (silica) ou de sitios acidos de Lewis
(zircbnia, titania, alumina), quando comparada as FE quimicamente ligadas e
maior facilidade de preparo®?2®. Além disso, a seletividade destas fases depende
essencialmente dos grupos funcionais do polimero imobilizado. Devido a
disponibilidade de uma vasta gama de polimeros com diferentes funcionalidades,
as fases recobertas com polimeros permitem o ajuste flexivel da seletividade
cromatografica dentro de uma ampla faixa, bastando escolher o polimero
apropriado para a separagao desejada.

Uma grande variedade de polimeros foi empregada no preparo de fases
estacionarias recobertas para CLAE-FR, dentre estes se destacam: poli(etileno),
poli(butadieno),  poli(estireno) e,  principalmente, o0os  polissiloxanos,
[poli(dimetilsiloxano), poli(metiloctilsiloxano) e poli(metiloctadecilsiloxano)].

A forma mais simples de preparo das fases recobertas com polimeros é pela

deposicao de uma camada polimérica sobre o suporte®*2°.

Para isto, o polimero é
dissolvido em um solvente apropriado, no qual ele seja completamente soluvel e, a
esta solucao com polimero é adicionado o suporte cromatografico. Em seguida,
evapora-se o solvente obtendo a fase estacionaria sorvida. A sor¢do do polimero

no suporte cromatografico € um processo complexo governado por um balanco
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muito sutil entre fatores energéticos e entrépicos e deve ser controlado
cuidadosamente para a obtencdo de fases estaciondrias confidveis e
reprodutiveis®®. A quimica da superficie do suporte também tem uma influéncia
significativa na sorcao dos polimeros. Os grupos reativos superficiais agem como
pontos de ancoramento, nos quais o0s polimeros podem se ligar

covalentementg?’:282° 24,25,30,31,32

ou apenas interagir fracamente

Outro ponto a ser destacado na preparagdo destas fases é a quantidade de
polimero depositado na superficie do suporte. Se, por um lado, uma maior
quantidade de polimero fornecera um material com maior protegéo dos silandis ou
sitios acidos de Lewis contra interagdes indesejaveis com a amostra, por outro
lado, resultara em uma camada mais espessa e bloqueio dos poros do suporte
que, por conseguinte, resultard em um processo de transferéncia de massa mais
lento e, portanto, FE com eficiéncia reduzida. Portanto, a preparacao das fases
recobertas com polimeros é uma etapa critica que tem por finalidade a obtencao
de duas propriedades idealizadas:

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

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

Existem varias formas de se fazer o recobrimento. O mais comumente
empregado consiste na adsorcao fisica de um polimero pré-sintetizado, com
composicdo quimica bem definida sobre o suporte cromatografico®. Ou,
alternativamente, o polimero pode ser depositado pela polimerizacdo in situ de
uma solugdo de monémeros ou oligbmeros iniciada ou propagada na superficie do
suporte®®. A primeira forma é preferida por fornecer maior reprodutibilidade no
preparo das FE?.

Basicamente, o polimero sorvido pode formar um filme fino na superficie da
silica (Figura 4A) ou preencher o volume do poro (Figura 4B), € possivel também

haver uma combinacdo destas duas formas. Em ambos os casos as cadeias
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poliméricas podem apenas recobrir (por mecanismo de sorcdo) as paredes dos
poros sem entrecruzamento e sem ligar a superficie (representado no lado
esquerdo da Figura 4A e B), pode formar uma camada densamente entrecruzada
sem ligacao quimica com a superficie dos poros (parte central) ou entdo pode se
ligar quimicamente as paredes dos poros (representado no lado direito da Figura
4A e B). Porém, se a sor¢ado do polimero ao suporte for governada por forgas de
interacao fraca, ele podera ser facilmente removido durante a passagem da FM.
Faz-se necessario, portanto, uma etapa de imobilizagdo posterior a sorcao para
melhor “ancoramento” do polimero ao suporte, dando uma maior estabilidade a
FE.

?‘:_'maf %! =35

7. 7

%A Matriz do suporte Eluente Cadeia do polimérica  [S7 ;] H9ae08s covalentes Sy polimero entrecruzado

de imobilizagao

Figura 4. Tipos de deposicao polimérica nos poros do suporte cromatogréfico,
recobrimento das paredes dos poros (A) ou preenchimento do volume dos poros

(B).

Os métodos de imobilizacdo de polimeros atuais sdo originarios das varias
técnicas para a criagao de camadas poliméricas em materiais de vidro ou de silica,
da experiéncia de fases estacionarias poliméricas em suportes para cromatografia
gasosa e das varias técnicas para modificagdo de suportes para cromatografia
liguida classica, antes do desenvolvimento da CLAE. Porém, o grande avanco
conquistado nos procedimentos de imobilizacdo de polimeros aconteceu com a
introducdo de microparticulas de silica porosas, pois diminuiu o risco de
entupimento dos poros e possibilitou altas eficiéncias de separacao, comparadas

as silicas modificadas com ligantes de baixa massa molar usados no passado.
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Atualmente, as FE imobilizadas sao obtidas por reacdées entre as moléculas
individuais da fase liquida sorvida, induzidas ou nao por processos de
entrecruzamento, ou entre a fase liquida e o suporte®** (Figura 4). Estas reacdes
de entrecruzamento resultam em camadas estaveis, quando comparadas com as
FE sorvidas, e sédo insoluveis nas fases médveis comumente empregadas em
CLAE-FR. Varios métodos sdo empregados para que estas reacées ocorram, tais
como: reticulacdo induzida por agentes quimicos tais como perdxidos e

31,34

azocompostos®, auto-imobilizacao®, tratamento térmico®"**, radiacdo gama® e

radiacdo microonda®®-26:37:38,

Ao longo dos ultimos 17 anos, o LabCrom tem direcionado esforcos para o
preparo de FE com polimeros [poli(butadieno)® e polissiloxanos?*2°30-32:38)
sorvidos e imobilizados por diferentes tratamentos sobre suportes de silica e silica
metalizada, sem a utilizacdo de agentes quimicos para indugdo do
entrecruzamento das cadeias poliméricas. O principal foco destes estudos tem
sido a obtencdo de fases estacionarias com maior estabilidade quimica em
condicOes drasticas de fase movel.

Neste trabalho estudou-se a imobilizacdo do poli(metilfenilsiloxano) por
radiacdo microonda. Escolheu-se esta técnica, dentre as varias técnicas de

imobilizacédo, por se mostrar promissora e pouco estudada para este fim.

1.4. Poli(metilfenilsiloxano) — PMFS

A busca por fases estacionarias capazes de realizar separacoes
cromatograficas de compostos de carater basico como peptideos, por exemplo, é
uma constante nos laboratérios de pesquisas. O reflexo disso pode ser observado
na grande quantidade de trabalhos publicados em revistas especializadas®®*%4!*2,
Os escopos destes trabalhos concentram-se na introdugédo de grupos polares nas
fases apolares comumente utilizadas para CLAE-FR, ou na mistura de polimeros
com polaridades diferentes, na tentativa de se conseguir polaridades

intermediarias.
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Polissiloxanos fenil substituidos tém sido extensivamente utilizados em
cromatografia gasosa®®, entretanto, sua imobilizacdo sobre a superficie da silica
para utilizacdo em CLAE tem despertado pouca atencdo. Neimark e Chertov*
foram os primeiros a ligarem grupos fenil a superficie da silica utilizando
feniltriclorossilano e difenildiclorossilano. Posteriormente, diferentes polissiloxanos
fenil substituidos foram utilizados para modificar a superficie da silica obtendo-se
fases estacionarias de diferentes polaridades®.

A presenca de anéis aromaticos confere a fase estacionaria uma polaridade
intermediaria e tem um papel importante, gracas as interagcdes m-m com 0S
analitos*®*’. Salo e Herrala*’ observaram um aumento da retencédo de retindides
com o aumento do numero de elétrons m em sua molécula, quando separadas em
uma FE aromética.

Em um estudo realizado, Goss*® comparou o desempenho de duas colunas
disponiveis comercialmente, uma com grupo fenil e outra com C18, na separacao
de acido salicilico, algumas de suas impurezas e metabdlitos. Os resultados
mostraram uma melhora na simetria e resolugéo entre os picos quando separados
em uma coluna com grupos fenil e, além disso, houve uma alteracdo na ordem de
eluicdo dos compostos, sugerindo diferentes interacdes entre os analitos e os dois
tipos de fases estacionarias.

Yang et al.*® sintetizaram cinco fases estacionarias com grupo fenil com
diferentes graus de polimerizacdo através da ligacdo de poli(metilfenilsiloxanos)
com os OH terminais na superficie da silica gel. As fases preparadas foram
avaliadas e comparadas com uma coluna C18 disponivel comercialmente. Os
resultados das determinacées de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
ciclossiloxanos indicaram, claramente, uma contribuicdo significativa das
interacdes m-r das fases estacionarias com grupo fenil no processo de separacao.

Trés diferentes fases estacionarias foram preparadas por Szabd et al.*®
utilizando silica modificada por fenil-metil-diclorossilano, di-fenil-diclorossilano e tri-
fenil-clorossilano. O efeito na separacao e na seletividade das diferentes fases
fenil preparadas foi avaliado e comparado com uma fase octadecil. A comparacao

entre as fases revelou que uma maior retencéo foi observada para solutos de
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polaridades menores na fase octadecil e para compostos aromaticos polares foi
observada maior retencao nas fases com grupo fenil. A silica gel modificada por
fenil mostrou ser uma fase estacionaria mais apropriada para analises de
compostos aromaticos polares do que a fase octadecil.

Szabd et al.®

realizaram um estudo comparativo utilizando trés fases
estacionarias preparadas com diferentes polissiloxanos fenil substituidos sobre a
silica e uma fase estacionaria monomérica preparada com fenil-metil-
diclorossilano. A ordem de eluicdo dos analitos utilizados foi a mesma para todas
as fases estacionarias preparadas, entretanto as silicas modificadas por
polissiloxanos, fases poliméricas, mostraram-se melhores que a fase monomérica
para separacao de compostos aromaticos apolares. Em relacdo a fase
monomérica, as silicas modificadas por fenil-polissiloxanos nao apresentaram
diferencas significativas na porcentagem de carbono e concentracdo dos grupos
organicos na superficie, entretanto apresentaram caracteristicas hidrofébicas
significativamente maiores. O aumento da hidrofobicidade observado foi causado
por interacdes adicionais das ligacoes siloxano (essencialmente hidrofébicas) do
modificador polimérico com os solutos.

Em virtude das caracteristicas interessantes ja mencionadas e o numero
limitado de estudos realizados utilizando-se polissiloxanos fenil substituidos sobre
a silica, neste trabalho sera explorada a aplicacdo de um novo polimero com
grupo fenil com polaridade intermediaria, como fase estacionaria para CLAE.

1.5. Radiacao Microonda

O uso da radiagdo microonda em quimica analitica ja é conhecido desde a
década de 70, sendo que entre as aplicagdes mais importantes pode-se citar a
digestdo de amostras para analise elementar, a extracao de diversas substancias
e a dessorcdo térmica de varios compostos™.

A microonda é uma radiacédo eletromagnética nao ionizante, que possue uma

freqUéncia que vai de 300 a 300.000 MHz e que corresponde a comprimentos de
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onda de 1 mm a 1 m. A regido de microonda situa-se entre a regido de
infravermelho e ondas de radio no espectro eletromagnético® 3801,

O aquecimento por microonda é completamente diferente daquele que ocorre
por aquecimento térmico, uma vez que O aquecimento ocorre por condugao,
irradiacdo e conveccdo. O aquecimento por microonda € também chamado de
aquecimento dielétrico, e existem dois mecanismos principais para a
transformacao de energia eletromagnética em calor. O primeiro deles € chamado
rotacdo de dipolo, e relaciona-se com o alinhamento das moléculas (que tém
dipolos permanentes ou induzidos) com o campo elétrico aplicado. Quando o
campo € removido as moléculas voltam a um estado desordenado, e a energia
que foi absorvida para esta orientacdo nestes dipolos é dissipada na forma de
calor. Como o campo elétrico na freqiéncia de 2,45 GHz oscila (muda de sinal)
4,9 x 10° vezes por segundo, ocorre um pronto aquecimento destas moléculas®”

38.5031 Uma representacdo esquematica é mostrada na Figura 5.

(A) B)

ElIEEENEIENEIEEL EREIE L

Figura 5. Esquema da resposta de uma molécula a um campo eletromagnético
aplicado: (A) Moléculas polarizadas alinhadas com os poélos do campo
eletromagnético; (B) Desordem térmica induzida pela remogdo do campo

eletromagnético.
Fonte: Sanseverino®.

Em geral substancias polares (agua, acetonitrila, etanol) possuem alta
capacidade em absorver a radiacdo microonda, enquanto que substancias menos
polares, hidrocarbonetos alifaticos ou aromaticos ou substancias com momento de

dipolo nulo como CCl4 e CO,, absorvem a microonda fracamente.
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Um aparelho de microonda tipico, utilizado no aquecimento de amostras
consiste dos seguintes componentes: 0 gerador de microonda magnetron, o guia
de ondas, a cavidade da microonda, o agitador (para espalhar as ondas), um
circulador e um exaustor de ar. A microonda é produzida pelo magnetron,
propagada através do guia de ondas e inserida diretamente dentro da cavidade do
forno onde o espalhador a distribui em diferentes diregdes sendo, entdo, absorvida
pelas moléculas de amostras®. O esquema de funcionamento de um forno
microonda esta representado na Figura 6.

Alguns trabalhos desenvolvidos no LabCrom empregando a radiacao
microonda como forma de imobilizacao de poli(metiloctilsiloxano) sobre suporte de

303652 yagultaram

silica® e de poli(butadieno) sobre particulas de silica titanizada
em fases estacionarias com bom desempenho cromatografico e boa estabilidade

em condicdes alcalinas de fase moével.

U 1 — DISSIPADOR

MICROONDAS || . —
— _. —H “—_\\
[1 — NN\
CIRCULADOR MICROOHDAS

] \:EFLET‘.\MK
/ I\

MAGNETRON

CAVIDADE

Figura 6. Esquema de um forno microonda.
Fonte: Barboza™.

1.6. Avaliacao das Colunas Cromatograficas

As colunas cromatograficas sdo avaliadas através da analise de parametros
calculados? a partir de medidas obtidas nos cromatogramas de misturas de

compostos previamente selecionados.
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A Figura 7 mostra um cromatograma tipico obtido na separacdo de uma
mistura de dois componentes.

tR2

tr

Figura 7. Cromatograma com as medidas relacionadas a determinagdo dos

parametros cromatograficos.
Fonte: Collins®.

Tempo de retencao do soluto (tg) é o tempo gasto desde o momento da
injecao do soluto até a deteccdo do maximo do pico correspondente.

Tempo de retencao de um componente nao retido pela fase estacionaria
(tw) € o tempo gasto por um composto nédo retido pela fase estacionaria para
percorrer 0 sistema cromatografico desde a injecao até a chegada no detector.
Normalmente é obtido pelo tempo gasto pela fase mével, na qual esta diluida a
amostra.

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

L p=1tp =1y (1)
Fator de retencao (k) é calculado pela razao entre os tempos em que o soluto

fica retido na fase estacionaria e na fase mével, sendo determinado pela Equacéo
2:

e )

Os valores ideais para k variam de 2,0 a 10,0. Valores menores que 2,0

indicam pouca interagdo entre o soluto e a fase estaciondria, enquanto valores
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maiores de 10 indicam interagcdo muito forte com a fase estacionaria, resultando
em analises demoradas.
Resolucao entre picos (Rs) € o parametro que indica se ocorreu ou ndo uma

boa separacao entre dois picos adjacentes e pode ser calculada pela Equagéo 3.

Rx — 2[ Iry ~lgi j: 1’177( Try — I J (3)
Wy T Wy, Wy Wy
onde: try e tgo = tempos de retencao de dois picos adjacentes envolvidos no
calculo;
Wp1 € Wp = largura dos picos na base, em unidades de tempo;
Whi € W = largura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo.

Valores de Rs acima de 1,5 sdo considerados bons, indicando uma boa
separagao entre os picos.

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

N= 5,545( L ] (4)

Wh

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

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

o

onde: L = comprimento da coluna, em metros
Qualitativamente, a eficiéncia pode ser avaliada pelo formato do pico
cromatografico. Quanto mais estreito for o pico, maior € a eficiéncia da coluna na
separacao do soluto a que o pico se refere.
A expressao para o calculo de numero de pratos, ou seja, a eficiéncia descrita
na equacgao 4, é vélida para picos simétricos. Para picos assimétricos, existem
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erros no calculo de N se a equacao 4 for utilizada. Por essa razdo deve-se calcular
o fator de assimetria (As) do pico a 10 % de sua altura.

Fator de assimetria do pico a 10 % da sua altura (Asqo) € uma medida da
proporcao entre as duas partes de um pico cromatografico no sentido horizontal a
10 % da sua altura. A literatura® indica que Asso deve ter valores de 0,9 a 1,2.
Embora menos desejaveis, valores até 1,6 sdo admitidos. Escolheu-se realizar a
medida a 10 % da altura do pico devido a problemas de estabilidade da linha de
base.

A Figura 8 mostra como é calculada a assimetria:

I 10 % da altura do
pico

— tempo —>

Figura 8. Determinagéo do fator de assimetria.
Fonte: Collins®.

Avaliacdo comparativa entre colunas também pode ser feita usando a medida

da altura de prato (H):

_L
H== (6)

A eficiéncia de uma coluna também pode ser expressa através da equacao

classica de van Deemter, em fung¢éo da altura de prato (H):

H=A+£+C,u (7)
Y7,

onde: u = velocidade linear da fase mével, obtida pela Equacao 8:

H=— (8)

In
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O termo A, da Equagédo 7, é a difusdo turbilhonar responsavel pelo
alargamento dos picos devido aos diferentes caminhos percorridos pelas
moléculas do soluto no interior da coluna cromatografica. Uma forma de minimizar
este efeito é utilizar colunas de diametro interno reduzido e particulas pequenas e
uniformes.

O termo B, difusdo longitudinal, esta relacionado com a difusdo molecular do
soluto na FM e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades lineares de
fase movel.

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

O gréfico de H vs pu fornece uma curva como a da Figura 9 que é conhecida
como curva de van Deemter. A curva de van Deemter mostra que existe uma
vazao 6tima, que esta diretamente relacionada com a velocidade linear 6tima
(Mstima), Na qual H tera um valor minimo e corresponde ao valor maximo de
eficiéncia da coluna. Na pratica, esta € a maneira de selecionar a vazao 6tima de

uma corrida cromatografica.

H (m)

H=A+B/u+Cu

Cu

H -

minimo

A

S Bl

1

1

v Velocidade linear da FM (m s)
Hstima

Figura 9. Curva de van Deemter hipotética mostrando a relagao entre eficiéncia e

velocidade linear média da fase moével.
Fonte: Collins®.
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1.7. Emprego da Quimiometria

A quimiometria®**>°

consiste essencialmente, na aplicacdo de técnicas
estatisticas a problemas quimicos. O pesquisador recorre a estatistica para
planejar detalhadamente a realizacdo do experimento. Além de minimizar os
custos operacionais, tal precaucao dara a ele a garantia de que seus resultados
conterédo informacodes relevantes para a solucdo do problema, mas para isso, um
bom planejamento € essencial.

A primeira etapa de um planejamento é determinar quais sao os fatores
(variaveis controladas pelo experimentador) e as respostas de interesse para o
sistema que se deseja estudar. Em seguida, € preciso definir claramente o objetivo
qgue se pretende alcangcar com 0s experimentos, porque isto determinara que tipo
de planejamento experimental deve ser utilizado.

Quando a lista de variaveis a serem investigadas estd completa, um
planejamento experimental é escolhido para estimar a influéncia das diferentes
variaveis nos resultados. O planejamento fatorial permite determinar a influéncia
de todas as variaveis experimentais, bem como os seus efeitos de interacdo na
resposta investigada. Para se fazer um planejamento fatorial completo, os
experimentos devem ser realizados em todas as possiveis combinacdes dos
niveis dos fatores. Desta forma, para k variaveis investigadas em dois niveis cada,
serdo necessarios, pelo menos, 2 experimentos. Ou seja, para duas variaveis
investigadas sao necessarios, no minimo, 4 experimentos. Porém, quando se
conhece pouco sobre o procedimento experimental faz-se necessaria uma triagem
das variaveis que realmente influenciam os resultados, de forma significativa. Para
a triagem de variaveis o planejamento recomendado € o fracionario, pois reduz os
nameros de experimentos sem perder as informacdes de interesse.

Muitas vezes a determinacao das variaveis que influenciam nos resultados e a
intensidade desta influéncia sdo apenas uma das etapas do processo.
Principalmente em quimica analitica, a otimizacdo de um procedimento
experimental € uma necessidade, seja para a redugao de gastos ou de tempo,

entre outros. Uma excelente ferramenta para otimizagcdo de um procedimento
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analitico é a utilizacdo de metodologia de superficie de resposta. A metodologia de
superficies de respostas é uma boa forma de ilustrar graficamente a relacao entre
diferentes variaveis experimentais e as respostas. A Unica exigéncia que se faz
para a determinacdo do ponto de 6étimo (melhor resultado) é que a funcao
polinomial que explica os resultados contenha termos quadraticos. Para ajustar os
dados experimentais a um modelo quadratico, normalmente aplica-se o
planejamento composto central. Este planejamento é dividido, basicamente, em
trés partes:
e Planejamento fatorial para determinar as variaveis que influenciam
significativamente os resultados;
e Experimentos no ponto central. O ponto central é a condi¢cdo intermediaria
aos niveis de todas as variaveis estudadas;
e Planejamento axial (ou estrela), que sdo experimentos realizados em pontos
axiais, com distancia + o da origem.
A Figura 10 apresenta um sistema de coordenadas situando cada etapa do
planejamento composto central.
O planejamento experimental permite conclusées apenas dentro da regiao
investigada (superficie de resposta), porém, é uma ferramenta bastante Util e

confidvel para otimizacao de processos em quimica analitica.

+ 0l ‘
"1 S 4

Figura 10. Planejamento composto central para duas variaveis. () planejamento
fatorial 22, (+) ponto central e (®) planejamento axial.
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2. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve por objetivo o desenvolvimento e a caracterizacao, quimica
e fisica, de FE para serem empregadas em CLAE-FR, baseadas na imobilizacéo
do poli(metilfenilsiloxano) na superficie de particulas de silica. As fases
estacionarias preparadas e otimizadas deverdo apresentar bom desempenho
cromatografico e boa estabilidade quimica.
Para atingir tais objetivos, as seguintes etapas foram realizadas:
* Estudo da sorcao do PMFS sobre o suporte de silica;
* Imobilizacao do PMFS na silica por radiagdo microonda.
» Escolha das melhores condicdes de irradiacao, poténcia e tempo, através de
um planejamento experimental;
* Avaliacao fisica, quimica e cromatogréfica das FE preparadas;
» Avaliagdo da aplicabilidade das FE na separagdo de diferentes classes de
compostos.
* Avaliacao da estabilidade quimica da FE otimizada em condicéo alcalina de

fase movel;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

- Acenafteno, 99%, Aldrich

- Acetofenona, 99%, Vetec

- Acido fosférico, 85%, Nuclear

- Acido nitrico p.a., Synth

- Agua deionizada, Milli-Q, Millipore

- Atrazina,97,7%, adquirido na Novartis

- Anilina, 99,5%, Fluka

- Benzeno p.a., Synth

- Benzilamina, 99%, Merck

- Benzoato de metila, 99%, Merck

- Benzonitrila, Riedel — de Haen

- Butilbenzeno, 98%, Merk

- Cafeina, 100% USP, Aldrich

- Bicarbonato de sodio, 99%, Ecibra

- Cianazina, 98,0%, adquirido na Cyanamid
- Cloroformio grau HPLC, Tedia

- Diclorometano p.a., Tedia

- Diurom, 99,3%, adquirido na Du Pont

- Etiloenzeno, Merck

- Fenol, 99%, Aldrich

- Fosfato de potassio monobasico anidro, 99%, Synth
- Fosfato de dipotassio dibasico anidro, 99%, Synth
- Hidréxido de sédio, 97%, Ecibra

- Imazaquim, 99,4%, Chem Service

- Isopropanol p.a., Tedia

- Linurom, 99,5%, adquirido na Hoescht

- Metanol grau HPLC, Tedia
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- M-cresol, 99%, Merck

- Naftaleno, reagente puro Carlo Erba
- N,N-dimetilanilina, 98%, Fluka

- O-terfenila, 99%, Merck

- Pentiloenzeno, 98%, Merck

- Propilbenzeno, 98%, Aldrich

- P-xileno, 99%, Merck

- Tolueno p.a., Merck

- Trifenileno, 98%, Fluka

- Uracila, 98%, Aldrich

3.2. Equipamentos

- Agitador magnético, Corning Glass Works, modelo PC-351;

- Agitador rototorque, Cole-Parmer, modelo 7637-01;

- Analisador de Volume de Poros ASAP 2010, Micromeritcs;

- Analisador Elementar (CHN), Perkin Elmer 2400;

- Analisador Termogravimétrico, TA Instruments, modelo TGA-2050;

- Balanga analitica, Fischer Scientific, modelo A-250;

- Banho de ultrassom, Thorton, modelo T14;

- Bomba de alta pressdo, pneumatica, pressurizada com nitrogénio, para
enchimento de colunas, com faixa de pressdo de 1000 a 15000 psi, Haskel,
modelo 29769;

- Bomba de alta presséo, tipo reciproca, pistdo duplo, Waters, modelo 510, para
extracao do excesso de polimero;

- Cromatdgrafo a liquido constituido de bomba de alta presséao, tipo reciproca,
pistao duplo, Waters, modelo 510; detector espectrofotométrico por absor¢cao no
UV-VIS de comprimento de onda variavel, Shimadzu, modelo SPD-10A vp,
utilizado em A = 254 nm; injetor Rheodyne, com alca de amostragem de 5 L,
modelo 7725i; sistema de aquisicdo de dados ChromPerfect for Windows 3.52 e
Report Write Plus (Justice Innovations).
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- Cromatografo de Permeagdo em Gel de Alta, Waters;

- Espectrdmetro de absorcao no infravermelho Perkin-Elmer, modelo FT-IR 1600;

- Espectrometro de Ressonéancia Nuclear Magnética Bruker 300 Avance;

- Espectrdmetro de Ressonéancia Nuclear Magnética Bruker 400 Avancell;

- Estufa a vacuo, Yamato, modelo ADP-21;

- Forno microonda, Provecto Analitica modelo DGT 100 Plus, com tubos de teflon
(100 x 50 mm) com tampa.

- Furadeira, Shulz, modelo FSB, para polimento da coluna;

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

3.3. Suporte Cromatografico

Como suporte cromatogréafico foi utilizado a silica porosa Kromasil, tipo B,

forma esférica, tamanho de particula 5 um, tamanho de poro de 10 nm, lote 1959.
3.4. Fase Estacionaria Liquida

Como fase estacionaria liquida foi utilizado o poli(metilfenilsiloxano), 710®
fluid, (Figura 11), Sigma-Aldrich, c6digo do produto 37849-6, lote 12908EY. Massa

molar média ponderal (Mw) de 2432 daltons®, viscosidade 500 cSt (25 °C) e
densidade 1,102 g cm™ (25 °C).

T T
H3C—?i—04€|8i%O—Ti—CH3
CH, CHg CH,

Figura 11. Estrutura molecular do polimero.

¢ Esta massa foi obtida através de analise do polimero por cromatografia por permeagéo em gel.
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3.5. Coluna Cromatografica

As colunas devem ser construidas com materiais resistentes as pressoes de
enchimento e as usadas nas analises por CLAE e devem ser quimicamente
resistentes as fases méveis. A maioria das colunas é construida de aco inox 316
devido a rigidez e forca mecanica.

O comprimento da coluna afeta a eficiéncia e a velocidade de separagéo.
Colunas maiores resultam em tempos de anélises mais longos, em contrapartida,
a eficiéncia tende a aumentar. Em geral, colunas curtas sédo utilizadas para
separacdes mais simples®®.

O diametro interno da coluna influencia na capacidade de aceitacdo de
amostra, na vazao e no alargamento dos picos cromatograficos. Quanto maior o
didmetro, maior a capacidade de aceitagdo da amostra e maior a vazdo a ser
utilizada. Entretanto, o alargamento da banda aumenta com o diametro interno e a
detectabilidade de massa diminui®®.

Como neste trabalho, houve a necessidade do preparo da fase estacionaria
inUmeras vezes, adotaram-se colunas com um comprimento menor do que o usual
(normalmente de 100 a 250 mm), para reduzir os gastos dos materiais disponiveis
(silica e polimero) e, portanto, diminuir os custos, mas sem afetar o objetivo do
estudo realizado.

As colunas utilizadas tinham 60,1 mm de comprimento e 4,1 mm de diametro
interno e foram confeccionadas na oficina mecénica da UNICAMP, a partir de
tubos de aco inoxidavel 316, sem costura. Foi necessario realizar o polimento
destes tubos, ja que eles sdo adquiridos com uma superficie interna muito
irregular®’. A coluna é acompanhada por acessérios, 2 mangas com filtro, 2
redutores de volume, 2 porcas terminais e 2 tampas de plastico, que sao
conectados em cada uma das suas extremidades.

Para este trabalho foram confeccionadas 3 colunas cromatograficas, que foram
polidas, recheadas com as fases estacionarias, avaliadas cromatograficamente e,
apods os devidos testes, foram esvaziadas para posterior utilizacdo com outras

fases estacionarias.
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3.5.1. Polimento das colunas

Para o polimento da superficie interna da coluna, utilizou-se a técnica
desenvolvida no LabCrom®’, que consiste em fixar numa furadeira um fio de aco,
de diametro menor que o tubo da coluna, envolto com |a de aco e pasta de
polimento com particulas abrasivas (FEL-PRO CLOVER, Silicon Carbide Grease
Mix, Grit 320 e 180) e passéa-lo, inUmeras vezes, em movimento de sobe e desce,
pelo tubo. O processo de polimento foi aplicado até se obter, visualmente, uma
superficie interna livre de imperfeicdes. Ap6s o polimento, os tubos foram lavados
com detergente e dgua. Finalmente, as colunas foram deixadas em &cido nitrico

50 % (v/v) por 24 horas e lavados com agua e etanol.

3.6. Preparo das Fases Estacionarias

3.6.1. Sorcao da fase liquida ao suporte

O método utilizado na preparacao das fases estacionarias sorvidas foi o de
evaporacgdo do solvente, amplamente empregado em outros trabalhos''3#%852 A
suspensao da silica (previamente ativada ou ndo% e a solugéo do polimero foram
preparadas separadamente em diclorometano na propor¢cado de 12 mL para cada
grama de material. A solucdo do polimero foi entdo agitada, em agitador
magnético, por 10 minutos e tanto ela quanto a suspensdo de silica foram
sonicadas por mais 10 minutos. Adicionou-se a solucao polimérica lentamente a
suspensao de silica e esta mistura foi agitada durante 10 minutos, sonicada por 10
minutos e mantida sob agitacdo por mais 3 horas. A seguir o frasco foi deixado na

capela para evaporacdo do diclorometano (aproximadamente por 12 horas),

4 A silica foi previamente ativada somente na obtencgdo de uma fase estacionaria sorvida. Para FE
imobilizada em forno de microondas, a etapa da ativagédo da silica néo foi feita, pois a 4gua sorvida
na superficie da silica pode ajudar na imobilizagao.

Ativagao da silica: Aquecer a silica em uma estufa a 150 °C, por 16 horas e logo em seguida deixar
a silica resfriar em um dessecador.
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obtendo-se a fase estacionaria sorvida. Apdés a completa evaporacdo do
diclorometano, procedeu-se a imobilizacao das fases estacionarias.

Para a otimizacdo da porcentagem de carga, foram preparadas fases
imobilizadas com cargas de 40 e 50 % (m/m) de PMFS em relagdo a quantidade
total de fase estacionaria. Apds a otimizacao, todas as fases foram preparadas
com carga de 40 % de PMFS (m/m).

3.6.2. Processo de imobilizacao do polimero ao suporte cromatografico

Apds a sorciao® do PMFS ao suporte de silica, o material foi submetido ao
processo de imobilizacdo. Esta etapa se faz necessaria, pois aumenta a
intensidade da interacdo do polimero com o suporte, evitando a sua lixiviagao com
a passagem da fase mével. Para este fim foi usada a radiacdo microonda. Além
disso, fez-se um estudo do tempo de auto-imobilizacéo’ da fase liquida ao suporte

de silica.
3.6.2.1. Auto-imobilizacao das fases estacionarias

Este estudo teve como objetivo preparar fases estacionarias sem qualquer
etapa de imobilizacdo ap6s a sorcao do polimero ao suporte. Para tal, um lote
maior do material (aproximadamente 5 g) foi preparado e deixado por até 90 dias
na capela sendo avaliado periodicamente quanto ao desempenho cromatografico
das FE. Aproximadamente 1 g do material sorvido, quantidade necessaria para o
enchimento de uma coluna cromatografica, foi retirado em periodos de 5, 15, 30,
60 e 90 dias.

¢ Sorcéo é a adesdo do polimero & superficie da silica devido & contribuicdo de um ou mais tipos
de interagdes como dipolo-dipolo, ligacbes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas entre as
cadeias do polimero e o suporte.

" FE auto-imobilizadas sdo aquelas nas quais existem ligagcées quimicas entre as moléculas
individuais da fase liquida sorvida que nao foram induzidas por processos externos, como a
radiacdo microonda, mas somente pelo tempo.
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3.6.2.2. Radiacao Microonda

Porgbes da fase sorvida foram colocadas em tubos de Teflon e levadas ao

forno microonda. A poténcia e o tempo de radiacdo, apropriados para obterem

fases estacionarias de bom desempenho cromatografico, foram determinados

segundo um planejamento composto central (planejamento fatorial 22 + triplicata

no ponto central + planejamento estrela). As diferentes condi¢gées de imobilizacdo

empregadas estdo mostradas na Tabela 1.

Para a imobilizacdo, utilizou-se um programa, para o aparelho da Provecto,

com 0s seguintes passos:

Etapa 1: Poténcia desejada por 10 minutos
Etapa 2: Poténcia 0 W por 5 minutos
Etapa 3: Poténcia desejada por 10 minutos
Etapa 4: Poténcia 0 W por 5 minutos

Etapa 5: Poténcia desejada por 10 minutos

Tabela 1. Matriz do planejamento composto central para as condi¢cées de tempo e

poténcia de radiacdo microonda para a imobilizagdo das fases Si-PMFS.

Valores reais Tempo Valores codificados
a Poténcia Tempo de C (rmi

Exp. W) Ra diag:?'l)ob (min) Total® (min) X4 X2
1 600 40 55 -1 -1
2 800 40 55 +1 -1
3 600 80 115 -1 +1
4 800 80 115 +1 +1
5 700 60 85 0 0
6 700 60 85 0 0
7 700 60 85 0 0
8 560 60 85 -1,4 0
9 840 60 85 +1,4 0
10 700 32 47 0 -1,4
11 700 88 128 0 +1,4

 Os experimentos nédo foram realizados nesta ordem e sim de forma aleatdria.
b Tempo de radiagcéo é o tempo efetivo que a FE recebeu radiagdo microonda.
¢ Tempo total é o tempo de radiagdo somado com os 5 minutos de P = 0 W, ou seja, é o tempo

total que a FE permaneceu no forno microonda.
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_ P-P  P-700 t—t =60
Com: «x = = X, = =

(P+—P_j 100 g (g—t_j 20
2 2

onde: P = poténcia e t = tempo

Fizeram-se todos os passos com esta seqliéncia até completar o tempo
desejado de radiacdo. Por exemplo, para o experimento 1 foram necessarios 7
passos para completar os 40 minutos de radiacdo a uma poténcia de 600 W,
perfazendo 4 etapas de radiacao e 3 etapas de resfriamento da amostra. Ja para o
experimento 3 foram necessarios 15 passos para completar os 80 minutos a uma
poténcia de 600 W. O intervalo de 5 minutos sem radiacdo (0 W de poténcia)
mostrou-se necessario para que ocorresse um melhor acomodamento do polimero
na superficie da silica e para assegurar que nao houvesse problemas devido a
decomposicao do polimero.

As escolhas dos valores de poténcia e tempo para a construgdo do
planejamento composto central foram baseadas em experimentos anteriores,
como sera discutido do item 4.2.4 em Resultados em Discussao.

Todos os experimentos, inclusive a triplicata no ponto central (experimentos 5,
6 e 7), foram realizados desde o inicio do preparo das FE (item 3.6.1), ou seja, a
triplicata mede a variagdo do preparo desde a obtencao da FE e ndo somente a
variagao dos resultados devido a imobilizacgao.

Para construcdo da superficie de resposta foram calculadas as eficiéncias
cromatograficas e os fatores de assimetria para o pico do composto mais retido da
mistura teste 2 (acenafteno).

3.6.3. Extracao do excesso de polimero

A extracdo com solvente foi feita para eliminar o excesso de PMFS (polimero
ndo imobilizado na superficie da silica) das fases estacionarias, que poderia

47



comprometer a sua eficiéncia, devido a uma menor velocidade de transferéncia de
massa do soluto entre a FE e a FM.

A extracao das fases estacionarias imobilizadas foi realizada utilizando-se uma
bomba de alta pressao (tipo reciproca de pistdo duplo, Waters modelo 486) e a
seguinte seqiéncia de solventes extratores:

e Cloroférmio por 3 horas;
e Metanol por 2 horas.

Estes solventes foram bombeados, a uma vazdo de 1,0 mL min™, através da
fase contida em um tubo de ago inox (comprimento 80 mm, diametro interno 13
mm)?2. Escolheu-se o cloroférmio como solvente extrator por solubilizar totalmente
o polimero e também baseado nos estudos realizados por Lourenco®, que
verificou que esta sequéncia foi a que apresentou melhores resultados para a
extracdo do polimero, tipo fenil.

Apos o periodo de extracdo, a fase estacionaria foi retirada do reservatério,
transferida para um béquer e deixada em capela para evaporacdo total do

solvente.

3.7. Caracterizacao Fisico-Quimica das Fases Estacionarias

As FE Si-PMFS imobilizadas nas condi¢des otimizadas de radiacdo microonda,
as FE Si-PMFS sorvidas, algumas FE-PMFS imobilizadas em condicbes diversas
e a silica nua foram caracterizadas fisico e quimicamente de acordo com o0s

procedimentos descritos a seqguir.
3.7.1. Porcentagem de carbono

Algumas fases estacionarias preparadas foram submetidas a analise elementar
para determinacdo da quantidade de carbono avaliando-se, desta forma, o grau de
recobrimento efetivo do suporte cromatografico pelo PMFS. O método empregado
utiliza a combustdo do material devidamente seco para converter os elementos da

amostra em gases simples, como CO,, H>,O e N, Estes gases séao
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homogeneizados e controlados em condicées exatas de pressao, temperatura e
volume. Em seguida, os gases sao despressurizados através de uma coluna,
separados e detectados em funcdo das respectivas condutividades térmicas,
sendo convertidos em percentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio®. As
analises foram realizadas em duplicatas, utilizando-se 1 mg de amostra
adicionada a 1 mg de mistura oxidante composta de Pb.O4 € NaF, na proporcéo
1:1 (m/m).

Sabendo-se que o PMFS contém 62 % (m/m) de carbono, as porcentagens de
carbono obtidas pela analise elementar foram convertidas em porcentagens de
PMFS pela equagéao 9:

%PMFS = w (9)

Além disso, as porcentagens de carbono também foram convertidas em massa

de polimero (mpurs) por grama do suporte (Msuporte)y denominado de massa

especifica (ZPMFS ) de acordo com a equagao 10:

mpmrs = Mewrs = %C (10)

m 62— %C

sup orte

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

poros do suporte cromatogréafico, empregando a equagao 11:

T:_{ dz—Fdz—d] 1)

2

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

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

F= M pMFSimobilizado (1 2)

M PMFSporoscheios
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A massa de PMFS necessaria para encher os poros do suporte,EPMFs,mmchem,
foi determinada a partir do volume especifico de poro da silica, Vpsuporte = 0,86 mL
g', e da densidade do PMFS, p = 1,102 g mL", conforme apresentado na
equacao 13:

M PMFSporoscheios = Vpsupme X pPMFS ( 1 3)

Logo, para a silica, a meurs poros cheios € igual a 0,95 g de PMFS por g de

suporte.
3.7.2. Area superficial especifica, volume especifico e diametro de poros

Estas medidas baseiam-se na adsorgéo/dessorcdo de nitrogénio a -195,5 °C.
Antes das medidas, as amostras foram desgaseificadas a 100 °C por 24 horas sob
vacuo. A area superficial especifica foi calculada de acordo com o método BET®' a
pressdes relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25, na qual p e p, sdo, respectivamente,
pressao de equilibrio e pressdo de saturagéo do nitrogénio a -195,5 °C. O volume
total de poro foi determinado empregando o método do ponto Unico, pela
conversao do volume de nitrogénio adsorvido na p/p, de 0,995 para o volume do
adsorbato liquido. O didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos valores
de volume total de poro e da area superficial BET (4 V,/Sger).

3.7.3. Cromatografia por exclusao através de permeacao em gel

Para a determinacdo da massa molar do PMFS foi feita a analise
cromatografica por permeacdao em gel, na qual foi utilizada uma coluna American
Polymer Standards Corporation (7,8 x 300 mm), cuja faixa de trabalho é de 1000 a
20000 daltons, fase mével tetraidrofurano, a uma vazao de 1,0 mL min™', deteccao
das amostras por indice de refragcdo a temperatura de 40 °C. Os padrdes, de
massas molares menores que 1000 daltons, foram diluidos em tetraidrofurano a

uma concentracao de aproximadamente 0,05 % (m/v). Os padrdes com massas
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molares maiores que 1000 daltons e a amostra do polimero foram diluidas no

mesmo solvente a uma concentracdo de aproximadamente 0,1 % (m/v).
3.7.4. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica das fases estacionarias imobilizadas sobre a silica foi
avaliada empregando andlises termogravimétricas. Estas analises foram
realizadas em um analisador termogravimétrico, sob atmosfera oxidante, de 25 a
1000 °C, a uma velocidade de aquecimento de 10 °C min™'. Os termogramas
foram obtidos em porcentagem de perda de massa versus temperatura.

3.7.5. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

Os espectros de absorcdo na regiao do infravermelho (IV) foram obtidos na
regido de 400 a 4000 cm™', empregando uma resolucdo de 4 cm™ e uma taxa de
20 varreduras por minuto. Os espectros das amostras de silica e das FE, sorvida e
imobilizada, foram obtidos utilizando o acessério de reflectancia difusa, enquanto
que, para amostras liquidas (PMFS), os espectros foram obtidos a partir de um
filme do material sobre uma janela de NaCl.

3.7.6. Ressonancia magnética nuclear de carbono 13 e silicio 29 (RMN '*C e
29¢q:
Si)

Os espectros de RMN 2°Si com CP/MAS (polarizagdo cruzada segundo rotagéo
em angulo magico) foram obtidos em um espectrémetro Bruker ASX 300, usando
um rotor de zircbnia, em velocidade de rotacao de 3500 Hz, contendo amostras de
200-250 mg. O tempo de contato foi de 5 ms e o intervalo entre os pulsos de 1,5 s.
O alargamento de banda usada foi de 30 Hz e a largura espectral para todos os
espectros foi de aproximadamente 25 kHz.

O espectro de RMN '*C com CP/MAS foi obtido em um espectrémetro Bruker
ASX 400, usando um rotor de zirconia, em velocidade de rotagdo de 5000 Hz,
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contendo amostras de 300 mg. O tempo de contato foi de 3 ms e o intervalo entre
os pulsos de 3 s. O alargamento de banda usada foi de 30 Hz e a largura
espectral para todos os espectros foi de aproximadamente 25 kHz.

Estas analises foram realizadas com o intuito de avaliar possiveis alteracdes

quimicas causadas na superficie da silica apds a imobilizagdo do PMFS.

3.8. Enchimento das Colunas Cromatograficas

3.8.1. Suspensao da fase estacionaria

A suspensao da fase estacionaria foi preparada em um solvente adequado
denominado de solvente de suspensdo, o qual possui duas funcdes: impedir a
aglomeracéo de particulas da fase estacionaria e a sedimentagao das particulas®’.
Desta forma, o solvente precisa ser criteriosamente escolhido.

Neste trabalho, foi empregado o cloroférmio como solvente de suspensao
como uma tentativa de substituicdo do tetracloreto de carbono, um solvente
bastante utilizado nos trabalhos anteriores do LabCrom, mas que possui elevada
toxidez®%%,

As suspensoes das fases estacionarias utilizadas para fazer o enchimento das
colunas foram preparadas em tubos de ensaio com rosca de vedacéo, utilizando
uma concentragdo de 10 % (m/v) em cloroférmio (0,75 g de FE em 7,5 mL de
cloroférmio). As suspensodes ficaram em agitacdo, num agitador roto-torque, por
periodos que variaram de 12 a 16 horas.

3.8.2. Recheio das colunas com a fase estacionaria

O sistema utilizado para o recheio das colunas estd mostrado,

esquematicamente, na Figura 12.
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Suspenséo de
[E enchimento (F)
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Solvente
propulsor
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Valvula de enchimento
seguranga
B)
Vélvulade  Valvulado Coluna
controle da  solvente (E) Cromatogréfica ()

pressdo do N, (@)
(C)

80 mL (H)

Figura 12. Representacdo esquematica do sistema de enchimento das colunas.

e |nicialmente, abriram-se as valvulas do cilindro de nitrogénio (A) e de segurancga
(B);

e Abriu-se a valvula de controle de pressdao do gas (C) até obter a pressao
desejada de 5000 psi (34,5 MPa). A pressurizacao foi feita através de uma
bomba pneumatica da marca Haskel;

e Conectou-se na parte inferior do reservatorio de suspenséao (D) a coluna (E) que
possuia um filtro poroso e as pecas terminais em sua extremidade oposta, para
evitar a perda da fase estacionaria;

e Transferiu-se a suspensdo de fase estacionaria (F) para o reservatério,
completou-se o volume com cloroférmio e imediatamente fechou-se a entrada
superior do reservatorio;

e Abriu-se a valvula do solvente (G) e deixaram-se passar 80 mL do solvente
propulsor (metanol previamente filtrado), que foi recolhido em uma proveta (H)

colocada abaixo da saida da coluna;
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e Apés a passagem destes 80 mL, fechou-se a valvula do solvente e aguardaram-
se 20 minutos para compactacao do leito da coluna e melhor assentamento da
fase estacionaria;

e Desconectou-se a coluna do reservatério e na extremidade da coluna que estava
ligada ao reservatério, adaptaram-se os seus acessorios (1);

e Fecharam-se, em sequéncia, as valvulas de controle de pressao do gas (C), de

seguranca (B) e a do nitrogénio (A).

Apo6s os devidos testes nas colunas, estas foram esvaziadas neste mesmo
sistema. Para isto, a coluna foi acoplada ao reservatorio de suspensédo, sem
nenhum acessério em sua extremidade inferior, para permitir o deslocamento da
fase contida no seu interior. O reservatério de suspensao foi completado com
metanol, a seguir, fechado e a valvula controladora do solvente propulsor
(metanol) foi aberta, deixando-a deste modo até a completa retirada da fase
contida na coluna. Apés esta etapa, a valvula do metanol foi fechada e a coluna foi
retirada e lavada com agua e sabao juntamente com seus acessérios. Apos a
lavagem, todos os acessoérios e a coluna foram colocados no ultra-som com
metanol por aproximadamente 10 minutos, para permitir a retirada de toda a silica
e para desobstrucao dos poros dos filtros.

3.9. Preparo das Fases Moveis

Inicialmente todos os solventes utilizados no preparo da fase mével foram
filtrados em uma membrana GV (Durapore), 0,22 um de poro, 47 mm de diametro,
hidrofilica (GVWP04700 — Millipore) para eliminar as impurezas sélidas. Os
volumes dos solventes que compdem a fase mével foram medidos individualmente
e a seguir misturados. Apds a preparagao e também rotineiramente antes da sua
utilizacao, as fases moveis foram desgaseificadas em ultra-som por 30 minutos.

Para os testes realizados, foram preparadas fases moéveis com metanol e agua
nas proporcoes de 50:50, 60:40 e 70:30 (v/v), podendo ser variada conforme o
andamento da pesquisa.
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3.10. Condicionamento das Colunas

O condicionamento das colunas apdés o enchimento € uma etapa necessaria
para eliminar todos os vestigios dos solventes usados no enchimento e para que
se obtenha equilibrio entre a fase estacionaria e a fase moével para se ter
repetibilidade nos tempos de retencao dos compostos eluidos. O condicionamento
da coluna apés o enchimento foi feito sem acopla-la ao detector, para evitar que
particulas provenientes da coluna pudessem obstruir a tubulacdo de entrada ou a
saida do detector ou, principalmente, a cela de deteccéo.

No condicionamento das colunas foram utilizadas as fases mdveis na vazao de

0,3 mL min™, durante 2 horas®*.

3.11. Avaliacao Cromatografica das Fases Estacionarias

A avaliagdo cromatografica das fases estacionarias foi feita através do calculo
dos parametros cromatograficos dos compostos eluidos de misturas testes
sintéticas.

Os calculos dos parametros cromatograficos foram obtidos através do software
“Report Write Plus” inserido no software de tratamento de dados “Chrom Perfect”.
Foram feitos calculos de N/m (numero de pratos por metro de coluna), Asqo (fator
de assimetria a 10 %), Rs (resolucdo) e k (fator de retencdo) de todos os
componentes da mistura teste. As avaliagcbes de cada coluna foram feitas em
triplicata.

Todas as analises foram realizadas utilizando o detector UV-Visivel, no
comprimento de onda de 254 nm. O volume de amostra injetado foi sempre de 5
uL. Inicialmente, a vazdo utilizada foi de 0,4 mL min™ e foi definida com base em
outros estudos desenvolvidos no LabCrom''**%52 Apbs a escolha da melhor
composicdao da fase movel, foi construida a curva de van Deemter, para a

determinacao da vazao étima.
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3.11.1. Misturas testes usadas para a avaliacao cromatografica

Para a avaliagédo das colunas, foram utilizadas varias misturas testes que estéao

descritas a seguir com as respectivas fases moveis.

e Misturas testes 1 e 2
Para a avaliacdo cromatografica de todas as colunas, foram utilizadas duas
misturas testes, que sao:

o Mistura Teste 1 (MT 1): uracila (1 mg L"), benzonitrila (30 mg L"), benzeno

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

O composto uracila foi utilizado como composto néo retido para a obtencéao do
valor de ty, necessario para os calculos do parametro cromatografico “fator de
retencao’.

A mistura 1 foi utilizada para avaliar a seletividade e hidrofobicidade das FE na
separacdo de compostos neutros de polaridades diferentes: polares (benzonitrila)
e apolares (benzeno, tolueno e naftaleno).

A mistura 2 foi utilizada para avaliar o comportamento da fase diante de
compostos de carater acido (fenol), basico (N,N-dimetilanilina), neutros e
hidrofobicos (naftaleno e acenafteno).

As duas misturas foram preparadas qualitativamente em fase movel

metanol:agua nas proporc¢oes 50:50, 60:40 ou 70:30 (v/v).

e Mistura teste de Engelhardt e Jungheim

Para a caracterizacao das fases estacionarias preparadas foi usada a mistura
teste de Engelhardt e Jungheim®. A mistura é composta por uracila (1 mg L),
anilina (15 mg L") fenol (20 mg L"), N,N-dimetilanilina (20 mg L), tolueno (30 mg
L") e etilbenzeno (30 mg L"). Foi empregada uma fase mével metanol:agua,
55:45 (v/v) a uma vazdo 6tima de 0,3 mL min™, temperatura ambiente e deteccao
a 254 nm.
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A mistura teste de Engelhardt e Jungheim foi utilizada para obterem as
seguintes informagoes:

o Seletividade hidrofobica — Esta propriedade € obtida pela razao entre os fatores
de retencdo do etilbenzeno e do tolueno (cicrz = Ketibenzeno / Krolueno), que diferem
entre si por um grupo CH,, também denominada de seletividade metilénica. O
valor de ach2 fornece informagdes a respeito da hidrofobicidade das FE.

o Atividade silanofilica — Medida pelo fator de assimetria do pico da N,N-
dimetilanilina a 10 % de sua altura e também pela ordem de eluicdo dos
compostos basicos (anilina e N,N-dimetilanilina). Engelhardt e Jungheim em
seus estudos® notaram que FE com baixa atividade silanofilica (consideradas
por eles de boa qualidade) apresentavam certos comportamentos bem
semelhantes, tais como: a anilina sempre elui antes do fenol (em alguns casos
pode haver a co-eluicao destes dois compostos), a N,N-dimetilanilina sempre é
eluida antes do tolueno e a razao entre os fatores de assimetria para o pico da

anilina e do fenol sempre é inferior a 1,3.

e Mistura teste de Tanaka

No teste de Tanaka®®, quatro misturas testes foram empregadas, sendo que
cada uma possui uma composicdo de fase mével especifica. Todas as misturas
foram analisadas a temperatura ambiente, empregando uma vazao 6tima de fase
mével de 0,3 mL min™ e deteccdo a 254 nm. As misturas e suas respectivas fases
moveis sao:
o Mistura A: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila e trifenileno.

FM: metanol:agua, 80:20 (v/v).
o Mistura B: uracila, cafeina e fenol.

FM: metanol:agua, 30:70 (v/v).
o Mistura C: uracila, benzilamina e fenol.

FM: metanol:20 mmol L™ de K;HPO4/KH,PO4 pH 7,6, 30:70 (V/v).
o Mistura D: uracila, benzilamina e fenol.

FM: metanol:20 mmol L™ de KHoPO4/H3PO, pH 2,7, 30:70 (v/v).
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No teste de Tanaka, as propriedades das FE avaliadas foram:

o Hidrofobicidade ou seletividade hidrofébica (ocH2) — Medida pela razao dos
fatores de retencédo do pentilbenzeno e do butilbenzeno, acxz = kpg / Kgs. Esta
€ uma medida do recobrimento superficial da fase, pois a seletividade entre
alquilbenzenos, diferenciados por um grupo CH,, € dependente da quantidade
de polimero imobilizado.

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

o Capacidade de ligacdo de hidrogénio (acr) — Esta propriedade é obtida pela
razao entre os fatores de retencao da cafeina e do fenol, acr = ko / ke. O ocr €
uma medida do numero de grupos silandis disponiveis para formarem ligagdes
de hidrogénio com os constituintes da amostra.

o Capacidade de troca ibnica total (asrF pH 7,6) — Propriedade medida pela razao
entre os fatores de retengcéo da benzilamina e do fenol, og/r pH 7,6 = kg / kr. O
valor obtido é uma estimativa da atividade silanofilica total da FE.

o Capacidade de troca ibnica em meio acido (asr pH 2,7) — Propriedade medida
pela razdo entre os fatores de retengdo da benzilamina e do fenol, agr pH 2,7
= kg / kr. O valor obtido é uma estimativa da acidez dos grupos silandis

residuais.

e Misturas testes de Szab0 et al.
As misturas testes de Szabd et al. com as respectivas fases mobveis
empregadas foram:
o Uracila, fenol, tolueno, m-cresol, acetofenona, benzoato de metila, p-xileno e
propilbenzeno.
FM: metanol:agua, 60:40 (v/v).
o Uracila, benzeno, tolueno, etilbenzeno, propilbenzeno e butilbenzeno.
FM: metanol:agua, 70:30 (v/v).
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A primeira mistura teste foi utilizada para comparar os resultados obtidos na
separacdo dos compostos com a FE Si-PMFS imobilizada nas condigdes
otimizadas de radiacdo microonda com uma FE de Szabé et al.*® preparada a
partir de fenilmetilpolissiloxano quimicamente ligado a superficie da silica. Ja a
segunda mistura foi utilizada somente para verificar o potencial de separacao dos

compostos aromaticos.

3.12. Avaliacao da Aplicabilidade das Fases Estacionarias

A aplicabilidade das fases estacionarias foi avaliada na separacdao de
compostos com caracteristicas acidas ou basicas ou neutras, tais como
agrotoxicos. As misturas nao foram preparadas quantitativamente, e sim de forma
gue os compostos tivessem uma concentracao suficiente para que os seus picos

nos cromatogramas possuissem uma altura razoavel e semelhante entre si.

3.12.1. Separacao de agrotoxicos

A fase estacionaria obtida nas melhores condigdes de imobilizacao foi utilizada
na separagao dos seguintes agrotdxicos: imazaquim, cianazina, atrazina, diurom
e linurom, cujas estruturas quimicas estao ilustradas na Figura 13. Para a
separacao foi utilizado uma fase mével metanol:agua, 50:50 (v/v), com vazao de

0,3 mL min™, temperatura ambiente e detecgéo a 220 nm.
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Figura 13. Estrutura quimica dos agrotdxicos estudados.

3.13. Teste de Estabilidade

O teste de estabilidade quimica da fase Si-PMFS foi realizado através da
passagem de uma fase mével alcalina, metanol:NaHCOj3 0,05 mol L' + NaOH pH
9,0, 50:50 (v/v), pela coluna cromatografica seguida da avaliacao periddica dos
parametros cromatograficos (eficiéncia e fator de assimetria) obtidos apds a
injecdo da mistura teste 2. Antes de cada avaliacdo, as colunas foram
condicionadas por 10 minutos com a mesma fase mével utilizada na analise da
mistura, na vazdo 0,3 mL min™', apés estes 10 minutos de condicionamento a MT2
foi injetada e avaliada a uma vazao de 0,6 mL min™' e & temperatura de 40 °C.

A estabilidade quimica da FE foi determinada em fun¢do do numero de volume
de colunas que corresponde ao volume de fase mével que ocupa 0Ss espacos
dentro da coluna com o recheio cromatografico, ou seja, o volume que nao é
ocupado pelo recheio — volume de coluna cheia (V). O volume de coluna foi
calculado a partir do ty (tg da uracila) e da vazao da fase mével (F), conforme a
Equacéao 10:

Vv

col

= Fxt, (14)

O valor V¢, calculado foi igual a 0,58 mL de fase mével.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo discutidos primeiramente os resultados das analises
termogravimétricas obtidos para a silica e para o PMFS, pois estas analises foram
as primeiras a serem feitas devido a importancia de se conhecer a estabilidade

destes dois materiais em temperaturas mais altas.

4.1. Analise Termogravimétrica

A termogravimetria (TG) faz parte de um conjunto de ferramentas importantes
utilizadas para a caracterizacdo de materiais e é especialmente util para a
determinacao de constituintes volateis em sélidos. Na analise termogravimétrica, a
massa da amostra é continuamente monitorada, enquanto a temperatura é
aumentada a uma razado constante. A perda de massa ocorre quando compostos
volateis adsorvidos séo eliminados e, também a temperaturas mais altas, quando
ocorre a degradacdo da amostra com formagao de produtos volateis®’.

Observa-se no termograma A da Figura 14 que o polimero é estavel até 200 °C
em atmosfera oxidante. Dessa maneira, ele pode ser utilizado em imobilizagées
em temperaturas de até 200 °C, sem sofrer degradagéo.

. A B
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80 994
% 60- S
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Figura 14. Termogramas (A) do PMFS e (B) da silica nua em atmosfera oxidante.
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No termograma B da Figura 14, referente a silica, pode-se observar a perda
das camadas mais externas de 4gua adsorvida fracamente até 120 °C. A partir de
250 °C, inicia-se a perda da primeira camada de agua, fortemente adsorvida por
ligacdes de hidrogénio. Nessas duas etapas, a perda de agua é reversivel. A partir
de 400 °C, os grupos silandis perdem agua e produzem ligagoes tipo siloxano,
sendo que esta perda é irreversivel, a partir de 600 °C.

4.2. Preparo das Fases Estacionarias

4.2.1. Estudo da Sorcao do PMFS Sobre Silica

Para avaliar o periodo de sorcao® do PMFS sobre a superficie da silica
preparou-se um lote maior de PMFS sorvido em particulas de silica ativada e
avaliou-a periodicamente por um tempo de 90 dias, quanto ao comportamento
cromatografico. Todas as fases foram submetidas a etapa de extracao, apds os
periodos determinados de sorcao, para avaliar a quantidade efetiva de PMFS que
ficou aderida (sorvida) ao suporte de silica. O grau de recobrimento (porcentagem
de carbono) e o desempenho cromatografico das fases Si-PMFS sorvidas foram
avaliados pela mistura teste 1 e por analise elementar. Os cromatogramas estao
apresentados na Figura 15.

Através dos cromatogramas, verificou-se que mesmo ap6s um periodo longo
de sorcdo nao houve uma separacdo adequada dos compostos da mistura teste 1,
provavelmente o periodo necessario para auto-imobilizagao" deve ser maior que o
avaliado. Além disso, a andlise elementar da fase Si-PMFS sorvida por 90 dias
mostrou que ha somente 3,6 % de carbono, indicando que ha uma baixa retencéo
do polimero na superficie da silica. Uma possivel explicacao para este fato é a alta
viscosidade do polimero estudado (500cSta 25 °C) que nao permite o
preenchimento adequado dos poros da silica, quando comparado aos outros

9 Adesdo do polimero & superficie da silica devido & contribuicdo de um ou mais tipos de
interacoes como dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio e interagdes eletrotasticas entre as cadeias
do polimero e o suporte™.

" S30 fases nas quais existem ligacdes quimicas entre as moléculas individuais da fase liquida
sorvida, ndo induzidas por processos externos®.
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polimeros empregados pelo nosso grupo, cuja viscosidade estd em torno de 100 a
300 cSt. Lourengo® utilizou um copolimero também do tipo fenil, o dimetil-metil-
fenil-siloxano, que possui uma viscosidade de 125 cSt, e obteve fases
estacionarias sorvidas por 6 dias com boa resolucéo e eficiéncia de até 80.000

pratos m™' para o naftaleno.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos com as fases Si-PMFS sorvidas por diferentes
periodos e suas porcentagens de carbono. Condi¢des cromatograficas: volume de
injecdo: 5 uL; fase mével: metanol:agua 60:40 (v/v); vazdo: 0,3 mL min™'; deteccédo
a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila,
(3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

Como um periodo muito longo de auto-imobilizacdo ndo é desejado, decidiu-se
interromper o estudo da sor¢cdo em 90 dias e realizar a imobilizagdo da FE logo
apds a evaporacao total do diclorometano (solvente usado no preparo da FE) que

€ de aproximadamente um dia.
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4.2.2. Determinacdo das Condicdes Cromatograficas Otimas Para Avaliacio
das Fases Estacionarias

No inicio do desenvolvimento da pesquisa, varios testes preliminares foram
realizados, nos quais a poténcia (400 a 700 W) e o tempo (40 a 70 minutos) de
radiagdo microonda foram variados com o objetivo de obter uma coluna
cromatografica com boa eficiéncia e resolucdo. A melhor condicdo de radiacao
encontrada foi 700 W por 70 minutos. Utilizando a coluna recheada com esta fase
estacionaria fizeram-se estudos da composicédo ideal e da vazao étima da fase
mével.

As percentagens do componente organico na fase movel adequada para o
estudo das fases estaciondrias foram determinadas avaliando-se a Mistura Teste
1 (MT1). Fases moveis de metanol:agua com composicées de 50:50, 60:40 e
70:30 (v/v) foram empregadas com a fase estacionaria de Si-PMFS (carga de
PMFS igual a 50 % m/m) imobilizada por radiacdo microonda a 700 W por 70
minutos, deixadas em repouso por mais de 24 horas (este tempo de repouso
mostrou-se necessario como sera explicado logo a baixo) para entdo fazer a
extracdo do excesso de polimero. Os cromatogramas obtidos estdo apresentados
na Figura 16.

Pode-se observar por estes cromatogramas que tanto a fase moével de
composicao metanol:agua 60:40 (v/v) como a 70:30 (v/v) foram boas, pois nestas
composicdes tem-se um tempo adequado de andlise e uma boa separacdo dos
compostos. A composicao para a fase movel 50:50 (v/v), resultou um fator de
retencdo de 13,3 para o naftaleno e um tempo longo de analise, com picos
alargados. Optou-se pela composicao metanol:agua 60:40 (v/v) por ter fornecido
uma separacado ligeiramente superior para os pares benzeno/benzonitrila e

benzonitrila/tolueno.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos na sele¢cdo da composicao da fase mével para
a avaliacdo das fases de Si-PMFS. Condicbes cromatograficas: volume de
injecdo: 5 uL; vazdo: 0,4 mL min™'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos analisados: (1) uracila, (2) benzeno, (3) benzonitrila, (4) tolueno e (5)
naftaleno.

No decorrer da pesquisa observou-se que foi necessario um tempo de repouso
da FE apés a imobilizacao por radiagcao microonda para entao fazer a extracao do
excesso de polimero. Este repouso mostrou-se necessario para ocorrer a
imobilizagdo do polimero, pois as FE que sofreram a extracdo logo apéds a
imobilizagdo (Figura 17 A) ndo apresentaram uma retencao eficiente do polimero,
sendo que a porcentagem de carbono obtida foi de apenas 3,8 % e,
consequentemente ndo houve separag¢ao dos compostos analisados. Na Figura 17
B pode-se observar a melhora na resolugao dos compostos com uma FE Si-PMFS
que permaneceu em repouso por mais de 24 horas apds a imobilizagdo para
entdo ser submetida a extracdo do excesso de polimero. A porcentagem de
carbono nesta FE foi de 11,7 %.
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2,3

Resposta do detector
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Figura 17. Cromatogramas obtidos na separacdo de duas FE Si-PMFS
imobilizadas por radiacdo microonda a 700 W por 70 minutos extraidas com
cloroférmio e metanol (A) logo apdés a imobilizacdo e (B) ap6s 24 horas da
imobilizacdo. Condigbes cromatogréaficas: volume de injegdo: 5 uL; fase movel:
metanol:agua 60:40 (v/v); vazdo: 0,3 mL min™'; deteccdo a 254 nm e temperatura
de 25 °C. Compostos analisados: (1) uracila, (2) benzeno, (3) benzonitrila, (4)
tolueno e (5) naftaleno.

A vazao 6tima da fase mével metanol:agua 60:40 (v/v) foi definida com base na
curva de van Deemter, que relaciona os valores da altura de um prato (H) a
velocidade linear da fase mével (u).

A Figura 18 mostra a curva de van Deemter obtida com a FE Si-PMFS.
Observa-se que o ponto minimo da curva, com H equivalente a 0,9 um (eficiéncia
de coluna de 67000 pratos m™' para o naftaleno) foi obtido com uma vazao de 0,2
mL min” (u=2,1 cm min™). Porém, foi adotado a vaz&o de fase mével igual a 0,3
mL min™ por resultar em tempos de analises mais rapidos e boa eficiéncia (65417
pratos m™”). Pode-se notar que a eficiéncia obtida com a vazao 0,2 mL min™ ndo é
muito superior & obtida com a vazéo 0,3 mL min™ (a diferenga é de apenas 2,4 %).
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Figura 18. Curva de van Deemter para uma fase estacionaria de Si-PMFS
imobilizada por radiacdo microonda.

4.2.3. Avaliacao da Carga do Polimero

Para verificar qual a melhor carga de PMFS, prepararam-se FE com cargas de
40 e 50 % (m/m)"', que foram imobilizadas por radiagdo microonda a uma
poténcia de 700 W por 70 minutos, deixadas em repouso por mais de 24 horas
para entao fazer a extracao do excesso de polimero.

Na Tabela 2 encontram-se os valores dos parametros cromatograficos obtidos
para o naftaleno, juntamente com a porcentagem de PMFS e espessuras das

camadas poliméricas.

Tabela 2. Parametros cromatograficos, porcentagem de PMFS e espessura da
camada polimérica (t) obtidas na avaliacdo da influéncia da carga do Polimero,
usando fase moével metanol:dgua 60:40 (v/v) e uma vazao de 0,3 mL min™.

Carga (%) | tr (min)* k* As* N(pratosm™)* %PMFS <t (nm)
40 13,09 4,9 1,2 64139 20 0,82
50 11,31 4,3 1,1 64457 19 0,75

* Calculados para o naftaleno
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Pelos resultados obtidos nota-se que ha uma pequena diferenca entre os
resultados das andlises cromatogréficas utilizando diferentes cargas de polimero,
porém esta diferenca foi atribuida a erros aleatérios e ndo a carga de polimeros.
Portanto, conclui-se que 40 % de carga de PMFS é uma quantidade suficiente
para que haja um bom recobrimento da superficie da silica, além de implicar em

um menor consumo do polimero.

4.2.4. Avaliacao Cromatografica dos Procedimentos de Imobilizacao do
PMFS Sobre a Silica

Todas as fases estacionarias foram preparadas a partir de uma carga de
PMFS de 40 % (m/m). Ap6s o preparo das fases estacionarias e a total
evaporagao do diclorometano, aproximadamente um dia, estas foram submetidas
a imobilizacdo por radiagdo microonda, empregando o planejamento composto
central. A poténcia e o tempo de radiagdo foram as variaveis estudadas neste
trabalho. O dominio experimental (poténcia e tempo de radiacdo) e os valores
médios de 700 W e 60 minutos foram definidos de acordo com trabalhos

anteriores®>2

e com experimentos prévios realizados.

As fases de Si-PMFS foram submetidas a etapa de imobilizacdo por radiacao
microonda de acordo com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 1.
Apés a etapa de imobilizacdo, todas as fases foram deixadas em repouso por seis
dias' e entdo submetidas & etapa de extragdo para a remocdo do PMFS nio
imobilizado sobre a silica. A porcentagem de PMFS, a espessura da camada
polimérica e os parametros cromatograficos das fases de Si-PMFS para o
acenafteno (composto neutro) e N,N-dimetilanilina (composto basico) estao

apresentados na Tabela 3.

' Este tempo de repouso foi adotado devido somente por questdes praticas, ja que um tempo de
repouso de 24 horas produz os mesmos efeitos que 6 dias.
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Tabela 3. Paradmetros cromatograficos das fases Si-PMFS imobilizadas por
radiacdo microonda para o acenafteno e N,N-dimetilanilina e as suas respectivas
porcentagens de PMFS e espessura da camada polimérica ().

Experimento/ Parametros Cromatograficos o
Poténcia/Tempo N (pratos m”’)?  k® Rs® As® P°PMFS t(nm)
1 (600W/40min) 52302 8,9 8,6 1,6 16,9 0,64
2 (800W/40min) 34548 5,4 5,8 2,7 15,2 0,56
3 (600W/80min) 61989 9,4 9,6 1,4 19,5 0,77
4 (800W/80min) 62109 10,6 9.8 1,7 21,8 0,89
5 (700W/60min) 66140 8,7 9,6 1,2 19,8 0,78
6 (700W/60min) 74453 8,4 10,1 1,5 18,5 0,72
7 (700W/60min) 77934 11,3 11,1 1,5 22,1 0,91
8 (560W/60min) 33304 6,0 5,9 2,3 16,8 0,63
9 (840W/60min) 49907 6,6 7,4 1,9 17,3 0,65
10 (700W/32min) 23684 3,8 4.1 2,2 13,2 0,47
11 (700W/88min) 70346 9,8 10,2 1,6 19,8 0,79

4 Calculado para o pico do acenafteno.
® Calculado para o par naftaleno-acenafteno.
¢ Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina.

A repetibilidade do preparo das FE e do enchimento das colunas
cromatograficas foi verificada pela realizacdo dos experimentos em triplicata no
ponto central do planejamento experimental (exp. 5, 6 € 7). A estimativa do desvio
padrao relativo (RSD) foi inferior a 5 % para a eficiéncia da coluna, medida para o
pico do acenafteno, e de 9 % para a percentagem de PMFS. Estes resultados séao
considerados bons levando-se em consideracado as inUmeras variaveis envolvidas
no processo, tanto no preparo das FE quanto no enchimento das colunas
cromatograficas.

Observa-se pela Tabela 3 que quando se empregam poténcias elevadas
(experimentos 2, 4 e 9) ou baixas (experimentos 1, 3 e 8) a eficiéncia da coluna é
relativamente baixa quando comparada com as eficiéncias obtidas a uma poténcia
de 700 W. Tempos muito abaixo ou muito acima de 60 minutos, também n&o
propiciam colunas com boa eficiéncia. As piores colunas foram obtidas nos
experimentos 2 (800W/40min), 8 (560W/60min) e 10 (700W/32min), indicando que
quando se usa um tempo curto de radiacdo ou poténcias baixas, ndo ocorre
imobilizacdo efetiva. Este fato € confirmado pelas espessuras de camadas

poliméricas destas FE, que sdao as mais baixas, o que indica que nao houve um
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recobrimento completo da superficie da silica pelo polimero. Os experimentos 9
(840W/60min) e 1 (600W/40min), cujas espessuras de camadas poliméricas estao
em torno de 0,65, também ndo apresentaram resultados satisfatérios. No ponto
central, experimentos 5, 6 e 7, percebe-se que além de bons resultados para o
acenafteno, o composto basico N,N-dimetilanilina, apresenta um fator de
assimetria entre 1,2 a 1,6, resultado considerado bom para as fases estacionarias
preparadas no LabCrom. Finalmente, o experimento 11 também apresentou bons
resultados de eficiéncia, reforcando que poténcias préximas de 700 W e tempos
maiores sao as condicdes mais propicias para a imobilizacao por microonda.

Apos a avaliacdo de todas as fases de Si-PMFS nas diferentes condigdes de
imobilizacdo, a metodologia de superficie de resposta foi aplicada com base no
planejamento composto central, para determinar a condicao 6tima de imobilizacao.
A metodologia de superficie de resposta foi baseada nos valores de eficiéncia da
coluna e de fator de assimetria, ambos para o pico do acenafteno.

Para a obtencdo das superficies de respostas foi ajustado um modelo
quadratico para cada uma das respostas otimizadas. As equacdes que explicam
as variacdes ocorridas na execucao do experimento junto com seus desvios

padrdes, estdo apresentadas abaixo:

N (pratos m™') = 72842 + 730x; + 12905x, — 13512x:% - 10807x5° + 4469x1X2
(£3499) (2142) (+2142) (+¥2550) (+2550)  (£3029)

Asio, = 0,99 — 0,001x; — 0,34x, + 0,24x:2 + 0,20%.° — 0,17XiXo
(£0,09)  (+0,06) (£0,06)  (£0,07) (£0,07) (£0,08)

De acordo com as duas equacodes e com o grafico de Pareto (Figura 19), pode-
se afirmar, com 95 % de confianga, que somente o efeito principal xo (tempo) é
significativo no intervalo estudado, ou seja, o efeito existe mesmo. O efeito
principal x; (poténcia) e o efeito de interacdo xixo (tempo/poténcia), nas duas
equacdes, possuem intervalos de confianca que passam pelo zero com 95 % de
confianga, ou seja, estes efeitos podem ser iguais a zero. Como somente o efeito
tempo é significativo, pode-se dizer que este é o principal efeito que influencia na
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eficiéncia e no fator de assimetria das fases Si-PMFS imobilizadas por radiagdo

microonda.

— Intervalo de confiancga no nivel de 95 %—

Interagéao

T T
-20000 -14000 -10000 -5000 0 5000 10000 15400 20000

- 15056 15056

Figura 19. Efeito das variaveis estudadas e de sua interacdo, na eficiéncia de
coluna das fases estacionarias Si-PMFS imobilizada por radiagdo microonda.

A validade das equacdes ajustadas para as eficiéncias de coluna e fatores de
assimetria obtidos para as fases Si-PMFS foi avaliada pela analise da variancia
(ANOVA). Os dados da ANOVA para as eficiéncias de coluna e fator de assimetria
para o pico do acenafteno estao dispostos nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Andlise da variancia do modelo quadratico ajustado as eficiéncias da
coluna para o pico do acenafteno.

Fonte de Variacao = Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regressiao 2,73x10° 5 5,47x10°
Residuos 5,30x10° 5 1,06x10°
Falta de ajuste 4,56x10° 3 1,52x10°8
Erro Puro 7,34x10’ 2 3,67x10’
Total 3,26x10° 10

% de Variacao Explicada: 87,77
% Maxima de Variacao Explicavel: 97,75
MQfai/Mer = 4,1 4
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Tabela 5. Andlise da variancia do modelo quadratico ajustado aos fatores de
assimetria para o pico do acenafteno.

Fonte de Variacao Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regressao 1,4508 5 0,2902
Residuos 0,9966 5 0,1993
Falta de ajuste 0,9482 3 0,3161
Erro Puro 0,0485 2 0,0242
Total 2,4475 10

% de Variacao Explicada: 59,28
% Maxima de Variacao Explicavel: 98,02
MQfai/Mer = 13,04

De acordo com a ANOVA, os modelos quadraticos aplicados tanto para o dado
de eficiéncia como de fator de assimetria ndo apresentaram falta de ajustes, pois a
razao entre a média quadratica da falta de ajuste e o erro puro experimental
(MQ1/MQgp) foram menores que o valor tabelado de F3» (no nivel de 95 %), que
€ de 19,16. Isto implica que o modelo ajustado aos dados de eficiéncias e fatores
de assimetria explica, de forma satisfatéria, as variagdes ocorridas nos resultados.
Conforme as Tabelas 4 e 5, 88 % e 60 %, respectivamente, das variacoes
ocorridas nas respostas sdo explicadas pelo modelo.

As superficies de respostas obtidas estdo apresentadas nas Figuras 20 e 21.
Para a superficie de respostas baseada na eficiéncia foi escolhida a regidao de
maximo e quando baseada no fator de assimetria foi delimitada uma regido na
qual os valores se concentravam proximos a 1,0. As regides vermelhas e verdes
nas superficies e nas curvas de nivel indicam, respectivamente, maior e menor
eficiéncia de coluna (Figura 20) e, maior fator de assimetria e simetria 6tima
(Figura 21) para os picos de acenafteno nas fases de Si-PMFS imobilizadas por

radiacdo microonda.
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Figura 20. Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) baseada na eficiéncia
de coluna para o acenafteno.
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Figura 21. Superficie de resposta (A) e curva de nivel (B) baseada no fator de
assimetria de coluna para o acenafteno.

Através das superficies de respostas e curvas de niveis, pode-se verificar que
a condicdo 6tima de imobilizacdo por radiagdo microonda para uma melhor
eficiéncia da coluna esta delimitada na regido de 690 — 740 W e 68 — 78 minutos.
Ja para o fator de assimetria, a regido 6tima estd em torno de 680 — 750 W e 65 a
92 minutos. Para que haja boas respostas de eficiéncia e de fator de assimetria foi
escolhida a condigdo em que estas duas respostas fossem beneficiadas, deste
modo, escolheu-se a condicdo de 720 W de poténcia por 70 minutos de radiacao.

Na Figura 22 podem ser visualizados os cromatogramas de separacao das
misturas MT 1 e MT 2 obtidos com uma coluna cromatografica com fase Si-PMFS
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imobilizada por radiacdo microonda a 720 W por 70 minutos. Na Tabela 6, estéo
mostrados os parametros cromatograficos dos compostos mais retidos da MT 1 e
MT 2 e da N,N-dimetilanilina.

Resposta do detector

Resposta do detector

— T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 10 20

Tempo (min) Tempo (min)

A B

Figura 22. Cromatogramas mostrando a separacao da MT 1 (A) e MT 2 (B)
empregando a fase Si-PMFS imobilizada a 720 W por 70 minutos. Condi¢des
cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; fase mével: metanol:agua 60:40 (v/v);
vazdo: 0,3 mL min”; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos
analisados: A) MT 1 - (1) uracila, (2) benzeno, (3) benzonitrila, (4) tolueno e (5)
naftaleno. B) MT 2 - (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5)
acenafteno.

Tabela 6. Parametros cromatograficos de alguns compostos da MT 1 e MT 2
obtidos em uma coluna recheada com a fase Si-PMFS imobilizada a 720 W por 70
minutos.

Compostos Parametros Cromatograficos
N (pratos m™) As10, k Rs
Naftaleno 72159 1,1 5,4 7,12
Acenafteno 70973 0,9 12,1 11,0°
N,N-dimetilanilina 66195 1,2 2,9 10,1°

& Calculado para o par tolueno-naftaleno.
® Calculado para o par naftaleno-acenafteno.
¢ Calculado para o par fenol-N,N-dimetilanilina.

Através da Tabela 6 e da Figura 22 observa-se que ha uma boa eficiéncia para
0s compostos analisados e que, além do naftaleno e do acenafteno possuirem

75

30



boa simetria, 0 composto basico presente na mistura teste 2, N,N-dimetilanilina,
apresenta um fator de assimetria considerado muito bom para as fases
estacionarias preparadas no LabCrom. Este fator de assimetria indica que ha uma
baixa atividade silanofilica devido ao recobrimento de toda a superficie da silica

pelo polimero.

4.3. Caracterizacao Fisico-Quimica das Fases Si-PMFS

A caracterizacao fisico-quimica das Si-PMFS preparadas sob os diferentes
procedimentos de imobilizacéo foi realizada apenas para a fase imobilizada a 720
W por 70 minutos de radiagcdo microonda (condicées 6timas de imobilizacao), para
a silica nua e para a fase sorvida por 90 dias.

Todos os experimentos de caracterizacao foram realizados em triplicatas.

4.3.1. Area Superficial, Volume e Diametro de Poro

Os resultados apresentados na Tabela 7 mostram que com a imobilizagdo por
radiacdo microonda do polimero sobre a silica houve uma diminuicao de todos os
parametros analisados, principalmente da area superficial. Estes resultados ja
eram esperados, pois com a imobilizagdo do polimero ocorre a obstrucdo dos
poros menores da silica pelo polimero. Apesar disso, como se podem avaliar
através dos parametros cromatograficos obtidos com as misturas testes, a
espessura da camada de polimero formada é suficientemente fina para que haja

transferéncia de massa adequada.

Tabela 7. Caracteristicas da silica nua e FE Si-PMFS imobilizada por radiacao
microonda a 720 W por 70 minutos.

Area superficial Diametro Volume de Porcentagem
Material especifica Sger  de poro poro de carbono
(m? g”) () (em’g) (%) (nm)
Silica nua 312 11,2 0,874 - -
_FE 185 7,5 0,440 13,6 0,91
imobilizada
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Transmitancia

4.3.2. Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho

As fases estacionarias foram caracterizadas por espectroscopia de absorcao
no infravermelho, para a determinacdo da presenca de grupos funcionais
caracteristicos. Na Figura 23 estdo apresentados os espectros no infravermelho
da silica (A), do polimero (A), da FE sorvida por 90 dias (B) e da imobilizada nas

condigdes 6timas de imobilizagao (B).

rﬂ\ Si-PMFS Sorvida - 90 dias
|
|

Silica Nua

Si-PMFS Imobilizada

m rv\
S FR
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A B

Figura 23. Espectros de absorcdo no infravermelho (A) Silica Nua e
Poli(metilfenillsiloxano) e (B) Fase sorvida por 90 dias e Fase imobilizada a 720 W
por 70 minutos de radiacao microonda.

No espectro da silica, observam-se bandas em torno de 3480 e 1630 cm™,
referentes as vibragdes de grupos hidroxilas ligados a agua fisicamente adsorvida
por ligacdes de hidrogénio e também aos grupos hidroxilas geminais. E importante
ressaltar a presenca das bandas em 1113 e 976 cm’, correspondentes aos
estiramentos das ligagdes Si-O e a deformacdo da ligacdo Si-O-H dos silandis
livres, respectivamente.

No espectro do poli(metilfenilsiloxano), pode-se ressaltar a presenca de

algumas bandas mais importantes, como uma banda média em 2961 cm™” e
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bandas fracas acima de 3000 cm™, referentes ao estiramento das ligagdes C-H de
carbonos sp® e sp?, respectivamente. De 1800 a 2000 cm™, aproximadamente,
pode-se observar bandas fracas, caracteristicas de anéis aromaticos, chamadas
“overtone”. Também caracterizando o anel aromatico, observa-se um par de
bandas em 1429 e 1589 cm™, correspondente ao estiramento das ligagdes C=C
de aromatico. Em 698 e 789 cm™ estdo presentes bandas fortes caracteristica da
deformacao C-H de anel aromatico monosubstituidos.

Pode-se observar que no espectro da FE imobilizada por radiacdo microonda a
720 W e 70 minutos, além das bandas em 3440, 1635 e 1100 cm™ presentes na
silica, ha a presenca de bandas muito fracas préximas a regidao de 2900 e 1400
cm” referente ao estiramento das ligacdes CH, e CHs; e ao estiramento das
ligacbes C=C do anel aromatico do polimero, respectivamente. Pode-se observar
também a presenca das bandas em 698 e 789 cm™ devido & deformagdo C-H do
anel aromatico. Estas bandas sdo menos intensas na fase sorvida. Estes
resultados estdo em pleno acordo com as porcentagens de carbono obtidas para
estas fases e, desta forma, as intensidades destes sinais devem estar
relacionadas com a quantidade de PMFS imobilizada na silica.

Outra banda caracteristica a ser observada esta na regido de 976 cm™. Esta
banda, atribuida aos grupos silanéis livres, esta com a intensidade diminuida com
a imobilizacdo do PMFS, sugerindo o recobrimento de grande parte dos grupos
silandis. E importante destacar que a intensidade desta banda é mais intensa na

fase sorvida, indicando uma maior quantidade de silandis residuais nesta fase.

4.3.3. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 e Silicio 29 (RMN '*C e
29¢q:
Si)

A funcionalidade dos silanos e os tipos de ligacées quimicas encontradas nas
fases estacionarias podem ser determinados pela espectroscopia de RMN de ?°Si.
A Figura 24 mostra a nomenclatura e os deslocamentos quimicos caracteristicos
das espécies de silicio que podem ser encontrados na superficie da silica
modificada®®.
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Figura 24. Nomenclatura e deslocamentos quimicos das espécies de silicio de
interesse®’.

No espectro de ?°Si da silica gel mostrado na Figura 25 pode-se observar os
grupos que compdem a estrutura da silica, que consistem basicamente de
ligacdes tipo siloxano e silandis. Os grupos silandis sao representados por picos
em aproximadamente -92 ppm, atribuidos aos silanéis geminais, chamados Q?, e
em aproximadamente -101 ppm, atribuidos aos silandis livres e vicinais,
denominados Q°. As ligagdes tipo siloxano sdo representadas por um pico,
denominado Q*, em aproximadamente -110 ppm.

O espectro da fase estaciondria imobilizada apresenta a espécie M (+12 ppm),
referente aos grupos trimetil terminais do polimero, e a espécie D? (-35 ppm)

referente aos anéis aromaticos ligados ao silicio.
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Apesar dos espectros de RMN medidos pela técnica CP/MAS nao serem
quantitativos, pode-se ressaltar a diminuicdo do pico referente aos silanodis
geminais (Q%) da silica, indicando que houve uma interacdo dessas espécies com
o polimero. Pode-se inferir também que ocorreu uma alteragao na proporcao entre
as espécies Q% e Q*, com diminuicdo das espécies Q° em relagdo as espécies Q*
indicando que parte dos grupos silandis livres e vicinais também interagiram com o

polimero.

————7 T T T — T — —— —— —
o -50 -100 -150 -200 [ppm] 0 -50 -100 -150 -200 [ppm]

A B

Figura 25. Espectros de RMN de #°Si de A) silica nua e B) fase estacionaria
imobilizada por radiacao microonda a 720 W por 70 minutos.

A Figura 26 apresenta o espectro de RMN de '*C da fase estacionaria
imobilizada. Os espectros apresentam dois picos em 0 ppm e 3 ppm, que
representam as espécies Si-CHs, e picos entre 120 e 140 ppm, referentes aos

carbonos dos anéis aromaticos do polimero.
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Figura 26. Espectros de RMN '*C da fase estacionaria imobilizada por radiacdo
microonda a 720 W por 70 minutos.

4.4. Caracterizacao Cromatografica da Fase Estacionaria
Otimizada

4.4.1. Mistura Teste de Engelhardt e Jungheim

A fase estacionaria de Si-PMFS imobilizada a 720 W por 70 minutos foi
avaliada pela mistura teste de Engelhardt e Jungheim, quanto a atividade
silanofilica (atividade dos grupos silandis residuais) e a seletividade hidrofébica da
camada polimérica. A Figura 27 apresenta o cromatograma obtido na separagao
desta mistura.

De acordo com Engelhardt e Jungheim®, o fator de retencéo do etilbenzeno
(parametro que mede a hidrofobicidade) e a seletividade hidrofébica (ocu2 =
Ketilbenzeno/Ktolueno) SA0 proporcionais a porcentagem de carbono da FE. Como os
resultados obtidos (Tabela 8), para estes fatores sédo altos, pode-se inferir que a
porcentagem de carbono imobilizada é suficiente para que haja uma boa retencéo

de compostos hidrofébicos, além disso, proporciona uma boa separacao entre
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compostos cuja a unica diferenca € a presenca de um grupo metil a mais. Os
valores obtidos neste teste sdo proximos aos obtidos para as fases C18 e C8
quimicamente ligadas estudadas por Engelhardt e Jungheim e sdo muito
semelhante a uma fase de poli(metiltetradecilsiloxano) imobilizado por tratamento
térmico sobre suporte de silica zirconizada preparada por Faria''.
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Figura 27. Cromatograma obtido na separacao da mistura teste de Engelhardt e
Jungheim pela fase de Si-PMFS preparada a 720 W por 70 minutos. Condigoes
cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; fase mével: metanol:agua 55:45 (v/v);
vazao: 0,3 mL min'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos teste:
(1) wuracila, (2) anilina, (3) fenol, (4) N,N-dimetilanilina, (5) tolueno e (6)
etilbenzeno.

Tabela 8. Parametros cromatograficos obtidos na analise da mistura de
Engelhardt e Jungheim usando a fase de Si-PMFS imobilizada a 720 W por 70
minutos.

OcHz2 Ketilbenzeno AS(anilinay/ AS(fenol) AS(N,N-dimetilanilina) Y% C*
1,7 8,2 0,3 1,2 13,6

*Porcentagem de carbono da FE

De acordo com Engelhardt e Jungheim, todas as fases estacionarias
consideradas “boas” apresentam comportamentos em comum em relagdo aos

compostos basicos, tais como:
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1. Anilina sempre elui antes do fenol e em alguns casos pode coeluir. Na fase
preparada, pode se perceber que a anilina possui um fator de retencéao
ligeiramente menor que do fenol.

2. A razao entre o fator de assimetria da anilina e do fenol é sempre menor
que 1,3. De acordo com a Tabela 8 observa-se que esta relacéo € de 0,3.

3. N,N-dimetilanilina é eluida antes do tolueno. Pelo cromatograma observa-
se que esta ordem é mantida. Além disso, o fator de assimetria deste
composto basico é de 1,2, considerado 6timo.

Com os valores obtidos para os compostos basicos pode-se dizer que houve

um bom recobrimento do suporte cromatografico, ndo havendo uma grande
quantidade de sitios residuais, 0 que corrobora com os resultados cromatograficos

e fisico-quimicos anteriores.

4.4.2. Misturas Testes de Tanaka

O protocolo de caracterizagdo desenvolvido por Tanaka®® é um método bem
estabelecido que foi estudado por diversos grupos académicos e muitos
fabricantes de fases estacionarias comerciais para avaliar a qualidade de suas
fases. Os parametros cromatograficos das fases medidos pelas misturas de
Tanaka sao altamente relevantes para o0s pesquisadores na area de
cromatografia. Dentre as propriedades avaliadas incluem-se: o recobrimento
superficial, a seletividade hidrofébica, a seletividade estérica, a capacidade de
ligacéo de hidrogénio e a capacidade de troca i6bnica em pH 2,7 e 7,6. O protocolo
de Tanaka foi usado neste trabalho para avaliar as propriedades da fase de Si-
PMFS preparada por imobilizagao por radiacdo microonda.

A hidrofobicidade  (Kpentibenzeno), @  seletividade hidrofébica (ocHe =
Kpentilbenzeno/Kbutibenzeno) € @ seletividade estérica (oiro = Kuitenileno/Ko-terteni) foram
obtidas pela eluicdo da mistura A (uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, trifenileno
e o-terfenila) do protocolo de Tanaka. O cromatograma obtido esta apresentado
na Figura 28.
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Nota-se no cromatograma da Figura 28 que os picos dos alquilbenzenos,
mesmo com uma alta percentagem do componente organico na fase mével (80
%), estdo bem resolvidos, apresentando uma boa seletividade hidrofébica - acz
(Tabela 9). Além disso, houve uma boa separacao entre os picos do trifenileno e
o-terfenil, indicando que ha uma boa seletividade estérica (or0), ou seja, ha um
amplo diametro de poros. Com isso, pode-se inferir que a radiacao microonda nao
produziu um entrecruzamento das cadeias poliméricas.

Um fato importante a se destacar é a inversao do tempo de retengédo entre o
trifenileno e o-terfenil. Enquanto que nas fases estudadas por Tanaka (C18), o o-
terfenil elui antes que o trifenileno, na fase estacionaria com grupos fenil a ordem
foi invertida, provavelmente devido a maior interagdo n-n entre os grupos fenil da

FE e do o-terfenil por este nao ser tao rigido quanto o trifenileno.

‘OO

Resposta do detector

Tempo (min)

Figura 28. Cromatograma obtido na separacdo da mistura A do protocolo de
Tanaka pela fase Si-PMFS imobilizada a 720 W por 70 minutos. Condicbes
cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL; fase mével: metanol:agua 80:20 (v/v);
vazdo: 0,3 mL min™'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos
testes: (1) uracila, (2) butilbenzeno, (3) pentiloenzeno, (4) trifenileno e (5) o-
terfenil.
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Tabela 9. Parametros cromatogréaficos da fase Si-PMFS obtida pelo protocolo de
Tanaka.

kpentilbenzeno (XCHza (X.T/ob (X,c/Fc (X.B/Fd pH 7,6 (X.B/Fd pH 2,7
2,3 1,35 1,31 0,63 2,0 0,05

OcHe = kpentiIbenzeno/kbutilbenzeno
Or/0 = I('trifenileno/ko-terfenil

Olc/F = kcafeina/ kfenol

Og/F = I(benzilamina/kfenol

a
b
c
d

A capacidade de formar ligacdo de hidrogénio da fase foi obtida pela razao
entre os fatores de retencao da cafeina e do fenol (ocr), empregando a mistura
teste B do protocolo de Tanaka. O resultado esta na Tabela 9 e no cromatograma
da Figura 29. De uma maneira geral, a capacidade da FE formar ligacbes de

hidrogénio com a cafeina é baixa, pois se fosse ao contrario a cafeina eluiria

OH
1ol

depois do fenol.
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Figura 29. Cromatograma obtido na separacdo da mistura B do protocolo de
Tanaka pela fase de Si-PMFS. Condicées cromatogréficas: volume de injecéo : 5
uL; fase mével: metanol:agua 30:70 (v/v); vazdo: 0,3 mL min™'; deteccdo a 254 nm
e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) cafeina e (3) fenol.

As misturas C e D do protocolo de Tanaka foram eluidas na fase Si-PMFS para
a determinagdo da atividade silanofilica total e da acidez dos grupos silanois
residuais da fase, respectivamente. Estas misturas sdo constituidas de um
composto basico (benzilamina, pKb 4,67) e um composto acido (fenol, pKa 9,89)
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gue sao analisados em fases moveis tamponadas com valores diferentes de pH,
(mistura C: pH 7,6 e mistura D: pH 2,7).

Em fase mével a pH 7,6, a maioria dos grupos silandis residuais se encontram
desprotonado (Si-O), e desta forma, devem interagir fortemente com a
benzilamina, através do mecanismo de troca idnica, retendo-a fortemente ou até
irreversivelmente. Como pode ser visto no cromatograma da Figura 30, o pico da
benzilamina elui em aproximadamente em 10,7 minutos, com um fator de
assimetria igual a 0,68 e ogr igual a 2,0, resultado considerado bom para a fase
mével empregada. Deste modo, pode-se concluir que a fase possui uma baixa
capacidade de troca ibnica a pH > 7 e uma baixa quantidade de silandis residuais.

NH

s
LK

1 NH

Resposta do detector

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (min)

Figura 30. Cromatograma obtido na separacdo da mistura C do protocolo de
Tanaka pela fase de Si-PMFS. Condi¢coes cromatograficas: volume de injecdo: 5
uL; fase mével: metanol:KHPO4/KHPO, 0,02 mol L™ 30:70 (v/v) pH 7,6; vazdo:
0,3 mL min™'; deteccdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1)
uracila, (2) fenol, (3) benzilamina e (*) impurezas.

Em meio &cido (pH 2,7), a benzilamina, que neste pH se encontra protonada,
eluiu praticamente junto com a uracila (Figura 31), mostrando que a coluna possui

baixa capacidade de troca idbnica em pH < 3.
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Figura 31. Cromatograma obtido na separacdo da mistura D do protocolo de
Tanaka pela fase de Si-PMFS. Condi¢coes cromatograficas: volume de injecdo: 5
uL; fase mével: metanol:KHPO4/KHPO, 0,02 mol L™ 30:70 (v/v) pH 2,7; vazdo:
0,3 mL min™'; detecgdo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1)
uracila, (2) benzilamina, (3) fenol e (*) impurezas.

4.4.3. Misturas Testes de Szabo

Para verificar o potencial de separacdo da fase Si-PMFS imobilizada por
radiacdo microonda a 720 W por 70 minutos avaliou-se a separacdo de duas
misturas testes com varios componentes. Estas misturas testes foram utilizadas
por Szabé et al.*> com diversas fases estacionarias, dentre estas havia uma fase
de fenilmetilpolissiloxano quimicamente ligada a silica. Abaixo se encontram os
cromatogramas (Figura 32 e 33) e as Tabelas 10 e 11 com os parametros
cromatograficos dos compostos separados pela fase estacionaria estudada.
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Figura 32. Cromatograma obtido na separacdo de 7 hidrocarbonetos aromaticos
usando a fase Si-PMFS. Condicdes cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; fase
mével: metanol:dgua 60:40 (v/v); vazdo: 0,3 mL min”'; deteccdo a 254 nm e
temperatura de 25 °C. Compostos: (1) uracila, (2) fenol, (3) m-cresol, (4)
acetofenona, (5) benzoato de metila, (6) tolueno, (7) p-xileno e (8) propilbenzeno.

Pela Tabela 10 percebe-se que os fatores de retencéo obtidos na FE Si-PMFS
foram semelhantes aos de Szabd et al.*® utilizando uma coluna recheada com FE

quimicamente ligada com fenilmetilpolissiloxano.

Tabela 10. Parametros cromatograficos obtidos para os 7 hidrocarbonetos
aromaticos na fase Si-PMFS.

Compostos k k? Asigs, N (pratos m™) Rs
Fenol 0,4 0,6 1,7 37763 3,5°
m-cresol 0,6 - 1,6 41789 1,7°
Acetofenona 1,2 1,4 1,2 55820 4,0
Benzoato de Metila 1,9 2,3 1,3 60143 4,5°
Tolueno 3,0 3,1 1,1 70741 4,9
p-xileno 4,7 5,1 1,0 72941 5,89
Propilbenzeno 7.8 8,1 1,0 74262 7,2"

% Fator de retencdo obtido por Szabo et al. utilizando uma FE de fenilmetilpolissiloxano
quimicamente ligada a suporte de silica. ® Calculado para o par uracila-fenol. © Calculado para o
par fenol-m-cresol. ¢ Calculado para o par m-cresol-acetofenona. ° Calculado para o par
acetofenona-benzoato de metlla " Calculado para o par benzoato de metila-tolueno. ¢ Calculado
para o par tolueno-p-xileno. " Calculado para o par p-xileno-propilbenzeno.
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Figura 33. Cromatograma obtido na separacdo de 5 hidrocarbonetos aromaticos
usando a fase Si-PMFS. Condicdes cromatograficas: volume de injecao: 5 uL; fase
mével: metanol:agua 60:40 (v/v); vazdo: 0,3 mL min™; deteccdo a 254 nm e
temperatura de 25 °C. Compostos: (1) uracila, (2) benzeno, (3) tolueno, (4)
etilbenzeno, (5) propilbenzeno e (6) butilbenzeno.

Tabela 11. Parametros cromatograficos obtidos para os 5 hidrocarbonetos
aromaticos na fase Si-PMFS.

Compostos k Asqov, N (pratos m™) Rs
Benzeno 1,0 1,3 53723 8,32
Tolueno 1,5 1,1 58841 3,0°

Etilbenzeno 2,1 1,1 63594 3,5°

Propilbenzeno 3,1 1,0 69798 4,3°
Butilbenzeno 4,6 1,0 71310 4,9°

? Calculado para o par uracila-benzeno. ® Calculado para o par benzeno-tolueno. ° Calculado para o
par tolueno-etilbenzeno. ¢ Calculado para o par etilbenzeno-propilbenzeno. ¢ Calculado para o par
propilbenzeno-butilbenzeno.

Através dos resultados obtidos percebe-se que ha uma boa separacao dos
compostos avaliados sendo que foram obtidas eficiéncias elevadas e bons fatores
de assimetria para a maioria dos compostos, indicando que esta fase estacionaria
€ adequada a separacdao de compostos neutros e aromaticos. Além disso, o
comportamento da FE imobilizada por radiacdo microonda apresentou-se

semelhante a uma fase quimicamente ligada, utilizando polimero semelhante.
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4.5. Avaliacao da Aplicabilidade das Fases Estacionarias

4.5.1. Separacao de Agrotoxicos

A aplicabilidade da fase estacionaria preparada a partir da imobilizacao por
radiacao microonda do PMFS sobre a superficie da silica aplicando uma poténcia
de 720 W por 70 minutos foi avaliada na separacdo de cinco agrotéxicos. O
cromatograma e a tabela dos parametros cromatograficos se encontram na Figura
34 e Tabela 12, respectivamente.

E importante ressaltar que antes da escolha destes 5 agrotdxicos, outros
compostos foram estudados, tais como: imazetapir e carboxim, porém houve
sobreposicao de picos, principalmente entre os picos do carboxim e da cianazina.
Os agrotdxicos analisados sao geralmente empregados no controle de doencas e
ervas daninhas em cultivo de soja, milho, cana de agucar, abacaxi, etc, sendo

todos pertencentes a classe de herbicidas.

Resposta do detector
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Figura 34. Cromatograma obtido na separacao de 5 agrotoxicos usando a fase Si-
PMFS. Condicoes cromatograficas: volume de inje¢cdo: 5 uL; fase movel:
metanol:agua 50:50 (v/v); vazdo: 0,3 mL min”; deteccdo a 254 nm e temperatura
de 25 °C. Agrotdxicos: (1) imazaquim, (2) cianazina, (3) atrazina, (4) diurom, (5)
linurom e (*) impurezas.
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Tabela 12. Parametros cromatograficos obtidos na separacdo de 5 agrotéxicos
usando a fase Si-PMFS.

Pesticidas k Asig, N (pratos m™) Rs

Imazaquim 0,0 1,9 12063 -

Cianazina 3,3 1,3 47268 14,12
Atrazina 5,9 1,2 54788 4,6°
Diurom 6,6 1,0 58860 1,4°
Linurom 9,8 1,1 65713 5,4°

? Calculado para o par imazaquim-cianazina. ° Calculado para o par cianazina-atrazina. ¢ Calculado
para o par atrazina-diurom. ¢ Calculado para o par diurom-linurom.

Apesar de ter sido usada uma coluna relativamente pequena (60 mm x 4.0
mm) com uma fase movel neutra e eluicdo isocratica, uma boa separacao foi
obtida, com bons valores de eficiéncia e fator de assimetria, e em um tempo de
analise relativamente curto. Este fato sugere que a aplicagdo desta fase
estacionaria para a separacao dos agrotéxicos estudados possui um grande

potencial.

4.6. Estabilidade Quimica da Fase Estacionaria

A estabilidade quimica da fase estacionaria Si-PMFS imobilizada a 720 W por
70 minutos foi avaliada em condicbes alcalinas drasticas de andlise. Esta
avaliacao é comumente realizada pela passagem continua de uma fase mével, em
condigdes previamente definidas, através da coluna, avaliando periodicamente o
desempenho cromatografico do acenafteno e da N,N-dimetilanilina da mistura
teste 2. Neste teste, a fase mével metanol:NaHCO5 0,05 mol L' + NaOH pH 9,0
50:50 (v/v) foi eluida através da coluna contendo a FE a uma vazdo de 0,6 mL
min', empregando uma temperatura de 40 °C. Estes valores maiores de
temperatura e de pH da fase mével foram utilizados para acelerar a degradacao
da FE, reduzindo o tempo total da avaliacdo e, principalmente, o volume de fase
mével. Estas condicoes permitem a perda mais rapida da estabilidade quimica das
FE, sem prejuizo de informacdes, comparadas a testes de estabilidade que
empregam condigdes mais brandas de analise. Na Figura 35 estdo os resultados

obtidos.
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No inicio, a fase estacionaria apresentou um aumento da eficiéncia de 15 % e
o fator de assimetria diminuiu de 1,3 a 1,0, isso se deve a melhor acomodagao do
leito cromatografico devido a passagem da FM. Em cerca de 1750 volumes de

coluna a eficiéncia diminuiu drasticamente para 50 % e o fator de assimetria
aumentou para 1,5.
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Figura 35. Resultados em termos de porcentagem de eficiéncia (A), fator de
assimetria (B) e fator de retencao (C) calculados para o acenafteno nos testes de

estabilidade da FE usando a fase mével MeOH:NaHCO; 0,05 mol L™ + NaOH pH
9,0 50:50 (v/v) a 40 °C.

Como observado em outros trabalhos no LabCrom, apds o colapso do leito

cromatografico, com uma queda brusca da eficiéncia e um grande aumento do
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fator de assimetria, houve uma ligeira recuperacao, provavelmente em virtude de
uma reacomodacdo das particulas da fase estacionaria. Observa-se também que
o fator de retencdo diminui progressivamente, indicando perda do material de
recheio. O resultado obtido por Lourenco®® com uma FE de dimetil-metil-
fenilsiloxano imobilizado termicamente a silica, utilizando as mesmas condicbes
drasticas para o teste de estabilidade, foi que o colapso do leito cromatografico
ocorreu a 790 volumes de coluna, mostrando que a imobilizacdo por radiacao
microonda pode proporcionar FE mais estaveis que a imobilizagdo térmica.

Na Figura 36 se encontra um grafico no qual se pode visualizar o
comportamento do fator de assimetria para o composto basico N,N-dimetilanilina.
Pode-se verificar que este composto basico mostrou um comportamento
semelhante ao acenafteno. No inicio houve uma diminuicdo da assimetria de 1,2 a

1,1 e em 1750 volumes de coluna houve um aumento brusco.

T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Volumes de coluna

Figura 36. Resultado em termo de fator de assimetria, calculado para a N,N-
dimetilanilina, nos testes de estabilidade da FE usando como fase modvel
MeOH:NaHCO;3 0,05 mol L™ + NaOH pH 9,0 50:50 (v/v) a 40 °C.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com as fases imobilizadas por radiacdo microonda
mostraram que a utilizacdo do poli(metilfenilsiloxano) sobre a silica produz fases
estacionarias com grande potencialidade em cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Os principais atrativos desta fase sado a praticidade e o baixo custo de
preparacdo, uma vez que necessita de materiais e reagentes relativamente mais
simples e mais baratos que os comumentes empregados para a sintese de fases
estacionarias quimicamente ligadas.

Avaliado por um planejamento composto central feito para o estudo das
condicoes de imobilizagdo, pode-se concluir, pelas superficies de respostas, que
uma imobilizacdo na regido de 690 a 740 W de poténcia por 68 a 78 minutos de
radiacao proporciona fases com bons desempenhos cromatograficos. As colunas
preparadas a 720 W de poténcia por 70 minutos (valores dentro da regido 6tima
de imobilizagdo) apresentaram boa eficiéncia (72.200 pratos m™' para o naftaleno),
bons fatores de assimetria (1,2 para o N,N-dimetilanilina e 1,1 para o naftaleno) e
estabilidade quimica em condi¢des drasticas.

A FE sorvida até 90 dias ndao apresentou bom desempenho cromatografico
devido a baixa retencao do polimero na superficie da silica, provavelmente devido
a alta viscosidade do polimero que impede a sua distribuicio homogénea nos
poros da silica.

Os bons resultados do fator de assimetria para a N,N-dimetilanilina, junto com
os resultados do protocolo de Tanaka e com a mistura teste de Engelhardt e
Jungheim, indicaram que houve um bom recobrimento dos silandis livres
existentes na superficie da silica. A diminuicdo quase total do pico referente as
espécies Q?, silandis geminais, e a diminuicdo das espécies Q°, silandis livres e
vicinais, em relagdo as espécies Q*, siloxanos, nos espectros de RMN de #°Si
reforcam essa hipo6tese, e indicam que os silandis geminais e vicinais também
foram recobertos pelo polimero, podendo ter reagido com ele.

As analises cromatograficas realizadas na avaliagdo de varias misturas testes

indicaram que esta fase é muito promissora para separagdo de compostos
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aromaticos neutros, basicos tais como compostos farmacéuticos contendo grupos
nitrogenados e agrotéxicos, e compostos acidos tais como agrotéxicos de carater

acido.
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