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Resumo

Titulo: Novos agentes sililantes e suas aplicages na modificagdo da silica gel cromatografica
Autor: César Ricardo Silva
Co-Orientadora: Profa. Dra Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Orientador: Prof Dr. Claudio Airoldi

Palavras-chaves: agentes sililantes, silica, cromatografia liquida, fase reversa, grupos polares inseridos.

Novos etoxissilanos, contendo grupos polares do tipo uréia (-NH-C(O)-NH-R’) inseridos na
cadeia N-alquila de diferentes grupos terminais R* variando de Cs a C;g foram preparados de acordo
com a rota de sintese desenvolvida neste projeto. A silica cromatografica foi quimicamente modificada
com esses agentes sililantes, produzindo novas silicas modificadas. Estes materiais hibridos foram
caracterizados por andlise elementar, espectroscopia na regifio do infravermelho e ressonincia
magnética nuclear de °C e *’Si e utilizados como fase estacionaria, do tipo reversa, para Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As avaliagbes cromatograficas mostraram que as fases
estacionarias reversas quimicamente ligadas sdo promissoras na separacdo de compostos apolares,
polares e especialmente os basicos devido & habilidade dos grupos uréia em minimizar as interacdes

indesejaveis entre os grupos silandis residuais e os analitos basicos durante a separacio cromatogréafica.
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Title: New sylilant agents and their applications for the modification of chromatographic silica gel

Author: César Ricardo Silva
Co-Advisor: Profa. Dra Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Advisor: Prof Dr. Claudio Airoldi

Key words: sylilant agents, silica, liquid chromatography, reversed phases, embedded polar groups.

New ethoxysilanes, containing polar urea groups embedded into the N-alkyl chain with
different terminal groups R’ varying from C; to C;s were synthesized following the synthetic route
developed in this project. Chromatographic silica was chemically modified with the urea-alkoxysilanes,
yielding new modified silicas. The new hybrid materials were characterized by elemental analysis,
infrared and solid-state ’Si and >C NMR spectroscopies and were used as reversed stationary phase
for High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Chromatographic evaluations of the new
chemically bonded phases have shown promising results for the separation of non polar, polar and
specially basic compounds under reversed phase due to the ability of the embedded polar urea groups
in minimizing the undesirable interactions between the residual silanol groups and the basic probes

during the chromatographic separation.
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1. Introducio
1.1 4 silica

A silica ¢ um solido inorgdnico formado por unidades tetraedricas SiQ., sendo também o
material mais utilizado em cromatografia. Por isso ¢ conhecimento de sua estrutura quimica ¢ de
grande relevincia para a compreensdo do seu comportamento e da sua reatividade em varios processos,

principalmente na modificagdo quimica da sua superficie [1].

Os atomos de silicio internos tendem a manter sua coordenagdo tetraédrica com o oxigénio
formando a ligagio siloxano {=5i-0-8iz). Os silicios mais externos completam seu numero de
coordenacio através da ligagdo com grupos hidroxilas, formando os chamados grupos silanois (=5i-
OH). Na superficie também podem existir grupos siloxanos expostos. Os grupos silanois sdo
considerados como fortes sitios de adsorgfio no processo cromatografico, além de serem responsaveis
pela reatividade da silica frente aos diversos agentes sililantes. Ja a lfigagdo siloxano (=5i-0-Si=) ¢
relativamente estavel devido a retrodoacio eletrénica do par de elétrons do oxigénio para o orbital
vazio do 4tomo de silicio. Esta deslocalizagio eletrénica faz com que a basicidade de Lewis do atomo
de oxigénio diminua consideravelmente. Assim, o atomo em ponte ndo interage com moléculas

doadoras, contendo protons, para formar as possiveis ligacdes de hidrogénic [2].

Os silandis, do ponto de vista cromatografico, sdo muito mais interessantes do que 03 grupos
siloxanos devido 2 sua alta reatividade. Os silandis podem se distribuir na superficie da silica em trés

diferentes formas: livre ou isolado, geminal ¢ vicinal ou ligado, como mostra o esquema da figura 1.

Vicinais

Stlica gel

Figura 1: Representacic dos diferentes tipos de silandis encontrados na estrutura inorganica da silica.
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Através de algumas técnicas como, por exemplo, a espectroscopia na regifio do infravermelho e
mais recentemente a especiroscopia de ressonfincia magnética nuclear (RMN) de *Si com as técrmicas
de polarizagdo cruzada e rotagdo de dngulo magico (CP/MAS) pode-se distinguir os diferentes tipos de
grupos presentes na superficie da silica. No infravermelho os grupos silandis fivres apresentam a banda
de v-OH em uma freqiiéncia maior que a banda de v-OH para os grupos ligados, mas & impossivel a
diferenciacdo entre os grupos ligados e os geminais. Por outro lado, a téenica de RMN de =Si consegue
diferenciar os grupos silandis livres dos silandis geminals, mas nfo é possivel distinguir os vicinais
(ligados) dos silandis isolados (fivres) Entretanto, a técnica de RMN de 'H consegue fazer a

diferenciaciic entre os grupos livres e 0s vicinais ligados [2].

Os grupos silanois sdo acidos e, dependendo de pH, a superficie da silica pode estar carregada
negativamente devido a dissociagio desses grupos acidos. Por exemplo, em pH 2 espera-se que a
superficie da silica seja neutra. Em pH acima de 8, a presenca dos grupos silandis dissociados permite
que a superficie da silica esteja carregada negativamente, possibilitande o seu uso em cromartografia de
troca 10mica. Esse comportamento nas fases quimicamente ligadas leva 4 assimetria de pico,

caracteristica para solutos basicos e ou jonizaveis [3].

Sabe-se que cada grupo deve apresentar uma acidez diferente devido ao ambiente guimico
distinto em que se encontra. Algumas evidéncias levam & conclusio de que os silandis livres ou
isolados slc os mais 4cidos e portanto deve apresentar o menor valor de pKa. Além disso, se na
estrutura morganica da silica existirem outros metais com carga 3+, a acidez desses grupos sera
potencialmente maior [3]. A substituicio de um silicio (Si*") por outro metal M*" de raio idnico
semelhante gera uma diferenca de carga na superficie da silica, fazendo com que ela seja compensada
pela formagdo de fortes sitios acidos de Bronsted. Dessa forma, para cada ion M’ incorporado na
matriz, deve existir um proton H® para manter a neutralidade de cargas na superficie do &xido.

(eralmente, tal comportamento ¢ observado com os ions aluminio e ferro no estado de oxidacgio 3+

A concentragdo dos grupos silanois na superficie da silica depende muito da forma de obtengdo
.. e SN . - - —
do ¢xido. Geralmente o valor de 8 umol m™ ¢ o valor mais aceito, mas valores maiores ou menores sio

possivets, dependo do tratamento que o material sofreu.

Os grupos silandis da superficie da silica podem ser facilmente removidos por aquecimento,
onde ocorre a formacdo de uma nova ligagio =Si-O-Si= e a liberagio de moléculas de agua. O

aquecimento do material 4 200°C retira as camadas de moléculas de agua, obtendo uma superficie
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anidra. O aumento continuo da temperatura até 400°C resulta na reagdo de destdroxilaciio dos silandis
vicinais e, conseqilentemente, na superficie sé sio encontrados os silandis livres. Se a temperatura nio
exceder 800 °C, o grupo siloxano formado reidroxila novamente, quando exposto a vapores de agua. O
aquecimento a 1200 °C promove uma desidroxilago total e irreversivel da superficie do 6xido e o
carater amorfo do material vai sendo lentamente perdido, com a formacdo da estrutura cristalina do
quartzo. Neste tratamento, a superficie que inicialmente era hidrofilica, passa a ser totalmente

hidrofobica [2].
1.2 Cromatografia Liquida de Alia Eficiéncia

A cromatografia € definida como um método fisico-quimico de separacao dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicio dos mesmos entre duas fases. Uma das fases permanece
estacionaria, enquanto a outra move-se através dela. Devido a diferenca nos coeficientes de distribuigio
de cada um dos analitos nas respectivas fases, obtém-se velocidades diferentes, de tal modo que o

composto menos retido na fase estaciondria € eluido primeiramente [4].

Na cromatografia liquida a fase mével € um liquido enquanto que a fase estacionéria pode ser
um sélido ou um liquido sorvido ou imobilizado na superficie do solido. A Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) abrange toda técnica de cromatografia liquida que requer pressdes elevadas

para forgar a passagem da fase movel (FM) pelo leito cromatografico da fase estacionaria [3].

Na CLAE, a fase movel ¢ bombeada sob alta pressdo a uma vazio controlada, sendo que, neste
sistema, uma pequena quantidade de amostra é introduzida por meio de uma valvula de injecio. A
amostra ¢ entdo arrastada pela fase movel, passando pela coluna, onde ocorre a separacio
cromatografica. A coluna utilizada ¢ recheada com fase estacionaria, que é geralmente constituida de
pequenas particulas, cujo tamanho pode variar de 3 a 10 um. A fase movel, arrastando os componentes
da amostra, ao sair da coluna, chega ao detector onde um sinal, proporcional & concentragio do analito,

¢ enviado ao microcomputador [5].

A CLAE ¢ considerada hoje como a técnica analitica mais empregada na industria quimnica. Na
industria farmacéutica, essa técnica de separagio € extensivamente utilizada em muita aplicacdes,
desde a analise das matérias primas até o controle de qualidade dos medicamentos sintetizados. Em
analises clinicas, a CLAE tem um papel fundamental nos estudos farmacocinéticos. Em laboratérios de
andlise ambiental, a CLAE ¢ empregada na andlise de pesticidas e outros contaminantes presentes no

solo e na agua. Aplicacdes da CLAE na industria de alimentos incluem a determinagio de residuos de

(75
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pesticidas, nutrientes, como por exemplo, as vitaminas, e até mesmo a presenga de aditivos. Estes sdo
apenas alguns exemplos utilizados para demonstrar o vasto campo de aplicacBes desta técnica analitica

que surgiu somente na década de setenta [3].
1.2.1 Mecanismos de separacio em CLAE

A forma mais tradicional da cromatografia liquida empregava um sorvente polar (FE) como, por
exemplo, a silica ou alumina, ¢ uma fase mével apolar composta basicamente de um hidrocarboneto
alifatico, juntamente com um hidrocarboneto clorado, como por exemplo, o cloroférmio. Em virtude da
Cromatografia em Fase Reversa, hoje esta modalidade da cromatografia liquida ¢ denominada como
Cromatografia em Fase Normal (CLFN). O principio da separagio em CLFN se baseia na interagdo dos
grupos funcionais dos respectivos analitos com os sitios polares de adsor¢do da silica cromatografica.

A CLFN tém perdido sua importéncia e vem sendo substituida pela Cromatografia de Fase Reversa [3].

Na cromatografia de fase reversa, uma fase estacionaria nio-polar é utilizada em Conjunto com
uma fase moével polar, contendo agua e um modificador orgénico miscivel. Aproximadamente entre 70
a 80 % das separag0es utilizam essa modalidade da cromatografia liquida. A sua popularidade se deve
grandemente & versatilidade dessa modalidade onde a prepara¢io das amostras é facil de ser realizada,
o equilibrio das fases € rapido, os tempos de retengio sio reprodutiveis e os principios basicos do
mecanismo de retengio podem ser facilmente compreendidos. A maioria das fases estacionarias tém
como suporte cromatografico a silica, mas fases poliméricas e outros substratos inorganicos como, por

exemplo, a zircdnia, tém sido utilizados em alguns casos com sucesso no lugar da silica [3].

Algumas aplicagdes, como na separagdo de proteinas, requerem uma superficie menos
hidrofobica que as fases estacionarias do tipo reversa para evitar alguns problemas como, por exemplo,
a adsorcdo irreversivel. As proteinas podem também ser desnaturadas na fase movel hidroorgénica
comumente empregadas na cromatografia de fase reserva. Se fases estacionarias menos hidrofobicas
s@o escolhidas, as proteinas podem ser eluidas utilizando uma fase mével composta por uma solugio
tamp3o. Os analitos adsorvidos na fase estacionaria podem ser eluidos através da alteragio da
concentragdo do tampdo na fase mével Essa modalidade é considerada como uma extensio da

cromatografia de fase reversa [3].

A cromatografia de troca idnica baseia-se na interagdio de analitos carregados positivamente ou
negativamente, com 0s grupos funcionais de carga oposta do suporte cromatografico. A fase

estacionaria pode ser a base de silica ou uma resina polimérica, mas as resinas, apesar da menor
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eficiéncia cromatografica observada, ainda sio preferidas em relacdo as fases a base de silica devido &
versatilidade em utilizar essas fases em uma ampla faixa de pH. A eluigdo € promovida pelo aumento
da forga idnica do tampio da fase movel, intensificando a competi¢do dos contra-ions, ou pela variagio
no pH, que podem acarretar na mudanca da carga do analito ou do suporte cromatografico. A aplicacio
desta modalidade de cromatografia inclui desde a especiagio de cations e dnions inorginicos em
amostras ambientais até os ions orginicos. Neste campo inclui a andlise dos biopolimeros, sendo

aplicados também para as proteinas ¢ os acidos nucléicos [3].
1.2.2 Avaliacdo de colunas

Quando uma coluna € nova, seja ela adquirida comercialmente ou através de enchimento no
proprio laboratorio, devem ser feitos os calculos dos par@metros cromatograficos, a fim de avaliar o
potencial desta coluna para futuras separacdes cromatograficas. Estes calculos sdo realizados com os

dados experimentais obtidos em um cromatograma tipico, como mostra a figura 2 [3].

— ERI At
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Figura 2: Cromatograma tipico obtido na separacdo de uma mistura de dois componentes.

O tempo de retengdo do analito, tr;, € o tempo gasto desde o momento da injecio até a deteccio
do pico. O tempo de retencio de um composto ndo retido, ty, € 0 tempo gasto por ele para percorrer
todo o sistema cromatografico desde a injecio até a saida da coluna. Estes valores s@o obtidos
diretamente do cromatograma quando se tem um integrador [5]. O tempo de retencio ajustado, t'g, é 0

tempo real que as moléculas do analito ficam retidas na fase estacionaria, calculado por:

Fr=lp ~ty

O fator de retengio k ¢ determinado pela razio dos tempos em que as moléculas do analito

ficam retidas na fase estacionaria ou percorrendo a coluna na fase mével. Esse pardmetro normalizado

th
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¢ bastante Util na comparagio da retencio de um mesmo composto em diferentes colunas ou em

diferentes composi¢Ses da fase mdvel [5].

P el
I

A resolugdo Rs € uma medida quantitativa do grau de separacdo entre dois picos adjacentes e

pode ser calculada de acordo com a equacéio:

Rs = 1}777( jwlj
\Wh2 +Wp1 )

em que tg; € tg1 $30 0s tempos de retengdo dos dois analitos e wi; € wyy sdo as larguras dos picos a meia

altura, medidas em unidade de tempo.

O fator de separagio a entre dois picos adjacentes é calculado pela razio entre k» {do soluto

mais retido) e k; (do soluto menos retido):

_k
ky

(24

A eficiéncia e niimero de pratos podem ser considerados como sindnimos. Da mesma forma que
a resolugdo, Rs, o nimero de pratos ¢ uma medida da qualidade da separagiio cromatografica. Enquanto
a resolugdo ¢ baseada na largura e o tempo de retengo de dois picos adjacentes, o nimero de pratos
leva em consideragdo um unico pico. A nomenclatura reflete a origem do conceito da teoria de
cromatografia gasosa em que a coluna poderia ser considerada como uma torre de destilagio.
Aplicando esse conceito, um certo comprimento da coluna deve ser ocupado por pratos. Este
comprimento equivale a altura de varios pratos tedricos [3]. A eficiéncia, N é a medida do niimero de

etapas de equilibrio do analito entre a fase movel e a fase estacionaria, calculada por meio da equagio:

PIRT

N = 5545 &

Wp

A altura do prato, H, ¢ a razio entre o comprimento da coluna (L) expressa em metros € o
nimero de pratos (N), que pode ser calculado por H = L/N. Existe um outro parimetro gue €
denominado de altura do prato reduzido, h. Esse pardmetro é um nimero adimensional calculado pelo
quociente da altura do prato e o didmetro médio das particulas que compde a fase estacionaria (h=H

/dp). Esse parametro ¢ util para comparar colunas recheadas com particulas de tamanhos diferentes £3].

6
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A eficiéncia de uma coluna depende da vazdo que se utiliza e este comportamento pode ser

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

H:A+~B%+Cy
7

A figura 3 mostra o formato desta curva e as varias contribuicdes de cada um dos termos.

H/em

Y A

® otima a/fems]

Figura 3. Curva de van Deemter mostrando as contribuicdes dos vérios termos e a velocidade linear
oOfima.

O termo A, chamado de difusio turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos devido aos
caminhos multiplos percorridos pelas moléculas do analito. O termo B é devido 4 difusio longitudinal
ao longo da coluna e o termo C esta relacionado com a velocidade de transferéncia de massa, ou seja,
com a facilidade que as moléculas do soluto tdm em serem transferidas da fase movel para a fase
estaciondria ou vice-versa [6]. A velocidade linear p , expressa por cm s, é definida pela razdo do

comprimento (1.) da coluna e o ty.

O fator de assimetria, As, é um parimetro cromatografico fundamental tanto para a avahacdo
das colunas preparadas no proprio laboratorio, como para aquelas adquindas comercialmente. Esse
parametro € uma medida direta da assimetria do pico ou mais comumente denominado cauda no pico
cromatografico. Sabe-se que a assimetria distorce o pico cromatografico, reduzindo o valor de
eficiéncia € prejudicando a integragdo do pico, principalmente nas analises em que a relagio sinal-ruido

¢ muito baixa e quando os dois picos n3o estdo bem resolvidos [3].

Existem varias causas que podem acarretar no alargamento. Colunas danificadas pelo seu uso
continuo, assim como as colunas preparadas em laboratorio, cujo enchimento ndo foi bem sucedido,
podem apresentar caudas, principalmente para os compostos apolares em condigdes de fase reversa. Ja

7
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a cauda para compostos basicos ou ionizaveis pode estar relacionada 2 presenca dos silandis residuais

[3]. O valor adimensional de As é medido a 10 % da altura do pico como mostra a figura 4.

Fator de Assimetria =
de Pico

i ---------------- } 19 % da Altura
do Pico

Figura 4: Calculo do fator de assimetria de um pico & 10 % de sua altura.

Qutro pardmetro cromatografico que pode ser empregado ¢ o fator de alargamento de pico,
denominado Tf. Esse valor comecou a ser utilizado por ter sido recomendado pela United States
Pharmacopeia e alguns pesquisadores [3] acreditam ser uma medida mais precisa que o pardmetro As,
que ¢ tomado a 10% da altura do pico cromatografico. Entretanto, teoricamente nio existe nenhuma
vantagem em medir o alargamento de pico com um método ou outro. O valor de Tf é calculado a partir

das medidas dos seguimentos AC e CB da figura 4 a 5 % da altura do pico cromatografico:

- 2T
2AC

Para ambos os parimetros o valor ideal seria 1, indicando que o pico cromatografico é

totalmente simétrico [6].
1.3 O papel dos agentes sililantes na modificacdo da silica

Um avan¢o marcante na Quimica para a obtengiio de novos materiais foi o desenvolvimento dos
silanos organofuncionais, denominados agentes sililantes. Estes reagentes apresentam uma propriedade
notavel em modificar superficies inorginicas ou sintetizar novos materiais hibridos 1norganico-
organicos através do processo sol-gel, unindo, em um sé material, propriedades completamente

distintas entre si [7].

Os silanos organofuncionais mais comumente empregados, podem ser representados por (Y)s-
Si-R-X, em que X representa o grupo funcional reativo da molécula orginica, R o espagamento de uma

cadeia, normalmente trés grupos (CHy) entre o atomo de silicio e o grupo X. O segundo centro reativo
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deste reagente, Y, geralmente ¢ o grupo cloro (Cl) ou um aledxido (OR™), os quais sdo facilmente
hidrolisados na presenga de pequenas quantidades de agua, e sdo responsaveis pela reatividade com
diferentes oxidos morgdnicos, mais especificamente a silica gel. Dependo do nimeros dos grupos
reativos Y ligados diretamente ao atomo de silicio, o agente sililante ¢ classificado como mono, di ou

trifuncional [7].

A preparagio destes compostos se imciou na década de quarenta, através da reaclo de
hidrossililagdo, e hoje em dia podem ser facilmente sintetizados no proprio laboratorio cu adquiridos
comercialmente. A producdo industrial destes compostos envolve um processo de duas etapas de

acordo com o esquema representado na figura 3.

Eiapa 1) Hidrossililaglo

(iZSi
M + H- 58—
| |
Cl Cl
Erapa I Esterficagio
1 OR'
| -3 nc . ’-E,,/\/\ )
Ci— 8 "Ny +  3R-0H ——————= RO 3@ *
}Ci DR’

"= CH; ou CH,CH; depende da escotha do dleool

Figura 5: ReagBes envolvidas na preparacdo de um agente sililante trifuncional.

A hidrossililagio consiste na formacio de uma nova ligagdo Si-C através da adigio do grupo Si-
H do triclorossilano Clz-5i-H a ligagio C=C de um alceno bifuncional na presenca de platina como
catalisador. Deve-se lembrar que a sintese de alguns silanos mais simples como, por exemplo, ©
octadeciltriclorossilano, envolve apenas a escolha do alceno contendo a cadeia orgnica alifatica

desejada, que pode variar de C, até Cig.

Se desejar sintetizar um agente sililante monofuncional, pode-se substituir o triclorossilano pelo
precursor monoiuncional, o clorodimetilsilano. De maneira analoga, a escolha do diclorometilsilano

resulia na sintese de wm silano difuncional,

A preparacdo dos alcoxissilanos envolve a reacdio dos grupos triclorossilil com alcoois para a
formacio dos grupos trialcoxissilil. Geralmente, metanol e etanol sio usados nesta esterificagdo, de
acordo com a reacio mostrada na figura 5, e deve-se evitar a presenca de agua, que pode hidrobisar o

produto final [7]. Dependende da reatividade do grupo X do agente sifilante, o qual pode ser um grupo
9
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cloro, amino ou tiol [8], novos agentes sililantes podem ser sintetizados através da reacdio com outras

moléculas orgdnicas [9].
1.4 Modificacéio da silica cromatogrdfica

Os silanois preseaies na superficie da silica podem reagir com diferentes agentes para preparar
as silicas modificadas. Como essas silicas modificadas podem ser utilizadas como fases estacionarias
em cromatografia liquida, utiliza-se o termo fases quimicamente ligadas. O termo quimicamente ligado
¢ devide a ligacio quimica entre o suporte inorgdnico e 0s grupos organicos, do respectivo agente

sililante empregado.

A modificagio da silica ocorre através da reaglio dos grupos silanois com grupos do tipo cloro
ou etdxi presentes na molécula do agente sililante. A imobilizacdio das cadeias orgdnicas do agente
sililante 4 superficie da silica € estabelecida através da ligagio =Si-C, a qual ¢ bastante estavel
hidroliticamente, devido as propriedades especificas do atomo de silicio que possul baixa acidez de

Lewis, formando uma ligago bastante apolar e inerte [3].

Os clorossilanos s30 mais reativos que os alcoxissilanos e, dessa forma, a preparagdo de fases
quimicamente ligadas, na maioria dos casos, utiliza os clorossilanos juntamente com um catalisador,
que pode ser uma base receptora de prétons. As aminas tfercidrias, assim como a piridina ¢ lutidina,
parecem desempenhar muito bem esta fungfio, diminuindo o tempo de reago da silica com o respectivo
agente para se obter um alto grau de recobrimento da superficie [10]. Em alguns casos, ja foram
empregados alguns acidos orginicos que também parecem acelerar a reacio dos silandis com os grupos

reativos do agente sililante [11].

Independente do tipo de agente sililante utilizado, € impossivei conseguir reagir todos os grupos
silandis presentes na superficie da silica. Mesmo quando um agenie sililante monofuncional ¢ utilizado,
empregando condigdes de reagdo otimizadas, o grau de recobrimento geralmente ndo ultrapassa o valor
de 4 umol m” devido ao impedimento estérico na reaciio com os agentes sililantes Esse valor indica
que apenas 30% dos silanéis disponiveis reagem, levando em conta que a concentragdo média dos
silanbis é da ordem de 8 wmol m™. Muito embora possa considerar que na superficie da silica
cromatografica existem mais silandis residuais que grupos orgdnicos imobilizados. Apesar desses
silanois ndo estarem disponiveis para reagirem com as moléculas dos agentes sililantes, eles séo
suficientemente acessiveis para interagirem com os analitos durante a separagdc cromatografica. Os

resmos contribuem com o aumento da retencdo e alargamento de pico das amostras basicas [3].
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Esses silan6is remanescentes da primeira modificagio quimica podem ser desativados ou
bloqueados com agentes sililantes menos volumosos e mais reativos, em uma segunda etapa de reagio
denominada de reagéo de capeamento. O trimetilclorossilano e o hexametildissilazano sio os reagentes
mais utilizados na reacdo de capeamento. Muitas vezes uma mistura desses dois reagentes também
pode ser empregada. As silicas modificadas, que sfo capeadas em uma segunda etapa de reacio,
apresentam uma atividade de silanois residuais bem menor, quando comparadas com aquelas que nio
foram capeadas, entretanto, um bloqueio completo de todos os silanéis residuais ¢ praticamente
impossivel. Dessa forma, a reagio de capeamento melhora bastante a qualidade da fase estacionaria,

mas ndo resolve definitivamente o problema dos grupos silandis residuais,
1.5 Fases monoméricas x poliméricas

Dependendo da escolha do agente sililante e das condigdes de reagfio, pode se obter silicas
modificas com a mesma composi¢do quimica, porém com propriedades completamente diferentes.
Essas propriedades levam a um comportamento cromatografico diferenciado, quando essas silicas s3o

utilizadas como fase estacionaria, principalmente em termos de retengio e seletividade [12].

Quando se utiliza um silano monofuncional na modificacio da silica, existe apenas uma tinica
forma de ligacdo entre a molécula do agente sililante e a superficie da silica. Porém, esse
comportamento ndo € observado em um sistema envolvendo a reagdo com um agente sililante
difuncional, por exemplo. Quando o agente difuncional é empregado na modificagio quimica, mais de
um grupo silanol pode reagir com uma tnica molécula do agente sililante. Entretanto, como discutido
anteriormente, nem todos os silandis da superficie da silica estdo disponiveis para reagirem com 0s
agentes sililantes. Aproximadamente, apenas uma metade dos agentes sililantes conseguem se ligar na
silica atraves de duas ligagbes siloxanos, enquanto que a outra metade se liga a superficie através de
uma ligaco siloxano. Tal situagdo permite que fiquem grupos reativos remanescentes na superficie da

silica, sendo que quando hidrolisados, podem contribuir para a formacio de novos silanéis [3].

A situacdo torna-se um pouco mais critica quando se utiliza um agente sililante trifuncional. A
reagdo de uma molécula de agente sililante, simultaneamente, com trés grupos silandis parece ser
impossivel devido ao espagamento dos grupos silandis e ao tamanho da molécula do agente sililante.
Consequentemente, nestas condi¢des, um numero bem maior de silandis residuais € produzido, quando
0s grupos reativos ficam remanescentes na superficie da silica. Parte desses grupos pode se condensar
formando novas ligagdes do tipo siloxano, mas o resultado final ¢ uma populagio de grupos silandis

maior que nas silicas modificadas com agentes sililantes mono ou difuncionais [3].
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As condigbes de reagfio podem ser ajustadas a fim de tirar vantagem desses novos grupos
reativos remanescentes. Uma alternativa possivel é a realizagdo da modificacdo da silica na presenca de
tragos de umidade. As moléculas de dgua sio capazes de hidrolisar os grupos reativos remanescentes na
superficie, produzindo novos silanois, que podem condensar formando novas ligacSes siloxanos entre
as cadeias do agente sililante imobilizado e também com o silanéis do suporte cromatografico. Como
resultado, a superficie da silica fica mais densamente recoberta, obtendo-se uma concentragio de
grupos organicos relativamente maior do que quando se emprega condices anidras. Um maior grau de
recobrimento da superficie também pode ser verificado para as modificagdes quimicas realizadas com
agentes sililantes trifuncionais. Geralmente fases com um grau de recobrimento maior que 4 pmol m™
so classificadas como fases poliméricas, entretanto essas fases podem ser avaliadas melhor através da

analise cromatografica empregando alguns hidrocarbonetos poliaromaticos [12].

A grande maioria das fases ligadas, como por exemplo as do tipo Cg e C;s disponiveis
comercialmente, so preparadas utilizando os silanos monofuncionais. A principal razdo desta escolha
€ a busca de uma melhor reprodutibilidade na preparaciio de diferentes lotes de silica modificada. Com
agentes sililantes di ou trifuncionais, os tragos de 4gua presentes tanto na superficie da silica, como no
solvente de reagdo, sdo suficientes para promover uma polimerizagio e aumentar consideravelmente a
quantidade de grupos organicos imobilizados [3]. Mesmo os estudos de estabilidade demonstrando que
as fases poliméricas podem ser mais estaveis em relacio as fases monomeéricas, as fases monoméricas

parecem ser mais preferidas pelo fato do seu preparo ser mais facil de ser reproduzido 3]
1.6 Alargamento de pico durante a separacio cromatogrdfica

A separagdo de compostos apolares como, por exemplo, hidrocarbonetos poliaromaticos, por
fase reversa no requer muitas preocupacdes por parte do analista em termos do alargamento de pico
devido aos silandis residuais, pois essas moléculas podem ser facilmente separadas empregando as

colunas convencionais do tipo Cg ou Cs.

A mesma faciidade ndo pode ser encontrada na separacio cromatografica de compostos
polares, principalmente os farmacos, por CLAE quando se emprega a fase reversa. Geralmente esses
compostos apresentam na sua estrutura diferentes grupos funcionais, com propriedades acidas e
basicas. Esses grupos sio potencialmente ativos para interagirem com os silandis residuais da
superficie da silica, causando o alargamento de pico indesejado, conforme ¢ ilustrado na figura 6.
Aliado a este fato, essas substincias podem estar na sua forma neutra ou dissociada (carregada
positivamente ou negativamente) dependendo do pH da fase mével e do pK do respectivo farmaco,
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dificultando ainda mais a separacdo [13]. Em pH menor que 3, as interagdes indesejaveis entre a fase
Cs ou Cig e a amitriptilina sdc minimizadas, porém em pH entre & e 8, essas interagfes sao

maximizadas, causando o alargamento, devido 4 1onizagio dos silandis.
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Figura 6; Alargamento de pico durante uma separacio cromatografica envolvendo a superficie de uma

silica modificada do tipo Cs ou Cig e um farmaco bésico, neste caso a amitriptilina.

As interagles que contribuem para ¢ alargamento de pico e baixa eficiéncia durante a separac@o
cromatografica podem ser dos tipos: ligagdes de hidrogénio ou interacdes idnicas. Em pH maior que o,
sabe-se que os grupos silandis, cujo pKa é aproximadamente 7, podem estar desprotonados na forma
=Si-0 e, assim, interagirem com 0s compostos basicos, os quais, dependendo também do seu valor de

pKa, podem estar carregados positivamente [ 13].

Na pratica, quando compostos basicos t8m que ser analisados por CLAE de fase reversa,
utilizando colunas do tipo Cs e Cys, o pH da fase movel € ajustado a um valor na faixa de 3 a 5 para
evitar a ionizagio dos grupos silandis e manter os analitos basicos protonados, minimizando o

alargamento de pice, como mostrade na figura 6.

Entretanto, esse procedimento, além de ser mais trabalhoso pois requer o ajuste do pH da fase
movel, diminui a vida Gtil da coluna cromatografica devido 4 baixa estabilidade hidrolitica da silica em
fases moéveis hidroorginicas com pH menor que 2 e, dependendo do tipe do composto a ser analisado,

o ajuste de pH ndo pode ser efetuado.

Para tentar solucionar esses problemas, algumas estratégias de sintese e prepara¢io de novas
fases estacionarias reversas foram desenvolvidas para minimizar as interagfes com os silandis

residuais.
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1.7 Avangos tecnologicos no desesrvelvimento de fases estacionarias a base de silica

A silica ainda ¢ o material mais utilizado come suporte cromatografico para as colunas de
CLAE, devido a sua alta estabilidade mecanica e térmica, rigidez e a grande eficiéncia obtida nas
separagdes cromatograficas. Apesar de existirem colunas recheadas com materiais polimeéricos, a silica
€ o suporte mais apropriado [14] Inicialmente, a silica utilizada apresentava formato irregular e foi
substituida por particulas de morfologia esférica por volta de 1980. O proximo avango fol o uso de

particulas com didmetros cada vez menores, sendo que aquelas de 10 um foram preferencialmente

trocadas pelasde 5 e 3.5 um [14].

Também ocorreram mudancas significativas quanto a pureza das silicas, principaimente no
meétodo de obtengio destes materiais porosos. A silica, que antes era obtida a partir do silicato de sodio,
agora passa ser obtida através do processo sol-gel, empregando o tetractoxissilano como fonte de 510x.
Com a utilizagdo de solventes e agentes surfactantes apropriados, consegue-se obter silicas de
diferentes tamanhos e poresidades. Hoje ¢ possivel adquirir silicas altamente puras, livres de
contaminantes como ferro e aluminio. A presenga desses metais M°, como contaminantes na matriz de
silica, aumenta consideravelmente a acidez dos grupos silandis (=8i1-OH), dificultando a analise de
compostos basicos em condigdes de fase reversa. Essas melhorias no suporte cromatografico

permitiram significativos ganhos na eficiéncia, estabilidade e reprodutibilidade das colunas [14].

Alguns pesquisadores consideram que a medificagdo quimica da superficie da silica parece néo
ter evoluido muito quando comparada com os métodos de obtenc3o da silica, por ainda utilizar os
mesmos organossilanos empregados ha trinta anos. Entretanto, os pesquisadores engajados no
desenvolvimento de novas colunas para CLAE conseguiram alguns melhoramentos para as fases
quimicamente ligadas do tipo Cg e Cis, através da reagfic de capeamento ou blogueio dos grupoes
sitandis [15].

Além da busca de novos materiais para serem utilizados como suporte cromatografico e novos
procedimentos de sintese para bloquear os silandis remanescentes, novas fases estacionarias vém sendo
sintetizadas, com o objetivo de obterem fases capazes de analisar diferentes compostos, incluinde os

basicos, em uma ampla faixa de pH com consideravel estabilidade quimica [16].
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1.8 Novas fases estaciondrias reversas a base de silica
1.8.1 Fases reversas recobertas com polimero

A preparacdo de fases reversas através da deposicdo e imobilizagio de polialquilsiioxanos scbre
a superficie da silica cromatografica fot inicialmente desenvolvida por Schomburg et al. na década de
80 [17]. No inicio, essas fases apresentavam baixa eficiéncia, sendo atribuida ao total preenchimento
dos poros da silica pelo filme polimérico e assim, afetando drasticamente a transferéncia de massa e,
conseqlientemente, a eficiéncia durante a separagfo cromatografica. Com a otimizagio do processo de
sorgdo e imobilizagdo dos polimeros, hoje j& se sabe que essas fases apresentam caracteristicas
semelhantes as fases quimicamente ligadas do tipo Cg e Cis, inclusive quanto a eficiéneia

cromatografica [ 18]

G principal objetivo deste procedimento @ recobrir totalmente a superficie da silica com uma
fina camada do polimero, deixando os poros acessiveis e, assim, bloquear os grupos silandis. Os
polimeros mais freqilentemente utilizados s8o: o poli{metiloctil}siloxanc (PMOS) e o
poli(metiloctadecil)siioxano  (PMOIS), mas existem trabalhos na literatura que ja uitlizaram o
polibutadieno [19] e o pobestireno [20]. O método de preparagdo destes materiais € bastante simples e

as tases preparadas com o PMOS e PMODS apresentam boa eficiéncia.
1.8.2 Fases reversas & base de silica hibrida

Apesar da silica ser o methor suporte cromatografico para ¢ preparo das fases estacionarias, ela
apresenta duas grandes limitacdes, A primeira imita-se a sua utilizagdo em uma faixa de pH de 2 até 8,
para ndo haver a degradacdo da fase estacionaria e a segunda pela presenca dos grupos silandis

residuais, os quais causam a assimetria de pico quando as amostras bésicas sfo analisadas [21].

Sabe-se que em meio acido, em pH menor que 2, as ligagdes =3i-0-Si= que formam o esqueleto
da silica e sdo responsaveis por manter 0s grupos orgénicos imobilizados na superficie da silica, ficam
mais susceptivers a hidrolise. Dessa forma, os grupos orginicos sdo mais facilmente lixiviados quando
se emprega fases moveis com pH abaixc de 2. Em meio basico, com pH acima de 8, 0s grupos
hidroxilas (OH') reagem facilmente com os silandis residuais, promovendo a dissoluciic do suporte
cromatografico. Como conseqiiéncia da dissoluciio da silica, o leito cromatografico dentro da coluna é

alterado, resultando em baixas eficidncias e o alargamento frontal de pico.

Para evitar esses problemas associados ao suporte de silica, alternativamente podem ser

empregados os suportes poliméricos no recheio das colunas cromatograficas para CLAE. Entretanto, os
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polimeros nfo oferscem a mesma eficiéncia nas separacdes cromatograficas, apresentam uma menor
resisténcia mecdnica que a silica e determinados suportes poliméricos sdo incompativeis com alguns
solventes, causando o intumescimento @ até a dissolucdo. Essas desvantagens dos materiais poliméricos

ainda sfo fatores decisivos para a escolha da silica como suporte cromatografico [21].

O material idealizado por qualquer cientista engajado em separagBes cromatograficas seria um
suporte cromatografico que combinasse as propriedades da silica cromatografica com a versatilidade
dos materiais poliméricos a serem utilizados em uma ampla faixa de pH, com consideravel estabilidade

quimica e a completa auséneia dos silandis residuais [21].

Uma tentativa recente ¢ bem sucedida de sintetizar esses novos materiais fol realizada pela
Waters Corporation com a sintese da silica hibrida através do pf{)cesso sol-gel. Em um processo de
sintese ja patenteado em 2001 [22], os pesquisadores empregaram a mistura de 2:1 tetraetoxissilano
(TEOS) e metiltrietoxissilano (MTEQOS) para sintetizar particulas esféricas de sifica hibrida, com
tamanho apropriado e porosidade contrelada [21]. A estrutura quimica das particulas porosas da silica

hibrida, sintetizadas usando os dois organossilanos, esta representada na figura 7.
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Stlica hibrida orginica-inorginica
Figura 7. Representagio da sintese e da estrutura das particulas de silica hibrida de acordo com

processo sol-gel desenvolvido pelos pesquisadores da Waters Corporation.

Detaihes do preparo da sintese dessas particulas porosas e esféricas obviamente foram omitidos
e estdo protegidos na patente [22]. Provavelmente durante o processo sol-gel, os grupos etdxi dos dois
organossilanos sio hidrolisados na presenca de um catalisador. Em uma segunda etapa, utilizando um
meio reacional apropriado os grupos silandis, originados da hidrélise dos grupes etdxi, se condensam

para formar as particulas esféricas de tamanho apropriado e porosidade controlada.

(O novo material hibrido porose difere da silica cromatografica convencicnal por apresentar
grupos metias incorporados na matriz inorgénica da silica. Esses grupos estio presentes na estrutura do

material hibrido devido 4 utilizagdo do precursor metilirietoxissilano. A presenca destes grupos
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mdrofébicos confere a este material uma estabiidade quinica superior em relagiic ao suporie
convencional, podendo ser utilizado em uma faixa de pH um pouco mais ampla que aquela gue se
emprega para a silica pura, além de poder realizar separacBes em t{emperatura superior a ambiente.
Outra possivel vantagem ¢ a baixa atividade dos grupos silandis residuais nas fases a base de silica
hibrida, De fato, a silica hibrida possui uma concentragdc de grupos silandis menor que a silica
inorganica devido a incorporacdc dos grupos metilas, mas coniinua sendo impossivel obter um

recobrimento otal dos silancis no processo de meodificacdo quimica com ouiros agentes silijantes.

A Waters ja comercializa colunas cromatograficas recheadas com essas particulas de silica
hibrida, que ¢ modificada com agentes sililantes monofuncionais, contendo grupes polares do tipo
carbamate inseridos e também com agentes sililantes irifuncionals. As estruturas dos materiais

disponiveis comercialmente sdo mostradas na figura 8.
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Figura 8 Preparacio das fases estacionarias a base de silica hibrida, que s@ic comercializadas pela

Waters Corporation.
Neue e colaboradores [21] demonsiraram que as fases XTerra a base de silica hibrida podem ser
empregadas em separacdes cromatograficas utilizando fases méveis com pH na faixa de 1,2 ate 11,5

sem haver perda de eficiéneia da coluna. Outra vantagem relatada foi a realizacio de separagdes em



Introducdo

temperaturas acima de 60 °C. Essas condicBes experimentais nfc sdo vidvels para as fases

quimicamente ligadas a base de silica pura devido 4 sua rapida degradagio em temperaturas elevadas.

Novas particulas hibridas estio sendo sintetizadas, substituindo o MTEQS por outros
organossilanos bidentados do tipo (CHzO)-8i-{CH;»-Si~(CH30), com o propdsito de serem mais
estavels que os materiais hibridos sintetizados micialmente. Mais recentemente, os trialcoxissilanos
contendo grupos funcionais do tipo amina, o [(3-amino)propil] trimetoxissilano, (CHaQ)s-8i-(CHy)s-
NHz, ¢ o viniltrimetoxissilano, tendo como grupo funcional na sua estrutura o grupo vinila (CH;0),-Si-
CHy=CH,, também estdo sendo empregados na sintese sol-gel em substituicio ac MTEQOS. O objetivo
de sintetizar essas novas silicas hibridas é obter novas fases estacionarias através da reacdo destes

grupos funcionais pendentes com outras moléculas orginicas [23].
1.8.3 Fases estericamente protegidas

A escolha de agentes sililantes monofuncionais, contendo grupos isopropila ou isobutila,
figados diretamente ac atomo de silicio, permite a sintese das fases denominadas de estericamente
protegidas. Hssas fases foram inicialmente relatadas na literatura em 1989 com a finalidade de obter
fases mais estdveis que as fases convencionais do tipo Cg e Cig [24]. Fssas fases estericamente
protegidas foram desenvolvidas por Kirkland e Glajch, cuja invengio esta protegida por patente desde
1987 [25]. Hoje em dia, a Agilent Tecnologies comercializa essas fases estacionarias denominadas
Zorbax StableBond. Existem fases do tipe Cg, Ciz ¢ CN (cianopropil) com os grupos volumosos

ligados diretamente ao atomo de silicio, como mostra o exemplo ilustrado na figura 9.

—OH

—OH

Figura 9: Estrutura da fase Zorbax SB-CI18 da Agilent, com grupos isobutila ligados diretamente 20

atomo de silicio e uma cadeta n-alquila do tipo Cig.

A tecnologia de inserir esses grupos hidrofobicos e volumaosos, proximos 4 superficie da silica,
permite que a superficie da silica fique mais protegida principalmente em fase mével em pH abaixo de
3, evitando a quebra das ligagSes do tipo siloxano que sfo responsaveis por manter os grupos orginicos

imobilizados na superficie da silica [247].
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O fabricante recomenda a utilizagdo dessas fases em separagdes cromatograficas que requerem
a utilizagdo de uma fase movel agressiva, como por exemplo aquelas que contém acido trifluoracético.

Porém, a utilizagdo com fases moveis em pH acima de 7 ndo é recomendada.

A propriedade dos grupos volumosos em bloquear os silandis residuais parece ter sido
erroneamente atribuida. Alguns resultados com o uso destas fases estacionarias na separagio de
compostos basicos em pH 7 mostraram uma atividade consideravel de grupos silanéis residuais devido
ao baixo recobrimento da superficie [26]. A presenca destes grupos volumosos deve dificultar a reacdo

dos grupos reativos do silano com os silandis da superficie da silica.

Outra publicagdo mostrou que uma destas fases (a Zorbax-SB CN) é menos estavel em fases
movels em pH acima de 7 em comparagio com as fases monofuncionais, preparadas com os
monoclorodimetilsilanos e também em relago as fases poliméricas preparadas com agentes sililantes
trifuncionais como, por exemplo, o octadeciltriclorossilano ou o octadecil-trimetoxissilano [27]. ©
motivo da baixa estabilidade esta relacionado com o menor grau de recobrimento da superficie da

silica, quando se utiliza os silanos monofuncionais com os grupos isopropila ou isobutila.
1.8.4 Fases reversas bidentadas

Uma nova classe de fases reversas, denominadas bidentadas, foram recentemente preparadas
por Kirkland et al. [28]. Essas fases sdo sintetizadas a partir da modificacio da silica cromatografica
com agentes sililantes bidentados formados por dois atomos de silicio. O processo de sintese destes
agentes sililantes é propriedade de duas patentes [29], [30], agora pertencentes & Agilent. Essa empresa
comercializa colunas recheadas com essa fase bidentada com o nome de Zorbax Extend-Cl%. A

estrutura desta fase estacionaria € mostrada na figura 10.

Figura 10: Estrutura quimica da fase bidentada Zorbax Extend-C18 da Agilent.

Essas fases s@0 denominadas bidentadas por apresentarem um grupo propila ligado a dois

gtomos de silicio do agente sililante. A principal vantagem em relagio as fases reversas
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monofuncionais ¢ uma estabilidade relativamente maior em fases moveis agressivas em pH acima de

7.0 fabricante recomenda a utiliza¢io desta fase em separacdes com fase movel em pH até 11.

Provavelmente o grau de recobrimento da superficie da silica com esse agente sililante
bidentado ¢ relativamente menor quando comparado com aquele obtido para as silicas modificadas
com os agentes sililantes monofuncionais. Como conseqiiéncia, a populagio dos grupos silanois
remanescentes € maior, tanto que o fabricante admite realizar o bloqueio dos silandis em uma segunda
etapa de reagBo. Porém, com as fases bidentadas reversas ¢ possivel realizar separagdes
cromatograficas empregando fases moveis com pH alto. Se o pH da fase movel é maior que o valor de
pKa dos analitos basicos, as moléculas estardo na forma nio-protonada e o silanéis residuais na forma

Si-O". Nesta situagdo, a atividade dos silandis residuais é minima, evitando o alargamento de pico [28].
1.8.5 Fases Monoliticas

O conceito de fases monoliticas a base de silica foi recentemente introduzido em CLAE. Essas
colunas monoliticas diferem das colunas convencionais por ndo serem recheadas com particulas
porosas de silica. Essas fases foram desenvolvidas por pesquisadores da Universidade de Kyoto [31]
em colaboragdo com a Merck KGaA da Alemanha [32]. Essas colunas, que podem ser do tipo Cg ou
Cis, estdo disponiveis comercialmente desde 2000 com o nome de Chromolith Columns. O recheio das
colunas monoliticas também ¢ um material poroso, mas apresenta poros com diferentes tamanhos, Nas
colunas convencionais, o material particulado apresenta mesoporos com tamanho de 6 até 30 nm,
enquanto que na fase monolitica o suporte cromatografico apresenta uma estrutura tridimensional com
mesoporos de 13 nm e macroporos de 2 pm de didmetro. A figura 11 mostra imagem do material

obtida por microscopia eletronica de varredura, em que € possivel visualizar os macroporos.

Figura 11: Microscopia Eletrénica mostrando a estrutura porosa da silica monolitica.

Esses monolitos sdo produzidos através de um processo sol-gel , empregando o TEOS como
fonte de silica e agentes surfactantes apropriados que permitem a obtencdo dos mesoporos €
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macroporos na matriz de silica. O interessante € que o material ¢ fabricado dentro da coluna
cromatografica. Provavelmente, em alguma etapa de processo a mistura ¢ bombeada para dentro da
coluna e em etapas subsequentes de geleficacio e de calcinaglo, ocorre a formaglo da silica
monolitica, cuja estrutura esta na figura 11. Provavelmente a etapa de modificago quimica destas fases
com os agentes sililantes do tipo Cyg também deve ser feita com o material contido na coluna.

A principal vantagem destas novas fases em relagdo as fases particuladas € a possibilidade de
realizarem separacdes rapidas por poderem ser feftas em altas vazdes de fase movel. Isso s & possivel
gracas ans macroporos que contribuem para uma répida transferéncia de massa, sem ocasionar perdas

de eficiéncia, nem o aumento da pressdo dentro da coluna [33].

A estabilidade, assim como a atividade dos grupos silandis residuais, ainda ndco foram
investigadas ou relatadas na lteratura pelo fato dessas fases monoliticas terem sido lancadas no

mercado recentemente.
1.8.6 Fases reversas contendo grupos polares embutidos

Novas fases estacionarias do tipo reversa para CLAE tém surgido desde o nascimento desta
técnica analitica ha quase quarenta anos atras. A busca de novos materiais para serem utilizados como
suporte cromatografico tem como principal objetivo obter novas fases estacionarias capazes de analisar
compostos basicos sem o alargamento de pico, comumente observado em condigBes de fase reversa.
Dentre essas novas fases estacionarias, tem crescido ¢ numero de fases reversas que possuenm grupoes

polares inseridos na cadeia N-alquila.

Geralmente esses grupos polares encontram-se embutidos na cadeia N-alquila da silica
modificada, apos o terceiro grupo metileno ligado a0 atomoe de silicio do organossilano imobilizado. Na
grande maioria o5 grupos polares sdo formados por Atomos capazes de estabelecer ligagBes de
hidrogénic com outras espécies sendo que os atomos de nitrogénio e oxigénio desempenham muito
bem esta fungfc. As fases reversas, contendo grupos polares do tipo amida (-NH-C(O)-R’), foram
inicialmente sintetizadas na década de 90 através de um processo de modificacdo quimica em duas

etapas como mostra ¢ esquema da figura 12
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Figura 12: Esquema da preparagio das fases reversas contendo grupos polares do tipo amida, em que o
grupo R pode representar um grupo alquila ou arila, dependendo da escolha do respective cloreto
acido.

Inicialmente, a silica ¢ modificada quimicamente com o aminoorganossilano monofuncional.
Em uma segunda etapa da modificacio, os grupos aminopropila, ligados & superficie da silica, sdo
acetilados através da reagfo com cloretos acidos para formar o grupo funcional do tipo amida, inserido

na cadeia N-aiquila do ligante, como mostra a figura 12.

O primeiro trabatho envolvendo a preparacio deste novo tipo de sifica modificada foi o de
Nomura et al. [34] em 1987, onde foram utilizados os cloretos de benzila e proprionila como reagentes
para a segunda stapa de acetilagio. Em um estudo sistematico, foi explorada a reatividade dos grupos
aminopropila com esses reagentes em fungio do tamanho do poro da silica, utilizada na primeira etapa
da modificagdo quimica. Eniretanto, a utilizag@o dessas silicas modificadas como fase estacionaria para

cromatografia liquida ndo foi explorada.

Apenas em 1990 Ascah e Feibush [35], que na época eram pesquisadores da Supelco,
publicaram a separacdo de compostos basicos, incluindo a piridina e piridinas substituidas, utilizando
uma nova fase estacionaria que possuia grupos polares perto da superficie da silica. Neste trabalhc o
tipo do grupo polar ndo foi revelado, porém os resultados obtidos sugeriram que esses grupos polares
minimizavam as interagles indesejaveis com os silandis residuais, permitindo a separaciio desses
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compostos basicos em pH em torno de 7,0, sem a adigBo de outras substdncias na fase moével, para

suprir essas interacdes com os silanois.

Esta fase apresentava fracas interactes dos grupos silandis residuais com os analitos basicos, ©
que permitiu que essa nova subclasse de fases do tipo reversa continuasse sendo desenvolvida. No
mesmo ano a Supelco publicou o pedide de propriedade de patente dessas novas fases reversas
preparadas através do processo de duas etapas que se mostraram superiores as fases Cs & Cig por

apresentarem boa eficiéncia e baixo alargamento de pico para compostos basicos [36].

Em 1991, Buszewski et al. [37] publicaram 2 sintese de novas fases estacionarias preparadas a
partir da reacdo das silicas do tipo aminopropila monofuncional e trifuncional com o clorete derivado
do acido estedrico, utilizando o mesmo processo esquematizado na figura 12. O reagente para a
acetilagdo foi preparado a partir da reagfic do respectivo 4cido graxo com cloreto de tionila (SOCL). As

~ = - 1 A - rn 20 e
fases foram devidamente caracterizadas por ressonincia magnética nuclear tanto de **Si como de PC.

Em um outro trabalho mais recente, Schmid et al. [38] conseguiram caracterizar essas novas
fases reversas utilizando a ressondncia magnética nuclear, sendo possivel obter mais informagfes que
comprovaram a formagdo do grupo polar {-NH-C(O)-R"), principalmente através do sinal em 160 ppm
no espectro de RMIN de VC, referente & carbonila da fungio amida. Fstudos envolvendo a seletividade
das novas fases do tipc amida [39] foram obtidos por Buszewski e Janoriec [40] através da sintese de

diferentes fases reversas do tipo amida com grupos terminais n-alquila, R’, variando de Cs a Cys [41].

Em um trabatho de 1996 [42], os pesquisadores da Supelco, Ascah et al., apresentaram uma
versdo “melhorada” das fases do tipo amida disponiveis comercialmente, denominadas Supecosil
ABZPlus. Neste trabatho foi dada grande énfase na caracterizago da referida fase estacionaria por
espectroscopia fotoeletronica de Raios-X (XPS) e a caracterizacio cromatografica. Eles ressaitaram as
vantagens destas fases do tipo amida em separar compostos polares e ionizévels em comparaciio 4 fase
sintetizada anteriormente [35] e as silicas convencionais do tipo Cg e Cis. Muito embora sabe-se que
este procedimentc em duas stapas ¢ ineficiente, pois na segunda etapa da reacfio, como mostrado na
figura 12, £ dificil obter um rendimento de 100 % na reagfio de acetilag8o, ficando grupos aminopropila
sem reagir com o cloreto acide. Como conseqiiéncia, obtém-se uma fase mista, com grupos

aminopropila remanescentes, os quais podem estar presentes entre os grupos do tipo amida.

A presenca destes grupos remanescentes na superficie da silica modificada as vezes pode ser

benéfica para algumas separagdes, pols o grupo —NH; também tem a propriedade de reduzir os efeitos
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indesejaveis dos silandis residuais presentes na superficie da silica. Mas, na maioria dos casos, esses
grupos remanescentes do tipo amina podem causar fortes interagdes. Conseqiientemente o alargamento
ou até mesmo a adsorgdo irreversivel pode ocorrer durante a separagdo cromatografica, principalmente
em meio acido, onde o grupe -NH; pode estar protonado, propiciando interacBes através da troca idnica
com 0s compostos &cidos, os quais podem estar parcialmente dissociados, dependendo do seu pKa e do

pH da fase movel,

Alternativamente, os pesquisadores da Waters Corporation publicaram em 1995 a sintese de
uma nova fase reversa, baseada na modificagfo da superficie da silica em uma tnica etapa, diferente da
metodologia empregada na sintese das fases reversas contendo grupos polares do tipo amida [43].
Inicialmente foi preparado o clorossilano, ja contendo o grupo funcional embutido, sendo neste caso
tipo carbamato (-O-C{O}-NH-R’) com caracteristicas semelhantes aos do tipo amida. A rota de sintese,
baseada em uma série de reagfes, ¢ mostrada na figura 13 e foi patenteada em 1994 [44]. A Waters

comercializa essas fases estacionarias denominadas SymmetryShield.
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Figura 13: Método de preparagdo das fases estaciondrias do tipo reversa, contendo grupos polares do

tipo carbamato, desenvolvida pelos pesquisadores da Waters Corporation.

O grupo R depende da escolha prévia da amina na etapa de sintese da olefina. Na primeira etapa
¢ sintetizada uma olefina bifuncional, o cloroformato de alila, que reage com uma amina alifitica
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fosfato de pH 7 foi 20,0 mmol dm”. O tampdo foi preparado dissolvendo-se 1,68 g de K,FPO,
juntamente com 1,33 g de KH,PO,; em um balfc volumétrico 1 dm’. O pH da solugio tampio foi

ajustado a 7,00 antes da adicdo do metanol com o auxilio do peagdmetro.

As misturas testes SRM 869a [61] e SRM 1647¢ [62], compostas por varios nidrocarbonetos
noliaromaticos, estdo disponivels comercialmente no “Instituto Nacional de Padrdes e Tecnelogia”

(MIST, EUA) e foram empregadas para avaliar somente 2 coluna recheada com a silica Cy5 ureia.

Os parAmetros cromatograficos como ntmero de pratos, N, fator de retenglio, k, e fator de
assimetria a 10% da altura do pico, As, e de alargamento do pico a 5 %, TT, foram calculados conforme

recomendado na literatura [6].
3.5.6 Separacdo cromatogrdfica de uma mistura de herbicidas na coliuna C18 uréia

A separacdo dos herbicidas clanazina, simazina, atrazina, ametrin, diuron e linuron foi realizada
no cromatografo da Waters, empregando uma coluna de 150 x 3,9 mm de didgmetro interno, recheada
com a fase Cig uréia. A fase movel empregada fol MeGH H,O 50:30, v/v na vazio Otima de 0,8 mi
min'. O volume de injeciio foi de 5 ul e as separacdes foram realizadas no comprimento de onda de
230 nm,

Esta mesma mistura também foi separada em uma coluna comercial da Waters, NovaPak Cig
{150 x 3,9 mm d.i) recheada com a silica modificada do tipo Cis, tamanho de particulas de 5 um e
tamanho de poros de 6 nm. As condigles empregadas foram as mesmas descritas acima para comparar

cromatograficamente a coluna comercial e 2 coluna fabricada em nosso laboratorio.
3.5.7 Teste de estabilidade

Para simular o use rotineiro das colunas em um laboratério de analise e verificar a estabilidade
quimica das novas silicas, a fase movel foi constantemente bombeada na coluna de menor
comprimento a vazdo Otima. A coluna recheada com a fase estacionaria foi periodicamente avaliada
através da separacdo de uma mistura teste e do calculo dos parfimetros cromatograficos: fator de
retencdo (k), eficiéneia expressa por N/m e o alargamento de pico (T). A mistura teste foi 2 mesma
utilizada nas avaliagBes iniciais com as colunas de 150 mm de comprimento & 3,9 mm de didmetro
inferno. A mistura era composta por uracil, naftalenc, flalatos de dibutila e dipropila, propranolol e
amitriptilina. A composicdo da fase movel foi metanoltampic KILPOJ/KHPOs a pH 7.0, na

oroporgio de 65:35 v/v.
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4. Resultados ¢ Discussio
4.1 Preporagdo dos Novos Agentes Sililantes

A preparagdo dos novos agentes sililantes C3 a Ci3 uréia seguiu o mesmo procedimenio
experimental, Cujo processo ja se encontra patenteado [54]. A partir da reagio dos precursorss A ¢ B,
sob determinadas condigBes, um noveo agente sililante foi formade, contendo um grupo polar derivado
da uréia (-NH-C{0)-NH-} como mostra 4 figura 18.

n
catalisndor ‘

i
A+ B ————» (CH;CH,0)S{CHy);NH-C-NH-(CHy), CH;

aguesimento
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B =-0CH, CHy parn os etoxissilanos wifuncionals com = variando dz 2 até 17

R={ter=17 parao [(3-octedecihméiaipropl]|dimetiletoxissilane

Figura 18: Preparagio dos novos agentes sililantes contendo grupos derivados da uréia.

Da mesma forma, Qé agentes sililantes monofuncionais, Cig dimetil uréia e C g diisopropil uréia,
foram sintetizados seguindo um procedimento similar iquele utilizado para a sintese dos agentes
siliiantes trifincionais. A rota de sintese é bastante versatil, pois permite a sintese de novos agentes
sililantes com grupos funcionais do tipo uréia e comprimento da cadeia organica variavel, dependendo

da prévia escolha dos precursores A ¢ B.
4.2 Caracterizagio dos Novos Agentes Sililantes
4.2.1 Andlise dos espectros na regidio do IV

Nos espectros IV dos agentes sililantes sintetizados, mostrados na figura 19, sio observadas
bandas em 3340 cm’’ referente ao estiramento da ligagio N-H, na regifio de 2970 & 2880 cm’, trés
bandas atribuidas ao estiramento da ligagio C-H nos grupos CH; e UH;, em 1630 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagiio C=0. Esta banda, em uma freqiiéncia relativamente menor que o estiramento
C=0 de aldeidos e cetonas, € caracteristica do mesmo estiramento nos compostos do tipe uréia, onde a
presenca dos dots atomos de nitrogénio faz com que haja uma maior deslocalizacio eletrénica e essa
banda seja detectada em uma freqiiéncia menor [63]. A outra banda de forte intensidade em 1590 em™
deve-se principalmente a deformacdio angular da ligagio N-H. Um pequenc ombro em 3160 cm™

refere-se ao sebretom (primeiro harmdnico) desta referida banda em 13590 e’
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podendo ser a octadecilamina, por exemplo, para formar outra olefina, contendo um grupo funcional do
tipo carbamato. Em seguida, esse intermediario sofre uma reacio de hidrossililagio com o reagente
clorodimetilsilano na presenga do catalisador, que ¢ um 4cido derivado da platina (H:PtClg). A
modificagdo da superficie da silica € feita através da reagio do grupo cloro do agente sililante com os

silanois da silica, produzindo uma superficie quimicamente homogénea [43].

Os materiais preparados seguindo esta rota de sintese sio considerados como a segunda geracdo
das fases estaciondrias reversas, contendo grupos polares embutidos na cadeia n-alquila. A modificagio
da superficie da silica com o organossilano ja contendo o grupo funcional é bastante vantajosa quando
comparada com o meétodo primeiramente desenvolvido, pois produz uma superficie com um Gnico
grupo funcional, ao contrario do observado quando se utiliza o método em duas etapas, em que a

modificagdo da silica ocorre antes da reacdo quimica com 0s grupos funcionais do organossilano f4o1.

Aleém da técnica de preparar fases estacionarias reversas, contendo grupos polares embutidos,
pode-se também empregar as fases estericamente protegidas [47]. Estas sdo assim denominadas por
apresentarem grupos volumosos isopropila ou isobutila ligados diretamente ao atomo de silicio, como

mostra ¢ exemplo da figura 14.

Figura 14: Representa¢do esquematica de uma fase estacionaria combinando duas tecnologias distintas:
a utilizagdo dos grupos isopropila ligados diretamente ao 4tomo de silicio, juntamente com grupos

polares {(GP) na cadeia n-alquila.

A rota de sintese destas fases estericamente protegidas, contendo grupos polares do tipo amida,
ndo foi revelada, mas acredita-se que seja por um processo de duas etapas similar a0 mostrado na figura
14. Entretanto, algumas publicacdes mostraram que estas fases sdo menos estaveis em fases moveis
com pH acima de 7 em comparagio com as fases monofuncionais, preparadas com os
monoclorossilanos e também em relagio as fases poliméricas preparadas com agentes sililantes

trifuncionais como por exemplo, o octadeciltriclorossilano ou octadeciltrimetoxissilano [48].
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O motivo da baixa estabilidade esta relacionado com o menor grau de recobrimento da
superficie da silica, quando se utiliza os silanos monofuncionais com os grupos isopropila ou isobutila.
A presenca destes grupos volumosos deve dificultar a rea¢do dos grupos reativos do silano com os

silandis da superficie da silica.

Essas fases estacionarias reversas, que combinam em um {nico material duas propriedades
distintas, ja se encontram disponiveis comercialmente. Um exemplo é a coluna ZORBAX Bonus-RP da
Agilent Technologies, recheada com uma fase do tipo reversa com grupos polares do tipo amida e uma
cadeia n-alquila de 14 atomos de carbono, além de grupos 1sopropila ligados diretamente ao dtomo de
silicio [47]. Entretanto, essas fases sdo preparadas em um processo de duas etapas, enquanto que o
processo de uma Unica etapa é mais vantajoso, pois estd baseado no uso do silano previamente

sintetizado e caracterizado.

Seguindo essas novas tendéncias, neste trabalho de tese foram preparadas fases estacionarias
reversas, contendo grupos polares do tipo uréia inseridos na cadeia n-alquila do agente sililante [49].
Os resultados obtidos foram satisfatorios, indicando que os grupos do tipo uréia também desempenham
muito bem a fun¢do de minimizar as interagdes indesejadas com os silanéis residuais na analise de

compostos basicos [50]-[52].

Ainda ndo se sabe exatamente como essas fases, contendo os grupos polares inseridos,
conseguem minimizar as interacSes dos grupos silanois com os compostos béasicos. Os grupos polares,
que podem ser do tipo amida, carbamato ou uréia, podem interagir com os grupos silandis da silica
através da ligagdo de hidrogénio, como mostrado na figura 15 A. Dessa forma estes silandis estdo
menos disponiveis para interagirem com os compostos basicos durante a separacdo cromatografica,

diminuindo o alargamento de pico e conseqiientemente a assimetria [46].

Outro mecanismo proposto seria que os grupos polares, inseridos na cadeia carbdnica, podem
interagir também com moléculas de 4gua da fase movel, como mostra a figura 15 B, formando uma
suposta camada ou barreira de moléculas de agua. A formagido desta camada diminuiria a
hidrofobicidade da fase estacionaria ao redor da superficie. Como conseqiiéncia, o acesso dos
compostos basicos aos grupos silandis fica dificultado, deixando esses grupos inacessivels para a

interacdo [46].
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Outra possibilidade seria aquela em que o analito pode interagir preferencialmente com o grupo
polar da fase estacionaria ao invés de interagir com os silandis residuais, evitando as interagdes

~

indesejaveis, como mostra a figura 15 C [46].

As possiveis interacBes entre os grupos polares de cadeias adjacentes também sdo esperadas
través das ligacBes de hidrogénio, como esta esquematizado na figura 15 D, Essas interagdes também
podem bloguear o acessc acs silanois residuais, diminuindo o numerc de interagdes indesejadas com 0s

anaiitos durante a separacgdo cromatografica.
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Figura 15 Provaveis interagBes durante a separaciio cromatografica utifizando uma fase com o grupo
polar do tipo carbamato. {A) o grupo polar compete com o analito para interagir com o silanol residual,
(B) o grupo polar aumenta a concentraciio de agua na camada de hidratacdo, (C) a molécula do analito

pode interagir com o grupo poiar ¢ (D) as interagdes entre os grupos polares de cadetas adjacentes.

Esses mecanismos foram propostos para explicar porque essas fases t8m a propriedade de
minimizar as interacdes indesejaveis entre os grupos silandis e os analitos basicos. Algumas evidéncias
mostraram que a superficie da silica tem uma maior concentra¢dio de agua devido as suas ligactes de
hidrogénio com os respectivos grupos polares, ficando proximas & superficie do  suporte

cromatografico.
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Espera-se a formagdo de uma barreira “virtual” de moléculas de agua, a qual impede de uma
certa maneira, a interagfio dos analitos basicos com os silandis residuais. Outra evidéncia pratica é que
com essas fases polares & possivel realizar algumas separagdes cromatograficas utilizando, por
exemplo, uma fase movel com 100% de dgua. Nas fases classicas isto ndo & possivel devido ao colapso
que ocorre com as cadeias hidrofobicas imobilizadas na  superficie da silica, aiterando

consideravelmente a retenclc dos analitos [53], como mostram os diagramas da figura 16.
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Figura 16: Diagramas das possiveis conformacBes das cadeias orgdnicas hidrofobicas do tipo Cig
imobilizadas na superficie da silica: {A) estendida quando solvatada por uma fase movel adequada e

(B) o colapso das cadeias orgdnicas na presenca de uma fase movel composta por quase 100% de agua.

Por outro lado, a presenca dessa barreira de moléculas de agua parece contribuir para uma maior
dissolugdio do suporte de silica, quando comparada com as fases classicas Cs e Cis. Em um tnico
estudo realizado para avaliar a estabilidade quimica de diferentes fases estacionarias, verificou-se que
uma fase reversa do tipo amida da Supelco {ABzPlus) mostrou menor estabilidade que as fases Cy e Cig
nas condi¢des experimentals empregadas no teste. Os autores sugeriram que a menor estabilidade
poderia estar relacionada com a maior hidrataciio da superficie da silica, deixando-a mais susceptivel 4

hidrélise [48].
1.9 G enchimento de colunas para CLAE

O procedimento mais adequado para rechear colunas com silica de tamanho de particula menor
que 20 um € o da suspensdo sob alta pressdo pois, quanto maior a area superficial da silica, maior € a
probabilidade de formagdc de cargas eletrostticas, impossibilitando o enchimento a seco, devido a
formagdo dos agiomerados. No procedimento de snchimento existerm inGmeras variaveis que devem ser

otimizadas com o intuite de se obter colunas reprodutiveis e com boa eficiéncia.
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O enchimento de colunas foi considerado mais como uma arte do que ciéncia e que as
experiéncias nos procedimentos dificilmente poderiam ser trocadas entre pesquisadores [35]. Além
disso, cada laboratério possui um sistema de enchimento diferente € mesmo usando como recheio fases
estacionarias derivadas da silica, elas podem diferir quanto ao fabricante, forma, tamanho de particulas
e funcionalidade [56]. Resumidamente, pode se afirmar que no procedimento de enchimento de
colunas, utilizando o método da suspensiio sob alta pressdo, além das citadas acima, existem pelo

menos cinco vaniaveis diferentes.

A primeira variavel seria a dire¢io do enchimento, que poder ser ascendente ou descendente.
Alguns trabalhos no passado recomendavam que para particulas menores que 10 pum era mais
interessante utilizar o enchimento na diregio ascendente, evitando assim que os aglomerados entrassem
ne leito da coluna, ficando no reservatério de suspensio e dessa forma seria obtida uma coluna com um
leito mais homogéneo. Entretanto, mais recentemente, recomenda-se que se o enchimento na direciio
descendente for rapido, este deve ser preferido, pois € mais reprodutivel quando comparado ac método

anterior [57].

A segunda vanavel esta relacionada ao tipo de solvente utilizado na preparagio da suspensio de
silica. O solvente apropriado para suspensfio deve evitar a formagdo de aglomerados de particulas e
para 1sso as interagdes silica-solvente devem ser maiores que as interagdes entre as particulas de silica.
Portanto, € muito importante estudar quimicamente a superficie da silica a ser utilizada como fase

estacionana [58].

Outro aspecto importante diz respeito a densidade e a viscosidade do solvente a ser escolhido.
Sabe-se que quanto mais denso e viscoso for o solvente, mais lento serd o enchimento da coluna,
entretanto, a velocidade de sedimentagio das particulas de silica na suspensdo ¢ bastante lenta,
conferindo uma grande estabilidade a suspensio, podendo ser neste sentido, uma boa alternativa. Na
pratica, o que se procura fazer ¢ encontrar um solvente que apresente baixa viscosidade e densidade
relativamente proxima a da silica a ser utilizada como recheio da coluna. Pode-se escolher solventes de
baixa densidade, desde que a suspensio seja suficientemente estavel durante o procedimento de

enchimento [59].

Outra variavel que deve ser otimizada ¢ a pressdo utilizada durante o enchimento. O ideal é que
as particulas de silica entrem na coluna cromatografica com uma alta velocidade a fim de vencer as
forgas de atrito entre as particulas e a parede da coluna. Por esta razdo, cuidados experimentais devem
ser tomados durante o polimento da parede interna das colunas confeccionadas de maneira artesanal.
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Deste modo, sabe-se que quanto menor a particula, maior a pressdo a ser utilizada no
enchimento e que as particulas esféricas necessitam de uma pressdo menor no enchimento, quando
comparadas com as particulas irregulares, empregando o mesmo solvente de suspensdo. Outro cuidado
que deve ser tomado ¢ ndo utilizar uma pressic muito alta que pode danificar as particulas e,

conseqguentemente, diminuir a eficiéncia da coluna.

A quarta variavel seria o tipo de solvente utilizado como propulsor durante o procedimento de
enchimento. A fungdo do solvente propulsor ¢ promover a consolidacdo do leito da coluna recém
formado, deixando-o mais denso e isto pode ser feito em vazdes altas, passando solventes com
caracteristicas coagulantes pelo leito da coluna. Na maioria dos procedimentos, o solvente de

suspensdo difere do solvente propulsor.

A ultima variavel estd relacionada com a forma de agitacdo da suspensdo que pode ser
mecanica, ou com o auxilio do ultrassom, ou a combinagio de ambos. Na realidade o que se deseja €
obter um alto grau de dispersio das particulas de silica na suspensio e no caso do ultrassom, cuidados
devem ser tomados para ndo danificar as particulas da silica. Além disso, pode-se usar diferentes
concentragdes da suspensio, mas os valores utilizados sio geralmente de 10, 20 e 30 % em relagio

massa de silica e o volume de solvente.

Infelizmente, muitos dos avangos no procedimento de enchimento de colunas ndo 580
publicados, pois na maioria das vezes sdo propriedades dos fabricantes de coluna e obviamente nio

existe nenhum interesse em divulgar as técnicas utilizadas no enchimento das mesmas para CLAE [56].
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2. Objetivos

O prncipal objetivo deste trabatho foi a preparacdo de novas fases estacionarias, contendo
grupos polares do tipo uréia inseridos na cadeia orgénica. Para isso foram necessarias algumas etapas

que constituiram em:

Preparar novos agentes sililantes do tipo alcoxissilano, contendo grupos polares do tipo uréia (-
NH-C(0)-NH-R") inseridos na cadeia n-alquila, com diferentes grupos terminais R’ do tipo alquila,
variando de C; a Cys, a partir da rota de sintese a ser desenvolvida. Dependendo da escolha do
precursor, tambem poderdo ser sintetizados alcoxissilanos monofuncionais com erupos metila ou

isopropila ligados diretamente ao atomo de silicio.

Modificar a superficie da silica cromatografica com esses novos agentes sililantes. Caracterizar
as silicas modificadas através das técnicas de anilise elementar, espectroscopia na regido do
infravermelho, e ressondncia magnética nuclear de C e ™Si aplicada a solidos. Apos a perfeita
caractenizagdo, empregar 0s novos materiais sintetizados como fase estacionaria no recheio de colunas

para CLAE.

Avaliar cromatograficamente as colunas recheadas com as silicas modificadas desenvolvidas no

nosso laboratério e venficar a aplicabilidade das mesmas na separagio de algumas misturas complexas.
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3. Procedimento Experimental
3.1 Preparagdo dos novos agentes sililantes com grupos derivados da uréia

A preparacio dos novos agentes sililantes seguiu o mesmo procedimento experimental que esta
protegido por patente [54]. Foram sintetizados sete novos alcoxissilanos: [(3-propiluréia)propil],
[(3-pentiluréia)propil], [(3-heptiluréia)propil], [(3-dodeciluréia)propil],  [(3-octadeciluréia)propil]
trietoxissilanos, [(3-octadeciluréia)propiljdimetiletoxissilano e [(3-octadeciluréia)propilJdiisopropil

etoxissilano.

Resumidamente, uma quantidade do reagente A foi dissolvida em 70 cm® de tolueno seco em
um baldo de fundo redondo. A mistura foi mantida sob agitagio em atmosfera seca de nitrogénio. No
funil de adicdo, conectado.ao baldo, foram adicionados 30 cm’® de tolueno $eco, juntamente com uma
quantidade equimolar do precursor B e o catalisador para promover a reagio. Sob atmosfera anidra de
nitrogénio, esta mistura foi adicionada lentamente, gota a gota, a solugiio do reagente. A mistura
resultante foi mantida sob agita¢io e aquecimento durante 3 h. Apos este tempo, o produto final foi
1solado através da remogdo do solvente. O produto foi recristalizado, formando um sélido de coloragio
branca. Em todos os casos a presenca de umidade pode ocasionar hidrélise, portanto, todo manuseio foi

feito em condi¢des anidras.
3.2 Caracterizacdes dos Ftoxissilanos
3.2.1 Analise Elementar

Os alcoxissilanos foram caracterizados por analise elementar sendo as porcentagens de carbono,

hidrogénio e nitrogénio determinadas no analisador 2400 da Perkin Elmer.
3.2.2 Espectroscopia na Regido do IV

Os espectros na regido do infravermetho (IV) foram obtidos no espectrofotémetro Bomem MB-
Series da Hartmann e Braun, no intervalo de 4000 a 450 cm™, com resolugdo de 4 cm™'. As amostras

dos organossilanos sintetizados foram dispersas entre as janelas de KBr.
3.2.3 Ressondncia Magnética Nuclear

A ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C foi realizada no espectrometro INOVA da
Varian. As amostras dos agentes sililantes foram dissolvidas em tetracloreto de carbono. As

frequéncias utilizadas foram de 500 e 125 MHz para os niicleos de 'H e C respectivamente. Um
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capilar contendo agua deuterada a 99,8 % foi utilizado como referéncia para os espectros de RMN de

'H e o proprio solvente, CCly, para os espectros de *C.
3.2.4 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram obtidos no espectrometro AutoSpec da Micromass, utilizando
uma energia de ionizagfo de 75 ev e temperatura da sonda acima da temperatura de fusio das

respectivas amostras.
3.2.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O ponto de fusdo de cada silano foi determinado através da técnica de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC). Uma amostra do respectivo organossilano foi aquecida até 423 K a uma taxa de 2 K

por minuto no instrumento DSC 2910 da Dupont.
3.3 Modifica¢do quimica da superficie da silica com os agentes sililantes

No processo de modificagio quimica, foram utilizadas duas silicas cromatogréaficas diferentes.
A LiChrosorb Sil00 (Merck), de didmetro de particulas de 5 um e forma irregular, tamanho de poros
de 12 nm, foi empregada na reagdo com os agentes sililantes trifuncionais C3 a Cy uréia. Em uma
segunda etapa, foi utilizada uma silica com caracteristicas superiores aquela inicialmente empregada. A
Prontosil (Bischoff) de tamanho de particulas de 3 pm e forma esférica com tamanho de poros de 21
nm, foi empregada no processo de modificacio com os silanos Cig uréia , Cis dimetil e Cyg diisopropil
uréia.

Primeiramente a silica foi lavada com 4gua desionizada e seca sob vacuo a temperatura de 100
°C por 8 h. Em cada caso, uma amostra de aproximadamente 10,0 g de silica foi suspensa em 150 cm’
de tolueno, ja contendo 0,055 mol do respectivo trialcoxissilano. A suspensio foi agitada
mecanicamente ¢ mantida em refluxo em atmosfera inerte de nitrogénio por 86 h. As silicas
modificadas foram lavadas com tolueno, metanol e 4gua para promover a hidrolise dos grupos etoxi,
que por ventura ficaram remanescentes na superficie da silica. Em seguida, as silicas foram novamente

secas sob vacuo a 60 °C por 8 h.

As silicas modificadas sofreram uma nova reagdo com clorotrimetilsilano a fim de bloguear os
grupos silandis remanescentes, originados da primeira etapa de modificacio da superficie.
Resumidamente, em cada caso, a reagdo foi realizada refluxando aproximadamente 10,0 g da silica

modificada com um grande excesso de clorotrimetilsilano (30,0 cm®, 0,28 mol) em 100 cm’ de tolueno

(o)
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com 4,0 cm® de piridina. Apds a mistura ter sido agitada a 100 °C por 48 h, as silicas foram filtradas e
lavadas com tolueno, metanol e d4gua. As fases resultantes, C;, Cs, Cq, Cyz2 e Cyg uréia foram secas sob

vacuo a temperatura ambiente.

Para as silicas Cys dimetil e Cy¢ diisopropil uréia, o procedimento adotado foi semelhante, com
uma pequena alieracdo que consistiu na adigio de um catalisador basico ao meio reacional. Em cada
caso, 5,0 g da silica Prontosil foi suspensa em 100 ¢cm’ de tolueno, ja contendo 0,023 mol do
etoxissilano monofuncional sintetizado. Uma quantidade equilomar de trietilamina bidestilada (3,20
cm’, 0,023 mol) foi adicionada 2 suspensdo, a qual fol agitada mecanicamente ¢ mantida em refluxo

sob atmosfera inerte de nitrogénio por 120 h.

As silicas modificadas foram lavadas com tolueno, metanol e agua e novamente secas sob
vacuo a 70 °C por 8 h. As silicas modificas, Ciz dimetil uréia e Cjs diisopropil uréia, sofreram uma
nova reacdo de capeamento com uma mistura de dois agentes sililantes, o trimetilclorossilano (TMCS)
e 0 hexametildissilazano (HMDS), a fim de bloquear os grupos silanodis remanescentes apOs a primeira
reagio de modificagio da superficie. Resumidamente, a reacdo foi realizada refluxando
aproximadamente 4.5 g de cada uma das silicas modificadas com uma mistura equimolar de
trimetilclorossilano (15,0 cm?, 0,16 mol) e hexametildissilazano (35,0 ¢cm’, 0,16 mol) em 100 cm’ de
tolueno. Apés a mistura ter sido agitada a 100 °C por 48 h, o material foi filtrado e lavado com tolueno,

metanol e agua. As fases, foram secas sob vacuo a temperatura ambiente.
3.4 Caracterizagbes das silicas modificadas
3.4.1 Andlise Elementar

Os percentuais de C, H e N de pelo menos duas amostras das silicas modificadas, antes e apos a

reacdo de capeamento, foram determinados no analisador Perkin Elmer 2400.
3.4.2 Espectroscopia na regidio do IV

Os espectros FTIR na regido de 4000 a 450 cm™, com resolugio de 4 cm™, foram obtidos no

espectrofotdmetro Bomem MB Series da Hartmann e Braun, utilizando a técnica de reflectincia difusa.
3.4.3 Ressondncia Magnética Nuclear aplicada a solidos

Os espectros de RMN no estado sélido de °C e *Si para as silicas modificadas antes e apos a
reacdo de capeamento, foram obtidos no espectrémetro INOVA, da Vanan, utilizando a técnica de

polarizagdo cruzada e rotagdo do &ngulo magico (CP/MAS). Para o nucleo de #Si foi utilizado um
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tempo de contato de 5 ms e um intervalo de pulso de 2 s. Para o niicleo de °C, foi utilizado um tempo

de contato de 3 ms e um intervalo de pulso de 2 5. As analises foram realizadas com as amostras das
respectivas silicas, acondicionadas em rotores de carbeto de silicio de 4 mm, utilizando as freqiiéncias
de 100 e 125 MHz para os nicleos de *Si e *C respectivamente. Para se obter os espectros, o niimero
de acumulagBes foi aproximadamente de 5000 e 10000 para os espectros de silicio e carbono,

respectivamente.
3.4.5 Isotermas de Adsorcdio de Nitrogénio

A area superficial, o volume e o tamanho dos poros das silicas foram calculados através da

isoterma de adsor¢io de nitrogénio a 77K, obtida no analisador ASAP 2010 da Micrometrics.
3.5 Testes Cromatogrdficos
3.5.1 Colunas para CLAE

As colunas para CLAE devem ser resistentes para suportar as altas pressdes empregadas e ser
merte frente aos diversos tipos de fase movel. Por isso, o material mais utilizado ¢ o aco inoxidavel 316
L. O corpo da coluna consiste de um tubo de formato cilindrico de comprimento de 150 ou 50 mm e
3,9 mm de dimetro interno. Além do corpo de ago inoxidavel, a coluna é composta por outros
acessorios que ficam conectados internamente ¢ externamente nas extremidades: anel de ago
moxidavel, filtro sinterizado poroso de 0,5 um, redutor de fluxo de aco inoxidavel, tampa para coluna,
terminal ¢ tubo de alinhamento de ago inoxidavel. Tamto as colunas como os acessorios foram

confeccionadas na oficina mecanica do 1Q-UNICAMP.
3.3.2 Procedimento de polimento das colunas

A superficie interna da coluna deve estar muito bem polida para ndo oferecer qualquer tipo de
resisténcia ao escoamento do liquido e assim conseguir a maxima eficiéncia possivel. Para isso as
colunas foram polidas de acordo com método desenvolvido no Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida [60]. Neste procedimento, a coluna é polida de acordo com esquema

apresentado na figura 17.

A superficie interna da coluna de ago inoxidavel € polida através da rotagdo a uma velocidade
constante de 1000 rpm, de uma haste metalica, acoplada a uma furadeira de bancada. Nesta haste, fios
de palha de aco s8o enrolados, juntamente com uma pasta, contendo particulas abrasivas de carbeto de

silicio, para dar o acabamento final no polimento.




FParte Experimental

Durante o polimento, com a haste em movimentagiio dentro da coluna, € necessario fazer leves
mMOVIMentos manuais para cima e para baixo para que o polimento da parede fique o mais homogéneo
possivel. Para segurar a coluna, utiliza-se uma garra metalica longa, porque durante o polimento, a

coluna aquece com o atrito entre a haste e a superficie interna da mesma.
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Figura 17: Configuracio do sistema utilizado no polimento das colunas para CLAE.

Apos o polimento, a coluna € lavada com hexano e colocada no ultrassom para remover a pasta
de polimento. Em seguida a coluna ¢ lavada com solugiio de HNO; 1:1 v/v para remover qualquer tipo
de Impureza, que por ventura tenha ficado aderida & superficie interna e abundantemente com porgdes

de dgua desionizada e metanol.
3.5.3 Procedimento de enchimento das colunas para CLAE com as silicas modificadas

Dentre os varios métodos propostos foi escolhido um procedimento que recomendava o uso de
uma suspensdo de silica na proporgio massa/volume de 10 %. Apos um teste com vérios solventes, o

cloroférmio foi selecionado como solvente para a suspensio.

A massa de fase estacionaria necessaria para fazer o enchimento é proporcional ao volume da

coluna, que € calculado através da equaciio do volume de um cilindro. Considerando a densidade da
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silica, o valor de volume pode ser convertido para massa de fase estacionaria acrescentando 20% deste
valor para garantir um excesso de fase estaciondria no enchimento da coluna. Dessa maneira, para
colunas de 150 mm de comprimento, deveriam ser pesados aproximadamente 2,20 g de silica e
suspensos em 22 cm’ de clorofdrmio em um tubo de vidro. Para as colunas 50 mm de comprimento,
foram utilizados 0,73 g com 7,3 cm’ do solvente. As suspensdes foram agitadas mecanicamente por 12
h no roto-torque € por mais 5 min no aparetho de ultrassom, antes de serem colocadas no reservatdrio

do sistema de enchimento.

O meétodo de enchimento baseia-se na passagem do solvente propulsor, a alta pressio, com o
auxilio de uma bomba de enchimento, fazendo com que a suspensio se desloque do reservatorio da
suspensdo até a coluna que estd conectada a esse reservatério e assim ocorra a formacdo do leito
cromatografico. A suspensdo deve ser colocada no reservatério rapidamente para evitar a sedimentagiio
das particulas e adicionar cloroférmio até preencher todo o volume do reservatorio, o qual deve ser
fechado imediatamente, evitando a introdugdo de bolhas de ar dentro do sistema. Imediatamente, o
sistema € pressurizado, fazendo com que a suspensio preencha a coluna na diregiio descendente por
acio do solvente propulsor, que neste caso foi o metanol de grau cromatografico, a uma pressio de 41,4

MPa.

Na extremidade oposta da coluna de ago inoxidavel devem ser colocados previamente: o filtro,
o anel de alinhamento, o redutor e por altime o terminal. Fazendo o solvente percorrer todo o sistema, a
silica fica retida dentro da coluna através do filtro de 0,5 um, e foi formando o leito da coluna. A
pressurizacdo do solvente foi feita como auxilio de uma bomba pneumatica (Haskel Pressure Pump),
sendo que o gas utilizado foi o nitrogénio. Apds a passagem de 80 cm’ de solvente pela coluna que
acabou de ser recheada, desliga-se a bomba e fecha-se a valvula de pressdo. A coluna deve ficar
conectada por mais alguns minutos ao sistema de enchimento a fim de equilibrar a pressio interna com

a pressdo ambiente.

Ao final deste procedimento, a coluna foi desconectada do sistema cuidadosamente a fim de nfo
quebrar o leito de silica formado nas paredes internas da coluna de ago inoxidével. O excesso de silica
foi cuidadosamente removido da extremidade da coluna e foi colocado o tubo de alinhamento, o filtro e
finalmente o redutor de vazdo seguido do terminal de latdo. Ambos os lados da coluna foram fechados
com tampas de “PEEK” para impedir a evaporagio do solvente dentro da coluna e evitar possiveis

rachaduras no leito da nova coluna. Apos enchimento, a coluna foi acondicionada com a fase moével a
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fim de retirar o metanol utilizado durante o processo de enchimento e para que houvesse o equilibrio

perfeito entre a fase movel a fase estacionaria.
3.5.4 Avaliacdo cromatogrdfica das colunas recheadas

As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando o cromatografo a liquido modular,
constituido de uma bomba de alta pressdo, modelo 510 da Waters, detector espectrofotométrico de
absorgéo no UV/VIS, de comprimento de onda varidvel, modelo 486, da Waters e injetor da Rheodyne
modelo 7725 com alga de amostragem de 5 pl. Os dados das analises cromatograficas eram
processados, utilizando um microcomputador que interfaciava ao cromatografo com auxilio do
software ChromPerfect da Justice Innovations,

As separacbes das misturas testes SRM 869a, SRM 1647¢ assim como dos isdmeros da
Vitamina E foram realizadas utilizando a bomba de alta pressio Lichrograph L-6200A e um detector
Lichrograph 1.-4200, ambos da Merck.

Todas as detecgdes foram feitas na regido do ultravioleta, em comprimento de onda 254 nm, em
que todos 0s componentes arométicos absorvem. Todos os solventes utilizados, metanol, cloroférmio e
acetonitrila eram de grau cromatografico e foram filtrados e desgaseificados antes de serem utilizados

no sistema de CLAE. As separagdes sempre foram realizadas a temperatura ambiente.
3.3.5 Escolha das misturas testes para a avaliacdo cromatogrdfica

Para determinar a eficiéncia de qualquer coluna, algumas avaliages cromatograficas devem ser
feitas usando misturas testes, contendo diferentes tipos de moléculas organicas. Dependendo do tipo de
coluna, utilizam-se misturas testes especificas. A escolha das misturas testes baseia-se nas misturas
propostas por fabricantes de colunas cromatograficas e nos trabalhos da literatura. A primeira mistura
teste utilizada foi uma mistura de uracil (necessério para determinar o tempo de retengdo do composto

ndo retido, ty), acetofenona, benzeno, tolueno e naftaleno.

A segunda mistura teste foi escolhida para avaliar a capacidade dos grupos uréia em reduzir o
alargamento de pico para as amostras bésicas e continha uma mistura de uracil (12 mg dm™), naftaleno
e acenafteno (hidrocarbonetos poliaromaticos bastante apolares) nas concentragdes de 70 e 200 mg dm’
? respectivamente, butilparabeno (26 mg dm™) e fialato de dibutila (420 mg dm™) como moléculas
“sonda” polares e o solutos basicos: propranolol e amitriptilina nas concentragdes de 400 e 110 mg dm’
* respectivamente [13]. As separagBes foram realizadas utilizando uma fase mével composta por

metanol: tampdo KH,POJ/K,HPO, de pH 7 na proporgio de 65:35 viv. A concentracdo total do tampio
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As duas bandas em 1100 e 1080 cm™' se devem ao estiramento da ligagio Si-O do respectivo
alcoxissilano. Nos espectros de todos os agentes sililantes da figura 19, nenhuma banda foi detectada
na regido de 3500 cm™! referente ao estiramento da ligagdo O-H dos grupos silandis (Si-OH), indicando
gque ©0s grupos etdxi ndo foram hidrolisados durante o procedimento de sintese. As bandas

T

. - I e L. .
principalmente em 3330, 1630 ¢ 1350 cm™ indicam que os alcoxissilanos foram obtidos com sucesso.
4.2.2 Andilise dos espectros de RMN de 'H

Nos espectros de RMN de 'H dos alcoxissilanos sintetizados, mostrados nas figuras 20-26,
foram observados alguns sinais que sfio comuns a todos os agentes sililantes: um sinal na regido de & =
6,5 ppm atribuide aos hidrogénios figados aos atomos de nitrogénic do grupo urdia. Em § = 0,6 ppm é
observado um tripleto atribuide aos hidrogénios ligados ao carbone da ligagiio =8i-C. Os picos em § =

1,3 ¢ 3,8 ppm sdo atribuidos aos hidrogénios 1 e 2 do grupo etdxi do alcoxissilano sintetizado [631.

Z i
(I)CHZCH3 O
! I
CH3CH;O —— S+CHCH,CHy-NH-C-NH-CHCHCH,
i 2 { 3 4 5 N 7 5 3 0
GCH,CH,
2 1
1
2.
13
58
i 3
4.7 . { N

H [ 7 H i E} 2 2

e

deslocamento guiiico / 3
. 1 o . . . . .
Figura 20: Espectro de RMN de "H do [(3-propiluréia)propil jtrietoxissilano.
A presenca destes sinais ¢ uma indicacdo de que os produtos foram obtidos com sucesso, sem
que ocorresse 2 hidrolise dos grupos etdxi, conforme foi verificado também pelo espectro na regifio do
infravermelho. Os outros sinais, com excecdo do sinal em 8 = 4.6 ppm da 4gua deuterada utilizada

como referéncia, devem-se a aos hidrogénios da cadeia n-alquila do agente sililante, os quais foram
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atribuidos conforme mostra a estrutura do exemplo da figura 20 e podem variar de intensidade de

acordo com o tamanho da cadeia carbdnica do respectivo silano.
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Figura 21: Espectro de RMN de 'H do [(3-pentiluréia)propil Jtrietoxissilano.
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Figura 22: Espectro de RMN de "H do [(3-heptiluréia)propil Jtrietoxissilano.
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Figura 23: Espectro de RMN de ‘H do [(3-dodeciluréia)propil ltrietoxissilano.
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H do [(3-octadeciluréia)propil Jtrietoxissilano.

Um novo sinal foi observado em 8 = 0,1 ppm no espectro de RMN de H' do silano Cig dimetil
uréia da figura 25 referente aos hidrogénios 3 e 4 do grupo metila o qual esta diretamente ligado ao
atomo de silicio, conforme mostra a estrutura. Como a solubilidade deste composto era relativamente

baixa em CCly, decidiu-se entdo utilizar o cloroférmio deuterado como solvente.
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Figura 25: Espectro de RMN de 'H do [(3-octadeciluréia)propil]dimetiletoxissilano.
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Figura 26 Espectro de RMN de 'H do [(3-octadeciluréia)propil Jdiisopropiletoxissilano.
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Na figura 26, ¢ mostrado o espectro do silano C g diisopropil uréia, na qual verifica-se que os
sinais referentes aos hidrogénios 3 e 4 do grupo isopropila foram observados na regido de § = 1,0 ppm.
Os hidrogénios 7 e 10 foram observados em § = 32 ppm. Em 8 = 1,3 ppm, foi observado um sinal de

forte intensidade referente aos hidrogénios 12-27, pertencentes a cadeia n-alquila do agente sililante.
4.2.3 Andlise dos espectros de RMN de *C

Nos espectros de RMN de “*C dos agentes sililantes sintetizados, mostrados nas figuras 27 a 33,
foram observados alguns sinais comuns a todos os espectros. O sinal em & = 98 ppm se deve a presenca
do CCls, que foi utilizado como solvente. Em torno de § = 160 ppm, o pico foi atribuido ao carbono do
grupo carbonila da ligagdo uréia, numerado de acordo com a estrutura fornecida em cada espectro do
agente sililante [63]. Outros dois sinais, comuns nos espectros, em O =19 e 58 ppm foram atribuidos aos
carbonos, pertencentes aos grupos etdxi dos respectivos agentes sililantes. O carbono se encontra em
um campo mais baixo por estar diretamente ligado ao atomo de oxigénio, formando assim o grupo
alcoxi. Em & = 8 ppm, o pico foi atribuido ao carbono vizintho a0 atomo de silicio, o qual se encontra
em um campo mais alto pelo fato deste atomo de carbono estar ligado diretamente ao silicio, que é
menos eletronegativo que o carbono [63]. Os outros sinais sio caracteristicos da cadeia alifatica de

cada trialcoxissilano sintetizado.
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Figura 27: Espectro de RNM de C do[(3 -propiluréia)propil Jtrietoxissilano.
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Figura 28: Espectro de RNM de °C dof(3-pentiluréia)propil jtrietoxissilano.
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Figura 29: Espectro de RNM de °C dof(3-heptiluréia)propiljtrietoxissilano.
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Figura 30: Espectro de RNM de *C doi(3-dodeciluréia)propil Jtrietoxissilano.

517
I 15 g

2 1
QCHZCH:; O
CHCHO — SFCH;CH;CH;:-NH—&-NH-CH:CH:—(CH:);g-CHgCHgCHgCH3
i 2 i 3 4 5 ¢ 7 4 bl 21 22 23 24
OCH-CH,
2 X

TE i
£ 1
e s —— — JW-L‘LLJ

deslocamento quimico / 8
Figura 31: Espectro de RNM de "C do[(3 -octadeciluréia)propilJtrietoxissilano.

No espectro de RMN de "C do silano Cig dimetil uréia , 08 grupos metilas ligados no atomo de
silicio foram observados na regido de 0 ppm. O sinal de forte intensidade em 77 ppm refere-se ao
CDCl, que foi utilizado como solvente. Em & = 30 ppm o sinal se refere aos carbonos 11 a 22 da

cadeia n-alquila do respectivo alcoxissilano monofuncional.
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Figura 32: Espectro de RNM de "C do[{3-octadeciluréia)propiljdimetiletoxissilano
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Figura 33: Espectro de RNM de B¢ do [(3-octadeciluréia)propilJdiisopropiletoxissilano.
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Diferentemente dos demais, no espectro de RMN de *C para o silano [(3-octadeciluréia)propil]
diisopropiletoxissilano, os carbonos 25 e 26 do grupo isopropila foram observados em 8 = 18 ¢ 5 ppm,
respectivamente, além dos sinais dos grupos etdxi e da carbonila da ligacdo uréia. O sinal de

intensidade forte em & = 30 ppm refere-se aos carbonos 9-20 da cadeia n-alquila do agente sililante.
4.2.4 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas também foi utilizada para caracterizar os alcoxissilanos. Vapores da
respectiva molécula orgénica sdo introduzidos na cmara de ionizagdo do espectrdmetro e o feixe de
elétrons converte algumas dessas moléculas em fons de carga positiva. A simples remogio de um

elétron da molécula resuita em um ion cuja massa é a mesma da molécula introduzida [63].

Este ion molecular ¢ simbolizado por M*. O valor de m/z no qual o ion molecular aparece no
espectro de massas, assumindo que este fon foi produzido pela perda de um elétron, corresponde ao
valor da respectiva massa molar da molécula original. Dessa maneira, com o0s espectros de massas ¢
possivel comprovar a massa molar proposta para cada novo agente sililante produzido. As figuras 34 a

40 apresentam os espectros de massas obtidos.

Outros ions também sio formados, conforme pode ser observado no espectro. Muitos destes
ions podem soffer novas reagdes ou rearranjos que dificultam a identificagdo estrutural de cada jon
molecular formado. Nos espectros dos silanos C; a Cy uréia observa-se o pico base em m/z=163, que
possivelmente ¢ atribuido ao fragmento (C;HsO):Si". Assim foram determinadas as massas molares

para os respectivos etoxissilanos, cujos resultados estiio na tabela 1.
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Figura 35: Espectro de massas do [(3-pentiluréia)propil Jtrietoxissilano.
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Figura 36: Espectro de massas do [(3-heptiluréia)propilJtrietoxissilano.
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Figura 39: Espectro de massas do [(3-octadeciluréia)propil]dimetiletoxissilano.
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Figura 40: Espectro de massas do [(3-octadeciluréia)propilJdiisopropiletoxissitano.

O espectro de massas para o silano Cig diisopropil uréia, apresentado na figura 40, difere

bastante dos outros espectros de massas dos agentes sililantes trifuncionais, inclusive também ao do
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stlano monofuncional Ci¢ dimetil uréia. Essa diferenca se deve basicamente 4 presenca do grupo
isopropila na estrutura do silano C,s diisopropil uréia, a qual permite que o mecanismo de

fragmentacio seja diferente daquele observado para os outros silanos.

O grupo isopropila, que apresenta carbonos secundarios, faz com que sejam produzidos ions
extremamente estaveis, dificultando a deteccio do ion molecular. O pico molecular, de baixissima
intensidade, foi detectado em aproximadamente nvz = 513, enquanto que o pico base foi observado em

m/z = 469,
4.2.5 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial foi utilizada na determinagio do ponto de fusio dos
respectivos alcoxissilanos. Os silanos C3, Cs e C; uréia sdo liquidos viscosos, enquanto os demais
alcoxissilanos sdo solidos a temperatura ambiente. As curvas de DSC dos compostos solidos referentes
a primeira cornda, estdo apresentadas na figura 41. Nas curvas de DSC, o pico endotérmico refere-se a

fus@o do respectivo sdlido. O ponto de fusdo de cada composto sintetizado encontra-se na tabela 1.
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Figura 41: Curvas de DSC referentes a primeira corrida para os alcoxissilanos sintetizados.
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Um pequeno pico endotérmico em 92 °C também foi detectado nas curvas de DSC da figura 41,
indicando a presenca de alguma impureza nas respectivas amostras dos silanos Cis uréia e Cig
diisopropil uréia. Entretanto, as outras analises niio indicaram a presenca de impurezas no composto
sintetizado, e portanto o pequeno ombro em 92 °C na curva de DSC da figura 41 poderia ser atribuido a
uma por¢do da amostra do alcoxissilano que sofre uma hidrélise parcial durante o processo de pesagem
da respectiva amostra ou uma evaporagio do solvente remanescente do processo de sintese.
Comparando-se o valor de 79 °C para os silanos com 18 carbonos, com os valores obtidos para outros
agentes sililantes sintetizados anteriormente, verifica-se que este € maior que os outros, indicando que a
temperatura de fus8o para esta classe homéloga de uréia-alcoxissilanos aumenta proporcionalmente &

medida que a cadeia organica N-alquila cresce.
4.2.6 Andlise Elementar

Na analise elementar, foram determinadas as porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
dos silanos sintetizados. Os resultados obtidos estio concordantes com as porcentagens calculadas,
levando em consideragdo a estrutura de cada um dos silanos, como mostra a tabela 1. Os valores de M )
obtidos através dos espectros de massas, também coincidem com os valores esperados de massa molar.
Concluindo, os novos agentes sililantes foram obtidos com sucesso seguindo o procedimento

expenmental previamente desenvolvido.

Tabela 1: Percentuais de C, H ¢ N obtidos experimentalmente (exp) e os calculados (calc) para os

alcomssﬂanos 0s valores de massa molar (M ) ea Iemperaiura de fusio (T) determmada por DSC

Sl[anO fOfmula calc//é Cexp / .Hcg}c// Hexp/// Argafcf / Ngxp// Wcaic Mm/z T/{V

Csuréia CisHeN2O4Si 50,9 502 9,8_0 10,0 9,15 8,93 306 306 30

>

Csuréia C;sHzNO0.Si 539 528 102 104 838 823 334 334 21

»

C7 uréia C;7H3N204Si 56,4 54,7 10,5 G,90 7,70 7,72 362 362 33

>

Crzuréia CpHagN2O4Si 61,1 60,2 11,1 11,3 6,48 6,72 432 432 63

> >

Ciguréia CagHeoN20,Si 63,1 65,9 116 11,4 5.41 5,43 516 516 79

-3

Cisdimu CzsHseN20,Si 684 688 123 12,5 6,15 6,20 456 456 74

> >

Cigdipu C3HeN20.8i 70,3 72,6 12,5 12,8 3,47 547 512 512 79
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4.3 Modificagdo da stlica gel cromatogrdfica com os novos agentes sililantes
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Figura 42; Esquema das reacfes para a modificacfio quimica da silica cromatografica com os agentes

silitantes trifuncionais.

A modificacdo quimica da silica cromatografica foi realizada utilizande o método convencional,
que se baseia na reagdo da silica gel com o trialcoxissilano, sob refluxo com um solvente apolar, por

exemplo, o tolueno. A rota da modificacio quimica osté na figura 42,

Incialmente, na primeira etapa da modificagio, os grupos etoxi do alcoxissilano reagem com 0s
silanéis da superficie da silica produzindo a silica modificada em (I). Por se tratar de um agente
sililante trifuncional, sabe-se que na superficie do material podem ficar grupos etoxi, que podem reagir
com a agua, formandc mais silandis (EI). Estes grupos silandis devem ser desativados ou blogueados
através da reagdo com frimetilclorossilano em um segunda etapa. Além desses silanois, existem os
silandis remanescentes na superficie da silica que ndo sofreram reacdo com o agente sililante Cis uréia

¢ devem ser tambeém desativados nesta segunda etapa, resultando na silica representada em (III).
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Na modificacio quimica da silica esférica Prontosil {de tamanho de particula de 3 um) com os
alcoxissilanos monofuncionais, decidiu-se utilizar um catalisador com o objetivo de aumentar a
reatividade do grupo et6xi e assim obter um maior grau de recobrimento da superficie da silica. Para

isso foi utilizada uma quantidade equimolar de trietilamina, em relacio ao alcoxissilano [11]

Independente do tipo do agente sililante {(sendo um alcoxissilano ou clorossilano) utilizado para
modificar a superficie da silica, ¢ recomendavel o uso de um catalisador. Guando se utiliza os
clorossilancs, o mecanismo de agio é bastante ébvio, pois o catalisador basico reage com o subproduto
da reago, que neste caso € o HC, deslocando a reagio para a formacio dos produtos e evitando que a
silcia fosse atacada pelo 4cido. Ou ainda, o catalisador basico, o qual € um bom nucledfilo, interage
com o atomo de silicio, formando um intermediario pentacoordenado. A formagio desse intermediario,

enfraquece a ligac8o Si-Cl, facilitando a reagiio com os grupos =8i-OH [ 101.

Nas reagBes envolvendo os alcoxissilanos, como eles sio bem menos reativos que os
clorossilanos frente 4 reacdo com os grupos silandis da superficie da silica, o mecanismo de acdo ainda
nao esta bem elucidado. Pelo fato de se obter um alto grau de recobrimento da superficie da silica
quando a mesma reage com [{3-amino)propiljtrietoxissilanc, acredita-se que a reacdo € autocatalizada
pela presenga dos grupos —NHa, possivelmente devido 2 interacdo destes grupos com o0 silandis da
silica (=8i-OH) por ligacdo de hidrogénio, deixandoe os silandis mais reativos frente aos grupos etoxi do

respectivo etoxissilano [64].

A utilizag@o de um catalisador , como um acido orgénico, também & recomendada, uma vez que
a reaglo de modificagdo da superficie da silica nada mais é do que uma reacio de formacio de um
anidrido a partir de um 4cide {os grupos silandis da silica) e um éster (neste caso os grupos 2toxi do
alcoxissilanc). Algumas modificagfes quimicas da silica envolvendo o uso de alcoxissilanos e o 4cido
p-toluenosulfGnico, mostraram que o grau de recobrimento da superficie & bem maior quando
comparadc com o procedimento convencional nas mesmas condigles, sem o uso de 4cido como

catalisador [111.

O procedimento utilizado na modificagio da silica cromatografica com os etoxissilanos

monofuncionais Cys dimetiluréia e Cig diisopropiluréia encontra-se esquematizado na figura 43.
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Figura 43: Esquema das reagBes para a modificagdo quimica da silica Prontosil com os agentes

monofiincionais.

Inicialmente, na primeira etapa da modificacdo quimica, o grupo etdéxi do alcoxissilano
monofuncional reage com os silanéis da superficie da silica, produzindo a silica modificada em (). A
silica € lavada com tolueno e metancl a fim de remover o excesso de alcoxissilano, que por ventura
poderia estar adsorvido na silica. Bsta remocgo ¢ necessaria para realizar a reacio de desativacio dos
sitanéis (I). Os grupos silandis remanescentes sofrem uma reacio de desativaciio com uma mistura de
dois agentes sililantes: o trimetilclorossilano (TMCS) & hexametildissilazano (HMDS), resultando na
silica representada em (IE1). Nessas preparacBes foi aplicado um novo procedimento para a reagio de
capeamento, que empregou dois reagentes. Quando o TMCS reage, o HCI § produzido, enquanto que o
HMDS produz vapores de NH;. Nestas condigBes de reacfio, os dois reagentes formam o NFLCL que se

condensa nas paredes do baldo de reaglo, aumentando a eficiéncia do processo de capsamento,
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4.3.1 Espectroscopia na regido do TV

As silicas obtidas em cada uma das etapas da modificagio quimica mostradas nos esquemas das
figuras 42 e 43 para os alcoxissilanos trifuncionais e monofuncionais respectivamente, foram
caracterizados pela espectroscopia na regifio do IV, Nas figuras 44 e 45, sdo mostrados os espectros
para a silica original (Lichrosorb e Prontosil) e para as silicas modificadas com os respectivos silanos

trifuncionais & monofuncionais.

Transmitancia / %

T v
|
v a-o\ji §-SOH

7 T

3 i
4000 3000 ) 2000 ; 1000
numearo de onda / om

Figura 44: Espectros na regifio do IV para a silica original (A) Lichrosorb e as silicas modificadas (B)

Cs uréia, (C) Cs uréia, (D) C; uréia e (E) Cy urdia.

Nos espectros de todas as silicas modificadas sBo observadas novas bandas na regifo de 3340,
2960 a 2850, em 1630 ¢ em 1570 cm’'. Essas bandas também foram observadas e ja atribuidas no
espectro IV dos novos agentes sililantes sintetizados. Portanto, o aparecimento dessas novas bandas nos

espectros das silicas modificadas devem-se & presenga dos respectivos agentes sililantes imobilizados

na superficie da silica.
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Figura 45 Espectros na regido do IV para silica Prontosil {A} ¢ as silicas medificadas Cis ureia {B) Cig

dimetil uréia {C) e C,g diisopropil uréia {I).

Na segunda etapa da meodificagdo quimica, as silicas, apos as etapas de lavagem e secagem,
reagiram com TMCS ou com a mistura de TM3C/HMDS em excesso para promover o bloqueio dos

grupos silandis residuais. Na figura 46 sfo mostrados os espectros de um dos materiais antes & apos a

reacio de capeamento.

Transmiténcia / Y%
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Figura 46: Espectros 1V para a silica Cyy diisopropil uréta, (A} antes ¢ {B) apds o capeamento.
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Como pode ser observado no exemplo da figura 46, apds a reagdo de capeamento das silicas
modificadas, 580 ocorreu nenhuma mudanga na estrutura quimica da molécula orginica imobilizada, a
qual pudesse ser detectada no espectro IV, a ndo ser a diminuigio da banda da deformacio da figacdo
Si-OH em 960 cm™, evidenciando o sucesso da reacic de capeamento. As bandas caracteristicas da
funciio urédia em 1630 cm™ v~(C=0) ¢ 1570 em™ 3-(N-H) continuam presentes nos £spectros, mesmo

apos reacdo de capeamento.
4.3.2 Andlise Elementar

Através do percentual de carbono, foi possivel calcular o grau de recobrimento, %, das

superficies utilizando a expressio recomendada pela fiteratura {65];

— Pc 1
1200m, - PAMM —n,) Sger

x

sendo Pc a porcentagem de carbono na silica modificada, ne o namero de 4tomos de carbono da
molécula organica imobilizada, MM ¢ a massa molar do silano imobilizado, 5, o namero de grupos
reativos do alcoxissilano de partida, que pode ser 1 para os silanos monofuncionais ou 3 para 0%
trifiuncionais. Sggr © a area superficial das silicas originais, 189 m® ¢ para a Prontosil, ou 223 m? g
para a Lichrosorb, calculadas a partir da isoterma de adsorcio de nitrogénio. O grau de recobrimento

das superficies, assim como as porcentagens de C, H e N estiio apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Percentual de C, H e N obtido através da analise elementar para as silicas modificadas e o
grau de recobrimento da superficie (y).
sitica  C/% H/% N/% y/pmoim”

Cyurdia 841 1,65 252 4,04 *

Csurdia 922 1,79 220 377 %
Crurdia 893 1,80 1,834 3,04 %
Cipuréia 124 231 3,04 3,22 %

Cigureta 13,1 243 270 3,22 %
Cigdimu 144 263 1,75 3

>

Ciedipu 10,2 1,66 1,48 1,87
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* O asterisco indica que for levado em conta que havia pelo menos um grupo etoxi remanescente para
cada molécula do alcoxissilano imobilizado no célculo de MM. Tal consideragio pode ser feita devido
a presenca de sinais em 20 e 60 ppm no espectro de RMN de ’C para essas silicas modificadas, o qual

serd discutido a seguir.

Analisando os valores de ¥, verifica-se um baixo grau de recobrimento da superficie da silica
modificada com o silano Cys diisopropil uréia. A presenca dos grupos isopropila faz com que a reacdo
dos grupos etdxi com 0s silandis da silica seja dificultada por impedimento estérico. Ja para a silica Cjs

. . ‘- . . . ~ 2 .-
dimetil uréia, for obtido um grau de recobrimento de 3,33 pumol m™, um valor préoximo ao valor

encontrado para as demais silicas, modificadas com os silanos trifuncionais [65].

Apés a reagdo de capeamento, as silicas modificadas foram novamente submetidas & analise
elementar, onde foram observados aumentos de 0,30 até 0,83 % no percentual de carbono nas silicas. O
aumento no percentual de carbono foi maior, conforme era esperado, para a silica Cyg diisopropil uréia,

que apresentou um menor grau de recobrimento da superficie, portanto um maior nimero de silandis.

4.3.3 Andlise dos espectros de RMN de °C

A espectroscopia de RMN de °C no estado solido é uma poderosa técnica para investigar as
estruturas quimicas que foram covalentemente ligadas em cada etapa da meodificacio quimica da
superficie da silica [66]. A figura 47 mostra os espectros de RMN de C das silicas Cs, Cs, C7 e Cia
uréia antes da reagdo de capeamento. A atribuicdo de cada pico observado foi baseada nas atribui¢Ses
feitas nos espectros de RMN de C dos agentes sililantes em CCl, e estio mostradas nas estruturas

inseridas na figura 47.

Nenhuma mudanga quimica na estrutura quimica do ligante orgénico foi observada apés as
etapas de modificagdo quimica. Em aproximadamente 18 e 58 ppm s3o observados dois sinais devido
aos carbonos 1 e 2, respectivamente, remanescentes dos grupos etoxi do agente sililante trifuncional.
Por esta razio € que essas silicas modificadas foram lavadas varias vezes com agua destilada para

promover a hidrolise dos grupos etoxi antes da reagfio de capeamento.

Esses sinais também foram observados no espectro de RMN de °C da figura 48 para a silica
Ciz uréia antes da reaglio de capeamento. Depois da rea¢dio de capeamento, um novo sinal for
observado em 1 ppm devido & presenga do grupo —Si(CHj)s, produto da reagio dos silanédis residuais

com TMCS, conforme foi mostrado no esquema da figura 43.

61




Resultados e Discussdo

2 1
OCHzCH; 0

. Si—CH_CH 1CH_-"~1H—C NH-CH2CH: CHZCH')CHQCH;CH1CH1CH*:CH 2CHCH,
t 105 § T8 8 WL R 13 M 15 6 17 18

Clp uréia

6 s
WW/‘"\MMMW,WW
1
2 1
OCH:CH; o
—s;-CHBCH CHNH-C-NE-CH2CHaCH, CH, CH, CHLCH,
3 5 [ k 8 9 E T N I ¥}
%
{ 1 I3
[ )
L. IR Y §
C+ uréia st
g
{ [ -
s N JI :
R B
A M { I ol lf'F\
I ’ A Iy T
I N : ] i
R 1 AN f W il
[ A1 pof e el WAL i {
F Nl et LAY, ?x,'
; Rt ¥ e AR 8
s, o . ol iy ot
b4 L
OCI{ZCI-L Cj
——SI—CH CH;:LH:—\}»E c NE- uH»CH»CH,LH LCH, '
8 % 10 31 i il
i
LR
Cruréia I E
5 =il
1 I iy
"L 1 { ‘l : q 'ﬂ: ‘-1
i) AT
I W L
P ST ey ‘.?; JVWMA’WRQ\MW WV\:’M&"?"‘J.%MWX;\)' W Wit
¥
4.8 3.9
2z 1
OCHCH: O
mSt-C}-i‘sCH_CH_ ‘\Ih—C NH-CHYCHCHa !
+ 7 8 ¥
: o
i w3 | g‘ |
C 7 uréia 1o L
3 ¢ o U
I IO

AT
A }\‘4 H”QWWHJ WW \MMij\ ﬁl{aqum }M,; b % ,\}\*J VW‘\:\.. f\ﬁ.‘:*ﬁ(

] 1 ] 1 ] 1
8¢ 160 140 120 100 &0 60 40 20 G

deslocamento quimico / 8

Figura 47: Espectros CP/MAS de RMN de “°C para as silicas modificadas Cs, Cs, C e Cy; uréia.
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Figura 48: Espectros CP/MAS de RMN de "*C para a silica Cy5 uréia antes (A) e apos (B) a reagdo de

capeamento com TMCS.
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Figura 49: Espectros de RMN de "C utilizando a técnica de CP/MAS para as fases C;z dimetil e

diisopropil uréia.

Nos espectros de RMN de *C das silicas monofuncionais Cg dimetil e diisopropil uréia nio
P

foram observados os sinais referentes ao grupo etdxi dos respectivos agentes sililantes, diferente do

ocorrido nos demais espectros da silicas modificadas com os etoxissilanos trifuncionais. Essa é a

grande vantagem da utilizagdio do etoxissilano monofuncional em relagdo ao trifuncional, que apds a

imobilizagio pode ainda apresentar grupos etéxi que ndo reagiram com os silandis da silica, sendo

necessario um cuidado maior durante a etapa de lavagem, para tentar promover a hidrolise desses

grupos remanescentes antes da reagio de capeamento com os agentes sililantes mais reativos.
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A Ressonfincia Magnética Nuclear de Si no estado s6lido é uma técnica analitica bastante

versatil na determinag@o das espécies de silicio na matriz de silica antes e apds as varias modificacdes

quimicas realizadas [67]. A figura 50 mostra os espectros de RMN de *°Si das silicas modificadas antes

do processo de capeamento.
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Figura 50: Espectros de CP/MAS de RMN de *’Si para a Lichrosorb ¢ as silicas modificadas Cs, Cs, Cr
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As especies detectadas na superficie da silica sdo descritas como Q° ¢ T" em que n representa o
numero de grupos siloxanos ligados ao atomo de silicio [68]. No espectro da silica original
(Lichrosorb), os silanois geminais (Q*), os silandis livres (Q°) e os siloxanos (Q%) foram detectados em
-92, -101 e -110 ppm, respectivamente. Esses grupos pertencem a estrutura inorganica da silica. Nos
espectros da silicas modificadas, os novos picos em -52, -56 ¢ -65 ppm referem-se as espécies T', T e
T, respectivamente [67]. Esses grupos sdo derivados da reagdo da molécula do agente sililante com os
silandis da silica € a presenca dos mesmos no espectro de Si € uma clara indicagdo da ligagdo dos
grupos organicos a0 suporte cromatografico. As espécies do tipo T, apresentado grupos do tipo etoxi
como vizinhos ao atomo central de silicio nfio podem ser diferenciadas daquelas que apresentam os
grupos OH ligados ao silicio. Ambas espécies apresentam o mesmo deslocamento quimico no espectro

de RMN de *Si. As estruturas dessas especies encontram-se esquematizadas na figura 51.

‘IJH(R') CH;
O—Si—R T —0—Si—CH; M
Sriy dn,
OH(R")
C”H(R') O—wS!i——R T
O—Si~R J
| , |
? ' r 0—Si-R T
0—Si-R 5
l I
OH(R") 0 —Si—R T
é)Si(C]'Ffs.)s

Figura 51: Estruturas propostas para as espécies T° e M encontradas na superficie da silica modificada.

Outro detalbe que deve ser ressaltado aqui diz respeito a técnica de CP/MAS, que apesar de nio
ser quantitativa, permite que comparagdes sejam feitas, considerando que os espectros foram feitos
sempre nas mesmas condi¢des. Verificou-se um decréscimo na populagio de grupos silanéis (Q’ e QY
em relagdo as espécies Q° apos a reacdo com os agentes sililantes, indicando mais uma vez o sucesso

da imobilizagdo destes novos agentes na superficie da silica.

Depois da reagio de capeamento, foi observado um novo sinal em -+ 12 Ppm nos espectros de

RMN de *Si na figura 52, devido & presenga do grupo -Si(CHs); na superficie da silica, produto da
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reacio dos silandis residuais com o trimetilclorossilano, conforme foi mostrado nos esquemas das

figuras 42 ¢ 43.
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Figura 52: Espectros de RMN CP/MAS de #Si das silicas modificadas Cs, Cv e Cyz uréia apos a reagio
de capeamento.

A reaciio de capeamento com TMCS das silicas Cs, C7 e Cq2 uréia foi obtida com sucesso pelo
aparecimento do pico.em + 12 ppm, referente as espécies M. O desaparecimento das espécies T' ¢ uma
diminuigio gradativa das espécies T° em -56 ppm apés a rea¢io de capeamento, indicam que ndo
somente os grupos silanois da superficie da silica sofreram a reagio de capeamento, mas também os
grupos silandis originados a partir da hidrolise dos grupos etoxi remanescentes na primeira etapa da
modificagdo quimica da silica. Tal comportamento também fica evidenciado pelo aumento da
populagio das espécies T, quando comparado com os espectros da figura 50. Os espectros da figura 53
foram obtidos para a silica Cjg uréia antes e apos a reagdo de capeamento com TMCS. Como o0s

espectros foram obtidos nas mesmas condigdes experimentais, algumas consideragBes sobre a

populagdo das espécies T" e Q" podem ser feitas, comparando-se os dois espectros,
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Figura 53: Espectro RMN CP/MAS de *’Si para a silica Ci¢ uréia antes (A) e (B) apds a reagdo de

bloqueto dos grupos silandis residuais com TMCS.
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Concluindo, a reagdo de capeamento ocorreu com sucesso em todos o0s casos, mas ainda existem

grupos silandis remanescentes na silica devido & presenga dos sinais em -56 e -101 ppm. Do ponto de
vista cromatografico, seria ideal que nos espectros de RMN de ’Si, apos a reagdo com TMCS nfo
fossem detectadas as espécies T7, indicando uma total con&ersﬁo para as espécies T°, apds o bloqueio
dos silanois residuais originados da hidrélise dos grupos etdxi do trialcoxissilano. No caso onde foram
empregados os agentes sililantes monofuncionais na modificagdo da silica Prontosil, espera-se apenas
uma unica espécie de silicio, além das espécies Q" do suporte da silica. O sucesso da primeira
modificagdo quimica, cujo procedimento esta na figura 43, é comprovado pelo sinal em 12 ppm no
espectro de RMN de *Si para as duas fases C;5 dimetil e diisopropil uréia, das figuras 54 e 55.
.
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Figura 54: Espectros de RMN de ¥Si utilizando a técnica de CP/MAS para a fase monomérica Cjz

dimetil uréia antes (A) e apos (B) a reacio com TMCS / HMDS.
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Figura 55: Espectros de RMN de *Si utilizando a técnica de CP/MAS para a fase monomeérica Cz
diisopropil uréia antes (A) e apds (B) a reagio com TMCS/HMDS.

Como foi discutido anteriormente, as espécies M’ representam os atomos de silicio originados
do silano monofuncional utilizado na modificagdio quimica. A presenca dos dois grupos metilas,
ligados dirstamente ao atomo de silicio, nio pode ser diferenciada das espécies M' tendo os grupos
isopropilas como vizinhos ao invés dos grupos metila, por apresentarem o mesmo deslocamento
quimico. Apos a reagdo de capeamento, espera-se que os grupos silandis residuais sejam substituidos
pelos grupos —~SyCHs)s, formando novas espécies do tipo M*. As novas espécies M? introduzidas na
segunda etapa da modificagdo quimica nfio podem ser diferenciadas das espécies M' por apresentarem

o mesmo deslocamento quimico em 12 ppm, como ilustrado nos espectros das figuras 54B e 55B.

70




Resultados e Discussdo

Como os espectros foram obtidos nas mesmas condicdes experimentais, eles podem ser
comparados e analisando o espectro da figura 54B para a fase C,z dimetil uréia, percebeu-se um
aumento na intensidade do pico das espécies M em 12 ppm, apés a reagdo de capeamento dos silanbis
residuais. No espectro da figura 55B para silica C;g diisopropil uréia, a intensidade do pico referente a
espécie Q° (silandis livres) é bastante reduzida apos a etapa do capeamento, uma vez que o grau de
recobrimento da superficie da silica na primeira etapa de reagio foi relativamente menor, 1,87 umol m’

* quando comparado ao valor de 3,33 umol m”, para a fase Cys dimetil uréia.
4.4 Avaliacbes Cromatogrdficas
4.4.1 Avaliagdes Cromatogrdficas com as fases Cs, Cr e C,; uréia

Como discutido na parte experimental, apds cada enchimento realizado, as colunas eram
testadas cromatograficamente através da separacdo de uma mistura teste em uma fase méovel composta
por acetonitrila e agua sem a adigio de um tamp8o, como mostra a figura 56. Dependo do resultado
obtido, principalmente em termos de eficiéncia e de assimetria, a coluna era esvaziada ¢ um novo

enchimento era realizado.

H O
NYO NC-CH, CH;
@, NH = | = | = | =
E S 2 >
O SN
1- Uracil 2- Acetofenona 3- Benzeno 4- Tolueno 5-Naftaleno

Figura 56: Estruturas dos compostos da mistura teste 1, empregada na avaliacio inicial das colunas

recheadas utilizando uma fase mével ndo tamponada.

As fases Ci;, Cs, C7 e Cyz urdia foram preparadas utilizando como suporte a silica
cromatografica Lichrosorb que apresenta particulas irregulares, de tamanho médio de 5 um. A fase
estacionaria C; uréia nio apresentou resultados satisfatorios nas separagdes cromatograficas realizas
em condigdes de fase reversa, possivelmente devido a sua baixa hidrofobicidade. Os cromatogramas
obtidos com as fases Cs, C7, e Cj, uréia sdo apresentados na figura 57, sendo que todos os casos os
componentes da mistura teste foram separados com sucesso, apoOs os ajustes da composicio da fase

movel para cada fase estacionaria avaliada.

A diferenca na hidrofobicidade de cada fase € claramente observada, através do aumento da
concentracio do solvente orgénico para que se obtivesse uma separagdo satisfatoria dos componentes

da mistura teste 1. Por exemplo, uma composi¢io de acetonitrila:agua 70:30 v/v foi utilizada para a
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coluna C,;, enquanto para as colunas Cs e C; foram utilizadas fases moveis de composi¢cio de 50:50 e

60:40 v/v, respectivamente.
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Figura 57: Cromatogramas da separa¢do da mistura teste 1 composta por: uracil (1), acetofenona (2),
benzeno (3), tolueno (4) e naftaleno (5), utilizando as colunas de 150 x 3,9 mm recheadas com as fases
Cs, C7 e Cyz uréia. Condigdes: fase mével: acetonitrila:agua 50:50, 60:40 e 70:30 viv para as colunas
Cs, C7 e Cyy uréia respectivamente, vazio 6tima: 0,8 ml min™, deteccdo: UV em 254 nm, volume de

injegdo: 5 pl.

Analisando o0s cromatogramas da figura 57, pode-se concluir que foram obtidas colunas com
bom desempenho cromatografico, pois todos os componentes da mistura teste foram separados com
éxito. Embora, no preparo dessas fases estacionarias foi utilizada a silica irregular Lichrosorb, de
tamanho de particula de 5 um. Os valores de N/m para o naftaleno variou de 57000 para a silica Ci;
uréia até 38000 para a silica Cs uréia e os valores do fator de alargamento de pico (Tf) estdo préximos a
1.3 para todas a colunas testadas, como mostra a tabela 3. A diferenca entre os valores de N/m para
coluna recheada com a fase Cs em comparagio aos valores obtidos para as colunas Cs e Cyz, sugere que

esta ndo foi bem recheada quando comparado com as outras duas colunas, C; e Cyouréia.
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Tabela 3: Parimetros cromatograficos calculados para a separacio da mistura teste | nas colunas Cs, Cr

LA g

e Ci2 uréia, obtidos nas condigdes cromatograficas da figura 57.

s uréia (- uréic Ciyuréie
k Nm  Tf & N/m  Tf Xk N/m  Tf
acetofenona 0,95 35400 1,34 052 47700 1,30 0,32 49800 1,34
benzeno 1,50 37800 122 0,74 48000 1,i6 0,83 49200 1,22
tolueno 2,10 39600 122 092 50100 122 1,10 54000 1,30
naftaleno 2, , 22 s

G0 38000 130 120 51600 i 1,50 57300 1,34

Para cada coluna recheada com as fases Cs, C5, Ci2 uréia foi determinada a vaziio dtima através

da injecdo de amostras da mistura teste 1 em diferentes vazdes de fase mével, que variaram de 02 ml
R . 1 . : . . o : ~

min” a2 1,5 ml min™ . O grafico obtido estd mostrado na figura 58, onde a vazio 6tima, ou seja a vazio

na qual a coluna apresenta maxima eficiéneia, foi de 0,8 mi min™' em todos os casos.
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Figura 58: Curvas da altura de prato (H} para o nafialeno em diferenies vazdes de fase movel paras
colunas de 150 x 3,9 mum recheadas com as fases Cs, C5 e Cypp urdla. Condiges: fase movel:
acetonitrila:dgua 50:50, 60:40 e 70:30 v/v para as fases Cs, C; e Cy2 uréia respectivamente, detecgdo:

UV em 254 am, volume de injecio: 5 ul.
4.4.2 Avaliacdes Cromatogrdficas comr a fuse iz uréia

A fase (g urdia fol empregada no recheic das colunas para CLAE, seguindo o mesmo
procedimento utilizado no enchimento das colunas Cs, C7 e Cyr uréla. A primeira avaliagio foi

realizada atraves da separagdo da mistura teste 1, como mostra o cromatograma de figura 59.
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Figura 59: Cromatograma da separagiio da mistura teste composta por uracil (1}, acetofenona (2),
benzeno (3), tolueno {4) e naftaleno (5) na coluna de 150 x 3,9 mm recheada com a fase Cg urdia
Condigbes cromatograficas: fase movel: acetonitrila:dgua 80:20 v/v, vazio otima:; 0,6 ml min’ e

deteccdo UV em 254 nm.

Para o cromatograma da figura 59, a eficiéncia expressa em pratos por metro {(N/m), fator de
retengdo (k) e o fator de alargamento de pico (Tf) foram calculados para cada um dos solutos. A tabela

4 mostra os valores de cada um dos pardmetros cromatograficos.

Tabela 4: Pardmetros cromatograficos obtidos com a nova coluna Cyg uréia para a separagio dos

compostos da mistura teste 1.

Ceiokmona BT 7edce ST
benzeno 0,31 79600 L1
tolueno 0,42 81600 1,24

naftalenc 0,58 87700 1,14

Anglisando os valores mostrados na tabela 4, pode-se concluir que a coluna foi recheada com
sucesso, obtendo-se uma eficiéncia de aproximadamente 88000 N/m e um valor de alargamento de pico
de 1,14. Comparando os valores de N/m para essa coluna com as demais colunas {Cs até Cya) verifica-
se que os valores de N/m sHo relativamente maiores. Isso se deve ao tipo de silica utilizado na
modificagio. Nas modificagBes quimicas feitas anteriormente a silica utilizada continha particulas de

forma irregular e de tamanho médio de 5 um. Nesta modificacio com o silano Cig uréia, como ja foi
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descrito, a silica utihizada apresentava particulas esféricas, de tamanho médio de 3 um. O tamanho da
particula influenciou bastante no aumento de eficiéncia quando comparado com as fases preparadas
com as particulas de silica irregulares de tamanho médio de 5 pm. Entretanto, os valores de altura de
prato reduzido, h, para o naftaleno foram em torno de 4, tanto para as silicas irregulares como para as

esféricas, indicando que ¢ enchimento foi realizado com sucesso.

Para determinar qual a vazdo na qual a eficiéncia desta coluna é méaxima, foi construida a curva
da altura de prato, determinada pela injecio de amostras da mistura teste 1 em diferentes vazdes da fase
movel, que variaram de 02 até 1,5 ml min. A figura 60 mostram as curvas para duas colunas
recheadas com a fase Cig uréia. As curvas mostram que a eficiéncia é maxima na vazio de 0,6 ml min™

para ambas colunas.
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Figura 60: Curvas da altura de prato para o naftaleno em diferentes vazdes de fase movel para duas
colunas de 150 x 3,9 mm recheadas com a fase Cig uréia. Condicdes cromatograficas: fase movel

acetonitrila:agua 80/20 (v/v), detecgdo: UV em 254 nm, volume de injecdo: Sul.
4.4.2.1 Separagdo das misturas testes SRAM869a e SRM1647¢ na coluna C s uréia

A mistura SRM 869a, composta por trés diferentes hidrocarbonetos poharomaticos cujas

estruturas estdo mostradas na figura 61, foi escolhida para avaliar a seletividade desta nova fase.
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Figura 61: Estrutura dos solutos da mistura teste SRM 869a, composta por trés diferentes
hidrocarbonetos poliaromaticos BaP, PhPh e TBN.

O uso desta mistura teste é bastante comum para avaliar se as colunas adquiridas
comercialmente s80 monoméricas ou poliméricas. A classificacio diz respeito de que forma ocorre a
ligagdo quimica entre o agente sililante e os grupos silanois da superficie da silica. Dessa maneira, em
fases reversas monomeéricas do tipo Cys, preparadas através da reagdo com silanos monofuncionais, a
ordem de eluigdo € BaP < PhPh < TBN. As fases estacionarias preparadas através da reacio com
agentes sililantes di ou trifuncionais apresentam a seguinte ordem de eluigio PhPh < TBN < BaP. As
fases estacionirias com propriedades intermediarias geralmente apresentam a seguinte ordem de

eluicdo: PhPh < BaP < TBN [12].

Uma medida da seletividade da fase estacionaria pode ser feita, calculando o fator de separacio
entre 0os solutos TBN e BaP. Dessa maneira, valores de krax / kpap < 1 sugerem uma coluna do tipo
polimérica e valores de kypyn / kpae > 1,7 sugerem uma fase do tipo monomérica. Para colunas com
valores intermediarios da razdo entre os fatores de retencdo, considera-se que a respectiva coluna
apresenta propriedades intermediarias entre as fases poliméricas e monoméricas [62]. O cromatograma

da separagdo da mistura SRM 8692 na coluna Cis uréia esta na figura 62.
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Figura 62: Cromatograma da separagio da mistura teste SRM 8692 composta por PhPh, TBN e BaP na
coluna de 250 x 4,6 mm recheada com a fase Cjz uréia. Condicdes cromatograficas: fase movel:
acetonitrila/dgua 85:15 v/v, vazdo: 1,0 ml min™, detecgio: UV em 254 nm, volume de imjecdo: 10 pl e

temperatura de 25 °C.

A ordem de eluicdo do cromatograma da figura 62 foi PhPh < TBN < BaP. O valor de kyuy /
kgap 0,8. O valor sugere que a fase Ci5 uréia é do tipo polimérica. O resultado esti coerente uma vez

que na preparagdo desta nova fase estacionaria foi utilizado um agente sililante trifuncional.
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As fases do tipo polimérica podem apresentar algumas vantagens quando comparadas com as
monomeéricas. A primeira seria uma maior estabilidade hidrolitica da silica, aumentando a vida util da
coluna em analises que requerem o uso de fases moveis com pH superiores a 7. O alto gran de
recobrimento da superficie protege o Oxido inorgnico, evitando uma maior dissolucio em fases
movets com pH acima de 7, quando comparada com as fases do tipo monomérica. Uma desvantagem é
que a modificagdo quimica da superficie seria mais dificil de ser reproduzida, quando comparada com a

sintese que utiliza os agentes sililantes monofuncionais [3].

A nova fase C;g uréia também foi avaliada através da separacdo da mistura teste SRM 1647¢
composta por dezesseis diferentes hidrocarbonetos poliaromaticos, identificados pela Agéncia de
Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos como poluentes em efluentes aquosos [61]. A estrutura de

cada um dos solutos desta mistura teste esta mostrada na figura 63.

O monitoramento da concentragdo desses poluentes 1o meio ambiente ¢ de grande interesse nos
dias atuais. Sabe-se que a separagio total destes dezesseis compostos s6 é obtida em colunas de fase
reversa polimeérica do tipo Cj3 com valores de kran / kpap € 1,2, As colunas monoméricas sio incapazes

de separar todos os hidrocarbonetos poliaromaticos [61].
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Figura 63: Estruturas dos hidrocarbonetos poliaromaticos da mistura teste SRM 1647¢.
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A separagfio desta mistura, mostrada na figura 64, foi obtida para quase todos 0s componentes

com excegdo dos compostos 9 e 10 e também os compostos 15 e 16.
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Figura 64: Cromatograma de separagdo dos hidrocarbonetos poliaromaticos da mistura teste SRM
1647¢ na coluna 250 x 4,6 mm recheada com a fase Ci¢ uréia. Condicdes cromatograficas: eluigio por
gradiente com o seguinte programa: 5 min com acetonitrila/agua 50:50 v/v, 15 min gradiente linear até
100 % de acetonitrila e mais 15 min mantendo a 100 % de acetonitrila, vazio: 1,0 ml min™, detecgio:

UV em 254 nm, volume de injegio: 10 ul na temperatura: 25 + 1 °C.

O cromatograma da mistura SRM 1647c mostra a potencialidade da nova fase estacionaria Cig
uréla na separacdo desta mistura complexa de compostos organicos, pertencentes a uma classe
importante de poluentes ambientais. Através dos resultados obtidos, € possivel verificar também que a

fase € do tipo polimérica, o que ja havia sido determinado pela separacio da mistura 869a.
4.4.2.2 Separacdo da mistura teste de Neue na coluna 5 uréia

A habilidade dos grupos polares da nova fase Cjs uréia em enfraquecer as interagdes
ndesejaveis entre os compostos basicos e os silanodis residuais foi analisada através da separagdo de
uma mistura teste contendo alguns compostos basicos. Sabe-se que, quando compostos basicos
interagem com os silandis residuais da superficie da silica, o alargamento de pico é observado,

diminuindo drasticamente a eficiéncia.

A mistura proposta por Neue et al. [13] é composta por uracil, para determinar o tempo do
composto nao retido, naftaleno e acenafteno como compostos hidrofobicos, os ésteres: dibutilparabeno
e ftalato de dibutila polares e amitriptilina e propranolol como moléculas basicas. Em recentes
trabalhos, essa mistura foi empregada para avaliar colunas de diferentes marcas, disponiveis

comercialmente [13]. A estrutura de cada um dos compostos é mostrada na figura 65.
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Figura 65: Estrutura dos compostos utilizados na mistura teste proposta por Neue.

Os dois compostos mais interessantes desta mistura teste sdo o propranolol e amitriptilina. Esses
compostos s#o de grande interesse na industria farmacéutica e sdo comumente analisados por CLAE,
Entretanto, esses compostos exibem um grande alargamento de pico quando separades utilizando as

colunas convencionais do tipo Cis.

A assimetria de pico ou a cauda resulta de uma interacdo mdesejavel entre o5 grupos silandis
residuais da superficie da silica e o analito basico, que esta sendo analisado. Em algumas situagles esse
efeito pode ser intensificado, impedindo que certos compostos sejam separados, principalmente os
farmacos basicos. Em uma fase mével tamponada com pH em torno de 7, € esperado que parte dos
grupos silandis residuais da superficie da silica estejam desprotonados na forma =81-C7 Assim na
presente andlise, as interagBes dos silandis com os solutos bisicos sdc maximizadas, porque a
amitriptilina e o propranclol apresentam valores de pKa acima de 9 e, em pH 7 estes compostos estao
parcialmente protonados na forma BH'. O alargamento de pico para ssses dois compostos sera uma boa

medida da populagio dos grupos silandis na superficie destes suportes cromatograficos {461

O cromatograma da separacdo desta mistura na nova coluna Cyg uréia € mostrado na figura 66.
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Com exceglo da amitriptiling ¢ do acenafienc, todos os componentes foram separados com boa

eficiéncia ¢ baixo alargamento de pico.
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Figura 66: Cromatograma da separagio da mistura teste de Neue na coluna 150 x 3,9 mm recheada com

a fase C;g uréia. Condi¢Ges cromatograficas: fase movel metanol/tampio KHoPOW/KHPOGy 65:35 viva

20 mmol dm™, vazio dtima: 0,6 ml min", detecgfio: UV em 254 nm ¢ volume de injegdo: 5l

Uma coluna com as mesmas dimensdes foi recheada em nosso laboratéric com uma silica
Rainin do tipo Cis, com tamanho de particulas esféricas de 5 pm. O intuito foi comparar a separagio da
mistura teste de Neue obtida na coluna comercial & na coluna recheada com a fase 5 uréia sintetizada.
Antes da separagic da mistura de Neue, a coluna foi inicialmente avaliada através da separagdo da
mistura teste 1, e os resultados obtidos mostraram que a coluna foi recheada com sucesso, como pode

ser observado na figura 67
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Figura 67: Cromatograma da separagdo da mistura teste 1 composta por uracil (1), acetofenona (2),

benzeno {3}, toluenc {4} e naftaleno (5) na coluna de 150 x 3,9 mm recheada com a fase comercial
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Raimnin Cyg. CondigGes cromatograficas: fase moével acetonitrilazagua 70:30 v/v, vazdo: 0,8 ml min" |

deteccio: UV em 234 nm, volume de inje¢io: Sul.

Westa separagfo obteve-se uma eficiéncia de aproximadamente 55000 N/m ¢ um valor para o
fator de alargamento de pico do naftaleno de 1.2 que foi o composto mais retido. A vazdo otima da
coluna foi determinada, obtendo-se o valor de 0,8 mi min”. O cromatograma da separaciio da mustura

de Neue na fase comercial Rainin Cig € mostrado na figura 68.
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Figura 68: Cromaiograma da separacio da mistura teste de Neue composta por uracil, butilparabeno,
propranoiol, naftaleno, acenafieno e ftalaio de dibutila, na coluna de 150 x 3,9 mm, recheada com a
fase comercial Rainin Tz CondigBes cromatograficas: fase movel metanol/tampio KHPO/EKHPO,

- 23 - A - ; ) e . -
{65:35 v/v) 20 mmol dm ™, vazc: 0,8 ml mmn ' detecciio; UV em 254 nm e volume de injegdo: 5 ul.

Analisande o cromatograma da figura 68, percebe-se claramente que o propranolol apresenta
uma cauda bastante acentuada, provavelmente devido as interacles com os grupos silandis desta fase,
fazendo com que esse composte fique mais retido nesta fase comercial. Percebe-se também que a
amitriptilina ficou adsorvida ireversivelmente na coluna contendo a fase comercial g, ndo podendo

ser eluida nestas condigdes.

Com esse experimento, fica claro que a presenga dos grupos urdia minimuizam as interagdes
indeseiaveis entre os grupos silanodis da silica e os compostos bésicos como, por exemplo. 0
propranclol e amitnptilina. Mais uma vez a nova fase mostrou ser bastante promissora na separagio
destas importantes classes de farmacos, entretanto, © mesmo comportamento ndo fot observado na fase
Rainin Cyg. Os pardmetros cromatograficos da separacio da mustura teste de Neue na coluna recheada
com a fase comercial Rainin Cig e com a fase 3 uréia estfo apresentados na tabelia 5.
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Tabela 5 Par@metros cromatograficos da separagio da mistura teste de Neus nas colunas Cig urdia e

Rainin Chs.

i G
R URCEI R e i
propranolol 125 24500 1,95 3,96 1240 444
butilparabenc 235 79600 1,i5 13,01 34700 134
naftaleno 3,04 9606030 1,14 16,75 54200 1,15
flalato dibutila 5,35 87900 1,06 188 51600 i3
acenafteno’ 6,64 75300 1,12 16,34 52300 1,13
639 59500 180 - - :

amitriptilina”
® Esses valores foram determinados através da injegBo individual do raferido composto.

O wvalor de N/m para o naftaleno para a fase Cg uréia foi de 96700 e valores para o fator de
alargamento de pico de 1,95 e 1,80 para o propranoclol e para a amitriptilina, respectivaments. Os
resultados obtidos para a nova fase Cig uréia, quando comparados com as fases do tipe N-octadecil
carbamato com & mesmo tamanho da cadeia carbonica, ja disponiveis comercialmente, verifica-se que
a fase Cyg urdia ¢ mais polar por fornecer menores fatores de retencio para o naftaleno e acenafteno.
Nas fases comercias com grupos polares do tipo carbamato, a amitriptilina também € eiuida antes do

acenafteno [45].

Deve ser ressaltade aqui que os valores de alargamento de pico para o propranolol e a
amitriptilina sfio relativamente maiores quando comparades com as fases reversas do tipo Tz ¢ Cpg

disponiveis comercialmente contendo grupos polares do tipo carbamato [46] e amida [69].

Os valores de TT para os firmacos bésicos [70] reforgam a idéia de que ainda existem silandis
ndo bloqueados na superficie da silica, entretanto, os valores de alargamento de pico s3o menorss que
os observados paras as fases Ciz comerciais, mesmo aquelas baseadas em supories livres de
contaminantes metalicos {71]. O acentuado alargamento de pico e a alta retenco para o propranolol,
assim como a adsorcdo irreversivel da amitriptilina sdo claras indicacBes da alta atividade silanofilica
nesta fase comercial. Provavelments, a silica Rainin contém um alte teor de impurezas metalicas,

fazendo com que a acidez dos silandis aumente consideravelmente.

Para verificar tal comportamento, as concentracdes de alguns metais nas matrizes das silicas

Ramin e Prontosil foram determinados por absorgio atdmica.
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Os resultados encontrados mostraram que, na silica Rainin, a concentragio de aluminio foi de
.1 . . . . .
146 ug g, um valor dez vezes maior que o encontrado para a silica Prontosil. Ja o teor de ferro foi

semelhante para as duas amostras de silica, estando em torno de 15 ug g’

A alta concentrac@o de aluminio na silica Ramnin reflete a historia de sintese do referido suporte
cromatografico. E muito provavel que a silica Rainin ¢ uma silica do tipo A, ou seja, ela foi preparada
utilizando silicato de sédio. A baixa concentragfo de aluminio na silica Prontosil, sugere que a silica é
do tipo B e que foi preparada utilizando o TEOS. O alto teor de ions A’™ na matriz da silica Rainin
aumenta a acidez dos silanois consideravelmente e conseqlientemente causa o alargamento de pico para
o propranolol e adsor¢io mreversivel da amitriptilina na condigfio cromatogréfica utilizada no teste de

Neue,
4.4.2.3 Separacdo dos isémeros da Vitamina E na coluna C;s uréia

Sabendo-se que a coluna C;; uréia apresentava caracteristicas de uma fase do tipo pelimeérnica,
resolveu entdo aplicar essa coluna na separacido de alguns isdmeros da vitamina E. Sabe-se que a

vitamina E € importante devido a sua atuagdo como um antioxidante no organismo humano.

A aplicacio desta vitamina, especialmente em combinago com a vitamina A, alguns
carotendides e a vitamina C, diminui o risco do cdncer e parece retardar o crescimento de tumores
cancerigenos [72]. Essas vitaminas podem ser encontradas em diferentes formas isoméricas, como

mostra a figura 69.

E importante determinar qual dos isébmeros da vitamina E apresenta uma maior atividade
biolégica e, dessa maneira, a sua separagdo por cromatografia liquida ¢ de grande interesse. A
separagdo cromatografica dos quatro 1sémeros o, B, 8, e v tocoferdis também pode ser realizada em
condi¢des normais utilizando como fase estacionaria uma silica medificada com grupos aminopropila e

como fase movel uma mistura de hexano e acetato de etila.

A mistura destes isOmeros juntamente com o acetato de c-tocoferol pode ser separada
utilizando colunas do tipo C;g poliméricas, entretanto os melhores resultados até agora apresentados

foram obtidos utilizando uma fase estactonaria polimérica do tipo Csg {73]
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Figura 69: Estrutura dos isdmeros da Vitamina E, incluindo o acetato de a-tocoferol.

Tendo em vista a importéncia da separagio analitica destes compostos, esta for realizada

empregando a coluna Cig uréia, como mostra a figura 70.
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Figura 70: Separagdo dos isdmeros da vitamina E, incluindo o acetato de a-tocoferol na coluna de 250

x 4.6 mm recheada com a fase C;s uréia. CondigBes cromatogréficas: fase mével metanol/agua 80:20

viv, vazio: 1,0 ml min™, detecgdo: UV em 295 nm e volume de injecdo: 10 pl.
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Infelizmente a separacdo dos isdmeros v e B ndo foi obtida com sucessc, pois esses dois
isGmeros coeluem com o is6mero o. No entanto, a coluna ¢ adequada para a separagio do acetato de a-

tocoferol dos isdmeros o € ¢, como mosira a figura 71
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Figura 71. Cromatograma da separacdo de uma mistura contendo os isémeros o & § tocoferol ¢ o
acetato de o ~toceferol na nova celuna Cig uréia. CondigGes cromatograficas: fase movel metanolagua

. - = —_ - T
80:20, vazdo: 1,0 ml min™, detecgdo: UV em 295 nm, volume de injecio: 10 ul.
4.4.2.4 Separacdo de uma mistura de herbicidas

A analise ambiental representa, nos dias atuais, uma das maiores preocupacdes da comunidade
cientifica. Dientre as t€cmicas mais empregadas nestas analises, destacam-se as cromatografias liquida e

2as0sa.

A CLAE tem-se firmado como uma itécnica analitica de destaque na analise de matrizes

ambientais, como 4guas e solos, para determinagio de contaminantes orgdnicos, principalmente os

herbicidas.

Um dos principais fatores que favoreceu o desenvolvimento recente da CLAFE foi o surgimento
de novas fases estacionarias, capazes de permitir maior versatilidade 4 iécnica, fazendo com gue esta

apresente inGmeras vantagens na determinac@o de analitos com uma ampla faixa de polaridade.

{ experimento realizado consistiu na determinacdio de alguns herbicidas: cianazina, simazina,
atrazina, ametrin, diuron e linuron, presentes em amostras ambientais de agua, cujas estruturas estio

apresentadas na figura 72.

Nesta separagdo foi utilizada uma coluna de 130 x 3,9 mm, recheada com a nova fase

estaciondria Oy uréia.
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Figura 72: Estruturas dos herbicidas estudados.
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A separaglo da mistura de herbicidas, mostrada na figura 73, indica a potencialidade da

aplicagdo desta nova coluna na determinagiio destes herbicidas em amostras ambientais.
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Figura 73: Cromatograma da separagio da mistura de herbicidas na coluna 150 x 3,9 mm recheada com

a fase s uréia. Condigdes cromatograficas: fase mével metanol / dgua 50:50 (v/v), vazio Stima: 0.3

ml min™, detecedor UV em 230 nm, volume de mjecdo: 5 1l e temperatura ambiente.

A mesma mustura dos herbicidas também foi separada em uma coluna 150 x 3.9 mm, comercial

do tipo Cys da Waters (NovaPak), recheada com particulas de silica esférica de 4 um, com as mesmas

dimensdes das colunas recheadas em nosso laboratério. A separagic cromatografica dos herbicidas foi

realizada empregando as mesimas condigBes que as utilizadas com a coluna Cig uréia. O cromatograma

da separacdo ¢ mostrado na figura 74.
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Figura 74. Cromatograma da separaciio da mistura de herbicidas na coluna comercial de 150 x 3,9 mm

recheada com uma fase reversa do tipo Cis. Condigbes cromatograficas: fase moével metanol/agua

50:50 {(v/v}, vazdo: 0,8 ml min, deteccdo: UV em 230 nm, volume de injecdo: 5 ul

Comparando a separagdo obtida na coluna comercial e na coluna Cs uréia, verifica-se a fase Cs
uréia apresenta uma seletividade bastante diferente em relagfio as fases convencionais do tipo Cis,
permitindo uma boa separagdo desta mistura de herbicidas. Os parimetros cromatograficos estdo na
tabela 7 e¢ mostram valores menores de N/m (eficiéncia) para a coluna NovaPak Cis, quando

comparado com os obtidos na coluna Ciguréia.

Tabela 6: Pardmetros cromatograficos obtidos na separagdo da mistura de herbicidas nas colunas Cig
uréia e NovaPak Cigz com fase movel MeOH/H,O 50:50 viv.
- Cigurdia NovaPak Cz
N O Nm Tf

2 2
2

TGianazina | 127 55800 120 1,50 38600 115

simazina 1,69 59200 112 2,17 43800 1o

2 >

atrazina 2,80 60700 1,17 414 49000 11

>

ametrin 4,50 67900 131 8534 58300 e

diuron 6,61 60500 127 573 58500 .97

2 > 2
>

finuron 856 68300 124 895 46300 |3

7
3

* Valor determinado pela inje¢o individual do ametrin,
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Na separagdo dos herbicidas na coluna Cg urdia, os valores de eficiéncia variaram de 68300
para o linuron, o composto mais retido até 55700 para a cianazina, que foi o composto menos retido.
Os maiores valores de alargamento de pico foram observados para o ametrin e o diuron, cujos valores
foram em torno de 1,3. Ja a separacdo realizada na coluna comercial NovaPak, os valores de eficiéncia,

expressos por N/my, foram relativamente menores, e o valor de Tf para o ametrin foi maior.

De acordo com a estrutura do ametrin, mostrada na figura 72, a presenga do grupo -SCH; faz
com que esse composto seja mais basico que as outras triazinas. Dessa forma a alta retencio e o
alargamento de pico observado para o ametrin na coluna comercial NovaPak C;g deve ser atribuido as
interagdes com os silanois residuais desta fase. Na prética, para solucionar a coeluicdo do ametrin com
o linuron, o pH da fase moével € ajustado para o valor 4,0 com 4cido fosforico, fazendo com que

ametrin fique menos retido, minimizando o alargamento de pico [74].

A principal vantagem da nova fase C . uréia, em relagdo & fase comercial C,¢ na separagdo

destes herbicidas, reside no fato que a separagio dos herbicidas pode ser realizada sem ajuste de pil, o
que permite um maior tempo de vida da fase estaciondria, além de ser mais viavel em analise de rotina.
Alem disso a nova fase desenvolvida em nosso laboratorio apresenta diferente seletividade (ametrin e
linuron sobrepdem-se na coluna comercial), uma melhor eficiéncia na separagio dos herbicidas,

incluinde os basicos, com menor assimetria para o ametrin.
4.2.3 Avaliagbes Cromatogrdficas das fases C, s dimetil e diisopropil uréia

Inicialmente, as colunas cromatograficas de 50 mm de comprimento por 3,9 mm de didmetro
interno foram recheadas com as fases C;3 dimetil e diisopropil uréia. As colunas de menores
comprimentos foram escolhidas ao invés das colunas de 150 mm que estavam sendo utilizadas com o
proposito de minimizar a quantidade de silica modificada necessaria para o enchimento das colunas,
assim como o tempo de andlise durante a separagdio cromatogrifica. Apds o enchimento, as colunas

foram inicialmente avaliadas utilizando a mistura teste 1.

Os cromatogramas obtidos com as colunas Cis dimetil e diisopropil uréia estio mostrados na
figura 75. Todos os componentes foram separados com sucesso em ambas as colunas, apos o ajuste da
composicdo da fase movel acetonitrila e agua. Para a fase Cig diisopropil uréia, a quantidade de
acetonitrila na fase movel teve que ser diminuida, indicando uma menor hidrofobicidade devido ao

baixo recobrimento da superficie de 1,87 umol m™>
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Figura 75: Cromatogramas da separacdo da mistura teste ! nas colunas de 50 x 3,9 mm recheadas com
as fases Ciz dimetil e diisopropil uréia. Condigdes cromatograficas: fase movel acetonitrila/dgua 60:40
v/v para Cyg dimetil uréia e 50:50 v/v para Cyg diisopropil uréia, vazio 6tima: 0,8 ml min™, deteccdo:

UV em 254 nm, volume de imjecdo: 5 ul.

Para os cromatogramas da figura 75, a eficiéncia, expressa em pratos por metro (N/m), fator de
retengdo (k) e o fator de alargamento de pico (Tf) foram calculados para cada um dos solutos e estZo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Pardmetros cromatograficos calculados para as novas fases monoméricas.
B G dimetil e
e N R Nm 77
acetoforons 076 53500 119 | 104" 58800 e
benzeno 1,26 61700 128 | 1,68 65800 122
tolueno 179 76200 1,15 @ 244 73400 1,25
naftaleno 2,53 82200 1,20 | 3,58 77200 120
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Analisando os valores mostrades na tabela 7, pode-se concluir que as colunas foram recheadas

com sucesso, obtendo-se valores de N/m para o naftaleno de 82200 e 77200 para as colunas C;g dimetil

e diisopropil uréia, respectivamente, e um valor alargamento de pico de 1,20 para ambas colunas,

Para determinar qual a vazdo, em que a eficiéncia destas colunas seria maxima, amostras da

mistura teste | foram analisadas em diferentes vazdes da fase mével, que variaram de 0,2 até 1,5 ml
min". A figura 76 mosira as curvas obtidas para duas colunas recheadas com as novas fases
monomericas.
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Figura 76: Gréficos da altura de prato (N/L) para o naftaleno em diferentes vazdes de fase mével nas
colunas C;s dimetil e diisopropil uréia. Na separagio realizada na coluna C;s dimetil uréia a fase movel
era composta por acetonitrila:agua 60:40 v/v, enquanto para a fase Cg diisopropil uréia a composicio

era 50:50 v/v.

As curvas mostradas na figura 76 mostram que a eficiéncia ¢ méaxima, quando o valor de H é

minimo, na vazio de 0,8 ml min’ para as duas colunas C;g dimetil e diisopropil uréia.

4.2.3.1 Separacdo da mistura teste de Neue

A segunda mistura empregada foi a mistura teste de Neue [13]. A separacio dos componentes
desta mistura, empregando uma fase movel tamponada a pH 7,00, permite avaliar a atividade dos
grupos silandis residuais nas respectivas fases estacionarias monoméricas. Pelo fato de estar utilizando
uma coluna cromatografica de menor comprimento, nem todos os componentes da mistura teste de
Neue puderam ser escolhidos. Foram selecionados: uracil para determinar o tempo de retengio do

composto ndo retido, naftaleno como composto apolar, ftalato de dibutila e dipropila como compostos
polares e amitriptilina e propranolol como moléculas bésicas.
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Os cromatogramas da separa¢iio dos componentes da mistura teste de Neue, utilizando as fases
Cig dimetil e diisopropil uréia sio mostrados na figura 77. Percebe-se claramente que na coluna Cg
dimetil uréia os compostos foram separados com sucesso, com boa eficiéncia e baixo alargamento de
pico para os analitos basicos. Entretanto, o mesmo comportamento ndo foi observado para a fase Cig
diisopropil uréia onde o naftaleno e o ftalato de dipropila ndo foram bem separados, além da alta

assimetria para a amitriptilina e o propranolol.

Para obter uma melhor separagdo na fase Ciz diisopropil uréia, a proporgio do metanol na fase
movel tamponada foi ajustada para 55:45 v/v. O novo cromatograma obtido estd apresentado na figura

78.
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Figura 77: Cromatogramas da separacdo da mistura teste de Neue nas colunas de 50 x 3,9 mm,
recheadas com as fases Ciz dimetil e diisopropil uréia. Condi¢des cromatograficas: fase movel
metanol/tampdo KH,PO/K,HPO, 65:35 v/v a 20 mmol dm>, vazio otima: 0,8 ml min”, deteccio: UV

em 254 nm e volume de injecio: 3 ul
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Figura 78: Cromatograma da separacdo da mistura teste de Neue na coluna Cig diisopropil uréia.

Condigbes cromatograficas: fase movel metanol/tampio KH,PO/K;HPO, 55:45 v/v a 20 mmol dm™,

vazdo otima: 0,8 ml min™, detecgdo: UV em 254 nm, volume de injegdo: 5 ul.

Analisando o cromatograma da figura 78, verifica-se que os compostos basicos apresentam uma
alta assimetria, indicando que existe uma quantidade consideravel de grupos silandis residuais na fase
Ciz diisopropil uréia. A amitriptilina, nas novas condigdes cromatogréficas de separacdo ¢ eluida antes
do ftalato de dibutila. Tal comportamento ndo era esperado, uma vez que compostos mais hidrofobicos,
tendem a ficar mais tempo retidos na coluna com a diminuigio da concentracdo do modificador

organico na fase movel.

Entretanto, deve-se lembrar que parte das moléculas da amitriptilina podem estar na forma
protonada BH'. Com a diminuigio da concentracio do metanol na fase movel, o valor do pKa para esta
substdncia possivelmente foi alterado e como resultado tem-se uma maior fragio de moléculas de
amitriptilina na forma protonada. Com isso, a amitriptilina fica menos tempo retida na coluna,
entretanto o alagamento de pico ¢ ainda mais expressivo devido as interacdes idnicas das moléculas
carregadas positivamente com os grupos silandis, que em pH 7,0, devem estar carregados

negativamente, =Si-0O".

A Tabela 8 apresenta os valores dos pardmetros cromatograficos calculados para os
cromatogramas das figuras 77 e 78. De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a fase
Css diisopropil uréia no foi muito eficiente na separa¢io dos compostos basicos em uma fase movel

tamponada a pH 7,0.
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Tabela 8: Pardmetros cromatograficos calculados para a separagio da mistura teste de Neue nas fases

Ciz dimetil e diisopropil uréia.

Cis dimetil uréia Cis diisopropil uréia
k N/m ES N k N/m Tt
propranolol 1,48 48600 1,47 | 118(2,05) 35000 (42700) 144(1,99)
ftalato de propila 2,68 79700 1,12 | 2,07 (6,05) 60200 (76200) 1,41(1.39)
naftaleno 344 95000 1,07 @ 1,88(4,45) 67400(83300) - (1,35)
ftalato de butila 7,05 91300 1,02 495(18,3) 72500(80700) 132(1,31)
amitriptilina 8,03 66800 1,59 6,03(13,5) 48600{43000) 2,12(2,67)

* ~ ~ ~ - . ‘ -~
* Os valores em parénteses sdo os pardmetros obtidos usando a fase mével metanol/ tampio

KH,PO./K,HPQ, na concentragio de 20,0 mmoi dm™ na proporgdo de 55:45 v/v.

A explicacdo para os menores fatores de retencio para quase todos 0s compostos da mistura e
fatores de alargamento de pico bem maiores, quando comparados com os obtidos para a fase
monomerica Cyz dimetil uréia, esta no baixo recobrimento da superficie da silica durante a
imobilizacdo, deixando um nimero consideravel de grupos silandis residuais, mesmo apds a etapa da

reacdo de capeamento.

O objetivo principal da sintese da fase estericamente protegida com os grupos isopropila era
aumentar a estabilidade hidrolitica do suporte de silica, que possivelmente € reduzida na presencga dos
grupos polares. Entretanto, a partir dos resultados experimentais obtidos, o uso deste tipo de fase
estacionania para a separagao de compostos basicos nio ¢ recomendado devido ao alto alargamento de

pico observado.

A partir desse resultado, pode-se concluir também que a habilidade inerente dos grupos polares
do tipo uréia em minimizar as interacdes indesejaveis entre os silandis residuais e os analitos basicos,

que causam o alargamento de pico, é bastante afetada pelo baixo recobrimento da superficie.

Por outro lado, resultados bastante promissores foram obtidos com a fase Ci;z dimetil uréia
principalmente quando comparados com os da fase polimérica Ci5 uréia, que foi preparada utilizando o
mesma silica cromatografica. Os valores de alargamento de pico para as amostras basicas, incluindo o
propranolol e amitriptiina foram bem menores que os obtidos na coluna Cig uréia. Os valores de
eficiéncia, quando comparados com os obtidos na fase Cig uréia, foram relativamente maiores para

esses dois analitos basicos.
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A melhor eficiéncia cromatografica da fase monomérica em relagio a fase polimérica pode ser
atribuida a dois fatores. O primeiro estaria relacionado ao alto recobrimento da superficie € 0 segundo
seria a vantagem em utilizar o agente sililante monofuncional na primeira etapa da modificacio
quimica, que permite uma Gmica forma de ligacdo quimica com a superficie da silica, além de evitar a

formacéo de grupos silanéis adicionais apos a hidrolise,
4.5 Testes de Estabilidade
4.5.1 Testes de Estabilidade para a fase C,s uréia

Uma coluna de dimensdes de 50 x 3.9 mm foi recheada com 2 fase Ciz uréia e a seguir fez-se o
teste de estabilidade. Foi escolhida uma coluna de comprimento menor porque ela apresenta algumas
vantagens, principalmente quanto a menor quantidade de fase estacionaria requenida no enchimento, e

0 menor tempo de analise, que é imprescindivel no teste de estabilidade.

Inicialmente, a coluna foi avaliada cromatograficamente através da separagio da mustura teste 1.
Neste teste, foi obtida uma eficiéncia de aproximadamente 70000 N/m e um valor para o fator de
alargamento de pico de 1,1 para o naftaleno, que foi o composto mais retido. Para determinar a vazio
onde a eficiéncia desta coluna seria méxima, injetou-se a mistura teste 1 em diferentes vazdes, obtendo-

se o valor de 0,4 ml min.

Determinada a vazdo, as avaliagdes cromatograficas foram realizadas nesta vazio, empregando
a mistura teste de Neue. A coluna foi testada periodicamente apds a passagem de um volume conhecido
de fase movel, composta de metanol/ tampao KH,PO/K,HPO, 20 mmol dm”, pH = 7.0, na proporgio
de 65:35 (v/v), a qual era bombeada através da coluna a uma vazio de 0,8 ml min™. Essa fase mével foi
escolhida pois sabe-se que os tampdes fosfatos sdo muito mais agressivos ao suporte de silica, quando

comparado com os outros tampdes como, por exemplo, o citrato e o TRIS [48].

Os parametros cromatograficos, a eficiéncia expressa por N/m, o fator de retencio, k, e fator de
alargamento de pico, Tf, foram utilizados para monitorar o comportamento da coluna durante o teste de
estabilidade. Dos componentes da mistura teste de Neue foram escolhidos apenas a uracil (para
determinar o tempo de retengdo do composto nio retido), o propranolol (farmaco basico), o naftaleno

(hidrocarboneto aromético), a amitriptilina (farmaco bésico) e o ftalato de dibutila (éster).

O comportamento do naftaleno durante o teste cromatografico pode trazer informagdes sobre a
hidrofobicidade da fase estacionaria que esta sendo testada, assim como o fralato de dibutila. Ja a

amitriptilina e o propranolol, conhecidos por apresentarem bastante cauda devido is interacdes com 0s
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silandis da silica, pode fornecer informacdes sobre a populagiio de grupos silandis presentes na

superficie da silica. Como discutido anteriormente, o fato de se utilizar uma fase movel tamponada a
pH = 7,0 faz com que as interagSes dos silandis com esses dois analitos sejam maximizadas [13]. Os

resultados obtidos no teste de estabilidade para a coluna Cig uréia estdo apresentados na figura 79.
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Figura 79: Pardmetros cromatograficos calculados durante o teste de estabilidade a pH 7 para a fase Cyg

uréia. Cotuna: 50 x 3.9 mm, fase movel: metanol/ tampio fosfato (KH:PO4/K;HPO,) 20 mmol dm'3, na
propor¢do de 65:35 (v/v). Teste cromatografico: uracil (1), propranolol (2), naftalenc (3}, ftalato de
dibutila {4) e amitriptilina {5), fase movel a vazio de 0,4 ml min”, detecgdo em 254 nm e volume de

injecdo de 5 pl.
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Através da andlise da figura 79, verifica-se que os fatores de retenco para os compostas
escolhidos para ¢ teste de estabilidade praticamente permaneceram inalterados até a passagem de
aproximadamente 11500 cm’ de fase movel, o que corresponde a aproximadamente um més de
trabalho continuo com a coluna. Percebe-se um pequeno aumento nos fatores de retengdo
principalmente para a amitriptilina, o que poderia ser um indicio da degradacdo da fase estacionaria.
Conseqglientemente, ocorreu um aumento no nimero de silandis residuais, devido ao acréscimo das

interages destes grupos com o analito basico, fazendo com que este ficasse mais retido na coluna.

Entretanto, o fator de retengiio nfio ¢ um parimetro cromatografico adequado para verificar
possiveis degradagdes no leito cromatografico. Para este fim ¢ melhor analisar os valores de eficiéncia,
que diminuiram somente apds a passagem de aproximadamente 9500 cm® de fase movel, como mostra

a figura 79.

Outro fato interessante ¢ que, por volta de 8000 cm’, foi observado um consideravel aumento
nos valores de N/m para o naftaleno e o ftalato de dibutila em relagio aos valores obtidos no inicio do
teste de estabilidade, que estavam em torno de 70000 N/m. Logo em seguida, esses valores comegaram
a declinar, indicando uma possivel mudanga no leito da coluna, possivelmente causada pela dissolucio

da silica.

Para os valores de alargamento de pico, observou-se que, apos a passagem de 9500 cm’ de fase
movel, verifica-se uma diminui¢do no alargamento de pico para todos os componentes da mistura teste,

como mostra a figura 79,

Essa diminui¢do deve-se a uma cauda frontal que, segundo a literatura [3], indica gue houve
perda da fase estaciondria, provavelmente pela dissolucdo da silica, fazendo com que pequenos buracos

sejam formados no leito da coluna.

Para melhor visualizar a degradacfio causada pela passagem da fase movel pela coluna, a figura
80 mostra os cromatogramas da separacio da mistura teste empregada obtidos antes e apds o teste de

estabilidade.
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Figura 80: Cromatogramas da separacdo da mistura teste (1) uracil, (2) propranolol, (3) naftaleno, (4)
ftalato de dibutila e (5) amutriptilina no inicio {(A) e no final do teste de estabilidade (B). Condigdes
cromatograficas: coluna 50 x 3,9 mm recheada com a fase Cjx uréia, fase movel metanol/tampdo
KH,PO./ K,HPO, 20,06 mmol dm™ pH = 7.0, vazdo 6tima: 0,4 ml min”, detec¢do: UV em 254 nm,

volume de injecdo: 5 pl

Pode-se constatar que apos a passagem de aproximadamente 11500 cm’ de fase mével pela
coluna C;g uréia, os compostos 2 e 3, ou seja, o propranolol e o naftaleno que no inicio do teste
estavam bem resolvidos, passaram a ter tempos de retenc@io bastante proximos, dificultando a
separacdo. O tempo de retengio do naftaleno diminuiu, enquanto o do propranolel aumentou, fazendo
com que esses dois picos apresentassem uma baixa resolucdo. A amitriptilina teve ¢ seu tempo de
retencio aumentado, além do fato que no final do teste, observou-se um alargamento frontal, bastante

acentuado, para este composto.

Para o ftalato de dibutila também foi observada essa cauda frontal, assim como uma diminui¢io
significativa no seu tempo de retengdo, quando comparado ao cromatograma obtido no inicio do teste
de estabilidade. Concluindo, verifica-se que, para os compostos apolares, o tempo de retengdo
diminuiu, enquanto que para 0s compostos basicos, esses passaram a ficar mais retidos na coluna. Isso

¢ uma clara indicacio da degradacfio da fase estacionaria, que comegou a sofrer hidrolise, perdendo a
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parte orgénica, evidenciada pela diminuigio do tempo de retencdo para o naftaleno e com isso novos

silanois residuais séo formados na superficie da silica, aumentando assim a retengdo, principalmente da
amitriptilina.

Contudo, os resultados foram satisfatorios para a fase estaciondria desenvolvida em nosso
laboratdrio, uma vez que foi utilizado uma fase mével agressiva, devido a presenga do tampéo fosfato,
que € conhecido por acelerar a hidrélise e dissoluciio da silica, quando comparado a outros tampdes e
outras fases moveis preparadas apenas com agua e o modificador orginico. Além disso, o teste de
estabilidade aqui empregado utilizou compostos extremamente basicos, sendo o propranolol e a

amitriptilina bastante sensiveis 4 presenca de silanois residuais na superficie da silica.

E dificil comparar ¢ resultado obtido neste teste com os estudos de estabilidade para fases
convencionais e para as fases contendo grupos polares, utilizando fases moveis com tampdo fosfato em
pH 7, pois neste ultimo caso foram utilizadas condicdes mais agressivas, uma vez que se empregou
uma concentragdo de tampdo bem maior e temperaturas acima da temperatura ambiente. Por exemplo,
em um estudo sistematico, a fase Supecolsii ABZ+ foi avaliada, e observou uma degradagio
significativa apds a passagem de 200 volumes de coluna, utilizando uma fase movel composta por
acetomitrila e tampéo fosfato na concentragio de 0,25 mol dm”, na proporcdo de 20:80 v/v e na
temperatura de 60 °C. Os analitos escolhidos para a avaliagio foram uma mistura de antidepressivos

ciclicos, incluindo a amitriptilina como molécula sonda [48].

Sabendo-se que as fases estacionarias, contendo grupos polares embutidos (ou inseridos) podem
apresentar um maior grau de hidratacfio devido a habilidade dos grupos polares de manter ligacdes de
hidrogénio com as moléculas de agua, é provavel que a superficie da silica esteja mais susceptivel as
interagdes com os anions fosfatos da fase moével. Como conseqiiéncia, a hidrolise das ligagtes
siloxanos pode ser facilitada, aumentando a solubilidade da silica. Por razdes praticas, para aumentar o
tempo de vida til das fases estacionarias contendo grupos polares embutidos, deve ser evitado o uso de

tampdes como o fosfato.
4.5.2 Teste de estabilidade para a Jase C;s dimetil uréia

Devido ao alto alargamento de pico e & baixa eficiéncia da coluna Cs diisopropil uréia, tanto
para os compostos apolares como polares, durante os testes cromatograficos iniciais, decidiu-se nio

realizar esse teste de estabilidade para esta fase estacionaria.
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O teste de estabilidade para a fase Cig dimetil uréia foi realizado nas mesmas condigbes

empregadas para a fase trifuncional Cig uréia, com excecdo da mistura teste empregada para a

avaliacdo cromatografica, que continha seis componentes.

Os parimetros cromatograficos, obtidos durante o teste de estabilidade foram calculados e estdo

apresentados na figura 81.
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Figura 81: Pardmetros cromatograficos calculados durante o teste de estabilidade em fase tamponada

em pH 7,0 na temperatura ambiente com a coluna C,5 dimetil uréia empregando uma mistura composta

por: uracil (1), propranoclol (2}, naftaleno (3), ftalato de propila (4), ftalato de dibutila (5) e amitriptilina

(6). Condi¢des cromatograficas: fase movel metanol / tampio KH,POL/K,HPO, (65:35 v/v) 20 mmol

dm™, vazdo: 0,8 ml min”', deteccdo: UV em 254 nm, volume de injedo: 5 ul.

Analisando os resuitados da figura 81, nota-se que o fator de retengdo permaneceu praticamente

inalterado durante o teste de estabilidade. Apenas para a amitriptilina, percebeu-se um ligeiro aumento
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no fator de retengo, o que deve estar relacionado a um acréscimo na populacio dos grupos silandis na
fase estacionaria. Os valores de eficiéncia também se mantiveram constante durante o teste
cromatografico, mesmo com a passagem de 13000 cm’ de fase movel tamponada, o que corresponde a
aproximadamente 20000 volumes de coluna. Os valores de alargamento de pico ficaram constantes
para o naftalenc e os ésteres, enquanto que para as moléculas basicas, propranolol e amitriptilina, esses
valores foram ligeiramente maiores no final do teste cromatografico. Os resultados foram bastantes
satisfatorios quando comparados com os resultados obtidos no teste de estabilidade para fase
trifuncional Cis uréia, cujos valores de eficiéncia comegaram a declinar apds a passagem 9500 cm’ de
fase movel tamponada, indicando a degradagdo da coluna, enquanto que para a coluna Cig dimetil uréia
nenhuma mudanga significativa nos parfimetros cromatograficos foi observada apos a passagem do

mesmo volume de fase movel.

Para melhor visualizar o comportamento da coluna Cs dimetil uréia, a figura 82 mostra os
cromatogramas da separagdo da mistura teste no inicio do teste de estabilidade e apos a passagem de

aproximadamente 13000 cm”® de fase mével.
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Figura 82: Cromatogramas da separa¢do da mistura teste de Neue no inicio (A) e no final do teste de

3

estabilidade (B), apds a passagem de aproximadamente 13000 cm’ de fase movel. Condicdes

cromatograficas: coluna 50 x 3,9 mm recheada com a fase Ciz dimetil uréia, fase movel:
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metanol/tampdo H,POs/ HPO.> 20,0 mmol dm™ pH = 7,0, vazio otima: 0.8 m! min™, deteccio: UV

em 254 nm, volume de imjecdo: 5 ul.

Pode-se constatar que mesmo apds a passagem de 13000 em’ de fase movel, a coluna ainda
apresentou boa eficiéncia na separagio de todos os compostos. O tempo de retencio da amitriptilina foi
ligeiramente maior, assim como o alargamento de pico, indicando uma maior populagdo de grupos
silanodis, o que n3o inviabiliza a utilizacdo da coluna por um tempo mais longo. Com esse experimento
fica evidente que a fase C;3 dimetil uréia apresenta uma vida util bem maior em relagio a fase

trifuncional Ciguréia.

5. Conclusoes

O método de preparacic dos novos agentes sililantes trifuncionais ou monofuncionais,
desenvolvido neste trabalho de pesquisa, permitiu que diferentes fases estacionérias fossem preparadas,
utilizando esses novos agentes sililantes, contendo grupos polares do tipo uréia, inseridos na cadela

orgéanica, de diferentes tamanhos variando desde Cs ate Cis.

As fases obtidas sdo bastante promissoras, principalmente aquelas em que se utilizou, como

suporte cromatografico, a silica esférica de tamanho de particula de 3,6 um.

A fase C5 uréia mostrou ser promissora na separagdo de diferentes misturas teste incluindo os
hidrocarbonetos poliaromaticos e os herbicidas. No teste de estabihdade com uma coluna de menor de
dimensdes de 50 x 3,9 mm, recheada com a fase C;s uréia, verificou que a coluna pode ser utilizada por
um longo periodo sem que a sua eficiéncia seja comprometida, apresentando um bom desempenho

cromatografico, inclusive para compostos basicos como a amitriptilina e o propranolol.

Também foram preparadas duas novas fases estacionarias monomeéricas: C;g dimetil uréia e Cig
diisopropil uréia, utilizando os alcoxissilanos monofuncionais recentemente preparados em nosso
Jaboratorio seguindo uma rota similar aquela utilizada na preparagio dos trialcoxissilanos Cz a Cis.
Baseado nas avaliagdes cromatograficas, verificou que a fase estericamente protegida Ciz diisopropil
uréia ndo € muito eficiente na separagio de compostos basicos devido ao grande nimero de silanois

remanescentes na sua superficie, conseqiiente do baixo recobrimento da silica por esse alcoxissilano.

No teste de estabilidade quimica de uma coluna recheada com a fase Cis dimetil uréia, ficou
evidenciado que essa fase foi bem mais estavel que a fase C;g uréia, indicando ser a mais promissora de

todas aquelas que foram sintetizadas, principalmente na separagio dos compostos basicos.
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