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RESUMO

FASES ESTACIONARIAS PARA CLAE DE POLHMETILOCTILSE.OXANO) SORVIDO E
MOBILIZADO POR TRATAMENTO TERMICO SOBRE SiLICAS DE DIFERENTES
PUREZAS E COM DIFERENTES PRE-TRATAMENTOS

Autora: Cristiane Lika Ogaya
Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Neste trabalno foram feitos estudos de ofimizacio das condicdes de preparo de
fases estacionarias para uso em Cromatografia Liguida de Alta Eficidncia em fase reversa
{CLAE-FR} de poli{metiloctilsiloxano) (PMOS), tipo C-8, sorvido & imobilizado por
tratamento temmico {em aimosfera inerte) na superficie das silicas Kromasil ¢ Rainin
{esféricas, 5 um) sem pré-tratamentos ou pré-fratadas de diferentes maneiras: 1} tratadas
com agua em refluxc a 100 °C por 24 h, 2) tratadas em refluxo com HNO;, NH,OH,
H80,, HiPOs, HCIL EDTA, 1-metii-piperidina, NaCOH ou KOH em diferentes
conceniragcbes e tempos de reagdo ou 3) aquecidas entre 300 e 350 °C, seguido de
tratamento com HNO;, em refluxo. As fases estacionarias foram avaliadas por testes
quimicos, fisicos, cromatogréficos e de estabilidade em fases méveis em condicbes
neutras ou agressivas. As melhores condicbes de preparo das fases estacionarias foram:
quantidade suficiente de PMOS para encher os poros das silicas mais um excesso de 10
%, 120 ou 140 °C por 8 h e € dias de repouso. Porém, as fases estacionarias preparadas
com a silica Rainin obtiveram fortes caudas para ¢ pico do composto basico N,N-
dimetilanilina, atribuido & maior guantidade de impurezas metélicas e grupos silandis
isolados mais acidos, presentes na superficie dessa silica. Por isso, os pré-traiamentos
da silica Rainin foram essenciais para reduzir a cauda no pico da N,N-dimetilanilina até
valores aceitaveis mas, devide ao grande nimero de silandis residuais ainda presentes
nessas fases estacionarias, 0s paradmetros cromatogréficos nao foram repetitiveis entre as
corridas cromaiograficas. O estudo da estabilidade das fases estacionarias mostrou que
elas s@o estaveis 4 passagem de grande volume de fase mével neutra e que as fases
estacionarias preparadas com a silica Rainin, mais impura e com a superficie mais acida,
s8o mais estaveis que as fases preparadas com a silica Kromasil.
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ABSTRACT

STATIONARY PHASES FOR HPLC OF THE POLUMETHYLOCTYLSILOXANE)
SORBED AND IMMOBILIZED FOR THERMAL TREATMENT ON SILICAS OF
DIFFERENT PURITIES AND WITH DIFFERENT PRE-TREATMENTS

Auther: Cristiane Lika Ogava
Supervisor: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

in this work the optimization of the conditions for preparation of stationary phases
for use in reversed phase High Performance Liquid Chromaiography (RP-HPLC) were
made using poli(methyloctyisiloxane) (PMOS), a C-8 type, sorbed and immobilized oy
thermal treatment {(an ineri atmosphere) onfo the surface of the silicas Kromasii and
Rainin (spherical, 5um) used without pre-treatments or pre-treated in different ways: 1)
with water at 100 °C, for 24 h, 2) refluxing with HNO;, NH,OH, H,S0,, H.PO,, HCIL EDTA,
1-metil-piperidina, NaOH or KOH in different concentrations and fimes of treatment or 3)
heating between 300 and 350 °C, an inert atmosphere, followed by treatment with refluxing
HNO;. The stationary phases were evaluated by chemical, physical, chromatographic and
stability tests, using neutral or aggressive mobile phases. The results showed that the
best preparation conditions for the stationary phases were: enough PMOS to fill the pores
of the silicas plus an excess of 10 %, with thermal treatment of 120 or 140 °C for 8 h.
However, the stationary phases prepared with Rainin silica had significant tailing for the
basic compound N,N-dimethylaniline, attributed the larger amount of metallic impurities in
this silica and more acid isolated silanoi groups on the surface of this silica. Therefore, the
pre-treatments of the Rainin silica were essential to reduce the tailing of N,N-dimetilaniing
tc accepiable values. Due to the large number of residual silanols in these stationary
phases, the chromatographic parameters did not show repetitivity between the
chromatographic runs. The tests of stability of the stationary phases showead that they are
stable to the passage large volumes of neutral mobile phase and that the stationary
phases prepared with Rainin silica, more impure and with the more acid surface, were
more stable than the stationary phases prepared with Kromasil silica.
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/ 8 h. Condigbes de imobilizacio térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4
dias de repouso. Condigbes cromatograficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F:
0,3 mL min". MTZ: (1) uracil, (2) fenoi, {3} N,N-dimetilanilina, (4) naftalenc e
(Byacenallen0. (. 1606

Figura 71 FE preparadas com a silica Rainin pré-fratada com 1-metil-piperidina
0,01 mol L™ 7 8 h (coluna 1). Condicdes de imobilizacao térmica: 44 % PMOS
inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de repouso. Condigbes cromatograficas: FM
metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™. MT2; (1) uracil, {2) fenol, {3} N N-
dimetilaniting, (4)naflaleno e (5 acena®enc. . v 161

Figura 72: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H.80, 0,01 moi L7/
8 h. Condicbes de imobilizac8o témica: 44 % PMOS inicial, 140 °C /8 h, 4
dias de repouso. Condiches cromatograficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F
0,3 mL min™. MT2: (1) uracil, {<) fenol, {3) N,N-dimetilanilina, {(4) naftalenc e
(B)acenafleno. ... e 163

Figura 73: FE preparada com a silica Rainin pré-tratada com H,0 0,01 mol L7/ 8
h. Condigbes de imobilizagdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C /8 h, 4 dias
de repcuso. Coluna recheada apbs 6 mesas de repouse da FE. Condicdes
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Figura 76: FE preparadas com a silica Rainin pré-fratada com HaPC0, 0,01 mol L7/
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Figura 77: Cromatogramas das MT3. FE preparadas com as silicas Kromasi, a
sem pré-iratamento, b: pré-tratada com HNOs 2,0 mol L (55 % PMOS inicial,
120°C /16 h) e ¢ & - seguido de HNQO; (ensaio 2, Tabela 33). FE preparadas
com a silica Rainin sem pré-ratamenio, ¢ ensaio 3, Tabela 19 e & ensaio 7,
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preparadas com a silica Rainin sem pré-fratamento, d: ensaio 3, Tabela 19 e &:
ensaio 7, Tabela 18. (1) uracil, (2) fenoi e (3) benzilamina em FM 30:70 viv
metanol / tamp&o fosfato 0,02 mol LT pH 2,7 oo 174
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sem pré-tratamento, b: pré-tratada com HNOs 2,0 mol L' (55 % PMOS
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preparadas com a silica Rainin sem pré-fratamento, d: ensaio 3, Tabsla 19 ¢ &:
ensaio 7, Tabela 19. (1) uracil, (2) fenol e (3) benzilamina em FM 30:70 viv
metanol / tampao fosfato 0,02 mol L pH 7.6, oo 175

Figura BO: Espectros de IR das sificas Rainin sem pré-tratamento e pré-tratadas
com agua, acidos e bases. A silica Rainin foi refluxada a 100 ° C por 24 h com

agua e por 8 h com os Acidos e as bases nas concentracdes de 0,01 mol L™

Figura 81: Relagac entre a quantidade relativa de silandis isolados (ou vicinais) na
superficiedas silicas ea % C contida na FE. .o 185
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1 - INTRODUGCAO
1.1 - A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia {CLAE)

A cromatografia € um mélodo fisico-guimico de separacio dos
componentes de uma mistura, reatizada através da distribuico dos mesmos entre
duas fases. Uma das fases permanece estacionéaria (fase estacionaria), enguanto
a outra move-se através dela (fase mdvel). Devido a diferanga nos coeficientes de
distribuicao de cada um dos analitos nas respectivas fases, obtém-se velocidades
diferenies, de tal modo que © composto menos retido na fase estacionaria & eluido
primeiramente [11.

Na cromatografia liquida, a fase mével (FM) é um liquide, enquanto que a
fase estacionaria (FE) pode ser um sélido ou um liquido sorvido, imobllizado ou
quimicamente figado na superficie do sdlido. A Cromatografia Liquida de Alia
Eficiéncia {CLAE) abrange toda técnica de cromatografia liquida qgue requer
pressbes elevadas para forcar a passagem da FM pelo feito da FE 21

Na CLAE, a fase mobvel é bombeada sob aita pressdo a uma vazio
conirolada, sendc gue, neste sistema, uma pequena quantidade de amostra &
introduzida por meio de uma valvula de injecio. A amostra & entdo arrastada pela
FM, passando pela coluna, onde ocome a separacio cromatografica. A coluna
cromatografica utilizada é recheada com uma FE, que é geralmente constituida
por um material de pequenas particuias, cujo tamanho pode variar de 3 g 20 Hm. A
FM, arrasta 0s componentes da amostra, que ao sairem da coluna, chegam ao
detector onde um sinal, proporcional & concentracdo do analito, é enviado ao
microcomputador {1].

A CLAE é considerada a técnica analifica mais empregada na inddstria
guimica, pois permite ndo apenas separacdes preparativas de diferentes
compenenies de uma mistura, mas também permite andlises quantitativas e
gualitativas simuftaneamente. Na indUstia farmacdutica, cssa itécnica &
extensivamente utllizada em muilas aplicacdes, desde andlises das maiérias

primas, até ¢ conirole de gualidade dos medicamentos sintatizados. Em andiises
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clinicas, tem pape! fundamental nos estudos farmacopeicos. Em laboratdric de
andlise ambiental, 8 CLAE ¢é smpregada na andlise de pesticidas e outros
contaminantes presentes no sclo e na agua. Aplicacles da CLAE na indlstria de
alimentos incluem a determinag&o de residuos de pesticidas, nutrientes, como por
exemplo, as vilaminas, e até mesmo g presenca de aditivos. Estes sdc apenas
aiguns exemplos que demonstram o vasto campo de aplicagBes desta técnica
analitica [2].

1.2 - A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa {CLAE-FR)

A forma mais tradicicnal da cromatografia liquida emprega uma FE polar
como, por exemplo, a silica, a zircdnia ou a alumina, e uma FM apolar, composia
basicamente de um hidrocarboneto alifatico, juntamente com um alcoxi (por
exempic 0 isopropanol) ou hidrocarboneto clorado, como © cloroférmic. Essa
modalidade da cromatografia liquida é dencminada como cromatografia liquida em
fase normal {CLFN). O principio da separacéc em CLFN se baseia na interagdo
dos grupos funcicnais dos analitos com sitios de adsorgo polares da superficie
da silica ou outro sdlido cromatografico [21.

Na cromatografia liquida em fase reversa (CLFR) a FE & mais apolar,
utilizando um liquido apolar sobre um suporte cromatografico sélide em conjunto
com uma FM mais polar, contendo agua e um modificador orgénico miscivel.
Aproximadamente 70 a 80 % das separacbes utilizam essa modalidade da
cromatografia liquida. A sua popularidade se deve grandemente 2 versatilidade
dessa modalidade, em que a preparacac das amostras é mais facll de ser
realizada, o equilibric entre as fases é rapido, os tempos de retencdc sfo
reprodutiveis e os principios basicos do mecanismo de retencdo podem ser
compreendidos faciimente [2].
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1.3 — A silica

A silica é o suporte cromatogréfice mais utilizado em CLAE. Cerca de 80 %
das FE ufilizadas em CLAE em fase reversa ou em fase normal s30 baseadas em
silica, pois esta € rigida, permitindo a formacdo de leitos homogéneos e estaveis
sob altas pressbes por longos periodos, é estdvel quimicamente frente a varios
solveries, tem uma grande drea superficial, € disponivel com uma grande
variedade de tamanhos de particulas (ex. 3, 5, 10 um), didmefros de poros {ex. 8,
30, 100 nm) e possui os grupos silandis em sua superficie que podem reagir com
reagentes apropriados para produzir materiais com diferentes seletividades.

Mas, a silica n8o € um suporie cromatogréfico perfeito e possui algumas
fimitacbes. Em FM com pH acima de 8 ela pode solubilizar rapidamente e causar o
colapso do leito cromatografico, com decréscimo drastico na eficiéncia da colung,
mudanga no tempo de retengdo dos compostos e aumento no fator de assimetria
dos picos [3]. Em FM com pH abaixo de 2, pode haver a hidrélise de grupos
funcionais ligados a superficie da silica. Qutra desvantagem da silica é a acidez
dos grupos silandis presentes em sua superficie, os quais, se nao forem
devidamente removidos ou cobertos, podem interagir fortemente com compostos
basicos, causando caudas nos picos ou adsorcao ireversivel.

Si02 ou Si02.H20, a silica ge! inclui uma grande classe de produtos. A silica
€ um material que ocome naturaimente em minérios, como o guartzo e plantas
como ¢ bambu, amoz, cevada, cana-de-acucar. Tudo na natureza possul um
pouco mais de rigidez contém a silica. Entretanto, a maioria das silicas usadas em
aplicagbes quimicas tem origem siniética. Na forma natural, ela ocorre
freqlienternente na fase amorfa. Varias fases podem ser formadas, dependendo
da temperatura, press@o e grau de hidratacio. A pressdo atmosférica, a silica
anidra cristalina pode ser classificada nas seguintes fases, de acordo com s
temperatura;

1143 o 1743 i . 1973 . .
quartzo =—== fridimita == cristobalita ——= Silica vitria amorfa
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A 1973 K, a cristobalita ¢ transformada em silica vitrea amorfa. A forma
cristalina envolve um alic grau de ordem numsa estrutura densa. A atividade da
superficie, que pode participar de muitas inferacbes quimicas e fisicas, é limitada
pela superficie externa das particulas cristalinas, em que a édrea superficial &
similar a sua superficie geométrica. Jé a siiica amorfa ocorre em varias formas =3
pode ser fabricada de acorde com a aplicac8o, come fibras, |aminas, sdis, géis e
pés. As propriedades de todas as formas amorfas da silica estdo relacionadas aos
processos de preparacio e a principal caracteristica de interesse nesses trabathos
€ a porosidade das silicas amorfas formadas. A porosidade acarreta uma grande
area superficial dentro das particulas de silica, sendo esta caracteristica muifo
interessante para aplicacdes guimicas e fisicas. Variando o mélodo & os
parametros especificos de preparacdo da silica, a area superficial, volume de
poros, lamanho de poros e ¢ lamanho das particulas s3o, até certo ponio,
independentemente controlados [4].

Para aplicacGes em CLAE, microparticulas porosas esféricas de 5 a 10 um
de difmetrc médio de particulas e, em menor extensdo, particulas de 3 um de
diametro, s@o preferiveis nas modemas fecnologias de coluna, porque formam
leitos cromatograficos mais homogéneos, estéveis e permeédveis. Peguenas
particulas de 1 ¢ 2 um de didmetrc de particula (porosas ou ndo) t&m sido
introduzidas para separagles rapidas de biopolimeros que, por causa de seu
tamanho, tem pobres caracleristicas de difusac. Grandes dimetros de particula,
geraimente entre 10 a 25 um, s8¢ usados em Cromatografia Liguida Preparativa e
foram usadas inicialmente em separacdes sob baixa pressao [51.

Microparticulas irregulares de silica s&o mais baratas e ainda sdo
freqlentemente usadas, mesmo porque, na pratica, n3o se tem mostrado que sio
de qualidade inferior. Porém, o formato das particulas pode se fomar mais
importante quando ¢ tamanho das particulas € reduzido. Microparticulas esféricas
séo consideradas como tendo propriedades superiores as irregulares para
diametro médio de particulas menores que 5 pm [5].

De maneira similar, particulas de silica também s&o caracterizadas por sua

estrutura de poros: didmetro médio de poros, drea superficial e volume de poros.
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Esses parametros podem ser determinados por métodos j& bem estabelecidos,
como por exemplo, fisiosorg@o de gases ou vapores. A érea superficial pode ser
medida considerando 0s poros ou somente a éres superficial exiema das
particulas. A medida de area superficial com os poros é mais importante porgue
existe uma relagdo enire os dois par@metros: guanto maior a drea superficial,

menor o didmetro de poros [5]. Alguns desses valores estfo resumidos na Tabels
1.

Tabela 1. Propriedades fisicas da silica Nucleosii[5].

Diadmetro médio Volume de poros Area superficial
de poros (nm) {mi/g) especifica (m°/ g)
5 0.8 500
10 1,0 350
12 07 200
30 1,0 100
50 0,9 35
100 0,8 25
400 0,7 10

Silicas com didmetro médio de poros entre 5-15 nm e area superficial de
150-800 m*/ g s&o preferidas nas separacbes de compostos com baixa massa
molar, enguanto silicas com didmetro médio de poros maiores que 30 nm séo
preferidas para separagbes de biopolimeros, pois evita 0 acesso restriic desses
soiutos pela FE. Microporos s&o particularmente indesejaveis, porque eles podem
provocar efeito de exclusdo de particulas pelo tamanho ou adsorgdo irreversival.
Microporos s&o considerados ter didgmetros < 3 nm, mesoporos entre 3-50 nm e
macroporos > 50 nm (muitos tipos de silicas cromatograficas s&c mesoporosas,
mas s&o referenciadas como macroporosas) [5].
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1.4 - A natureza da superficie da silica

As propriedades da superficie da silica amorfa, gue & considerada um éxido
adsorvente, depende da presenca dos grupos silandis (Si-OH) em sua superficie.
Com uma concentracdo suficiente desses grupos, a superficie da sflica &
hidrofilica e os grupos OH agem como centros de adsorgdo molecular durante
interagbes especificas com adsorbatos capazes de gerar interacdes doadores-
receptores de elétrons. Remover os grupos hidroxilas da superficie da silica para a
formacao dos grupos siloxanos leva a uma diminuicgo da adsorcéo e a superficie
adquire caracteristicas mais hidrofébicas [8].

Os grupos OH da superficie da silica podem ser subdivididos em silanéis
isolados, geminais e vicinais ou ligados por ligacBo de hidrogénio (Figura 1).
Também estao presentes na superficie da silica os grupos siloxanos, que sdo
hidrofébicos e, portanto, nfo reativos. Por Gitimo, hé também Agua estruturaimente
ligada aos grupos silandis dentro do esqueleto de silica e grupos silandis intemos,
dentro dos muito finos ultramicroporos (d < 1 nm) [6].

Portanto, as propriedades da silica pura, como um 6éxido adsorvente, s3o
determinadas em primeiro lugar: (a) pela atividade quimica da superficie (esta
atividade depende da concentracéo e distribuicdo dos diferentes tipos de grupos
OH e a presenga de grupos siloxanos e (b) a estrutura dos poros da silica [8].

L silanois
sifandis 1 |'{ geminais
isolades | &

O T

ot i~ OH |
silandis ;

silandis

g 3 internos
vicinais SRR

ligagdes
stloxane

Figura 1: Tipos de grupos silandis ¢ ligacdes siloxano na superficie da silica [6].
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1.4.1 - © modelo fisico-quimico de Zhuraviey

Zhuraviev [6] fez um cuidadoso estudo das caracleristicas estruturais da |
superficie da silica amorfa fazendo uso de diferentes amostras de silica &
comparando com dados j& existentes na literatura. Este modelo da superficie da
sifica amorfa lava em conta um fator determinante, que € a presenca dos grupos
silandis e slloxancs. Com esse modelo, é possivel determinar a concentracBo e &
distribuicdo de diferentes tipos de silandis e siioxanos na superficie da silica em
fungéo da temperatura de pré-tratamento e a possibilidade de acessc aos grupos
silandis internos da silica. Ele leva em conta possivels mudancas que ocorrem
simuitaneamenie no grau de coberlura da superficie com moléculas de agua
adsorvidas e com o8 diferentes grupos silandis & a energia dos processes de
desidratacao {a remogas da agua fisicamente adsorvida), desidroxilagdc {remocgéo
dos grupos silandis) € a reidroxilagac {a restauracio da cobertura hidroxilada) [8].

A técnica utilizada por Zhuraviev para medir a concentracdo dos diferentes
grupos silandis na superficie da silica, em funcdo da temperatura de pré-
fratamento, fol a troca isolrépica de deutério. De acordo com esse método, ©
namero de grupos silanéis por unidade de area (OH nm™) é determinado pela
razao entre uma gquantidade conhecida de vapor de agua deuterada apbs a
compieta iroca com deutéric e a superficie da silica e a guantidade de grupos
hidroxil n8o conhecidos presentes na amostra da silica [81.

1.4.2 -~ O modelo fisico-quimico da superficie da silica amorfa: principais
estagios [6]

Estagio inicial (T = 25 °C):

s A superficie da silica esté no seu grau maximo de hidroxilaco, ou seja, todos
os diferentes tipos de grupos silandis (isolados, geminais e vicinais) estéo
presentes em concentracio maxima;

= A superficie da silica esté coberia com agua fisicamente adsorvida (mditiplas

camadas de agua),
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¢ Os grupos OH e a agua adsorvida estioc permeados por uma rede de Hgacdes
de hidrogénic;

= Os grupos OH intemos esto presentes dentro da matriz de silica.

Transic8o do estagio 1 para o estégic 2 (T4 = 25 °C, sob véacuo) (Figura 2y
« Completa remog8o das multicamadas de agua fisicamente adsorvida;
« Presenca de uma monocamada de dgua bem adsorvida:

» O processo & reversivel se houver um excesso de agua no meic.

Figura 2: Transic&o do estagio 1 para o estagio 2 (T4 = 25 °C, sob vacuo) [6].

Estagic 2 (T = 25 — 180 °C sob vécuo, regific | da Figura 3);

» A superficie da sflica ainda esta no seu grau méaximo de hidroxilaggo;

e A superficie da silica estd coberta com uma monocamada ou menos de agua
adsorvida, que desaparece completamente no final do estagio 2;

e Os grupos OH e as moléculas de agua na superficie da silica estdo
predominantemente ligados por ligacio de hidrogénio;

= Os grupos silandis intemos est8oc presentes dentro da matriz de silica.
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Figura 3: Energia de ativag8c para dessorcdo da dgua da superficie da silica (Ed),
como func@c da temperatura de pré-tratamento da silica, sob véacuo: (a) regidio |,
desidratagio; (b) regides lla e lib, desidroxilagéo [6].

Transicao do estagic 2 para o estagio 3 {T; = 190 °C) (Figura 4):
= Completa remog&o da monocamada de dgua enquanto que a superficie da
silica continua no estado maxime de hidroxilacio (superficie de silica seca);

« O processo € reversivel se houver excesso de agua no meio.

Figura 4: Transigéo do estégio 2 para o estagio 3 (T2 = 190 °C, sob vécuo) [8].
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Estagio 3 (T = 190 — 400 °C sob vacuo, regido lia da Figura 3);

= ( grau total de hidroxilago da superficie da silica diminui significantemente:

+ Todos os diferentes grupes OH (isolados, geminais e vicinais) ainda estio
presentes; |

+ A concentragao de grupos OH isolados aumentam, alcancando um maximo,
até 400 °C; '

= A concentracdo de grupos OH vicinais e geminais diminuem;

= Os grupos OH intermnos desaparecem graduaimente com © aumenic da
temperatura e duragao do tratamento térmico.

Transicao do estagio 3 para o estagio 4 (Ts = 400 °C sob vécuo) (Figura 5);
= Completa remocdo dos grupos OH vicinais, enquanto que os isolados e
geminais permanecem na superficie da silica;

= O processo ainda € reversivel se houver excesso de dgua no meio.

Figura 5: Transic&o do estagio 3 para 4 (Ts = 400 °C, sob vacuo) [6].

Estagio 4 (T = 400 — 800 °C sob vacuo, regido ilb da Figura 3):

» Ha apenas grupos OH isolados e geminais livres na superficie da silica;

= O grau total de hidroxilag&o da superficie da silica continua a diminuir, mas de
forma mais gradual;
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= MNas temperaturas entre 800 — 800 °C, ndc ha mais silandis geminais livres;

+« A conceniracdo de ligacdes siloxanos aumenta consideravelmente, & a maior
parte da area superficial da silica toma-se coberta por grupos siloxanos;

e Ha& uma contracdo na matriz de silica.

Transicac do estagio 4 para 5 (T, ~ 800 °C) (Figura 8}

» Hé& uma completa remocao dos silandis geminais, enquanto que os grupos OH
isolados ainda permanecem na superficie da silica e intemamente;

» A temperatura ambiente em um meio com excesso de dgua o processo de
reversibilidade &€ bastante lento, mas a 100 °C ssie processo de reversibilidade
toma-se bastante rapido.

- sitangis

- isolados
internos -

o
%
H

8000

A T I TS

Figura 8:Transicao do estagio 4 para 5 (T, ~ 900 °C) [B].

Estagio 5 (T = 900 —~ 1200 °C):

« O grau de recocbrimentc da superficie da silica com grupos OH isolados
continua a diminuir até o desaparecimento;

s A conceniragao de ligagdes siloxado continua a aumentar,

e A contracgdo da matriz de silica continua.

Transicdo do estégio 5 para 0 8 (Ts ~ 1200 °C) {Figura 7):
¢ Completa remocio de todos os grupos OH da superficie da silica;
+« Completa cobertura da superficie da silica com grupos siloxano.
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Figura 7: Transic8o do estagio 5 para 6 (Ts» 1200°C) 8]

Estagio 6: estagio final (T > 1200°C):
» A superficie da silica consiste apenas de ligagbes siloxano [6].

O grafico da Figura 8 mostra um resumo de como varia concentracdc media
dos grupos silandis na superficie da silica em fungio da temperatura de pré-
tratamento, sob vacuo.
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Figura 8: ConcentracZc dos diferentes grupos silandis na superficie da silica em
funcéo da tempersatura de pre-tratamento sob vacuo. 1: média da concentracdo
total de grupos silandis, 2: média da concentracdo de grupos silandis isolados, 3:
meédia da concentracdo de silandis vicinais e 4: média da concentragio de grupos

silandis geminais [6].

1.5 - Atividade dos siiandis

Tem sido mostrado por anos gue os diferentes silandis da superficie da
silica tem diferentes atividades de adsorcao (diferentes reatividades ou diferentes
graus de acidez). Silandis isolados s8o considerados os mais ativos. Estimativas
relativas da razao entre concentracéo de silandis isoiados, geminais e vicinais na
superficie da silica tem sido discutido na literatura, mas a grande discrepancia
entre 05 dados oblidos deixa a questdc ainda em aberto, pois os resultados
obtidos pelos varics métodos j& descritos de determinacdo da concentragcdo
relativa dos sitios s80 controversos [71.

( valor mais aceito da concentracao iotal de silandis na superficie da silica

é de 8,0 + 1,0 umol / m? {considerada por alguns autorss como uma constante
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fisico-guimica [6.7]), mas diferentes silicas podem conter diferentes guantidades
relativas dos diferentes sitios em sua superficie, pois essas gquantidades podem
ser, até cerlo ponio, controladas através do processo de reidroxilac@o da
superficie da sifica. Numa silica que coniém sua superficie completamente
hidroxilada (maximo de hidroxilaggo da superficie) ha um maior nGimearo de silandis
vicinais (ligados por ligacdo de hidrogénio), pois os grupos silandis estdc mais
proximos uns dos outros e se unem pela ligacdo de hidrogénio, fazendo com gue
a acidez da superficie da silica seja diminuida. Silicas que contém baixa
concentrac@o de grupos silandis em sua superficie contém relativamente alta
concentracio de grupos silandis isolados os guais sdo mais acidos B,71

1.6 - Acidez e impurezas metalicas

A estimativa da razao relativa dos silanéis mais ou menos ativos (4cidos) na
superficie da silica € de grande importéncia em Cromatografia. Nawrocki et al. [8-
10] mostraram em seus estudos, a sxisténcia de uma pequena populacéo de
grupos silanois fortemente ativos na superficie da silica (sitios fortes de adsorgio)
Gue podem consideravelmente influenciar as propriedades cromatograficas. Esses
sitios sBo mais &cidos comparados com os outros tipos de grupos silandis,
podendo ser até 50 vezes mais reativos que um sitio comum. A causa dessa forte
acidez esi@ na estrutura da silica ou, mais provavelmente, nas impurezas
metalicas contidas na matriz da silica, que podem influenciar as propriedades
cromatograficas indiretamente, através do aumento da acidez dos silandis vizinhos
ou diretaments, reagindo com agentes complexanies confidos na FM.

O mecanismo para este aumento indireto na acidez dos silandis vizinhos as
impurezas metalicas é bem conhecido em estudos de catélise, em cgue'séstemas
de Oxidos binarios s&o usados particularmente em processos que necessitam de
sitios fortes de adsorgdo. Elementos muiltivalentes como o Al, Fe, Zr, Ti e La sac
conhecidos come agentes de sitios de adsorgdo forte. A Figura 9 mostra um
esquema de como esses sftios acidos s&c formados. A fraca ligagac de hidrogénio
na superficie da silica (&cido de Bronsted) compensa a menor carga formal do
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atomo de aluminio {3+) comparada com ¢ atomo de silicio {4+} da malriz de silica
(Figura 9} [2].

H HF

‘\Q o _H
o, O O
NSNS
Q\ss\ s N0
G Q/

\}é

Figura 9. Esquema representativo de uma impureza metalica contida na matriz do
silical2].

Tecricamente, uma silica pura tem pKa de 7,1 + 0,5, mas valores de pKa
de 1,5 até 10 podem ser cbservados. Altos valores de pKa foram encontrados
para sflicas esféricas, enquanto que particulas irregulares mostraram valores de
pH ao redor da neutralidade. Essas diferencas estdo provavelmente relacionadas
com o método de sintese da silica e também com a matéra prima de partida
usada, que podem deixar mais ou menocs quantidades de residucs na matriz de
silica. Grandes variacbes na acidez da silica tem sido notadas nao apenas em
silicas provenientes de diferentes fabricantes, mas também de lote para lote de
um mesmeo fabricante [9].

Os métodos de preparagéo da silica estdo descritcs abaixo [11]:

> Hidrblise acida de silicatos inorganicos: métode que leva a formacao
de particulas iregulares contaminadas com fracos de impurezas
metalicas como o Fe, Al, Na, Mg, Ca, La, Ti, Cr, Mn, Mo.

» Hidrblise de alcoxisilanos: método que leva a formacdo de particulas
esféricas ou irregulares, menos contaminadas por metais.

= O metodo polietoxisiloxano: forma particulas esféricas ou irreguiares
com baixa resisténcia mecanica, contendo menos impurezas
metalicas (o método mencs usado).

OLEGAD
? UNICAMP
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» O método sol-gel leva a formacdo de pérﬁcu%as esfericas ou
irregulares  quimicarmente e  termicamentie  esidveis, mas
contaminadas com tragos de impurszas metdlicas (o método mais
usado).

Dependendo da guaniidade de impurezas metdlicas contidas em sua
estrutura, a sflica & classificada em dois tipos [11]: '

= Tipo A sflicas mais impuras, contendo alta concenfracdo de
impurezas metélicas e silandis mais acidos, suficientes para
interagirem fortemente com analitos basicos e causar caudas nos
picos ou adsorgdo irreversivel desses compostos.

¢ Tipo B: silicas allamente puras contendo baixa concentracdo de
impurezas metdlicas ¢ silandis acidos, excelentes para uso em
cromatografia. As silicas dos tipo B contém apenas 6 ug /g de Al 7
Mg/gdeTi tug/gdeFee3ug/gdeZriol

1.6.1 - Técnicas de reidroxilacdo e purificacdo da superficie da silica

Uma variedade de meétodos de reidroxilac@o e purificacdo da superficie da
silica utilizada como suporte cromatografico j& foi publicada na literatura,
geralmente envolvendo tratamento hidrotérmico da silica com acidos ou bases oy
aquecimento seguido de fratamento hidrotérmico com acidos ou bases [12-18].

O estagio de reidroxilagao afeta o nimero e o tipo dos silandis presentes na
superficie da sflica, resuftando na reducgdo de silandis isolados de carater mais
acido e o aumenio na proporgdo de silandis vicinais ou ligados por ligagdo de
hidrogénio, deixando uma superficie menos 4cida e mais homogénea. Além da
reidroxitagao, esses métodos de pré-tratamentos da silica reduzem a guantidade
de impurezas metalicas presentes na matriz de sflica que, também afetam a
acidez dos grupcs silandis vizinhos. Depois desses pré-tratamentos da silica &
notado entdo uma significativa melhora no desempenho cromatografico das FE
em relagdo a separacdo de bases orgénicas, pois hd uma redugio de interacbes
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Indessjaveis desses compostos com os grupos silandis mais dcidos da superficie
da siiica [19]. ‘

Um estudc de Bamett et al. [18] sugeriu que as impurezas metédlicas
presentes na superficie da silica afetam mais significantemente as propriedades
cromatograficas do que tragos de elementos metalicos contidos mais no interior da
silica. Neste esiudo, sles investigaram as concentracdes de elementos metdlicos
contidos no inferior e na superficie de silicas preparadas pselo método sol-gel
seguido de fratamento hidrotérmico com HCI e HMF, utilizandc as iécnicas de
espectromelria de massas por fons secunddrios estaticos (SSIMS) e
espectroscopia foloelélrica de raios-X (XPS). Ambas as técnicas foram capazes
de analisar a superficie da silica numa profundidade de alguns nandmetros, com
uma detectabllidade suficiente para gerar informacdes a respeilos dos grupos
silandis e de elementos em nivel tracos mais abundantes como o Na, Fe Ale Ti.
esses resultados foram capazes de revelar mudancas sutis na superficie da silica
que ndo podem ser detectadas pelas técnicas que somente analisam ¢ interior da
silica.

1.7 - Fases estacionarias quimicamente ligadas

Os silandis da superficis da silica podem reagir com muitos diferentes
agentes para preparar as chamadas fases estacicnarias guimicamente ligadas. As
mais popuiares sao as que utllizam silica ligada com cadeias de oito ou dezoito
atomos de carbonos {tipes C-8 & C-18), mas outros agentes hidrofébicos também
sao utlizados, come o fenil, propil (C-3), cianopropi, butil (C-4), hexil {C-8),
cictohexil, ou duodecil (C-12) {2, 20, 21].

Essas FE quimicamente ligadas s8c obtidas pela reag3c de substituico
entre um modificador e os grupos silandis da superficie da silica. Como
conseqiéncia, ligacbes covalentes estaveis sdo formadas. Clorosilanos mono, di
ou trifuncionais sdo freqlentemente usados como modificadores da superficie.
Derivados de metdxi ¢ etbxisllanos sdo também utilizados. A desvaniagens

desses modificadores convencionais € gue, freglientemente, ©s procedimentos de
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prepardc com 0S reagentes monofuncionais possuem baixa estabilidade frents 3
passagem de grandes volumes de FM e as di ou trifuncionals s&o mails estaveis,
mas, os procedimentos de Dreparc N&oc sdo 8o reprodutiveis, por causa dos sub
produtos formados pela reag&o (metanol, etanol efou HCI), que blogueiam os
grupos silandis da superficie, impossibilitando a modificaco [22].

Kovats foi 0 pioneiro na sintese de FE com uma de cobertura de Hgantes
altamente densa, préximo do maxime valor tecricaments possivel. Investigacoes
de Kinkel, Unger, Buszewski e outros demonstraram a importancia do uso de
ativadores na formagéo de FE com densas coberturas. Os resuftados desses
estudos mosfraram como conirolar o processo de modificagdo da superficie do
suporte cromatografico e obter FE quimicamente ligadas com grau de cobertura
controlado [22].

Uma énfase especial € dada aos diferentes tipos de silica que sio
freqlentemente usadas no preparo de FE quimicamente ligadas. Varios fatores
como porosidade, tipc e concentragio dos grupos silandis e a pureza da superficie
influenciam significativamente a modificacdo e a formacgéo da FE guimicamente
igadas. Volume, diametro e distribuicdo dos poros determinam a érea superficial
e, indiretamente, também influenciam a formac8o de coberturas densas [22,23].

Uma silica com sua superficie completamente hidroxilada contém cerca de
8 umo!l / m” de silandis. Mesmo com a melhor condicdo de preparc das FE,
apenas menos gue 4 umol / m? desses silanois podem reagir. Embora os outros 4
umol / m? ndo estejam livres para a reacdo com os agenies modificadores, devido
ac impedimenio estérico, eles ainda esto suficientemente acessivels para
interagir com compostos presentes na FM, principaimente os de carater basico,
causando o aumento na retencdoe e caudas nos pices [2]

A melhor silica para a preparagdc de FE reversas é a que possui sua
superficie completamente hidroxilada e coniém baixa concentragdo de impurezas
metélicas, pois 580 menos acidas & menos reativas frente a analitos basicos 243
‘Técnicas de reidroxilagao e purificagie da superficie da sflica tém sido propostas
na literatura com bons resultados cromatograficos. Porém, essa é uma opinido
divergente, porque também tem sido mostrado que FE preparadas com silicas
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mais impuras s80 mais estéveis, suportando a passagem de um volume maior de
Fi. Isto acontece porque as impurezas metdlicas deixam a silica menos sujeita &
dissolugdo [25].

Uma prética comum na preparacio de FE reversas para CLAE é o
capeamento das FE quimicamente ligadas com um silano de cadeia curta, numa
reagao secundaria. Alguns silandis residuais podem ser removidos, melhorando o
desempenho das colunas, espseciaiments nos casos em que a primeira reacfo de
silanizag@c nao foi efeliva, mas uma remogio completa dos silandis é impossivel
[2,201

Cutras diferentes estratégias, além dos pré-tratamentos da sifica e do
capeamento, tem side propostas para produzir FE com reduzidas atividades de
silandis residuais. Essas esiratégias s@o. o enfrecruzamentc de cadsias,
polimerizag@o horizontal, protecBo estérica, coberturas altamente densas, FE
bidentadas ou com grupos polares embutidos [28] E também o uso de oulros
suportes cromatograficos como a alumina, a zircbnia ou a titnia, os suportes
poliméricos, carbono grafite porosc, supertes hibridos e as silicas monoliticas [11].

1.8 — Estabilidade das fases estaciondrias quimicamente ligadas

A estabilidade das FE quimicamente ligadas em FM com baixos e altos
vaiores de pH estao sumarizados na Tabela 2 [11].

A estabilidade das FE quimicamente ligadas frente a passagem de grands
volume de FM @ investigada em baixos e altes valores de pH. A um valor baixo do
pH da FM pode levar a hidrélise das cadeias do ligante e a estabilidade das FE vai
depender da quaiidade da sflica e da densidade da cobertura dos ligantes na FE.
Uma silica com sua superficie completamente hidroxilada e, portanto, com uma
superficie mais homogénea leva a formacdc de coberturas mais densas ¢ mais
estdveis guimicamente [11]
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Tabela Z: Influéncia do pH da FM na estabilidade das FE quimicamente ligadas

baseadas em silica [11].

pH Problema ratores que intensificam a dissoiugdo da FE
Baixe Hidrdlise das cadeias - silandis acidos
do ligante - cadeias curtas do ligante

- baixa densidade da cobertura

- policamada (mais gue uma monocamada)
Alio Dissolugo da silica - alta % de agua na FM

- alta permeabilidade do material

- baixa densidade do ligante

- alta pureza da silica

- glia temperatura

- alta concentracdo do tampéo na FM

Em valores de pH da FM acima de 9 as silicas podem se dissoiver. Os
estudos sobre a influéncia da pureza da silica na estabilidade das FE indicaram
que suportes mais impuros séc menos sujeitas & dissolucdo. A densidade de
cobertura da superficie da silica pelo ligante também é um fator que influencia a
estabilidade quimica das FE, sendo que coberturas mais densas e ligadas mais
fortemente a silica s&o mais estéveis, porque protegem melhor a silica do atague
quimico de componentes presentes na FM. QOutros fatores como a concentracdo e
a identidade (0 anion) do tampéo na FM, a temperatura, a quantidade de 4gua na
M e a porosidade da silica também influenciam a velocidade de dissoiucdo da
silica pela FM [11,25].

1.8 - Fases estacionarias com polimeros sorvidos e imobilizados
Na tentativa de se obterem FE com uma maior blindagem dos grupos

silandis da superficie da silica e a maior estabilidade da FE frente a passagem de
FM neutras ou basicas, foi desenvolvido um novo tipo de FE para CLAE-FR, que
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consisie em sorver efou imobilizar polimeros como os polissiloxanos ou
polibutadieno, dentre outros, sobre siiica e silica modificada com 6xidos metalicos.

Um grupo de pesquisa que explorou bastante a imobilizacdo de polimeros
sobre suporte de silica durante os anos 80 foi coordenado por Schomburg. Cste
grupo preparou diversas FE para CLAE aitravés do enfrecruzamenio de
polissiioxanos  sobre  silica, induzidos por aguecimento com perdxido,
decomposicac térmica e radiagdo gama. Eles investigaram as propriedades fisicas
e cromatograficas dessas FE e encontraram que elas sdo razoavelmenie estdveis
e capazes de produzir excelentes separactes em CLAE [27-29].

Schomburg et al. [29] também investigaram polissiloxanos imobilizados por
tratamento térmico a 180 °C, sem a presenca de reagentes indutores de
entrecruzamentos. Tratamentos térmicos de imobilizag8o & baixas temperaturas
nao foram extensivamente sstudados porgue os polissiloxanos adsorvidos na
silica podiam ser completaments arrastados pelos solventes da FM [27].

Nos ditimos anos, desenvolveu-se no Laboratdric de Pesquisas em
Cromatografia Liguida (LabCrom) do Instituto de Quimica da Unicamp, um tipo de
FE que contém uma camada de polissiloxanos ou polibutadieno adsorvidos nas
paredes dos poros da silica (ou silica modificada com 6xidos metélicos) sem
nenhum tratamento especifico, com boas propriedades cromatograficas e de
estabilidade para CLAE-FR [30-38].

Estudos recentes de cinética de adsorgio do poli{metiloctilsiloxano)
(PMOS) sobre silica mostraram que a retenc8o do PMOS nos poros da silica
aumenta com o© itempo sem nenhum tratamento especifico, simpiesmente
deixando a FE em repouso apés seu preparo. Este processs foi denominado de
“‘auto-imobilizagao” [35,36,39]. A caracterizacio dessas FE por espectroscopia de
RMN de ®Si, em periodos de tempo especificos apds ¢ preparo das FE, mostrou
novos sinais em deslocamentos quimicos diferentes do sinal do PMOS puro,
indicando a formac&o de espécies de silicio com grupos guimicamente figados,
que foram atribuidos ao PMOS auto-imobilizado. A caracterizacéo cromatografica
dessas FE também mostrou que, guanto mais tempo a FE foi deixada em

repouso, melhor foi o desempenho cromatografico, com aumenio do fator de
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retencdo e melhora nos parémetros cromatograficos de resoluglo e eficiéncia
cromatografica [35,39]. |

Entdo, no processo da auto-imobilizacBo, o rearranjo das cadeiss de
polimero dentro dos poros da silica Ipafa estruturar a formacéo de uma camada
uniforme & bastante lento. Portanto, o controle do tempo apds o preparc das FE
sorvidas e imobilizadas € um fator imporiante para obtenc8o de colunas com
parametros cromatograficos reprodutiveis [35].

Também foram feitos estudos sobre a influéncia dos grupos silandis da
superficie da silica no processo de auto-imobilizaco do PMOS sobre a silica.
Para isso, modificou-se a superficie da silica com grupos hidrofébicos, gque
bloguearam 0s grupos silandis, havendo assim uma diminuico da interago do
PMOS com a superficie da silica. Depois dessa etapa, a auto-imobilizacgo ndo
alcancou uma eficacia tao significativa guanto em uma superficie de silica nua,
mostrando gue a incorporacio do polimero na silica acontece afravés de sua
interacdo com os grupos silandis {35].

Estudos de imobilizac&o por fratamento térmico do polimerc sobre a silica
aceleraram o rearranjo do polimero nos poros da silica, principalmente quando a
camada do polimero ainda ndo esta uniformemente distribuida nas paredes dos
poros da silica [35,40-43]. Quando o polimero ja se encontra no estagio de uma
configuracdo bastante uniforme, obtido pela auto-imobilizacéo (depois de meses
em repouso da FE), o tratamento térmico néo altera esta configuracio e os
parametros cromatograficos permanecem constantes apds o tratamento[35,40].

Os métedos de imobilizacdo por tratamentc térmico de polimeros sobre
silica e silica modificada com oxidos metdlicos vem sendc intensamente
estudados no LabCrom, com &timos resultados. Em relacdo & espessura da
camada de polimero formada sobre a silica, esses resultados mostraram que,
guando tais FE s&o submetidas aos tratamentos térmicos, dentro de uma faixa de
temperatura de 80 a 150 °C, com extracdo do excessc de polimero com soiventes,
h& um acréscimo na quantidade de polimero adsorvido nos poros da silica,
atingindo a configuraco de uma monocamada (expressdo fisico-quimica que

define o tipo de camada). Tratamento térmico acima de 150 °C levou 2 formacio
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de uma FE com uma camada densa de polimero, atribuindo a elas uma
configuragao de uma bicamada {expressao fisico-quimica que define o tipo de
camada). A avaliagho cromatogréfica dessas FE mostrou que a formacdo da
monocamada resuitou em paramelros cromatograficos excelentes, enquanto que
a bicamada resultou em baixa eficiéncia cromatografica [35,41,42].

Uma énfase especial é dads ac processo de exiracdo dos excessos de
polimero da FE com solvenies, que € uma etapa bastante importante no preparo
das FE. Muitos esiudos tém sido feitos no LabCrom sobre esse assunto,
analisando-se vérias fatores que podem melhorar o desempenhc cromatografico
da FE, como o tipo de solvente usado e o método mais eficaz. Bottoli fez um
estudo detalhado desse processo e verificou que FE com faliz ou excesso de
polimero n&o resultam em bons desempenhos cromatograficos, sendc que a
configuraggo de uma monocamada completa de polimero sobre a silica é a que
resulta na melhor transferéncia de massa entre o analito, a FE e a FM (Figura 10)
[35,411.

Na Figura 10, a curva A representa as FE que ndo passaram pela etapa de
extragio dos excessos de polimero com solventes, obtendo grande quantidade de
polimero (dado em massa especifica de polimero, g polimero / 1 g silica) & ndo
resuitaram em FE com bons desempenhos cromatograficos, independentes da
temperatura de imobilizaggo térmica utilizada. A curva B representa as FE
exiraidas apés a etapa de imobilizacdo térmica do polimerc na silica. A
quantidade de polimero incorporado nessas FE teve grande dependéncia com a
temperatura de imobilizacdo térmica, cujas temperaturas abaixo de 120 °C
resultaram em FE com a configuracdo de uma monocamada de polimere sobre a
silica e excelentes desempenhos cromatograficos e temperaturas acima de 150 °C
resuitaram em FE com a configuracgo de uma bicamada de polimere, que néo
obtiveram bons resuliados cromatogréficos. E a curva C,D s&oc as FE que
passaram pela etapa de extragcdo dos excessos de polimero com solventes antes
da imobilizacdo térmica obtendo pouca guantidade de polimere na FE devido ao
arraste do polimero que ainda ndc estava fortemente incorporado, também nao

resultandc em FE com bons desempenhos cromatograficos.
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Figura 10: Massa especifica de PMOS sobre a silica Davisil, 5%@3 {massa de
PMOS por grama de silica), em relagBo & exiracBo do excesso PMOS com
solventes e a temperatura de imobilizacao térmica. A: sem extracdo, B: extracio

apos a imobilizac&o térmica e C,D: extracdo antes da imobilizacao térmica [35,411.

Outros métodos de imobilizacdo de polimeros sobre silica e silica
modificada com Oxidos metalicos além do fratamento térmicos também vem sendo
estudados no LabCrom, como a radiagéo gama e a radiacdo microondas, com
bons resultados cromatogréaficos e de estabilidade quimica [37,38,44-53].

1.9.1 - Distribuigao do polimero sobre a silica

Em trabalhos anteriores no LabCrom [35,54], foi sugerido um modeio de
distribuicdo do polimero nos poros da silica baseado no fendmenoc da
“‘instabilidade de Rayleigh” [55], em que se acredita que ¢ polimero se deposita
como “plugs” ou gotas estendidas na superficie dos poros da silica, no gual &

energeticamente desfavoravel para um liguido atingir uma configuracdo tal como
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uma camada fina depositada na superficie, guando existe a opcdo da formacio de
“piugs’ T oL .

Para uma adequada compreensdo e discussdo a respeilo das FE com
polimeros sorvidos e imobilizados na superficie da silica, os fendmenos de
adsorg@o de polimeros sobre superficies sdlidas, particularmente em solucéo,
devem ser levados am considerac8o. A adsorcBo resuliz de intsracles
energeticaments favoraveis enfre um adsorbatc sdlidc e o soluto s,
freqUentemente, é um processo complexo influenciado por contribuigbes de
diferenies tipos de interagdes adsortivas, como forgas de Van der Walls,
interagbes dipolo-dipolo & ligagdes covalentes entre a silica e o polimero [58].

Na interface sdlido-liquido as macromoléculas usualmente preferem uma
configuracgo que tenda a um maximo de contato com a superficie. Normalments,
uma conformagao interfacial consiste de segléncias de segmentos adsorvidos
{(*traing”) alternando com “loops” tridimensionais livries estendidos da superficie e
com a cadeia terminando em ambos os fins pendurados liviemente {“tails”}, como
pede ser visualizado na Figura 11 [57]

Figura 11: Representagdo esquematica de um polimero adsorvido em uma

interface plana, mostrando a presenca de “trains”’, “loops” e “tails” [57]

Considerando ¢ processo de auto-imobilizagdo estudado no LabCrom,
comprovou-se que, quando o PMOS liquido é depositado na silica, € possivel que
ocorram alguns pontos de contato enire o polimero e a silica. Com o processo de
auto-imobilizacao, varios pontos adiacentes entram em contato com a silica. Apds

um longo periodo de tempo ou, ainda, com o tratamento térmico, muitos pontos de
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contato ocorrem, levando a uma configuracdo mais estavel, que € a imobilizacdo
(Figura 12) [35].
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Figura 12: Modelo de adsorgdo no processo de auto-imobilizac@o e imobilizaco
de polimero sobre silica [35].

1.10 — Avaliag@o de colunas cromatogréficas

Quando uma coluna € nova, seja ela adquirida comercialmente ou através
de enchimento no préprio laboratério, os célculos dos parametros cromatograficos
devem ser feitos a fim de avaliar o potencial desta coluna para futuras separacdes
cromatograficas. Estes calculos sfo realizados com os dados experimentais
obtidos em um cromatograma tipico, como mostra a Figura 13.
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Figura 13: Cromatograma tipico obtido na separacdo de uma mistura de dois
componentes{1].
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G tempo de retencao do analito, tz, & 0 tempo gasto desde o momento da
injeca@o até a detecgdo do pico [58]. O tempo de retengio de um composte nac
retido, iy, € © tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatografico
desde a injeg¢@o até a saida da coluna. Estes valores s3o obtidos dirstamente do
cromatograma qguando se tem um integrador. O tempo de retencdo sjustado, t's, &

o tempo real gue as moléculas do analito ficem retidas na FE, calculado Dor:
e =1ig -y {1}

G fator de retencéo, k, é determinado pela razéo entre tempos em que as
moléculas do analite ficam retidas na FE ou percorrendo a coluna na FM [2]. Esse
parametro é bastante Gtil na comparac&o da retencde de um mesmo composto em
diferenies colunas ou diferentes composicies da FM.

iz -1
k=——x @)

b

A resolucdo, Rs, &€ uma medida quantitativa do grau de separacdo entre
deis picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a Equagao 3 [2]:

Rszw[m] .

th "‘PW}‘,!

em que irs € try $80 08 tempos de retencBo dos dois analitos e we; @ Wi S80 as
larguras dos picos a meia altura, medidas em unidade de tempo.

O fator de separacdo, ¢, enire dois picos adjacentes é calculado pela
razao entre o fator de retenc&o do soluto mais retido (ko) e o fator de retencéo (ki)
do soluto menos retido:

’ki
=4 4
o . (4}
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A eficiéncia e 0 nimero de pratos podem ser considerados como
sindbnimos. Da mesma forma que a resolugdo, Rs, o numero de pratos € uma
medida da qualidade da separacBo cromatogréfica. Enquanto a resclucdo é
baseada na largura & o tempo de retencdo de dois picos adjacentes, o nmero de
pratos leva em considerac@o 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 destilagBo. Aplicando esse conceito, um certo
comprimento da coluna deve ser ocupado por varios pratos ou varias etapas de
equilibrio. A eficiéncia, N, é a medida do numerc de etapas de equilibrio do
analito entre a FM e a FE, calculada por meio da Equacio 5

; 2
N= 53545(-—*5““} {5>

L,

A altura do prato, H, € a raz&o entre o comprimento da coluna (L) expressa

em metros e o numero de pratos (N), gue pode ser calculado por:
H=L/N {5)

Existe um outro nimero denominado de altura do prato reduzido, h. Esse
parametro € um numerc adimensional calculado pelo quociente da altura do prato
e o didmetro médio das particulas, dp, que compdem a fase estaciondria em
cromatografia liquida;

h=H/dp (7)

Esse parametro € Gtil para comparar colunas recheadas com particulas de
tamanhos diferentes [2]. A eficiéncia de uma coluna depende da vazdo que se
utiliza e este comportamento pode ser verificado empregando a equacdo de van

Deemter [59], que matematicamente pode ser expressa como:
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H=a+2 104 (8)
H

-onde, p = velocidade linear da FM (expressa por cm s, obtida pela Equacio 9
i
= — (9)
z;‘ﬂ'

A Figura 14 mostra o formato da curva de van Deemier e as varias
contribuigbes de cada um dos termos da equacéo.

O termo A, chamado de difusao turbilhonar, refere-se ao alargamento dos
picos devido aos caminhos multiplos percomides pelas moléculas do analito. O
termo B é devido a difusdo longitudinal ao longo da coluna e o termo C esté
relacionado com a velocidade de transferéncia de massa, ou seia, com a
facilidade que as moleculas do solutc tém em serem transferidas da FM e 2 FE ou

vice-versa.

H=A+B/u+ Cu

Him)
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Figura 14: Hipotética curva de van Deemter mostrando a relagdo entre eficiéncia
a velocidade linear média da FM [59].

A curva de van Deemeter mostra que existe uma vazdo otima, que esta
diretamente relacionada com a velocidade linear &tima {Jgims) da FM, na qual H

tera um valor & corresponde ac méximo de eficiéncia da coluna. Na pratica, a
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definicBo da vaz8o ofima é obtida variando a velocidade do fluxo no sistema
cromatografico.

1.10.1 - A cauda nos picos e o fator de assimetria

O fator de assimetria, que é um parametro cromatogréfico que dimensiona
‘@ cauda nos picos, seré bastante avaliado nests frabalho e por isso sera faita uma

vabcrdagem mais detalhada sobre o assunto neste capitulo.

Um pico esta com cauda ou assimétrico quando ele desvia do ideal, que é
um pico em formato de Gaussiana. A Figura 15 mostra um exempio de um pico
com cauda. O pico esta dividide horizontaimente a partir do méximo, em duas
partes. A parte da direila estd mais larga e issc é acentuado quanto mais proximo
da linha de base. A cauda frontal (parte esquerda do pico) acontece mais
raramenie que a cauda do pico (parte direita do pico), mas as duas podem causar
problemas na qualidade da separagdc. Por isso € preciso ter a2 medida desse
parametro [60].

Fotor de assimetria do pice= B Fater de alargamento = %l—_ig

8%da

Figura 15: Exemplo de um pico cromatografico [61].

Existem dois tipos de medidas para a cauda nos picos, o fator de
alargamento {Ts),

q _A+B
5T o4 (10)




-INTRODUCAD 31

onde A e B sac as paries anterior & posterior do pico a 5 % da altura do pico,

como mostrado na Figura 15, e o fator de assimetria do pico (As) {(Equacéo 11):

As =

b | o

(11)

onde A e B 880 medidas a 1(‘3_ % da aliura do pico. Se A = B, ambas as medidas
dao valor igual a 1,0, que & o valor do pico sem cauda. Para valores até
aproximadamente 2,0, 2 As e o T s80 praticamente ¢s mesmos, como mosira a
Tabela 3, calcuiados para os picos da Figura 16 [80].

208 RAZOAVEL IMACEITAVEL

Ag= 19 12 15 29 30 4.0

M @ 8 @ 5 (6)

Figura 16 Exemplos de picos com diferentes graus de assimetria (Figura
modificada da referéncia 80).
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Tabela 3: Valores dos fatores de assimetria (As) e alargamento dos pico (Ty) [80]

Pico da Figura 2 Medidas

As Ts
1 1,0 1.0
2 1,3 1.2
3 1.7 1.4
4 2,5 1,9
5 3,8 2.8
8 55 35

Alguma cauda nos pico é aceitdvel, mas até quanto & tolerado? A Figura 18
mostra alguns exemplos de picos com varios valores de fatores de assimeiria.
Guando a coluna € nova, os fabricantes usam o critério de valores aceitaveis entre
0,2 (leve cauda frontal) e 1,2 (leve cauda no pico). Na pratica, para separacéo de
compostos em misturas reais, valores entre 1,5 até préximo de 2,0, s&o tolerados.

Geralmente, quando o fator de assimetria é maior que 2,0, pode-se gerar
erros nas quantificacdes, porque alguns erros nas medidas das areas dos picos
podem ser causados pelas caudas nos picos. Comparande o pico com faior de
assimetria 1,0 e o pico com 4,0, a diferenca € drastica. Embora a drea do pIco seja
a mesma, pode haver diferengas na medida do comprimento do picoa 5 ou 10 %
da altura, j& que os algoritmos usados no sistema de aquisicdo dos dados podem
fazer determinagbes da area dos picos a partir das medidas do comeco e do fim
do pico. Em todos os picos mostrados na Figura 18, ¢ infcio do pico € o mesmo e
& facil para o sistema de aquisicio de dados determinar este valor, porém, quando
¢ pico apresenta a cauda, mais dificil sera determinar o valor da medida no final
do pico, principalmente se a linha de base ndo esta bem resolvida. Ent3o, se o
sistema de dados usar esses valores, haverd diferenca entre as medidas e, depois
de muitiplas injecbes, esses resultados gerardo erros nas dreas dos picos.
Quando usadas na quantificagdo de compostos em nivel trago, essas medidas



ANTRODUCAD 33

podem ser crilicas para determinar pequenos valores de limite de quantificacée
{60}

A cauda nos picos também sera problematica se picos pequenocs sluem
proximos a picos grandes, porque se o pico maior tem cauda ele pode esconder o
pico menor. Metodos para andlise de roting em CLAE normalmente exigem
resolucio da linha de base e tempos de corrida o menor possivel. Pela Figura 18,
a resolugac da linha de base fica mais demorada quando os picos t&m mails
cauda. Portanto, a cauda nos picos ndo apenas reduzem a gualidade da
separacdo, mas compromete a quantificacio dos componentes da mistura [60].

Existem varios problemas que resuitam em cauda no pico. Talvez o mais
importante é devido aos diferentes mecanismos de retencdo que ocomrem entre os
analitos, a FM e a FE numa corrida cromatografica, principaimente as interacdes
gue ocorrem entre 0s analilos e os silandis residuais da FE, como a troca idnica e
formacéo de ligagéo de hidrogénio. Os analitos de carater basicos s8o os que
apresentam 08 maiores problemas com esses tipos de interacbes, porgue a froca
idnica é o seu principal mecanismoe de retencac. O problema se intensifica quando
impurezas metalicas est8o contidas na silica em quantidade suficiente para
deixarem a superficie mais acida e interagirem mais fortemente com os analitos
basicos, causando as caudas nos picos ou até a adsorcdo irreversivel desses
compostos [7].

1.10.2 - Avaliacao cromatografica das colunas

Com os avancos da tecnologia de preparacgdo de FE dos ditimos anos, uma
variedade de FE para CLAE esta disponivel comerciaimente. Muitas das FE s&o
nominaimente semelhantes comao, por exempio, as tradicionais FE tipo C-18, mas
suas propriedades podem variar bastante. Essas diferencas se devem as
caracteristicas heterogéneas da silica e os varics métodos de preparo das FE. Por
isso, ainda € necessédrio ter critérios de escolhas das FE para aplicacdes
especificas. Os métodos guimicos e fisicos usados para avaliar as FE, como os
métodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de ©Si, °C, 'H ou
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no Infravermelho, utilizam instrumentaco cara e dao poucas informacgbes a
respeito da retenc&o dos analitos na FE, que incluem os efeitos de cobertura da
superficie, a quantidade de silandis residuais e sitios de troca iénica presentes na
superficie da silica. Adicionaimente, os resuitados sdo bastanie complexos -3
relac@c com as observacbes cromatograficas sdo incertas e menos relevantes
para 0s usuarios da técnica cromatografica. Em contraste, os métodos de
caracterizacdo cromatografica s&o mais expressivos e buscam medir e especificar
discretas interacdes fisico~-quimicas entre os analitos ¢ a FE [82].

Talvez um dos aspectos mais estudados em cromatografia € a origem das
diferencas existentes entre colunas nominalmente semelhantes. Ha dois diferenies
tipes de opinides a respeitc de quais solutos devem ser usados na avaliacéo
cromatografica das FE. Uns acreditam que solutos bem comporiados, de cardter
apolar, como o tolueno, dé a avaliacdo das colunas em termos geométricos, ou
seja, avaliam a acomodac8o das particulas ao iongo do leito cromatografico
depois do enchimento, que pode ser medido pelo parametro de eficiéncia das
colunas. Outros acreditam gque © soluto usado também deve dar medidas em
condigdes ndo ideais, por isso quanto mais polar for o soluto, maiores serdo as
diferencas nos desempenhios cromatogréficos [63].

Outras propriedades cromatograficas também sdo identificadas como
relevantes para a caracterizacio das FE. A retencéo de solutos apolares tem sido
descrita como “hidrofobicidade” [64]. Esta propriedade esta relacionada com o
comprimento das cadeias alquil das FE ou a densidade das cadeias. Na auséncia
de mudancas na seletividade, mudangas na retencdo causam problemas na
identificacéo dos compostos de uma mistura e, quando isso acontece o método de
separacéo deve ser ajustado.

Uma outra propriedade que deve ser considerada na avaliagao
cromatografica é freqlUentemente descrita como *“atividade silanofilica® e &
atribuida as interacbes de solutos polares com os silandis residuais da superficie
da silica [64] Essas interacbes podem acontecer através dos mecanismos de
formag&o de ligagdes de hidrogénio e também peia troca iGnica, pois dependo do

pH da FM, os grupos silandis podem estar nas formas neutras ou idnicas.
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A tonizaggo da silica depende do seu pKa e do ponto de carga zero {pcz}
(pH em que superficie da silica € neutra). Acima do pcz, a silica funciona como
frocador catidnice (Si07) e abaixo do pez, funciona como trocadar aniénico {Si
OHZ"). O pez da silica varia entre 2,0 a 4,0 (essa variagao & devido a variagdo do
pKa das silicas), portanto, ela € quase que exclusivamente um trocador catibnico,
Guando existem silios trocadores cai:iénécaé abaixo do pez significa gue existem
na superficie da silica sitios muito écidos, causados pela presenca de impurezas
metalicas, que deixam os silandis adjacentes aocs metais muitc mais acidos.
Normalmente, assume-se que em pH 2= 4 os silandis esio completamente
desprotonados (SiO7) e em pH 2,1 hd a supressdo dos silandis ionizados, exceto
08 muito acidos [7].

A atividade silancfilica € uma caracteristica muito importante das FE,
porque a froca idnica € o principal mecanismo envolvide na separacio de bases
hidrofilicas. As bases fortes (pKa entre 7 e 9), por exemplo, se ionizam na FM e
interagem com os silandis residuais também ionizados, dependendo do pH da FM.
Em baixo valor do pH ha pouca retencdo desses COMpPOStos porque 0s grupos
sitandis ndo estdo dissociados, mas a medida em gue se aumenta o pH da FM, ha
um aumento na dissociacdo dos grupos silandis e conseqlentemente um aumento
na retencao das bases, até atingir um maximo quando o pH da FM for igual ao pka
da base. E quanto maior o pKa da base, maior a retencdo. A observacao
cromatografica desses fenbmenos s&o picos assimétricos, adsorcdo irreversivel
(n&o eluicao) e baixa eficiéncia [7].

A influéncia do conteudo de metais na superficie da silica também pode ser
avaliada pelo parametro de “atividade metalofilica’, particularmente de solutos que
podem complexar com os metais ou compostos que serdo influenciados
indiretamente airavés da interagdo com silandis mais acidos adiacentes aocs
metais.

Qutro parémetro a ser analisado & a “seletividade estérica” das FE, gque
pode ser dado como a razdo relativa enire a retencdo de dois solutos com
pequena diferenga na esfrutura molecular, podendo diferenciar colunas

aparentemente similares. Muitos estudos vém sendo feitos sobre esie assunto e
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s80 especialmente relevantes para FE  utilizadas em separacbes de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) e carotendides isémeros [64].

Mas, mesmo que um fabricante faca o mesmo fipe de FE, suas colunas
-podem diferir significantemente. Mais uma vez, vé-se a natureza complexa
relacionada a heterogeneidade estrutural da silica (muitas particulas nfo sdo
uniformes em relacdo a forma e ao tamanho das particulas, bem como a estrutura
dos poros, © grau de hidroxilagBo e a quantidade de impurezas metalicas), além
dos diferentes metodos de preparo das FE. Portanto, as caracteristicas de
reprodutibilidade entre as FE e a repetitividade entre as corridas cromatograficas
s&0 parametros de extrema relevancia quando as colunas sdo avaliadas 62,631

Uma variedade de testes cromatogréficos vem sendo desenvolvido para
caracierizar as propriedades das FE de retencdo, hidrofobicidade, atividade
siflanofilica, atividade metalofilica, capacidade de troca ibnica, habilidade para
formar ligagbes de hidrogénio e seletividade estérica, além da eficiéncia da coluna
com compostos neutros, acidos e basicos e os par8metros de reprodutibilidade e
repetitividade [65-68].

Muitos dos métodos para avaliar diferencgas na retencdo e hidrofobicidade
sao baseados na retencdo absoluta de solutos especificos (normaimente
apoiares). O estudo sobre a afividade de silandis residuais é mais amplo. O mais
comum € o uso de testes com solutos contendo um ou mais bases nitrogenadas.
Nessas misturas testes estdo incluidos aminoacidos, peptideos, amitriptilina e
outros compostos farmacéuticos, N, N-dietil-m-toluamida, anilina, cafeina e
toluidinas isdbmeras. As caudas apresentadas nesses picos s30 as caracterisiticas
associadas com a atividade dos silandis residuais e o fator de assimetria do pico
{As) € comumente usada como figura de mérito para esta propriedade [64.85]

Testes da atividade silanofilica das FE vém sendo publicados usando FM
tamponadas e ndo tamponadas. Engelhardt et al. [66] tem desenvolvido
indicadores sensiveis a atividade silanofilica baseados na retengdo e assimetria
dos picos da anilina, N,N-dimetilanilina e toluidinas isdméricas em EM neutra de
metanol / agua, 49:51 m/m. J& Neue et al. [69] utilizaram amitriplina em FM
tamponada (metanol / tampéo fosfato 20 mmol L', pH 7,0, 65:35, m/m). Em FM
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tamponada, as condicbes do teste s8o mais controladas e s8c menos
nfluenciadas pelas condicdes da FM usada anteriormente na coluna, gerando um
teste mais robusio e reprodutivel. Em geral, o formato dos picos € melhorado a
baixo valor de pH, mas a detectabilidade € diminuida [84] Tanaka et al. [70]
recomendam que a atividade silanofilica seja avaliada em condicBes neutras e
acidas para também medir os sitios trocadores iGnicos nessas duas condicdes.

Verzele e Dewaele [71] reportaram a influéneia da contaminacdo da silica
por metais ulilizando uma mistura contendo varios acidos e descreveu a alividade
metaiofilica baseado na assimetria do pico desses compostos. Engelhardt & Lobert
[72] descreveram o uso de 2,2-bipiridina como indicador de contaminac&o por
metais, pois esse composio forma quelatos com metais. Entretanto, como o
formatoe do pico da 22-bipiridina também é co-influenciada pels atividade
silanofilica, foi definida uma razdc da assimetria do pico da 2,2-bipiridina e a 4,4-
bipiridina (a 4,4-bipiridina ndo forma quelato, mas interage com silandis). Porém,
esse meétodo apresentou a desvantagem de os compostos poderem reagir com os
“‘metais” do sistema cromatografico, como os fritz, tubos e conexdes, ndo havendo
confiabilidade nos resultados.

Uma completa caracterizacdo das FE & extremamente desejavel para
diferenciar caracteristicas aparentemente semelhantes entre as FE. Embors
muitos avangos vém ocorrendo na ciéncia das separagbes, ainda coloca-se no
mercado FE preparadas por métodos que formam interacbes fracas entre a silica

{ou outro suporte cromatografico) e o ligante e por isso ainda carecem de selecio.

1.10.3 - O método de Tanaka para caracterizag@o cromatogréfica

Para facilitar a discussd@o dos resuliados, o método desenvoivido por
Tanaka et al. [70] para avaliacdo cromatografica sera aqui brevemente discutido,
uma vez que alguns dos parametros foram utilizados neste trabalho.

O meétodo de avaliacdo cromatografica desenvolvide por Tanaka et al. vem

sendo utilizado por muitos outros pesquisadores, porgue € um teste robusto,
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reprodutivel e € possivel avaliar caracteristicas sutis entre as diferentes FE. Os

parametros cromatograficos avaliados foram:

Fator de retencéc (k): foram avaliados os fatores de retencdo (k) de
alguns compostos apolares como o benzeno, acetofenona, metil benzoaio e
amilbenzeno. O k do amilbenzeno (kas) & um indicador da densidade do
ligante, relacionado com a érea superﬁ.céai da silica e sua cobertura.
Hidrofobicidade [oacuz]: medida da razdo entre o fator de retencéo do
amilbenzeno (kas} & do butilbenzeno (kgs} em FM metanol / agua 80:20 viv.
Esta também é uma medida da cobertura da superficie da silica nas FE,
pois a diferenca entre os dois compostos é de um grupc metil ¢ a
separacao depende da densidade do ligante.

Seletividade estérica {awnc): razéo entre os fatores de retencéo do
irifenileno & o o-terfenil, aro = kifko. Estes compostos ém propriedades
hidrofébicas similares, mas diferem na planaridade da molécula & esta &
uma medida da seletividade e da funci_onaiidade do agente sililante.
Capacidade para formar ligagdo de hidrogénio {acr): razdo entre os
fatores de retengdo da cafeina e o fenol, acr = ko/ke. Esta é uma medida da
quantidade de silandis residuais e 0 grau de capeamento das FE, uma vez
que a cafeina forma ligagdo de hidrogénioc com os silandis residuais. O
fenol € usado para normalizar a retenc@o desses compostos polares e
cancelar as diferencas nas propriedades hidrofobicas entre as diferentes
FE.

Capacidade de troca idnica a pH 7,6 {oarpH 7.6): raz&0 entre os fatores de
retencao de alguma amina e do fenol, olasrph 7,6 = Kafke, em FM tamponada a
pH 7.6. Esta também & uma estimativa da atividade total dos silanois
residuais, pois neste pH os grupos silandis estdo na forma desprotonada
(idnica) (Si07), podendo interagir através do mecanismo de troca idnica com
aminas protonadas neste pH.

Capacidade de troca ibnica a pH 2,7 {oampn 2,7} T@Z80 enire os fatores de
retencdo de uma amina e do fenol, carpn 27 = kalke, em FM tamponada a

pH 2,7. Este paradmetro define a atividade Acida dos grupos silandis
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residuais, pois neste pH os grupos silandis estdo na forma protonada
(SiGH) e, se a silica contém impurezas metdlicas na sua matriz, os silandis
adjacentes aos metais adquirém um carater mais acidos e pelo mecanismo
de troca idnica as aminas protonadas, neste pH, interagem faciimente com

esses silansis mais acidos da superficie da silica.

1.10.4 - O usc da anélise de componentes principais {PCA} como uma
ferramenta para classificacdo de colunas cromatograficas [62]

A anélise de componentes principais (PCA) é uma ferramenta gque vem
cada vez mais, sendo empregada para a classificacdo de colunas cromatograficas
[62,73,74]. Essa ferramenta ajuda a identificar colunas com propriedades
gquivalentes, classificar colunas do tipo farmacopéicas, mefhor entender os
mecanismos de separacio e eliminar pardmetros cromatograficos que geram 03
mesmos tipos de informacdes [62].

A PCA é geraimente usada para inferpretar uma quantidade grande de
dados. O numerc de varidveis (no caso, 0s parametros de caracterizacio
cromatografica) € reduzida pela projecdc dos objetos de estudo {(as diferentes FE)
dentro de um numero menor de novas variaveis, chamadas de componentes
principais (CP). As CP s8o orientadas de forma que a primeira CP descreva o
maximo possivel da variagdo original entre os objetos. A segunda CP @ orientada
de maneira ortogonal a primeira CP, descrevende o maximo possivel da variagdo
entre os objetos gue néo foi descrita pela primeira CP e assim por diante [62].

0O grafico da projecdo dos objetos dentro das CP € chamado de escores
{“scores”). Graficando os escores de duas CP € possivel graficamente encontrar
similaridades e diferencas entre os obistos (as FE). A distancia enire os objetos
deniro dos graficos dos escores mostra se eles sdo semelhantes ou diferentes
621

O quanto de cada variave! original € incluido nas CP € descrito pelo
chamado gréfice dos carregamentos (“loadings”). Graficando os carregamentos de

duas CP, & possivel verificar quais das variaveis originais s80 mais importantes (a
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maior distancia da origem) e se as varidveis s&o correlacionadas (a mesma
direcao ou a direcéo cposta em linha reta através da origem) [62].

O nimero de FE incluidas nos conjuntos de dados usados na avaliacio por
PCA vem aumentando cada vez mais, pois novas geracdes de FE estdo sendo
colocadas no mercado. Euerby e Petersson [75] publicaram em 2000 um artigo
classificando 79 colunas do tipo C-18 disponiveis comercialmente. Fles usaram
parametros de selecio cromatogréfica bem estabelecidos, como os testes de
Tanaka, e utilizaram o PCA como uma ferramenta de seleciio. Recentemente, eles
publicaram um artige incluindo no conjunto de dados, novos tipos de FE contendo
cadeias do tipo ciano, fenil e pefluoradas, FE com grupos polares embutidos, FE
polaresfhidrofilicas (aumento da seletividade polar), capeadas ou nao, tipo agus,
FE alquil de cadela pequena, algumas FE ndo baseadas em silica, e as
tradicionais fases C-8 ¢ C-18[62]

Neste novo artigo, o PCA dos dados completos foi utilizado para
caracterizar sub-classes. As FE ndc baseadas em suporie de silica obtiveram
perfis bastante diferentes das FE baseadas em silica. Com exciusdo dessas FE
nao baseadas em silica e as FE do tipe amino, nas primeira e segunda CP, trés
grandes grupos foram diferenciados. Um grupc A foi caracterizado pela alta
atividade silancfilica e baixa retencio, sendo estas as tradicionais FE C-18. Em
contraste, um grupo B, contendoc a nova geracdoc de FE C-18, exibe baixa
atividade silanofilica e alta retencéo. Um grupo C continha FE com grupos polares
embutidos e estas foram diferenciados das outras, devido sua caracteristica de
alta seletividade estérica e baixas retengdo, hidrofobicidade e atividade silanofilica
[62]

Nas primeira e terceira CP algumas FE foram agrupadas juntas,
apresentando alta atividade silanofilica e matalofilica. Outras FE foram separadas
devidc suas altas retengSes e hidrofobicidade, atribuido ao alto conteGdo de
carbono na cadeia (> 22). Muitas das FE tipo ciano foram agrupadas juntas e as
FE perfiluoradas também formaram um grupe devido ao alto valor no parametro de
seletividade estérica. Foi mostrado também por esse conjunto de dados que a

capacidade de formar ligegdo de hidrogénic ndc se correlaciona com a
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capacidade de troca idnica, ou seja, esses dois mecanismos de retencic
acontecem separadamente [62].
O PCA de somente FE tipos C-8 e C-18 diferenciou-se das demais devido a
-pureza do suporte de silica, separando FE preparadas com as tradicionais silicas
do tipo A, silicas pré-tratadas hidrotermicamente com &cido ou preparadas com a
nova geracdo de silicas altamente puras, gue coniém baixa quantidade de
impurezas metalicas. bstas FE foram diferenciadas pelo fator capacidade de troca
idnica em pH 2,7, sendo um vailor alto para as tradicionais FE C-B e C-18 e baixo
para as FE preparadas com as silicas altamente puras. Estas caracteristicas
foram refletidas no desempenho cromatografico de cinco bases hidrofilicas. O
melhor formato dos picos foi oblido com as silicas de maior pureza, com picos
simétricos para tedos as bases, seguide da silica purificada e reidroxilada pelo
pre-tratamento hidrotérmico acido, apresentade uma leve cauda nos picos dos
compostos &, por fim, a FE preparada com uma silica do fipo A, gue obleve picos
com intensas caudas e a adsorcao irreversivel de dois dos composios [62].

1.11 - Colunas cromatograficas

A coluna é o coracdo do sistema cromatografico, pois é nela que ha a
separacac dos componentes da mistura [59,76]. A seletividade, a eficiéncia e a
estabilidade da coluna sdo afetadas pela natureza do material de recheio e pelas
dimensbes da coluna. A Figura 17 indica como os componentes da coluna
contribuem para o desempenho das FE numa separacao cromatografia.
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Figura 17: Relagbes entre os componentes da coluna e o desempenho
cromatograficos das FE [78].

As colunas para CLAE devem ser resistentes para suportar as alias
pressbes empregadas e ser inerie frente aos diversos tipos de solventes da FM. A
maioria das colunas s&o constituidas de aco inoxidave! 316 devido & sua rigidez e
resisténcia mecanica [76].

O diémetro interno da coluna afeta a quantidade de amostra que pode ser
analisada, a vazao da FM, a eficiéncia e o alargamento da banda cromatografica.
Quantc maior o didmetro interno, maior a capacidade de amostragem e maior a
vazado da FM que pode ser utilizada. Entretanto, ¢ alargamentc da banda
cromatografica aumenta com o didmeiro intemo da coluna, © que diminui a
detectabilidade da amosira no detector. A maioria das colunas analiticas tem
digmetros internos que variam de 2,0 a 5,0 mm. Colunas com didmeiro interno de
2,0 mm ou menos s&o usadas em aplicagdes gue necessitam alta detectabilidade,
qguando a quantidade de amostra € limitada ou quande os custos dos sclventes
s&o significativos [761.

O comprimento da coluna afeta tanto a eficiéncia como a velocidade das
separagbes. Colunas longas resultam em longos tempos de andlise, porém sua
eficiéncia € aumentada. Em geral, colunas curtas sdo usadas em separacghes
simples. Colunas anaiiticas podem variar de 30 a 300 mm de comprimentc [78].



-INTRODUCAQ 43

1.12 - O enchimento de colunas cromatogréaficas

O procedimentc mais adequado para rechear colunas com silica de
tamanho de particula menor que 20 um é o da suspensio sob alia pressio, pois
quanio maior a area superficial da silica, maior & a probabilidade de formacéo de
cargas eletrostaticas durante o enchimento da coluna, © gue impossibilita o
procedimenic a seco, devido a formacdo de aglomerados. No procedimenio de
enchimento existem inumeras variaveis gue devem ser otimizadas com o intuito de
se obter colunas reprodutiveis e com boa eficiéncia.

O enchimento de colunas é considerado mais como uma arte do que uma
ciéncia e as experiéncias nos procadimentos dificiimente poderiam ser trocadas
entre pesquisadores [77]. Além disso, cada laboratbric possul um sistema de
enchimento diferente e, mesmo usandc como recheic fases sstacionarias
derivadas das silicas, elas podem diferir quanto ac fabricante, forma, famanhc de
particulas e funcionalidade [78] Resumidamente, pode-se afirmar que, no
procedimentc de enchimentc de colunas, utilizando o método de suspensio sob
alta press&o, além das varidveis citadas acima, existem pelo menos cinco outras
variaveis diferentes.

A primeira variavel seria a diregdo do enchimento, gque pode ser ascendente
ou descendente. Alguns trabathos no passado recomendavam que, para
particulas menores que 10 um, era mais interessante utilizar o enchimentoc na
direcdo ascendente, evitando assim que os aglomerados entrassem no leito da
coluna, obtendc uma coluna com um leito mais homogéneo. Entretants, outros
autores recomendam que, se 0 enchimento na diregcdc descendente for rapido,
este deve ser preferido, pois € mais reprodutivel guando comparado ao método
ascendente [79].

A segunda varidvel estd relacionada ao tipo de solvente utilizado na
preparagdo da suspenséc de silica. O solvente apropriado para a suspenséo deve
evitar a formacgdo de aglomerados de particulas e, para isso, as interagbes silica-

solvente devem ser maiores que as interagdes entre as particulas de silica.
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Portanto, € muito importante estudar quimicamente a superficie da silica a ser
utilizada como FE [80].

Outro aspecto importante diz respeito & densidade e 2 viscosidade do
solvente de suspenséo a ser escolhido. Sabe-se que, guanic mais densoc e
viscoso for o solvente, mais lento serd o enchimento da coluna. Na prafica, o gue
se procura fazer € encontrar um solvente que apresente baixa viscosidade e
densidade relativamente proxima 2 da silica utilizada como recheio. Pode-se ainda
escoiher solventes de baixa densidade, desde que a sUsSpensa&c seia
suficienterente estavel durante o procedimento de enchimento (811

Qutra varidvel que deve ser ofimizada & a pressdo utilizada durante o
enchimento. O ideal € que as particulas de silica entrem na coluns cromatografice
com uma alta velocidade a fim de vencer as forcas de atrito entre as particulas e
as paredes da coluna. Por esta razao, cuidados experimentais devem ser tomados
durante o polimento da parede intema das colunas confeccionas de maneira
artesanal.

Sabe-se que, quanto menor o tamanho das particulas, maior a pressac a
ser utilizada no enchimento e que particulas irregulares necessitam de uma
pressac ainda maior, quando comparadas com as particulas esféricas, utilizando o
mesmo solvente de suspensdo. Deve-se tomar o cuidado também de ndo utilizar
pressoes muito altas a fim de ndo danificar as particulas e diminuir a eficiéncia da
coluna.

A quarta varidvel seria o tipo de solvente utilizado como solvente propulsor
durante o procedimentc de enchimento. A funcdo do solvente propulsor é
promover a consolidacéc do leito da coluna recém formado, deixando-o mais
denso e homogéneo. Isto pode ser feito em fluxos altos e utilizando solventes com
caracteristicas coagulantes. Na maioria dos procedimentos, o soivente de
suspensao difere do solvente propuisor.

A Ultima variavel esta relacionada com a forma de agitacéo da suspenséo,
gue pode ser mecanica, com o auxilio do ultrassom ou a combinacéc de ambos.
Na realidade, 0 que se deseja é obter um alto grau de disperséo das particulas de

silica na suspenséo e, no caso do ultrassom, cuidados devem ser tomados para
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ndc danificar as pariiculas da silica. Além disso, pode-se usar diferentes
concentragbes da suspensao, mas os valores utilizados s&o geraimente de 10, 20,
e 30 % em relacdo massa de silica e volume de solvente.

infelizmente, muilo dos avéng:as no procedimenic de enchimenic de
colunas ndc sac publicados, pois na maioria das vezes s&o propriedades dos
fabricantes de colunas e portanto ndo existe nenhum inieresse em divulgar as
técnicas utilizas no enchimenio das colunas para CLAE[78].

1.13 — Planejamento fatorial

Um dos problemas mais comuns, para quem faz experimentos, & analisar
os efeitos de dois ou mais tipos de tratamentos no mesmo experimento. Nestes
casos, os tipes de tratamentos s8o os fatores e as diferentes categorias de um
fator s&o chamadas niveis, o experimento & chamado de fatorial e ¢ que se esté
interessado em descobrir € a resposta [82,83].

No planejamento de qualquer experimenio, a primeira coisa que se deve
fazer é decidir quais sdo os falores e as repostas de interesse. Os fatores, em
geral, sdo as varidveis que o experimentador tem condicbes de controlar, mas, as
vezes, num determinado experimento, sabe-se que existem fatores que podem
afetar as repostas, porem ndo se tém condicbes de conirolar ou nac se esta
interessado [83].

Para fazer um planejamento fatorial completo, devem-se realizar
experimentos em todas as possiveis combinacgbes dos niveis dos fatores. Para k
fatores {varidveis controladas pelo experimentador) um planejamentc completo de
dois niveis exige a realizacdo de 2% ensaios diferentes, sendc chamado de
planejamento fatorial 2 O tipo mais simples de experimento fatorial & o 2° (1&-se:
dois por dois). Nestes experimentos sao analisados dois fatores, em dois niveis e
s8o realizados 4 ensaios. Num planejamento fatorial 2° (dois por trés), os fatores
envolvidos so trés, cada um em dois niveis, sendo realizados 8 ensaios [83].

A lista dessas combinagbes de niveis e fatores, que é chamada de matriz

de planejamento, é representada pela combinacgo dos sinais () (nivel inferior) e
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(+) (nivel superior). A Tabela 4 mostra um exemplo de como sdo colocados os
sinais numa matriz de planejamento fatorial 2°. Os sinais dos niveis dos fatores se
aiternam na primeira coluna, sempre comegando com o nivel (-), sendo que na
segunda e terceira coluna as alternacgBes séo de pares ou por quatro. Os sinais
para calcular as interagbes de dois fatores, 12, 13, 23, e de trés fatores, 123, séo
obtidos muiiipﬂicandc—se 0s sinais das correspondentes colunas, pertencentes aos
fatores principais.

Tabela 4. Relagdes de sinais para um planejamento fatorial 2° [831

Fator | (1) (2} 1 {3) [ {(12) | (13} 1 (23) | (123) Resposta
Ensaic
1 - - - + + + - ;l
2 + - - - - + + 3;2
3 - + - - + - + 3;3
4 + + - + - - - ;4
5 - - + + - - -+ ;j
& + - + - + - - ;6
7 - + + - - + - ;,”?
8 + + + + + + + }8

A partir da matriz de planejamento e as respostas dos ensaios pode-se
estudar os efeitos de qualquer fator sobre uma dada resposta. Quando o efeito de
uma variavel depende do nivel de outra ou de outras, diz-se que essas variaveis
interagem e pode-se calcular o efeito de interagao sobre a resposta. O efeito de
um fator sem interacbes é chamado de efeito principal. Os efeitos sdo calculados

a partir da Equacgdic 12, onde y, é a média das respostas no nivel (+) e y_é a

média das respostas no nivel {-).
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Efeito = (. ~ ) (12)

Por exemplo, a partir da matriz de planejamento da Tabela 4, o efeito do
fator principal 1 é dado por:

ET e T A TR
Efeito fator 1 = (5"2*3"4“6*3"3 SR AEREIRSLY (13),
. 4 J A 4 )

cujos valores de y,.v,,¥..y, S80 as repostas nos niveis (+) do fator 1 e

V1.5, ¥s. Y, SBO as respostas nos niveis (- do mesmo fator.

1.13.1 - A andlise da variancia e o teste de hipdteses

Normalmente, para se fazer uma analise de variancia é preciso proceder a
uma séria de calculos e saber interpretar as formuias, gue exigem o conhecimento
da notagéo. Na analise de variancia, a idéia € comparar a variagdo nos valores
das respostas devido aos tratamentos ou a variacdo devido ao acaso. Para decidir
gual dessas duas hipoteses é a mais provavel, € necessario submeter os dados
aos testes estatisticos de significancia [82].

A pariir das repeticdes feitas nos ensaics dos planejamentos fatoriais pode-
se obter uma estimativa do desvio padrao experimental e, também, de acordo
com a extensdo desse desvio padrédo, decidir se existern ou ndo efeitos
estatisticamente significativos dos fatores scbre a resposia. Para obier as
estimativas do desvio padréo experimental, primeiramente calcula-se 2 estimativa

da variancia para cada observagio individual, s°, dada por:

82 :Z(}’i“”y)z (14)

n—1

onde y = resposta, y= media das respostas € n = ndmero de respostas.
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Seguidamente, caicula-se a estimativa conjunta de varidncia, s, pela

Equacdo 15
| S (v}%z F VS, vns;) (15)
7 (v, +v, +....v )

onde v; =#,~1 & o numero de graus de liberdade de s, a estimativa de varisncia

do i — &simo ensaio.
A raiz quadrada de s,° fornece a estimativa do desvio padrao
experimental das respostas, s.

s={s,)" (16)

Para verificar quais os efeitos calculados s@o estatisticamente significativos
{diferentes de zero), pode-se empregar o teste t, de Student, o qual possui valores
tabelados, considerando o nivel de 85 % de confianca, com os graus de liberdade

dado por ZV; (somatdria do nimero de graus de liberdade para cada ensaio).

Para isto, € necessario calcular o desvio padrdo de um efeito, através da raiz
quadrada da variancia de um efeito, ou seja;

Variancia de um efeito: Vet = a” §,2 (17),
onde a’= constante que depende do nimero de ensaios.

Desvio padréc de um efeito: Sereito = (Vereit) ©  {18)

Os efeitos cujas estimativas forem superiores em valor absoluto ao produto

do desvio padréo de um efeito pelo valor de distribuicdo de Student (Sefeitc X ty.}

serdo estatisticamente significatives [83].
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1.13.2 - Planejamento fatorial fracionaric

O nimero de ensaios necessarios para se fazer um planejamento fatorial 2
completc aumenta rapidamente com o aumento de k, © numerc de faiores
investigados. Quando o numero de falores aumenta, crescem as chances de um
ou mais deles nao afetarem significantemente a resposta, seja por meio de efsilos
principais ou por meio de efeitos de interacdo. Mas, para ndo excluir fatores que
possam ser imporianites, € possivel, airavés de planejamentos fatoriais
fracionarios, estudar o maior numero de fatores sem aumeniar o numero de
ensaios. Isso & possivel porgue no jogo de sinais da mairiz de planejamento ha
fatores e interagGes que se confundem, ou seja, tem os mesmos sinais [83].

Num plangjamento fatorial 2* completo (4 fatores sendo estudados em dois
niveis) o nimero de ensaios é de 16. E possivel diminuir o nimero de ensaios
pela metade através de um planejamento fatorial fraciondrio 2*°, que uma fragio
meia de um pianejamento fatorial 2* completo. Essa fragdc meia foi obtida a partir
da igualdade 4 = 123, ou seja, 0s sinais do fator 4 € o produto dos sinais dos trés
primeiros fatores, seguindo a mesma relacdo de sinais de um planejamento
fatorial 2° (Tabela 4). A literatura costuma apresentar essa relacdo na forma
equivalente | = 1234, que é a relacio geradora do fatorial fracionario. Através dela
& possivel obter todos os sinais da matriz de planejamento. A Tabela 5 mostra a
relacao entre as colunas com 0% Mesmos sinais para esie planejamento fatorial
fracionario 2% [83].
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Tabela 5: Relagao enire as colunas de sinais.

Relacao entre as colunas de sinais
= 1234
1=234
2=134
3=124
4=123
12=34
13=24
14 =23

Um planejamento fatorial saturado & aquele que permife um maximo de
fatores a serem investigados com um minimo de ensaios 831

1.13.3 - Metodologia da superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta tem duas etapas distintas: a
modelagem e o deslocamento, que s8o repetidas tantas vezes quantas forem
necessarias, com o objetive de atingir uma regido dtima da superficie investigada.
A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos simples, em geral,
ineares ou guadraticos, as respostas obtidas com planejamentos fatorigis. O
deslocamento se da sempre ao longo do caminhe de méxima inclinagdo de um
determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia de forma mais
pronunciada. Através da andlise de varidncia dos dados & possivel verificar se o
modelo ajustado tem ou ndo falta de ajuste, ou seja, se ele & estatisticamente
significativo [83],
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2 - OBJETIVOS

O objetive deste firabalhc fol preparar e avaliar por métodos
guimicos, fisicos, cromatograficos & de estabilidade fases estacionarias para
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa, a parlir da sorgéo e
imobilizagdo por tratamento térmico de poli{metiloctilsiioxano) (PMOS), ﬁpo C-8,
sobre silicas sem pré-fratamenic e pré-iratadas com lavagem com agua ou
solucBo acida ou basica em refluxc a 100 °C ou aguecimenio enfre 300 °C & 350
°C, seguida de lavagemn com solucdo acida, em refluxc a 100 °C . Estas etapas de
pré-tratamentos foram estratégias que visaram reidroxilar efou purificar a
superficie das silicas como ientativas para melhorar, a repstitividade, o©

desempenho cromaiografico e de estabilidade das fases esiacionarias

preparadas.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Materiais
3.1.1 - Reagentes

e Acetonap. a, Merck |

¢ Acido cloridrico p. a., Merck

« Acido fosférico, Mallinckrodt

s Acido nitrico p. a., Synth

» Acido percirico p. a., Nuclear

» Agua deionizada, sistema Milli-Q, Millipore
¢ Benzonitrila, Riedel-de Haen

#» Benzeno p. a., Synth

e Bicarbonato de sédio p. a., Allkkimia

e Cloroformio p. a., Merck

o Dihidrogenofostato de potassio p. a., Merck
o« EDTAD a, Synth

» Fenolp. a., Ecibra

= Hexano grau cromatografico, Tedia

e Hidrogencfosfato de dipotéssio p. a, Merck
» Hidroxido de potassic p. a., Merck

= Hidréxido de sédio p. a., Grupo Quimica

e |sopropanol p. a., Tedia

o Metanol grau cromatografico, Tedia

« 1-Metil piperidina, Aldrich

= Naftaleno p. a., Vetec Quimica Fina

¢ N N-Dimetilanilina p. a., Quimex

e Toluenop. a., Merck

e Uracil, Aldrich
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3.1.2 - Equipamentos

Agitador Magnético, Corning Glass Works modeio PC-351

Agitador Roto Torgue, Cole-Parmer Instruments Company modelo 7637-10
Agitador Roto Torque, Marconi modeio MA161

Analisador Elementar, Perkin Elmer modeio CHN-2400

Analisador Termogravimetrico, TA instruments modelo TGA-2050

Balanca Analitica (sensibilidade de 0.0001g), Fischer Scientific medelo A-250
Bomba a Vacuo, Marconi

Bomba a Vacuoe, KNF Laboport

Bomba de Enchimento de Colunas com faixa de pressio de 6,9 g 80 MPsa
(1000-10000 psi}, Alitech modelo 1668 Slurry Packer

Bombas de Enchimento de Colunas com faixa de pressdo de 6.9 g 207,0 MPa
{(1000-30000 psi), Haskel modelos 51769 e 16501

Bomba para CLAE, Waters modelo 510

Cromatografo a Liguido utilizado para a avaliagdo cromatografica das colunas,
composto por. Bomba de Alia Pressa@o, tipo reciproca de pistdo duplo,
Shimadzu, modelo LC-10 A; Injetor com aiga de amosiragem de 5 ul,
Rheodyne modelc 8128; Detector Espectrofotométrico de Absorgdc no UV-vis,
comprimento de onda fixo em 254 nm, Alltech modelo 450 ou Detector
Espectrofotomeétrico de Absor¢do no UV-vis, comprimento de onda variavel
entre 190 e 900, Shimadzu modelo SPD-10 A; Sistema de Aquisicdo de Dados
de Microcomputador, com Software de aquisicdo de dados Cromatograficos
Chrom Perfect e de Tratamenio de Dados Report Write Plus da Chrom Perfect.
Cromatografo a Liquido utilizado para a realizacao dos testes de estabilidade
em condicdes agressivas, composto por: Bomba de Alia Pressdo, tipo
reciproca de pistdo duplo, Shimadzu modeloc LC-10 A; Auto Injetor com
amostragem programada de 10 ul, Shimadzu modeloc SIL-10 AD; Detector
Espectrofotométrico de Absorcdo no UV-vis, de comprimento de onda variavel
entre 190 e 800, Shimadzu modelo SPD-10 A; Forno para Coluna, Shimadzu
modelo CTO-10AS,; Controlador de Sistema, Shimadzu modelo SCL-10 A e
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Sistema de Aquisicio de Dados: Microcomputador, com Software de aquisicao
de dados cromatograficos Class VP da Shimadzu.

= Especircfotdmetro Infravermelho, Perkin Eimer modelo FT-IR 1800

= Espectrofotdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear, Bruker AC 7 300MHz

« Estufa a Vacuo, Yamato modelo ADP-21

= Fommo de Aguecimento a Altas Temperaturas, EDG modelo 10P-S, equipaée
com sistema de fluxo de nitrogénio

» (Geladeira, General Electric

» Manta de Aquecimento de 250 mi, poténcia de 200 W, Fisatom modelo 52

e Medidor da Area Superficial, Micrometrics modeio ASAP-2010

e Microscopic Eletronico de Varredura, JEOL modelo JSM-5900 LV, localizado
no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas, SP

s pH metro, Digimed modelo DC21

» Reator Nuclear, TRIGA MARK | modeio IPR-R1, iocalizade no Centro de
Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear / Comissio Nacional de Energia
Nuclear (CDTN / CNEN) em Belo Horizonte, MG

¢ Sistemas Uitra-Som, Thornion modeios T14 e T50

3.1.3 — Vidraria

e Baldo de Destilacdo de 250 mL, Vidrolabor
s Bégueres
« Condensador de Boias

o Funil de Placa Porosa n ° 4 de 125 mi., Vidrolabor
3.1.4 - Gas
e Nitrogénio, White Martins

3.1.5 - Buportes cromatograficos
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Como suporte cromatoegrafico, foram utilizadas as silicas amorfas porosas:
» Kromasil, obtida da Akzo Nobel, lote n® AT 0235, de forma esférica,
tamanho de particula de 5 ym.
¢ Rainin, obtida da Varian lote n°® 1324-B, de forma esférica, tamanho
de particula de 5 um.

3.1.6 - Fase estacionéria liguida
Como liquido estacionario foi utilizado o polimero, da classe dos silicones:

» Poli{metiloctilsiloxano) (PMOS), da United Chemical Technologies,
viscosidade 600 a 1000 centitokes a 25 °C, densidade de 097 g/
cm’ a 25 °C, massa molar por pesc médio (M) de 6000, CAS n°
068440-90-4, lote n° 145-041.

3.2 - Procedimentos de pré-tratamentos das silicas

Os procedimentos de pré-tratamentos das silicas, antes do preparo das
fases estacionarias, foram feitos de diferentes maneiras:

e Tratada com agua por 24 h em refluxo a 100 °C;

» Tratada com solugcdo acida (HNOs, HCI, HySO4 ou HsPO4) ou basica
{(NHOH, EDTA, KOH ou NaOH), em refluxo a 100 °C, em diferentes
concentractes e por diferentes tempos de reacso:

» Aquecida entre 300 e 400 °C (para desidroxilagio da superficie da silica)
dentro de um tubo de ago inoxidavel acoplado com filtros, redutores de
vaz&o e terminais em suas extremidades, em forno de aguecimento vertical
sob fluxo de nitrogénic (Figura 18). Uma de suas extremidades foi
conectada & linha de gés nitrogénio, sob um fluxo de 5 mL min™ e a outra
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foi conectada a uma tubulagcdo para medir o fluxo e direcionar a saida do
gas para fora do forno. Depais, fez-se a programacéo do forno, iniciando na
temperatura ambiente e elevando, seguindo uma rampa de aguecimento de
5°C min”, até a temperatura programada. Apéds ¢ aquecimento, a silica fo
submetida a um fratamento em solugéo de HNOs, em refluxo a 100 °C, em
diferentes concentragbes e por diferentes tempos de reacfo, para
reidroxitac@o da superficie da silica.

Figura 18: Forno vertical de aquecimento a altas temperaturas sob fluxo de
nitrogénio.

3.3 - Preparo das fases estacionarias

A primeira etapa no preparo das FE consistiu em ativar um ou dois gramas
de silica na estufa a uma temperatura de 120 °C por 24 h e a seguir suspendé-ias
em 30 mL de hexano e submeté-las ao ultra-som por 10 min, Em outro recipiente,
uma quantidade de PMOS {(quantidade otimizada juntamente com os fatores de
temperatura e tempo de imobilizacéo térmica e os dias de repouso da FE) foi
solubilizada em 15 mL de hexano com agitagdo magnética por aproximadamente
10 min. A suspenséao de silica foi transferida para o béquer contendo a solucéo de
PMOS ja sob agitag8o, coberto e deixado sob agitacdo por mais 3 h. Transcorrido
esse periodo, 0 bequer foi coberto com pape! furado e deixado na capela para



EXPERIMENTAL 57

evaporagao do solvente por um periodo fixo (6 dias para a silica Kromasil ou 4 ou

8 dias para a silica Rainin).

ApoOs este periodo de repouso, iniciou-se a segunda etapa do procedimento
de preparo das &, que consiste na imoebilizacio térmica do PMOS scbre a silica,
num forno de aguecimento vertical conectado a uma linha de gés nitrogénio
(Figura 18), seguindo o mesmo procedimento de agquecimento da silica a allas
temperaturas, mas ulilizando a femperatura programada ideal para este estudo,
conforme descrito a seguir.

3.4 - Otimizacao das condicbes de preparo das fases estacionarias

As condicOes de imobilizac8o térmica das FE de temperaturz & tempo de
reacao foram olimizadas seguindo um plansjamento fatorial, juntamente com ©
fator quantidade de PMOS inicial e o fator tempo de repouso da FE apés o
prepare da FE para a silica Rainin.

As quantidades de PMOS em cada FE foram descritas em termos de
porcentagem do polimero na FE (Equagdo 19) e de massa especifica, m pmos, que

é a relagio da massa do polimero (em g) para um grama de silica (Equacgdo 20). A
Tabela 6 mostra uma comparacao destes valores:

Yo prsos = Erios 100 {19}
Ermos t Esitica
Prnios = & pPMOSinicial 20)

Ig silica
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Tabela 6: Conversdo da porcentagem de PMOS em massa especifica de PMOS
contido nas FE preparadas com a silica Kromasil.

% de PMCS MEMOS
30 0428
35 0,554
40 0,667
45 0,818
50 1,000
55 1,222
60 1,500

A %PMOSreﬁdo & calculada utilizando o valor obtido da % de carbono (% C),
através da analise elementar de carbono, das FE ap6s seu preparo (apds a etapa
de exiracdo dos excessos de PMOS). Considerando que 62 % da massa de
PMOS é referente & carbono, utiizamos a Equacdo 21 para transformar a
quantidade de carbono da FE em massa especifica, enquanto que a Equacdo 22
oferece esse valor em termos de %pmosretido.

m S 21
PROSretidy — ——
T 62— @1
QP,MOSretido
Yo prsosretido = =100 (22)
1 PAOSinicial

Tabem € possivel calcular a espessura da camada, 1, de PMOS formada

nas FE preparadas através da Equacao 23:
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(23)

= _[;‘f ‘?ff."tf’dz,if?]
| 2

onde F & a fracdo de PMOS imobilizade sobre a silica e d é o diadmetro médio de
poros. Para este calculo, assume-se gue os poros da silica t8m um didmetro
constante e gue o polimero imobilizade é caracterizado por uma camada de
espessura constante nas paredes dos poros da silica.

A fragao F € obtida a partir da Equagéo 24:

P PAOSretido
F =

- (24)
IR PMOSporosdheios

As massas necessérias para encher 0s poros da silica s30 mostrados na
Tabela 7, considerando a densidade (p) do PMOS igual 2 0,91 g mL e os
volumes de poro especificos (vp) de cada silica (Equagdo 25).

1 PMOS ronoscrmes. = vp SiEICY (MLg . )x P PMOS (gm —1) (25)

Tabela 7: Volume dos poros e massa especifica de PMOS necesséria para encher
05 poros das silicas.

Silica Volume de poros WITWZMPMOS para encher 0s
-4
(mig™) poros (gemos/Jsiica)
Kromasil 0,88 0,801
Rainin 0,54 0,491

3.8 - Extragdo dos excessos de PMOS
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Os excessos de PMOS que n&c foram imobilizados termicamente foram
extraidos com solventes extratores. Para este procedimento, o tubo de ago
inoxidavel contende a FE sorvida e imobilizada foi conectado a uma bomba
cromatografica (Figura 19). As FE preparadas com a silica Kromasil foram
exiraidas pela passagem de cloroférmio pele tubo de aco, numa vazéo de 2,0 mb
min™ por 2 h seguido de metano! a 2,0 mL min™ por 2 h. Para a silica Rainin o
tubo de exiragao contendo a FE foi colocado em um forno de aguecimento de
colunas cromatograficas a uma temperatura de 50 °C e conectado a uma bomba
cromatografica, utilizando o hexano como solvente extrator numa vazéo de 0,5 mL
min" por 3 h. Apds a extracdo, a FE foi transferida para um béquer e deixada

secar na estufa a temperatura de 40 °C por uma noite.

Figura 19: Sistema de extracdo dos excessos de PMOS da FE.

3.6 - Colunas cromatograficas

Neste trabaiho, foram usadas colunas de aco inoxidavet 316 no formato de
um tubo cilindrico de comprimento de 80 mm com 3,8 mm de diametro interno.
Alem do corpo de ago inoxidavel, a coluna é composta por outros acessérios que
ficam conectados em suas extremidades: anel de ago inoxidavel, filtro sinterizado
poroso de 0,5 um, redutor de fluxo de aco inoxidavel, tubo de alinhamento de aco

inoxidavel, terminal e tampa para coluna. A Figura 20 mostra uma coluna
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cromatografica. Tanto as colunas como os acessorios foram confeccionados na

oficina mecanica do Instituto de Quimica da Unicamp.

Tibe e Alinhamenic

& Filre da Coluns l

Ftom
0.8 om
A Y
, B

&
{ Terminal
Raeduior

Figura 20: Pecgas da coluna cromatografica.

3.7 - Polimento das colunas

A superficie interna da coluna deve estar muito bem polida para n&o

oferecer qualquer tipo de resisténcia ao escoamento do liquido e assim conseguir

a méaxima eficiéncia. Para isso, as colunas foram polidas de acordo com um

método desenvolvido no LabCrom [84]. Neste procedimento, a coluna é polida de

acordo com ¢ esguema apresentado na Figura 21.

Figura 21: Configuragao

cromatograficas [84].

Furadeira

- -{Pedages ge patha de ago

emn aste de aco
+ pastas de polimento

Garra

Coluna
Cromatografica

5

do sistema utilizado no polimenio das

colunas
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A superficie intema da coluna de aco inoxidavei € polida através da rotacdo
de uma aste meiéiica,%acopiada a uma furadeira de bancada a uma velocidade
constante de 1000 rpm. Nesia haste, fios de palha de ago sdo enrolados,
juntamente com uma pasta, contendo particuias abrasivas de carbeto de silicio,
para dar o acabamenio final no polimento.

Durante o polimento, com a haste em movimentacdo dentro da coluna, é
necessario fazer leves movimento manuais para cima ¢ para baixo para gque 0
nolimento das paredes figue o mais homogéneo possivel. Para segurar a coluna,
utiliza-se uma garra metalica longa, porque duranie o polimento a coluna aquece
com o atrito entre a haste e a superficie interna da mesma.

ApdGs o polimento, a coluna € esfregada interna e externamente com uma
escova, agua e sabdo e em seguida lavada com solugge de HNOs 1:1 viv para
remover qualguer tipo de impureza, gue por veniura tenha ficado aderida a
superficie interna da coluna e depois é lavada abundantemente com agua
deionizada e, por fim, com hexano para relirar 2 gordura.

3.8 - Preparc da suspensao de fase estacionaria para o enchimento das

colunas cromatograficas

Neste trabalho, foi utilizado o clorofdrmic como solvente de suspensio,
baseado em resultados prévios, que investigaram a substituicdo do tefracloreto de
carbono, um solvente bastante utilizado em trabaihos anteriores no LabCrom, mas
que teve a sua venda controlada, impossibilitando a compra em grande escala
[34,85].

As suspenstes de FE ulilizadas para fazer o enchimento das colunas foram
preparadas num tubo de ensaioc com tampa, utilizando uma concentragio de 10 %
miv em cloroférmio. As suspensdes ficaram em agitacéo, num agitador roto-
torque, de um dia para o outro.
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3.9 - Procedimente de recheio das colunas cromatografica com a fase

estacionaria

As colunas foram recheadas usando-se o sistema mostrado na Figura 22. O
procedimento de enchimento de colunas, descritc a seguir, fol desenvolvido e

aperfeicoado no LabCrom, ac longo dos anos 80 e 80,

#EDIDOR DE FRESEAS
/m? DO SOLVENTE
&
i

7 %\T_p/
RESERVATORD g
T s DESDVENTE _
s \\.\ 3 !
s RO 5 23 i

Figura 22: Sistema de enchimento de colunas.

O procedimento consistiu das seguintes etapas {(a Figura 23 mostra um
esquema do sistema utilizado):
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Vilvelade Viwiado
pressio do M e
6]

Figura 23 Representacao esguemética do sistema de enchimento de colunas

cromatograficas.

O procedimentoc de recheio das colunas cromatogréficas consistiv das

seguintes etapas (referéncia ac esquema Figura 23):

. Inicialmente, abriu-se a valvula da linha de gas nitrogénio (A) e a vélvula de

seguranca (B);

Abriu-se a valvula de controle de pressdo do gas (C) até obter a pressdo
desejada: 5000 psi (alta presséac);

Conectou-se na parte inferior do reservatdrio de suspensdo (D) a coluna (E)
que possui um filtro porose e as pegas terminais em sua extremidade oposta;
Transferiu-se rapidamente a suspensBo de FE (F) para o reservatdrio de
suspensao (D) para evitar sedimentagdo das particulas; completou-se ©
volume com clorofdrmio e imediatamente fechou-se a entrada superior do
reservatorio evitando a infroducio de bolhas de ar dentro do sistema;

Abriu-se a valvula do solvente (G} e deixaram-se passar 80 mL do solvente
propulsor {metanol}, que foi recolhido em uma proveta {H) colocada abaixoc da
saida da coluna. Com a passagem do solvente, a FE fica retida dentro da

coluna através do filtro de 0,5 um, formando o leito da colung;
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6. Apos a passagem dos 80 mbL de metanol, fechou-se a valvula {G) do solvenie
aguardou-se 20 min para equilibbrar a pressdc interna com a presséo
atmosférica; _

7. Desconectou-se a coluna do reservatdrico cuidadosamente a fim de n&o
guebrar o leitc de FE formado nas paredes internas da coluna de ago
inoxidével. O excesso de FE foi cuidadosamente removido da extremidade da
coluna e em seguida adaptou-se 0s acessérios da coluna (filtro redutor de
vazao e o terminal} (1) |

8. Em segliéncia, fechou-se a valvula de controle de press&o do gas (C), a
valvula de seguranca (B) e depois a do nitrogénio (A);

8. Ambos os lados da coluna foram fechados com fampas para impedir a
evaporacio do solvente dentro da coluna e evitar possiveis rachaduras no leito

da nova coluna.
3.10 - A repetitividade de enchimento cromatografico

O procedimento de enchimento de colunas cromatograficas a altas
pressbes sempre gera grande erro experimental. Essa € uma afirmacao que vem
sendo diariamente observado por qualquer aluno gue prepare FE no LabCrom. A
mesma FE, preparada num Gnico lote, quando recheadas duas colunas
cromatograficas, uma seguida da cutra, podem diferir significantemente em termos
de respostas cromatograficas.

Na literatura, diz-se que o enchimento de colunas cromatogréficas néo €
uma técnica, mas uma arte [59,76]. Nos Simposios de Cromatografia, cuve-se que
na indistria, a pessoa encarregada de fazer o enchimento das colunas
cromatogréficas, nermaimente nf&oc produz FE com bons desempenhos
cromatograficos nas segundas-feiras e ao longo da semana vai melhorando,
mostrande que a pessoa a qual faz os enchimentos das colunas carecem de
algumas habilidades para realizar o procedimento como pratica, treino, aléem de
concentracdo e paciéncia.
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Quando se supeita de erros sistematicos relacionados ao procedimento de
enchimento das colunas cromatogréficas, alguns procedimentos podem ser
colocados em préatica. Inicialmente, deve-se prestar atengio na impeza das pecas

-que compbem & coluna cromatografica e os reservatdrios de solventes e de
enchimento. Em seguida, verificar o polimento da parte intema da coluna
cromatogréfica e do reservatdrio de enchimento e, se for necessario, realizar um
novo polimento.

Deve-se também verficar os didmetros internos das colunas, que aumentam
de tamanho 3 medida que se procede o polimento das colunas com esponja de
ago e pasta aderente. Esta medida pode afetar significantemente o desempenho
cromatografico das FE e também a repetitividade do enchimento das colunas, pois
colunas com digmetros diferentes produzirBo colunas com resultados diferentes.

Outro procedimento que pode ser realizado quando o enchimento da coluna
cromatografica néo estd com boa gqualidade € esvaZiar a coluna e rechea-a
novamente. Na indUstria, problemas com o enchimento cromatografico também
ocorrem, mas somente sao colocadas no mercado as colunas que obtiveram bons
resuliados cromatograficos. As outras colunas sdo esvaziadas e a FE utilizada
para rechear outras novas colunas.

Mas, os problemas relacionados ao enchimento das colunas, na maioria
das vezes, s&o dificeis de identificar, porque qguando se testa uma FE em
condigbes ainda ndo experimentadas, se os resultados cromatograficos ndo forem
bons, sempre fica a ddvida se o problema estd no preparo das FE ou se foram
problemas no enchimento.

Pelo aspecto dos cromatogramas da mistura teste 1, utilizada neste
trabalho, € possivel identificar problemas de enchimento das colunas
cromatograficas. A cauda frontal no pico dos compostos é uma dessas
caracteristicas, mas perda de eficiéncia, picos duplos, perda de resolucis e a nio
repetitividade dos parametros cromatograficos também podem estar relacionados
com o procedimenio de enchimento das colunas. A pessoa que faz 0s
enchimentos € que quem deve perceber se & ou ndo problemas de enchimento e
saber o que fazer para resolvé-los.
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A repetitividade nos parametros cromatogréficos entre uma corrida e outra
também € um parametro que deve ser avaliado nas FE, porgue se n&oc ha
repetitividade, principalmente no tempo de retencdo dos compostos, a FE pode
ser descartads, j8 que ndo se & possivel fazer a identificac&o de composios &
densenvoiver métodos analiticos. Por isso, este € um parametro que tambem deve

ser monitoradc com bastante atengdo.
3.11 - Condicionamento das colunas cromatograficas

Ap6s o enchimento das colunas, elas foram condicionadas com a FM a ser
empregada na anélise cromatografica, para retirar ¢ metanol utilizado durante o
enchimento das colunas & haver o equilibrio perfeiic entre 2 FM e a FE e obler
repetitividade nos tempos de retencfo dos compostos a serem eluidos. O
condicionamentd das ¢tolunas apds o enchimento foi feito sem acopla-io ao
detector para evitar que particulas (silica ou polimero) provenientes da coluna
pudessem obstruir a tubulagdo de entrada ou saida do detector ou,
principalmente, a cela de detecgdo. O condicionamento das colunas foi feito numa
vazac étima de 0,3 mL min” {calculado através da curva de van Deemter) por um
periodo de trés horas ou numa vazdc de 1,0 mbL min™ por uma hora, quando
utitizado uma FM tamponada (nesse caso utilizou-se uma vazdo mais alta porque
o objetivo ndo foi analisar o parametro de eficiéncia cromatogréfica, cujo valor
maximo depende da vazdo 6tima, mas apenas determinar ¢ fator de retenc&o dos
compostos, que eluem mais rapidamente numa vazao mais alta).

3.12 - Preparo da fase movel

A qualidade dos solventes utilizados como FM {e também de todos os
outros solventes utilizados) € um ponto critico. Além de contaminantes dissolvidos
e particulados, 2 FM pode conter gases dissolvidos, que podem se fixar nas

valvulas do cromatégrafo no momento da andlise e interferir na vazao dos
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soiventes ou se alojarem na cela do detector, promovendo a instabilidade na linha
de base. |

Portanto, todos ¢s solventes utilizados na preparacéc da FM foram filtrados
em uma membrana GV (Durapore) em PVDF, 0,22 um de poro, 47 mm de
diametro, hidrofilica (GYWPQO4700-Millipore) para eliminar as impurezas solidas.
Os volumes dos solventes que compdem a FM foram medidos individuaimente e a
seguir misturados. Apds a preparacdo e também rotineiramente antes da sus
utilizacdo, as FM foram desgaseificadas em ulira-som e sistema de vacuo por 30
min.

Para os testes realizados, foram preparadas FM de metanol e dgua nas
proporgbes 70:30 e 80:40 viv. Alguns testes também foram feitos em FM metanol /
agua 30:70 viv, FM 30:70 viv metanol / tampéo fosfato (0,02 moi L™, pH 27 e 7.8
(ajustado com acido fosférico na solucdo aquosa, antes da mistura) ou FM 50:50
viv metanol / tamp&o carbonato 0,1 moi L, pH 8,4

3.13 - Avaliagdes cromatograficas das colunas

As andlises cromatogréficas foram feitas num Cromatégrafo a Liquido com
detector por absorgdo nc UV-vis no comprimentc de onda de 254 nm. Quatro

misturas testes foram usadas para a avaliacdo das colunas:

s mistura teste 1 (MT1), contendo os compostos uracil, acetons,
benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno (compostos neutros de diferentes
polaridades), utilizando uma FM metanol / dgua 70:30 ou 60:40 viv:

+ mistura teste (MT2), contendo uracil, fenol, N,N-dimetilanilina, naftaleno e
acenafteno (contém compostos acido e basico), também utilizando uma FM
metanol / agua 70:30 cu 80:40 viv;

» mistura teste 3 (MT3), contendo uracil, cafeina e fenol em FM metanol /
agua 30:70 viv;
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o mistura teste 4 (MT4), contendo uraci, fenol e benzilamina, em FM
metanoi / tampéo fosfato 0,02 mol L 30:70 viv, pH270u76.

Em cada analise foram injelados 5 yl de amostra, em duplicata, triplicata

ou até com mais repeticdes guando necessario.
3.13.1 — Os parameiros cromatograficos avaliados

Com as misturas testes padrdo utilizadas neste trabalho, os parémetros
avaliados para a caracterizacdo cromatogréfica das FE preparadas foram:

+ a eficiéncia do naftalenc e da N N-dimetilanilina {N/m}: Este e o unico

parametro cujc valor deve ser 0 maior possivel, pois quanto mais eficiente a
coluna cromatografica, melhor sera a transferéncia de massa enire o

analito, a FM e a FE.

e o fator de assimetria do npaftaleno ¢ da N.N-dimetilanilina {As}):
Principaimente do composto basico N, N-dimetilanilia, e € uma medida da

atividade silanofilica da FE.

¢ o fator de retencédo do naftaleno (k): Medida de hidrofobicidade da FE ou

o grau de recobrimento da silica pelo PMOS.

+ a resoluc@o enfre o naftaieno ¢ ¢ tolueno (Rs): Expressa a separacio

entre os compostos da misiura, ou seja, a seletividade da FE em fase
reversa.

e capacidade de formar ligac3o de hidrogénio {acr): Razio entre os
fatores de retencdo da cafeina e do fenol, acr = Ke/ke. Medida do numero

de silandis livres e o grau de capeamento da FE.
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1: Razdo entre os fatores

e capacidade de troca ibnica em pH 2.7 {aer,

de retengéo da benzilamina e do fenol em FM tamponada a pH 2,7, agr oo

27 = kefke. Define a atividade 4cida dos grupos silandis residuais da FE.

= gcapacidade de troca idnica em pH 7.8 {oermizs): Razéo enfre os fatores
de retencéo da benzilamina e do fenol em FM tamponada a pH 7.8, oar oo

76 = Ke/kr. Estimativa da atividade total dos silandis residuais da FE.
Ao decorrer do trabalho, estes parametros s&o apresentados e discutidos.

3.14 - Estudo da estabilidade das fases estacionarias

Com o objetivo de verificar a estabilidade das FE preparadas, uma das
colunas que apreseniou bom desempenho cromatografico foi submetida 2
passagem continua de FM neutra, metanol / dgua 70:30 viv. Se essa coluna
resistisse a passagem de grande quantidade de FM neutra, ouiro estudo de
estabilidade seria aplicado, utilizando um procedimento desenvolvido no LabCrom
[85,86] em condi¢cdes agressivas da FM, sendo ela composta de 50:50 viv
metanol / tamp&o carbonato 0,1 moi L™, pH 84, em temperatura de 60 °C, para
acelerar o feste e reduzir a quantidade de solventes utilizados (esse teste é
realizado em um ou dois dias, enquanto que o teste com FM neutra gasta em
torno de um més). A estabilidade das FE foi avaliada injetando-se 2 MT1 e a cada
determinado volume de FM passada anslisou-se 0s parametros cromatogréficos
de eficiéncia, assimetria e fator de retengdo do composio mais retido da MT1, o
naftaleno.

3.15 - Caracterizacao quimica e fisica das silicas e das FE preparadas

¢ Analise Elementar A anélise elementar consistiu em determinar o teor fotal
de carbono nas amosiras de FE.
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Espectroscopia no Infravermelho ({IR}:: Os espectros na regi&o do
infravermetho (IR) foram obtidos no intervalo espectral de 4000 a 400 cm™. A
amostra de PMOS foi preparada sob a forma de um filme em cela de cloreto de
sadio, enguanto que as amostras de silica e das FE foram preparadas em
pastithas de KBr.

Andlise termogravimétrica (TGA: As andlises termogravimétricas (TGA) das

FE foram realizadas utilizando-se um analisador térmico em que, afravés de
uma microbalanca, obteve-se a porcentagem de perda de massa da amostira
com © aumento da temperatura. Neste teste, ulilizaram aproximadamente 10
mg de amosira e a andlise foi realizada em atmosfera de nitrogénio, com
velocidade de aquecimento constante de 10 °C min™, desde a temperatura de
25 até 1000 °C.

Espectrometria de absorcéo atémica por chama (FAAS): O contetdo de

impurezas metalicas contidas nas silicas Kromasil e Rainin por FAAS ja havia
sido determinado em trabalhos anteriores no LabCrom, sendo feits,
gentilmente, pelo Prof. José Saivador Barone, no Laboratrio Puriquimica em
Séo Paulo [37,53].

Analise por ativacdo neutrdnica {(NAA) pelo método K.: Para também

determinar os conteldo de impurezas metdlicas das sflica Kromasil & Rainin
sem pré-iratamentc e pré-fratadas, amostras foram irradiadas com néutrons
num reator de pesquisa, adequado para a aplicagéc da técnica, localizado no
Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear / Comissdo Nacional de
Energia Nuclear, CDTN / CNEN. Neste estudo foi aplicada a técnica de Analise
por Ativacdo Neutrdnica método ke para determinacao elementar {10, 11]. Os
espectros gama gerados foram convertidos pelo programa computacional
Genie-PC num tempo de contagem necessario para uma boa estatistica de
contagem. A avaliac@o dos especiros gama foi executado atraves do programa

Hyperlab PC e os calculos das concentracdes foram feitos através do
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programa KAYZERO SOLCOL. Este estudo foi feito pela Dra. Maria Angela
Menezes do CDTN.

Ressonéancia magnética nuclear (NMR) aplicada a sélidos: Os espectros de

NMR no estado sélido de ®Si para as sflicas puras e pré-fratadas e das FE
preparadas foram obtidas no espectrémé‘ém Bruker de 300 MHz, utilizando a
tecnica de polarizagdo cruzada e rotacso ao angulo magico (CP / MAS). Foi
utilizado um tempo de contato de 5 ms e um intervalo de pulso de 1.5 s, numa
freqléncia de 59,6 MHz.

Microscopia eletrbnica de varredura {(SEM): As fotomicrografias das silicas
Kromasil e Rainin sem e com pré-tratamenios foram feitas no Microscopio
EletrGnico de Varredura, no Laboratéric Nacional de Luz Sincronton {LNLS)em
Campinas. As amostras foram preparadas recobrindo-as com uma fina
camada de ouro de aproximadamente 16 nm. As andlises foram feitas com
aumentos da ordem de 1000 e 5000 vezes.

Medidas de area superficial, volume e tamanho de poros das silicas

Kromasil e Rainin: Estas medidas também j& haviam sido feitas em trabalhos

anteriores no LabCrom, calculadas através da isoterma de adsorcéo de
nitrogénio a 77 K, obtida no analisador ASAP [37,53].
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE |
FASES ESTACIONARIAS PREPARADAS COM AS sSiLICAS
SEM PRE-TRATAMENTOS

4.1 - O poli{metiloctilsiioxano} (PMOS)

O polimero poliimetiloctilsiloxano) (PMOS) (tipo C-8) foi escolhido para este
trabalho por ter sido bastante estudado em trabalhos anteriores no LabCrom, com
bons resultados cromatograficos, semethantes ou melhores gue as FE preparadas
com ¢ poli{metiloctadecilsiloxano} (PMODS) (tipo C-18) e também pelo fato de
uma grande quantidade de PMOS estar disponivel no laborattrio. A estrutura
moiecular do PMOS esta mostrado na Figura 24.

a Rg Y
RO Sii O R
CHs
. # N

onde R = octil

R = trimedtilsilii ou dimetilviniisilil

Figura 24: Estrutura molecular do poli{metiloctilsiloxano) (PMOS)

O espectro infravermelho {IR) do PMOS liguido (Figura 25) apresenia
bandas relativas acs grupos metila (triplete em 2900 cm™") e aos grupos siloxano
{(duplete forte em 1098 e 1021 cm™).
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Figura 25 Espectro de IR do PMOS.

4.2 ~ Caracterizacdes quimica e fisica das silicas Kromasil e Rainin

Duas silicas foram utilizadas neste trabalho, a silica Kromasil ¢ a silica
Rainin, ambas esféricas, de didmetro de particula de 5 ym. Silicas com este
tamanho de particulas estdc sendo empregadas no preparo das novas geragbes
de FE, porque particulas esféricas com este didmetrc proporcionam um leito
cromatografico mais eficiente, possibilitando que pressSes mais adequadas
possam ser utilizadas e proporcionam uma melhor transferéncia de massa entre o
analito, a FM e a FE. As medidas de area superficial, volume especifico e tamanho
médio de poros estdo mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8 Medidas de drea superficial, volume especifico e tamanho médio de

poros das silicas.

Silica Area superficial | Volume especifico de | Didmeiro medio de poros
(m*g™) poros (mL g™ (nim)
Kromasii 308 0,80 11,1
Rainin 188 0,55 11,8

Tante a silica Kromasil como a Rainin sdo classificadas pelos fabricantes

como do Tipo B, altamente puras e menos acidas. Com as novas tecnologias no

preparo das silicas, esie fator estd sendo rigorosamente conirolado e silicas

zitamente puras e mencs acidas estdo sendo preparadas. As Tabelas 9 e 10

mosiram o0s resuliados das analises de impurezas metalicas contidas nas silicas

Kromasil € Rainin, feitas por Especiroscopia de Absorcgdo Atbmica por chama

(FAAS) e por Anslise por Ativacio de Néutrons (NAA), respectivamente.

Tabela 9: Contelido de impurezas metalicas contidas nas silicas Kromasil e Rainin

feitas por FAAS (ug/ g).
Silica Na Mg Al Ca Ti Fe K Li
Kromasil 20 18 12 <5 <2 12 <2 <2
Rainin 144 5 144 | 20 <2 94 <2 <2
Silica Cr| Co | Ni| Pb Mn Sn Cd Cu | Zn
Kromasil| <2 | <2 1<2| <2 | <2 | <2 | <2 | <2 | <2
Rainin | <2 <2 | <2 | <2 <2 <2 <2 <2 <2
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Tabela 10: Contetdo de impurezas metdlicas contidas nas silicas Kromasil e
Rainin feitas por NAA (ug / g).

Silica Ci Ce Hf Sb Sc Ta | Th
Kromasil | <200 | <2 | <02 <02 | <01 | <02 <(,2
Rainin | <200 | <2 <2 | <02 <01 | <02 <02

A técnica de ativacdo neutrbnica (NAA) & uma técnica anaiftica para
determinacdo da composigdo quimica elementar que, por meio da inducéo da
radioatividade artificial em uma amostra (no caso, a irradiacdo com néutrons) e
posterior medida da radioatividade. Nos métodos convencionais de Atvacio
Neutrénica instrumental, amostras e padries dos elementos 3 serem analisados
s8o ativados simultaneamente, sendo as concentracbes dos elemenios de
interesse determinadas por meio da comparacéo das respectivas radioatividades
[89,80]. Na técnica de ativacdo neutrdnica método k, para a determinacio
multielementar, as concentrages dos elementos sdo calcuiadas utilizando-se
constantes como o Kk, j@ determinados para cada radionuclideo, bem como os
parametros do reator e equacgdes especificas [91]. Algumas vantagens do metodo
Ko em relagéo ac método convencional sdo: menor custo, determinagao de maior
numero de elementos por amostra e deteccio de elementos gue nao estavam
previstos, pois pelo método k, ndo s&o necessérios padrdes de cada elemento de
interesse e todos os elementos detectados apds a irradiacdo poderac ser
analisados, aumentando a capacidade analitica.

Tanto a NAA como a FAAS s3o importantes ferramentas analiticas na
determinagdo multielementar em niveis tracos em diversas matrizes,
apresentando excelentes detectabilidades para inimeros elementos. Porém, a
NAA possui a vantagem de nao necessitar de preparc quimico prévio das
amostras, como por exemplo, dissolucdo &cida, ndc havendo perda de
constituintes da amostra, contaminagéo, destruicdo ou alteracdo da COMpOosicao
quimica do material, além de requerer pequena guantidade de amostra.
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Mas, nos estudos realizados nesse trabalho, as analises feitas pela FAAS
apresentaram aigumas vantagens em relacdc a NAA As andlises feitas pela
FAAS apresentaram menores limites de detecgo para os elementos de maior
interesse como o Ca, Na, Fe e Al (elementos normaimente presentes em maior
quantidade e que formam sitios de adsorgdo forte na superficie da silica),
pnossibilitando observar a variagéo no cgnieéfide de metais entre as duas silicas.
QOutra vantagem da FAAS foi a possibilidade de determinar do teor de aluminio na
silica, o que ndo foi possivel pela NAA, porque o silicio € o maior constituinite da
amostra e ambos, o silicic e o aluminio, produzem o mesmo radionuclidec em
ativagdo neutrdnica. Existem procedimentos que corrigem esse problemna, mas no
caso da silica, a quantidade de silicic € muito grande para que essa interferéncia
n&o ocorra.

A pesquisadora Dra. Maria Angela Menezes do CDTN, que realizou as
medidas por NAA métode k., nfc havia trabalhado antes com amostras de silica e
ndo havia estudos sobre a interferéncia do Al nessas amosiras, por isso, néc
houve confiabilidade nos valores obtidos da concentracédo desse elemento, gue
foram muito altos, da ordem de 1200 ug/ g.

Os resultados obtidos pela FAAS mostraram que a silica Rainin contem
maior quantidade de impurezas metélicas em sua matriz do que a silica Kromasil,
por issc melhores resultados na separagéo de compostos basicos sao esperados
com as FE preparadas com a silica mais pura.

A espectroscopia no infravermelho (IR) é muito usada para a caracterizagac
da superficie quimica da silica, sendo considerada uma das ferramentas mais
importantes. Bandas de 3760-3735 cm” indicam a presenca de silandis isolados e
geminais (sobreposicdo de bandas). Bandas em 3680 cm™ sdo referentes aos
silandis vicinais ou ligados por ligagcdo hidrogénio. J& as bandas de 3620-3200
cm’. centradas em 3500 om’, sd@c devido a silandis vicinais, indicando a
sobreposicdo de bandas de silandis vicinais e isolados [7]. Embora, a
espectroscopia no IR seja uma técnica excelente para dados qualitativos, para
uma avaliacdo quantitativa é preciso se ter cautela em relag&o as condicbes do

aparelho e da amostra, que devemn ser muito bem estabelecidas e controladas



RESULTADOS EBISCUSSAO 78

para nao haver erros nas medidas. Como essas analises foram feitas pelo técnico
do instituto de Quimica da Unicamp, num aparelho multiusudrio, neste trabalho,
espectros de IR somente foram usados em interpretactes qualitativas para
verificar a presenca dos picos caracteristicos.

As principais bandas cbservadas nos espectros de IR das silicas Kromasil e
Rainin (Figura 26) podem ser atribuidas as vibragBes dos grupos hidroxilas da
superficie da silica ligadoes por ligacio de hidrogénio & agua fisicamente adsorvida
e também aos grupos silandis vicinais {sobreposicéo de bandas por volta de 3500
cm™), ao estiramento das ligagdes siloxano (1115 cm™), aos grupos silandis
isolados (ombro em 975 cm™) e a banda em 1640 cm! gue indica a presenga de
absorgbes de moléculas de agua [12].
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Figura 26: Espectros de IR das silicas Kromasil e Rainin.

Os espectros de CP / MAS %Si NMR das silicas Kromasil e Rainin estio
mostrados na Figura 27. Os sitios Q2 em -89 ppm sdo atribuidos acs silangis
geminais, os Q3 em ~100 ppm aocs isolados e vicinais {é necessario destacar que
esse sinal refere-se tanic aos silandis isolados como os vicinais, ndo sendo
possivel distinguir esses dois sitios por esta técnica) e os Q4 em —109 ppm as
ligacdes siloxanos [4]. Esta técnica foi usada em interpretaces quantitativas dos
sitios presentes na superficie das silicas, sendo muito importante para estimar as
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guantidades relativas de silandis isoclados e geminais na superficie das diferentes
silicas sem pré-iratamento e pré-tratadas e verificar as diferencas no grau de
reatividade ou acidez da superficie das silicas.

Para este estudo guantitativo, fez-se a deconvolugdo dos especiros das
silicas e calculou-se as agreas dos picos. A técnica de polarizacdo cruzada e
rotacdc ac angulc magico (CP / MAS) ndo € um meélodo adequadc para uso
quaniitativo, pois ela aumenta a intensidade dos picos, mas como fodas as
amosiras foram feitas nas mesmas condicdes, normalizou-se as areas dos picos
dos silanédis isolados (e também os vicinais) {03} e geminais (Q2) em relacdo ao
pico dos grupos siloxanos {(Q4). Portanio, os nUmeros apresentados de
quantificacdo dos diferentes grupos silandis na superficie das silicas é uma
medida relativa e n&c um valor real. Esses valores sao: para a silica Kromasil,
Q2/04 = 0,069 e Q3/Q4 = 1,51 e para a silica Rainin, Q2/04 = 0,533, e Q3/Q4 =
5,82, mostrando que a silica Rainin apresenta maior quantidade de silandis
isolados (ou vicinais) e geminais (mais acidos) que a silica Kromasil,
apresentandc um carater mais acido de sua superficie. Portanto, € de se esperar
que a silica Kromasil apresente melhores resuitados cromatograficos com
compostos de carater basicos do que a silica Rainin.
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Figura 27. A) Espectro de CP-MAS *Si NMR das silicas Kromasil e Rainin. B)
Espectro deconvoluido da silica Kromasil.

As micrografias eletrdnicas das silicas feitas por MEV (Figuras 28-31)
mostraram que a silica Kromasil apresenta menor variacdo no tamanho das
particulas e menos particulas quebradas e com imperfei¢bes do que a Rainin.
Segundo Meyer {93], a obtencéo de uma boa coluna cromatografica, que esta
baseada no seu recheio, deve ser composto por particulas com uma faixa de
distribuicdo a mais estreita possivel. Assim, a silica Kromasi! deve apresentar

melhores resultados cromatograficos que a silica Rainin.
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Figura 28: Micrografia eletrdnica da silica Kromasit com aumento de 1000 vezes.

Figura 29: Micrografia eletrdnica da silica Rainin com aumento de 1000 vezes.
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Figura 30: Micrografias eletrdnicas da silica Kromasil com aumento da ordem de
5000 vezes.
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Figura 31: Micrografias eletrénicas da silica Rainin com aumento da ordem de
5000 vezes.
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4.3 - Otimizacdo das condigbes de preparo das fases estacionérias com a
silica Kromasil

4.3.1 — Planejamento Fatorial

Ja foram realizados trabalhos anteriores no LabCrom com o PMOS (tipo G-
8} e o PMODS, poli{metiloctadecilsiloxano) (tipo C-18) sorvido e imobilizado por
tratamento térmico sobre silica e silica modificada com 6xidos metalicos [35,41-
45,53]. Naqueles trabalhos, observaram-se comportamentos semelhantes entre os
dois polimercs, sendo que, temperaturas de imobilizagéo térmica até 150 °C para
o PMOS e 120 °C para o PMODS produzem a formacgdo de uma monocamada de
polimero sobre a silica, obtendo colunas com bons resultados cromatograficos
(altas eficiéncias, boas simetrias de pico e boa separacdo enfre os componentes
da mistura teste 1 e 2), enquanto que temperaturas de imobilizacdo térmica acima
dessas temperaturas indicaram a formac&o de uma bicamada de PMOS sobre 2
silica, gque n&o resultam em colunas com bons desempenhos cromatograficos.
Portanto, neste trabalho, partimos de condicdes de temperaturas (100, 120 ou 140
°C) para a formag&o de uma monocamada de PMOS sobre as silicas Kromasil e
Rainin.

Usou-se planejamento fatorial 2° [83] para otimizar as condigches de preparo
das FE preparadas com a silica Kromasil. Os fatores ou varidveis de maior
relevancia estudados foram a % PMOS inicial (dado em % PMOS / % silica), a
temperatura de imobilizagéo térmica e o tempo de imobilizagéo térmica. O tempo
de repouso da FE apds seu preparo para a evaporagéo do solvente (1 °© etapa do
procedimento de preparo das FE, item 3.3) foi fixado em 6 dias, com base em
trabalhos anteriores no LabCrom [44,47].

A FM usada foi metanol / agua 60:40 v/v na vazéo 6tima de 0,3 mL min™,
encontrada através da curva de van Deemter. A Tabela 11 mostra os fatores e os
niveis do planejamento fatorial 2° enquanto na Tabela 12 estdo mostrados os
ensaios do plangjamento.
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Os resultados cromatograficos estio apresentados na Tabela 13. Observar
gque as colunas com 0s valores dos parédmetros cromatograficos calcuiados estéo
divididas em duas, pois para cada FE preparada pelos ensaios do planejamento,
duas coiunas foram recheadas para avaliar a repetibilidade no enchimento das
coiunas cromatograficas. E importante ressaltar que guando duas colunas foram
recheadas, as FE foram preparadas pelo mesmo iote, portanto a variacdo ndo &
de todo o procedimento de preparc das FE, mas do procedimento de enchimento
das colunas cromatograficas no sistema Haskel. De acordo com Barros et al. [83],
essas repeticdes sd0 chamadas de ndo auténticas, pois n&o sao realizacbes, pela
segunda vez, de todas as etapas do procedimentc de preparo das FE, mas
apenas do enchimenio das colunas cromatograficas. Portanto, em todo trabalho,
fol considerado somente o erro experimental relacionado ao procedimento de
enchimento das colunas cromatograficas. Os  valores dos parémetros
cromatograficos calculados para cada coluna correspondem a média de duas ou
irés injecbes da mistura teste. Os cromatogramas da MT1 e MTZ estdo
apresentados na Figura 32.

Tabeta 11: Niveis para o planejamento fatorial 2° para otimizagdo das condigdes
de preparo das FE com a silica Kromasil.

NIVEIS
FATORES ) {(+)
(1) % PMOS inicial 35 44
(2) Temperatura de imobilizagdo térmica (° C)} 100 120
{3) Tempo de imobilizacdo térmica (h) 8 16
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Tabela 12: Ensaios do plansjamento fatorial 2°.

Ensaio !

(2)

{3}

o0 =i O3] %] &) 9 R3] =

+ o+ o+ o+

Tabela 13: Resultados cromatograficos calculados das MT1 e MT2 obtidos das FE

preparadas pelo planeiamento fatorial 2°, Condigbes cromatograficas: FM metanol

/ dgua 80:40 viv, F: 0,3 mL min™.

Ensaio N/m?® As® k® Rs® N/m® As®
1 31500 1,8 0,8 1,2 28400 1,9
2 39400 2,0 1,0 2,0 36200 2,0
3 4140G | 48900 | 1,111,333 |3,1| 3,3 | 3.2 |32800 (37200 (11 [12
4 47700 1.0 2,7 3,1 41600 1.0
5 26700 | 28100 {11 11226 |24 25 | 26 {22500 24100 (1.2 {11
] 37300 1,1 1,5 2,3 33500 1.1
7 30600 1,0 2,3 2.4 28000 1,0
8 65200 1.0 59 4.4 57500 1.0

@ Calculado para o naftalenoc
® Enire o naftaleno e toluenc
© Caiculado para a N,N-dimetilanilina
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Figura 32. Cromatogramas da MT1 {(A) e da MT2 (B) obtidos dos ensaios do
planejamento fatorial 2° com a silica Kromasil. O ndmero nos cromatogramas
comesponde ac numero do ensaio do planejamentio (Tabela 12). Condicles
cromatograficas: FM metanol / agua 60:40 viv, F: 0,3 mL min™’. MT1 (A} (1) uracii,
(2) acetona, (3) benzonitrila, (4} benzeno, (5) tolueno e (8) naftalenc e MT2 8) (1)
uracii, {2) ferol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e {5) acenafteno.
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4.3.2 - Efeito do tempo de repouso da FE apds seu preparo

A Tabela 14 e a Figura 33 mostram os resultados cromatogréficos e os
cromatogramas das é’\é‘?‘i e MT2 obtidos da coluna preparada pelo ensaio n°® 5 do
planeiamento fatorial 2°, recheadas logo apés o preparo da FE e apods 5 meses do
preparo. Esses resultados mostram gue o tratemento térmico néo foi suficiente
para deixar c PMOS na forma mais estavel dentro dos poros da silica e as cadeias
do polimero continuaram a se rearranjar com © passar do tempo, ou seja,
continuaram a se auto-imobilizar nos poros da silica, refletindo numa grande
melhora dos paradmetros cromatograficos de resolucao e eficiéncia. Os estudos de
auto-imobilizacio feitos anteriormente no LabCrom [35,36,39], mostraram que,
mesmo depois de um ano do preparo das FE, os pardmetros cromatogréficos
ainda continuaram melhorando devido ac processo de auto-imobilizagio do
polimero na silica.

Tabela 14. Parametros cromatograficos calculados para a MT1 e MT2 com a
coluna n° 5 do planejamento fatorial 2° logo apés o preparo e depois de 5 meses.

CondicGes cromatogréaficas: FM metancl / agua 80:40 viv {logo aps preparo) e
70:30 viv (depois de 5 meses), F: 0,3 mL min™.

Ensaio N/m?® As® K® Rs® N/m° As®
Logo apds|2670C 128100 (1,2 1,1 127 {25125 |26 |225001{24100:1.1 {12
preparo
5 meses | 62100 0,9 2,7 2,3 58100 1,0
depois

2 Calculado para o naftaleno
® Entre o naftaleno e tolueno
¢ Calculado para a N,N-dimetilanilina
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Figura 33: Cromatogramas da MT1 (A) e da MT2 (B) obtidos do ensaic nimers 5
do planejamento fatorial 2° (Tabela 12} {(a) logo apds preparo da FE e (b) depois
de 5 meses. Condicbes cromatograficas: FM metanol / agua 60:40 viv (logo apds
preparo) e 70:30 v/v (depois de 5 meses), F: 0,3 mL min™. MT1 (A): (1) uracil, (2)
acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno e (6) naftalenc e MT2 (B): (1)
uracil, (2) fenol, {3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

4.3.3 - Curva de van Deemter: otimizacdo da velocidade linear da FM

Com & coluna n° 8 do planejamento fatorial para otimizacdo das condicdes
de preparo das FE com a silica Kromasil (Tabelas 12) foi feito a curva de van
Deemter para determinar a vazao otima da FM, através da injecéo da MT1 em
diferentes vazbes, que variaram de 0,1 mL min™ até 0.9 mL min e calculando-se
o valor de eficiéncia do composto mais retido na FE, o naftaleno. No grafico da
Figura 34, H € a altura do prato, calculado da seguinte forma: H=L /N, onde L =
0,06 m (comprimento da coluna cromatogréfica) e N é o valor da eficiéncia (do
naftalenc) dado em N/m, portantc H é dado em m? N, u é a velocidade finear da
FE, p = L/ tw (dado em m min''), onde L é o comprimento da coluna {dadoc em m)

e tv € o tempo de retencdo do composto ndo retido na FE {(dado em min). O
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grafico obtido esta mostrade na Figura 34. A vazao otima é a vazdo no qual a
coluna apresenta o minimo valor de H e a maxima eficiéncia, no caso, 30 m min
ou 0,3 mL min™.
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954 : , ,
0 20 40 80 80 100

wx 10%m min™)

x (107 m* N

Figura 34: Curva de van Deemter mostrando a relagic entre a eficiéncia ¢ a
velocidade linear média da FM.

4.3 4 - Calculo dos efeiios

Os calculos dos efeitos obtidos pelos resultados do planejamento fatorial 2°
foram feitos utilizando o software Statistica, com a ajuda do Prof. Dr. Roy E. Bruns,
do Instituto de Quimica da UNICAMP. Os efeitos foram calculados utilizando os
dados de eficiéncia para o naftalenc (Tabela 15) e da N,N-dimetilaniling (Tabela
16), cujo objetivo é direcionar os estudos para se tentar uma maximizacao desses
valores. O calculo dos efeitos foi feito com o valor das médias dos parametros
avaliados quando duas colunas foram recheadas nos ensaios do planejamento.
Quando s6 uma celuna foi recheada, foi usado o valor absoluto obtido com essa
coluna para cada parameiro cromatografico, sendo este o valor da média de duas
ou irés injecbes da mistura teste.
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Tabela 15: Efeitos calculados a partir da eficiéncia do naftaleno (dados referentes
& Tabela 13}.

Média global 40593 + 1424

tfeitos principais

1 13610 + 2848
2 13387 + 2848
3 -840 + 2848

Interacbes entre dois fatores
12 4712 £ 2848
13 8637 + 2848
23 2162 + 2848
123 7837 £ 2848

Teste I & x s(efeito) = 4,303 x 2848 = +12255

No nivel de 95 % de confianca, somente séo considerados estatisticamente
significativos os efeitos cujos valores sdo maiores que 12255, caiculado para a
eficiéncia do naftaleno, pois somente assim ¢ intervalo de conflan¢a no incluira o
valor zero. Portanto, nesse conjunto de experimentos (Tabela 13), somente os
efeitos principais 1 e 2, % PMOS inicial e a temperatura de imobilizacdo térmica,
sdo significativos.
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Tabela 16: Efeitos calculados a parlir da eficiéncia da N,N-dimetilanilina (dados
referente a Tabela 13).

Média global 35438774
Efeitos principais
1 13525+1548
2 10175+1548
3 275+1548
Interacdes enire dois fatores
12 452511548
13 832541548
23 417521548
123 512511548

Teste t 1z x s{efeito) = 4,303 x 1548 = + 6661

‘No nivel de 85% de confianca, somente sdc considerados estatisticamente
significativos os efeifos cujos valores sao maiores que * 6661. Portanto, nesse
conjunto de experimentos, somente os fatores 1 e 2, % PMOS inicial e a
temperatura de imobilizag&o térmica sdo significativos, semelhante aos resultados
obtidos com a eficiéncia do naftalenc.

4.3.5 - Aperfeigoamento das condigdes de preparo das fases estacionarias

Novos experimenios foram feitos com silica Kromasil para aperfeicoar as
condicdes de preparo das FE. As novas condigles foram escothidas seguindo as
tendéncias obtidas através do calculo dos efeitos, ou seja, aumentar a % PMOS
inicial e a temperatura de imobilizagdo térmica das FE. As novas condigbes de
preparo das FE avaliadas foram: 55 % PMOS inicial (poros da siiica cheios mais
10 % de excesso), 120°C /16 h e 55 % PMOS inicial, 140 °C / 16 h. Os resultados
cromatograficos utilizando as MT1 e MT2 estdo apresentados na Tabela 17 e os

cromatogramas na Figura 35. Vé-se que esses resultados foram excelentes, com
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boa separagdo entre 0s componentes das misturas testes, alias eficiéncias e boas
assimetrias de pico para o naftalenc e a N, N-dimetilanilina. O alto valor de fator de
retencdo, com a FM metanol / d4gua 70:30 viv, € um indicativo do alto grau de
recobrimento da silica com o PMOS. Os cromatogramas das diferentes FE na
Figura 35 apresentam fempos de retencio bastente diferentes porque os
experimentos foram feitos em FM com diferentes forgas cromatograficas, uma em
metanol / agua 60:40 viv e outra em 70:30 v/v. Nos primeiros experimentos feitos
bmm a silica Kromasil (Tabela 13 e Figura 32), utilizou-se FM metanol / 4gua 80:40
viv, pois as condigbes cromatogréficas ainda ndc estavam otimizadas. Nos
experimenios seguintes, mais otimizados, percebeu-se que em FM metanol / agua
70:30 viv ainda ha boa resolugio entre os componentes com a metade do fempo
de corrida cromatografica. Todos os experimentos seguintes, ulilizando as MT1 e
MTZ2, foram feitos em FM metano! / dgua 70:30 viv.

Tabela 17: Parametros cromatogréficos calculados para a MT1 & MT2 nas FE
preparada com as novas condigbes de preparc das FE com a silica Kromasil.
CondigBes cromatograficas: FM metanol f 4gua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™.

Ensaio N/m?® As® K Rs® N/m® As®
55 % 73500 | 52400 | 1,1108:60|865|48 41 50500 | 70000 | 1,509
120°C/16h
55 % 77500 | 67400 |{0,911,0123 |21(25 |22 | 66200 | 57600 | 1,012
146°C /16h

# Calculado para o naftalenc
® Entre o naftaleno e tolueno
¢ Calculado para a N, N-dimetilanilina
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Figura 35: Cromatogramas da MT1 (A} e da MT2 (B} obtidos dos ensaios de
aperfeicoamento das condicdes de preparc de FE com a silica Kromasil. a) 55 %
PMOS inicial, 120 °C 7 16 h & b) 55 % PMOS inicial, 140 °C / 16 h. Condigbes
cromatogréficas: FM metanol / gua 80:40 viv (a) e 70:30 viv (b), F: 0,3 mL min™.
MT1 {A) (1) uracl, (2} acetona, (3} benzonitrila, (4) benzeno, (5} tolueno e (B)
naftalenc e MT2 (B): (1) uracil, (2) fenol, (3} N, N-dimetiianilina, (4) naftalenc & (5)

acenafteno.

4.4 — Otimizacédo das condicbes de preparo das fases estacionarias com a

silica Rainin
4.4.1 — Pianejamento Fatorial

Usou-se planejamento fatorial 2%t [83] para ofimizar as condicbes de
preparc das FE com o PMOS sorvido e imobilizado por tratamento térmico sobre a
silica Rainin. A FM usada fol metanol / dgua 70:30 viv 2 uma vazéo de 0,3 ml. min’
' (obtida pela curva de van Deemter) (o ensaio n ° 7 foi feito na vazéo de 0,4 mL
min'). Este estudo foi feito em conjunto com outra aluna de Mestrado no LabCrom
[40], sendo gque para ela € importante entender o efeito do tempo de repouso da
FE apds seu preparo, por evaporagéo do solvente, em conjunio com o tratamento
térmico. Por isso, esse fator também foi adicionado nesse planejamento fatorial.
0 efeito dessa etapa de repousce no preparc das FE € importante porgue a
incorporac&o do polimero e o rearranjo de suas cadeias dentro dos poros da silica
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aumentam simpiesmente deixando a FE em repouso, sem nenhum fratamento
especifico (fendmeno &da auto-imobilizac&o), ¢omo foi verificado em trabathos
anteriores no LabCrom [35,36,39] e também pelo estudo mostrado no item 4.3.3.

Porém, a aut&imébﬁizagéo & um processo lenio, pedendo levar até mais de
um ano para que a FE esieja completamente auto-imobilizada, dependendo da
silica utilizada como suporte. Por isso, € utilizado o tratamento térmico das FE
para acelerar esse processo [35,41-43].

Os fatores estudados e os niveis do planeiamento fatorial 2% estdo
apresentados na Tabela 18 e na Tabela 19 estdo os ensaios do planejamento. E
importante salientar que na Tabela 18, 34 % de PMOS inicial calculado para a
silica Rainin correspondem aos poros cheios da silica com o PMOS, enguanto que
44 % correspondem aos poros cheios mais um excesso de 10 % (calculados pela
cquacgo 25). Ja para as FE preparadas com a silica Kromasil, 44 % de PMOS
correspondem aos poros cheios de PMOS e 55 % é que correspondem a,
aproximadamente, poros cheios mais 10 % de PMOS. Os niveis mais altos de %
PMOS e das temperaturas de imobilizacdo térmica que compdem esse
planejamento fatorial de preparo das FE com a silica Rainin foram escolhidos a
partir dos resultados obtidos com a silica Kromasil (comparar Tabelas 11 e 18),
que obtiveram a tendéncia de aumentar o nivel desses faiores (secbes 435 ¢
4.3.6). A escolha dos niveis dos fatores € muito importante, porque pode-se
escolher faixas de estudos onde néo haja variacio na resposta ou que néo sejam

adequados para se obier a reposta desejada.
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Tabela 18: Niveis do planejamento fatorial 2*' com a silica Rainin.

NBVEIS

FATORES {-) {(+)
{1} % PMOS inicial 34 44
{2) Temperatura de imobilizacdo térmica (° C) 120 140
(3} Tempo de imobilizacdo térmica (h) 8 18
{4} Tempo de repousc (dias) 4 8

Tabela 19: Ensaios do planejamento fatorial 2%,

Fator 1 {2} {3) {4y
1 - - - R
2 + - - +
3 - + - +
4 * + - -
5 - - + +
& & - + -
7 - + ¥ w
8 + + + F

* Os sinais do fator 4 foram gerados pela multiplicagac dos ouiros trés fatores: 4 =
123, ou como a literatura costuma apresentar essa relacdo: | = 1234 (relacdo
geradora) [83].

Os resultades cromatograficos da MT1 € a MT2 estéo apresentados na

Tabela 20 e os cromatogramas na Figura 36.



RESULTADQS E DISCUSSAD 98

4 3
3 . A




RESULTADOS EBISCUSSAQ 99

12 3 B

N

.
e
-

(b

.
8
=

Cod
7;’;:. b
.

LE)
s

J=
;,,
=

Figura 36: Cromatogramas das MT1 (A) e MT2 (B) obtidas da FE oreparada pelos
ensaios do planejamento fatorial 2% com a silica Rainin. Condigbes
cromatografidas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F: 0,3 mL min” e 0,4 mL min”
{ensaio n° 7). MT1 (A): (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, {(5)
tolueno e (B) naftaleno e MT2 (B): (1) uracil, {2) fenol, (3) N, N-dimetilanilina, (4)
naftaleno e (5) acenaftenoc.
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Tabela 20: Resultados cromatograficos calculados para as FE preparadas com a
sifica Rainin pelos ensaios do plangjamento fatorial 2*'. Condicdes
cromatograficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F: 0.3 mL min™ ou 0.4 mL min™
A{ensaion® 7).

Ensaio N/im® As® K* Rs” N/m® As®

1 71800 | 64500 |16 1 1,2/29] 29 {27 /25| 7500 | 7300 | 54 | 37

81300 | 58600 | 1,511,527 25 (26 21| 18706 | 20081 | 59 | 41

82300 | 79100 {151,338 38 |27 |26 26900 | 32200 | 68 | 7.9

85800 | 57200 11,1 ,1,2 47| 45 {2823 13800 | 12900 | 82 | 7.9

74500 | 66600 | 1,2 11,0 /31| 30 26,24 43800 | 45100 | 27 | 25

89600 | 82500 [ 1,311,238 37 |29 27| 27100 | 25000 | 85 | 106

62400 | 79600 (1,2 |12/35 | 34 24|26 52800 | 33200 | 16 3,3

ol =i G O b W) M

75600 | 77600 | 14/13/34| 34 25|25 41200 | 41900 | 39 | 7.7

2

® Caiculado para o naftaleno
® Entre o naftaleno e tolueno
© Calculado para a N,N-dimetilanilina

Vé-se que estas FE produziram boa separacio enire os componentes das
misturas testes, altas eficiéncias e boa assimetria de pico para o composto
naftaleno, semelhantes ou melhores que as FE preparadas com a silica Kromasil.
J& para o composto basico N,N-dimetilaniina estas FE apresentaram baixa
eficiéncia e fortes caudas nos picos com altos valores dos fatores de assimetria
{entre 2 até 10).

Esses resultados cromatograficos, de forte cauda nos picos do composto
basico N,N-dimetilanilina, estdo coerentes com os resultados da andlise do
contetdo de impurezas metélicas, obtidas por FAAS, e do grau de reatividade dos
silandis da superficie das silicas obtidas pelo CP / MAS ®Si NMR, os guais
mostraram que a silica Rainin € mais impura e contém maior quantidade de
silanois isolados (ou vicinais) em sua superficie do que a silica Kromasil. A

guantidade de metais e os silandis isolados sdo suficientes para deixar a
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superficie dessa silica mais acida e para interagirem mais fortemenie com ©
composic basico N,N-dimetilanilina.

Mas, somente airavés dessas caracterizacles fisicas e cromatogréficas da
silica Rainin ndo é possivel identificar qual dos dois fatores, se o contetdo de
metfais ou a conceniracdo dos silandis isoclados na superficie da silica esta
influenciande mais na interacdo com o composto basico N, N-dimetilaniiina.

Como os resultados cromatograficos calculados a partir dos outros
componentes das MT1 e MT2 se mostraram excelentes para todas as FE
preparadas com a silica Rainin, com eficiéncias até maiores do que as obfidas
com a silica Kromasil, isso sugere que a diferenca nos tamanhos, distribuicgo e
forma das particulas das silicas, obtidos pela microscopia eletrGnica de varredura,
nao esto refletindo num melhor comportamento das FE preparadas com a silica
Kromasil, como era de se esperar.

Deve-se notar, também, que o procedimento de exirac8o dos excessos de
PMOS nessas FE foi feito com hexano, numa vaz&do de 0,5 mL min’ e
temperatura de 50 °C (observar item 3.5 do procedimento experimental}, em
substituicdo do cloroformio / metanol, que apresentam alta toxicidade e
necessitam de grande volumes desses solventes, mostrandc que esse
procedimento com hexanc (menos téxico) também resuita em FE com bons

desempenhos cromatograficos.
4.4.2 - Curva de van Deemter: otimizacao da velocidade linear da FM

Com o ensaio n° 7 do planejamento fatorial 2% foi construida a curva de
van Deemter para otimizar a velocidade linear da FM. Os parametros utilizados
para a construgdo do gréfico da Figura 37 foram calculados da mesma forma que
para a silica Kromasil (item 4.3.4). De acordo com os resultados obtidos pela
curva de van Deemter. as melhores vazdes da FM encontrada foram 0,3 ou 0,4
mL min” mas foi escolhido 0,3 mL min™' para se poder comparar os valores dos
parametros cromatograficos com os das FE preparadas com a silica Kromasil,

cuja vazao 6tima foi definida em 0,3 mL min™.
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Figura 37: Curva de van Deemter construida com a FE preparada pelo ensaion® 7
do planejamenta fatoriai 2%,

4.4.3 — Célculo dos afeitos

Os efeitos para o planejamento fatorial fracionario 2+ foram caiculados a
partir dos valores da eficiéncia para o naftaleno (Tabela 21) e a assimetria do pico
da N,N-dimetilanilina (Tabela 22), cujas equagbes foram mostradas no item 1.12.

Tabela 21: Efeitos calculades a partir da eficiéncia do naftaleno {dados referente &
Tabela 20).

Media giobal 80300 £ 0,35

Efeitos principais

1 85+£0,72

2 202072

3 C,05+£072

4 -2,8+072
interacBes entre dois fatores

12 -58+0,72

13 0,04 +£072

23=14 -5.5+20,72
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« Estimativa conjunta de variancia, s%: 16,800/ 8 = 2,100

o Variancia de um efeito, Veeito. 2,100/ 4 = 0,525

» Erro padric de um efeito, Seeio; 0,525 =0,724

e feste f nonivel de 895 % de confianca: 1a X Semeites = 2,306 X 0,724 = £
1,688

S&o considerados estalisticamente significativos 0s efeitos cujos valores
s&o maiores gue + 1,669, Portanto, foram significativos os efeitos principais 1, Z e
4, % PMOS inicial (lendéncia para aumentar), a temperatura de imobilizacéo
térmica (tendéncia para aumentar), e os dias de repouso da FE apds seu preparo
(tendéncia para diminuir}, e os efeitos de interacdo 12 e 23 (ou 14), enfre 2 %
PMOS inicial & a temperatura de imobilizacdo térmica e enire a temperatura de
imobilizac&o térmica e o tempo de imobilizacéo térmica (ou entre % PMOS inicial
os dias de repouso da FE).

Tabela 22: Efeitos calculados a partir da assimetria do pico do composto basico
N.N-dimetilanilina {(dados referentes a Tabela 20).

Media global 58046
Efeitos principais
1 28+023
2 0.4+£023
3 -1,6 £0,23
4 0,9 +0,23

Interacfes entre dois fatores

12 -0,4+£023
13 1,8+0,23

23 =14 -1,5+0,23
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» Estimativa conjunta de variancia, $5:1,72/8=0,215
s Variancia de um efeito, Vesato: 0.215/4 = 0,0538

= Erre padrao de um efeito, Serene: +/0,0538 = 0,231

« Teste {, no nivel de 95 % de confianca: is X Sewetps = 2,306 X 0231 ==
0,535

Para as respostas considerando a assimetria do pico da N N-dimetilanilina
{cujo objetivo & diminuir o valor até 1,0) sdo estatisticamente significativos os
efeitos de valores maiores que + 0,535, que sdo a % PMOS inicial {tendéncia para
diminuir), o tempo de imobilizacio térmica (tendéncia para aumentar), os dias de
repouso da FE apls seu preparo (tendéncia para aumentar) e os efeifos de
interacac entre a % PMOS inicial e o tempo de imobilizacgo térmica e enfre a
temperatura de imobilizagdo térmica e o tempo de imobilizacdo térmica {ou %
PMOS inicial e os dias de repouso da FE).

Porém, esses resultados s3o atipicos, porque seria de se esperar gue o
fator % PMOS inicial tivesse a tendéncia para aumentar e nao diminuir, j@ que cs
valores das gssimetrias dos picos estdo relacionados com a quantidade de
silandis residuais que ndo foram cobertos peic PMOS. Seria interessante entéo,
calcular os efeitos a partir dos dados de % C retidona FE ou a % perda massa
obtida por TGA. Esses resultados serdo discutidos quando esses dados forem
apresentados.

Pensou-se entdo, em utilizar os valores do parametro de fator de retencac
do naftaleno ou do acenafteno (compostos mais retidos das duas misturas testes)
para o calculo dos efeitos, mas os ensaios n° 7 do planejamento fatorial foram
feitos na vazéo de 0,4 mL min™' e os outros em 0,3 mL min™', portanto no se pode
comparar esses valores, porgue a velocidade de tranferéncia de massa do analito
enire a FM e a FE muda se for alteradc a velocidade linear da FM. Esse
comportamento pode ser visualizado na Figura 36, nos quais os componentes da
MT2 ficam bem mais retidos no ensaio n° 7. Portanto, também nao foi possivel

utiizar este paraémetro para o calculo dos efeiios.
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4.5 — Caracterizagdes fisica e quimica das fases estacionarias

4.5.1 — Caracterizacdo das fases estacionarias por analise elementar de
-carbono e analise termogravimétrica {TGA}

As analises de % C e % perda massa por TGA das FE, est8o mosirados na
Tabela 23. A partir dos dados de % C, foi possivel determinar a massa especifica

de PMOS retido sobre a silics, inosmdg, apos o preparc das FE, essa
quantidade dada em % PMOS retido e a espessura da camada de polimero
formada nas paredes dos poros das silica, T (assumindo que os poros da silica
tenha diametro constante e que o PMOS imobilizado € caracterizado por uma
espessura de camada constanie nos poros). Esses resuliados foram obtidos a
partir das Equacles mostradas no item 3.4.

De maneira geral, os resultados obtidos com as duas técnicas, a %C e
TGA, estdo coerentes entre si, havendo algumas poucas diferencas.
Considerando somente as FE preparadas com a silica Kromasil, as FE com maior
conteudeo de C foram as que obtiveram melhores desempenhos cromatograficos.
Em relagdo a silica Rainin, todas as FE apresentaram excelentes desempenhos
cromatograficos quando avaliadas com a MT1 (somente compostos neutros), mas
pela acentuada cauda no pice do composto basico N,N-dimetilanilina da MT2 é
possivel concluir gue ainda ha uma quantidade consideravel de silandis residuais
nas FE, que interagem fortemente com compostos basicos. E possivel gue as FE
preparadas com a silica Kromasil contenham muitos silanéis residuais, mas como
eles tém carater menos dcidos nfo interajem com analitos basicos (hipdtese que
ainda nao foi confirmada).

Analisando os dados contidos na Tabela 23, cbserva-se gue a espessura
da camada de PMQOS, <, formada nas FE preparadas com a silica Rainin {que
supomos ser uma monocamada de PMOS, devido ac comportamenio
cromatografico das FE} € mais espessa que a monocamada formada com as FE
preparadas com a silica Kromasil (com a silica Kromasil ¢ valor do t fica em torno

de um, enguanto gue com a silica Rainin, chega a ultrapassar ¢ valor de dois), ou
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seja, a monocamada € mais completa utilizande a silica Rainin como suporie
cromatografico. De acordo com os estudos feitos por Botioli [35], & incorporagao
do PMOS depende dos silandis da superficie da silica, ou seja, 0 processo de
sorgéo e imobilizagéio do PMOS nas paredes dos poros da silica acontece devido
as interacbes entre as cadelas do polimero & os grupos silandis da superficie da
silica. Portanto, 0 que estes resultados sugerem é que uma superficie da silica
mais acida, devido ao maior nUmero de silandis isolados ou guantidades
significativas de impurezas metdlicas contidas na matriz, favorece uma maior
incorporacac do polimerc na superficie da silica.

Também € preciso considerar relevante ¢ tempo de repousc da FE antes
do tratamento iérmico, para gue ocorra o processc da auto-imobilizacdo do
polimero na silica, porque como foi observado por Botioli [35,43], ha um aumento
na % C na FE com o aumento do tempo de repouso da FE antes do iratamento
térmico. Como nesse caso os dias em que as FE ficaram de repouso foram
semelhantes (4, 6 ou 8 dias de repouso), pode-se concluir que a causa da
formagdo de uma monocamada de PMOS mais espessa sobre a silica Rainin,
guando comparada com a Kromasil € devido & sua superficie mais acida, causada
pela maior quantidade de impurezas metdlicas e ao maior nimero de silandis
isolados na superficie dessa silica.

Tanto os valores da % C como a % perda massa por TGA para o ensaio n°
1 do planejamento fatorial 2*' (Tabela 19) para a silica Rainin estao atipicos,
porgue néc estdo coerentes com os resultados cromatograficos, cujas FE
preparadas por esse ensaio obtiveram resultados cromatograficos semelhentes
a0s oufros ensaios, com tempos de retengdo e fatores de retencdo (pardmetros
cromatograficos relacionados com a cobertura do PMOS sobre a silica)
semelhantes as outras FE.

As andlises elementares de C e a % perda de massa por TGA para esse
ensaio foram entdo repetidos, mas os resuitados obtidos foram semelhantes aos
ja encontrados anteriormente. Por isso, esses dados foram considerados “outliers”

e nao foi possivel também realizar os célculos dos efeitos dos ensaics do
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planejamenio fatoria
por TGA das FE.

i 244

utilizando os resultados de % C ou a % perda de massa

Tabela 23: % C, % perda massa obtida por TGA, quantidade de PMOS refide e

espessura da camada formada (1) de algumas FE preparadas com a silica

Kromasil e Rainin.

. %C | mipvos B prosretide | 70 PMOS T % perda
Amostras )
(@rmos/Gsi) | (Grmos/Tsi) retido nm massa (TGA)
Kromasil

1 3.1 0,54 0,05 9,2 0,17 6,2

2 2,7 0,80 0,04 5,0 0,14 55

3 7,5 0,54 0,14 25,9 0,49 10,1

8 13,1 0,80 0,27 337 1,04 16,2
55%120°C/16h | 113 1,22 0,22 18,0 0,82 14,1
55% 140°C/16h | 11,7 1,22 0,23 18,8 0,87 13,8

Rainin

1 5,0 0,53 0,08 18,6 0,56 7,0

2 12,5 0,77 0,25 32,8 1,68 29,3

3 13,3 0,51 0,27 542 1,86 15,8

4 14,8 0,72 0,31 430 2,18 17,2

5 11,9 0,54 0,24 43,9 1,56 14,1

6 14,1 0,77 0,29 38,0 2,04 15,8

7 12,3 0,52 0,25 47,3 1,64 Nd

8 12,9 0,75 0,26 35,3 1,78 14,8

* 08 numeros referem-se ao nimero do ensaio dos planejamentos fatoriais {Tabela
13 para a silica Kromasil e Tabela 20 para a silica Rainin).
Nd = nao determinado
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4.5.2 — Caracterizacdo das fases estacionarias por Espectroscopia no
infravermeiho {iR)

A Figura 38 mostra os espectros no IR da silica Kromasil & das FE
preparadas com ¢ PMOS sorvido e imobilizado sobre esta silica. Os especiros
correspondem a silica Kromasil (a) e as FE preparadas pelos ensaios nGmero 1,3
€ 8 ( espectros b, ¢ e d ) do plansjamento fatorial 2° {Tabela 13) e de
aperfeigoamento, com 55 % PMOS inicial, 120°C /16 h {e).

Eﬁw" W\\ _.’/\'v'ﬁ\\:
g BONUE

C -~

— —— TN
% g g \/ 5

b .

a8 s 2%
g g ‘ g \J 3

i I ¥ H * i H 4 i 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda (cm™)

Figura 38: Espectros de IR da silica Kromasil (a) e das FE preparadas com a silica
Kromasii pelos ensaios nimero 1, 3 e 8 (espectros b, ¢, e d respectivamente) do
planejamento fatorial 2° (Tabela 13) e de aperfeicoamento: 55 % PMOS inicial,
120°C /18 h{e).



RESULTADOS E BISCUSSAQ 109

Os espectros de IR das FE preparadas com o PMOS sorvido e imobilizado
sobre a silica Kromasil mostra uma banda na regido de 2930 cm™, caracteristica
do estiramento da ligag&o C - H do PMOS, evidenciando a presenca do polimero
na superficie da silica. Observa-se também gue as bandas em 975 cm™,
caracteristica dos grupos silandis livres (isclados) da silica, diminuiram de
tamanho, enquanto as bandas em 2930 cm™ aumentaram, 3 medida gue mais
PMOS foi imobilizado na sllica, refletindo na melhora do comportamento
cromatografico das FE. Porém, mesmo com uma boa cobertura do polimero, ainda
observa-se a banda em 975 cm™ dos grupos silandis isolados da superficie da
silica, mostrando que as FE ainda contém silandis residuais, mas devide a pureza
da silica Kromasil e a menor acidez dos grupos silandis ndo hé uma interacdo
forie desses sitios com o composto basico N, N-dimentilanilina da MT2.

As bandas em 3500 e 1640 cm” | referentes & dgua adsorvida na superficie
da silica (agua adsorvida nos silandis), ainda aparecem nas FE, com umaza
intensidade menor do que na silica nua, mas também indicando gue ainda existem
sitios adsorventes expostos na superficie da silica gue ndo foram cobertos pelo
PMOS, mas, devido as caracteristicas menos acidas desses sitios, eles nao
interagem fortemente com o composto basico.

A Figura 39 mostra os espectros no IR da silica Rainin (a) e das FE
preparadas com a silica Rainin pelos ensaios nimero 3, 4 € 7 (b, ¢ e d,
respectivamente) do planejamento fatorial 2*' (Tabela 20).
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Figura 39: Espectros no IR da silica Rainin (a) e das FE preparadas com a silica
Rainin pefos ensaios numero 3 (b), 4 (c) e 7 {d) do planejamento fatorial 2+
(Tabela 20).

Analisandc os espectros da Figura 39, observa-se comportamentos
semelhantes aos das FE preparadas com a silica Kromasil. A banda em torngo de
2930 cm’, referente ao estiramentc C-H do PMOS, evidencia a presenca do
polimero na silica & o desaparecimento da banda em 975 cm™, mostra que houve
um bom recobrimento pelo PMOS, refletindc no bom comportamento
cromatogréfico das FE com compostos neutros. Mas, a presenca das bandas em
3500 e 1640 cm™, referentes & 4gua fisicamente adsorvida na superficie da silica,
indicam gue ainda ha sitics adsortivos expostos na FE, cujas caracteristicas mais
acidas da superficie dessa silica, devido a maior quantidade de impurezas
metalicas e o maior nimerc de silandis isolados mais acidos, refletem numa maior
interacdo com o composio basico N N-dimentilanilina, causando acentuadas
caudas no pico desse composto (cromatogramas da MT2).
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4.5.3 - Caracterizagdo das fases estacionarias por CP / MAS 2Si NMR
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Figura 40: A) Espectro de CP / MAS ®Si NMR da FE preparada com a silica
Kromasil nas condicGes de 55 % carga inicial de PMOS, 140 °C / 16 h. B}
Especirc de CP 7/ MAS NMR de 3i da FE preparada com a silica Rainin nas

condicbes de 44 % PMOS inicial, 140 °C/ 16 h e 4 dias de repouso.

Os espectros de CP-MAS ®Si NMR das FE preparadas com as silicas
Kromasil ¢ Rainin nas condigdes de 55 % (Kromasil) ou 44 % (Rainin) de
PMOS inicial, 140 °C / 16 h est&o mostrados na Figura 40 {espectros A e B,

respectivamente). Observando essas Figuras, vé-se que as FE apresentaram
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comportamentos semeihantes. Além dos sinais caracteristicos da silica pura
em ~82 ppm {Q2 = silandis geminais), -100 ppm (Q3 = silandis isolados ou
vicinais) e —110 ppm (Q4 = ligagdes siloxano) (Figura 27), os especiros
apresentam um grupo de sinais D", que é a sobreposigio de véarios sinais
atribuidos ao PMOS imobilizado (sorvido e quimicamente ligado) sobre a silica.
Nos estudos feitos por Albert, Collins et al. [35,39,43], fez-se a deconvolucio
dos sinais do grupe D7 e foram encontrados os deslocamentos quimicos em —
21,9 ppm atribuido ao liquide PMOS pura (D? ) e os sinais em —20,6 ppm (D%),
bem como em —18,0 ppm (D%} e -155 ppm (D%} atribuidos ao PMOS
imobilizado sobre a silica{Figura 41).

(206 ppm)s B 180 ppm), D 2 (155 ppm }
(D222 Lom diferents nim )
0¥ (219 ppm) #Be R R on

GHg e-se?F%
IS a

Q2 (82 ppm) 03 {101 ppm} 4 (-110 ppm)

Ho. on ox 4

i

Figura 41 Estrutura das espécies D® (D, D®) ¢ D e os deslocamentos
quimicos dos CP-MAS #Si NMR das FE contendo o PMOS sorvido e imobilizado
nas paredes dos poros da silica [35,37 411

Em estudos feitos por ®Si NMR de FE quimicamente ligadas, a presenca
do sinal Q2 em 22 ppm (referente aos silandis geminais da superficie da silica)
indica que ainda ha silandis residuais na FE, os quais n&o reagiram com o liganie
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{por exemplo, uma FE na qual a densidade do ligante & baixa e ndo houve a etapa
de capeamento) [94]. Porém, nos espcetros de CP-MAS °Si NMR de FE com
polimeros sorvidos e imobilizados, a presenca dos sitios Q2 pode tanto indicar a
presenca de silandis descoberios pelo polimero, como de silandis cobertos, mas
que nao foram modificados, ja que a maior parie das interacdes entre o polimero e
a silica acontecem por adsorcdo e ndo por ligacdo quimica.

4.6 - Conlusdes da Parte |

As melhores condigdes de preparo das FE foram 55 % PMOS inicial (silica
Kromasil) ou 44 % PMOS inicial (silica Rainin), que correspondem & quantidade
de PMOS suficiente para encher o poros da silica mais um excesso de 10 %,
temperatura de imobilizacdo térmica de 120 °C ou 140 °C, sendo 8 h um tempo
suficiente para a imobilizag8o & 6 dias de repouso da FE antes da extracéo dos
excessos de PMOS e a imobilizacdo térmica para que se aconieca o processo de
redistribuicdc do polimero na superficie das silicas.

O procedimento de extracdo dos excessos de PMOS com hexano foi tao
gficiente quanto o cloroférmic / metanol usados em trabalhos anteriores no
LabCrom, mostrando que este procedimento pode continuar sendo utilizado.

O estudoe do tempo de repouso da FE apds seu preparo mostrou gue, se a
temperatura e ¢ tempo de tratamento térmico na FE nac foram suficientes para
deixar o polimero na forma mais estavel dentro dos poros da silica, as cadelas do
polimero continuam a se rerranjar com o passar do tempo, ou seja, o PMOS
continua a se autc-imobilizar nos poros da silica, refietindo numa melhora dos
parametros cromatogréficos de resolugéo e eficiéncia.

0O uso de planejamentios fatoriais foi essencial para se chegar a essas
condicdes otimas de preparo das FE. As escolhas dos pardmetros e seus niveis
sdc fundamentais nesse processo, porque as respostas desejadas vao depender
do intervalo e das faixas escolhidas. Por isso, para um uso eficiente dos
planejamentos experimentais, € importante gue se tenha um conhecimento prévio
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do sistema a ser estudado, para gue, a partir dos parametros e dos niveis
escolhidos, encontre-se a resposta desejada.

As FE produziram boa separagio, altas eficiéncias e boas assimetrias de
picos para compostos neutros, porém, as FE preperadas com a silica Rainin
obliveram baixa eficiéncia e valores altos de assimetria no pico do composto
béasico N,N-dimetilanilina, airibuido 3 maior quéntidade de impurezas metalicas e a
maior guantidade de silandis isolados (ou vicinais) presentes na superficie dessa
silica {oblidos por FAAS e CP / MAS ®8j NMR), suficientes para tomé-la mais
acida e interagir mais fortemente com o composto basico, causando caudas nos
picos desse composto.

Os resultados de Especiroscopia no infravermelho também mostraram que
as FE preparadas com a silica Kromasil contém silandis residuais, mas como
esses silandis ndo tém cardter mais acidos, eles nic tém interacéo forte com o
composto basico N,N-dimentilanilina, com picos simétricos para este composto.

Os resultados de analise elementar de carbonoc mostraram que a espessura
da menocamada de PMOS (1) formada nas FE preparadas com a silica Rainin,
mais impura e com maior ndmero de silandis isolados, é mais espessa que a
monocamada formada nas FE preparadas com a silica Kromasil. Estes resultados
evidenciam que a interac&o do polimero & mais forte com silandis mais 4cidos da
superficie das silicas.
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PARTE Il
FASES ESTACIONARIAS PREPARADAS COM
AS SILICAS PRE-TRATADAS

4.7 — Fases estacionarias preparadas com as silicas Kromasil pré-tratadas
com agua, acido ou base '

4.7.1 - Caracterizagdo por CP / MAS #°Si NMR das silicas Kromasil apés pré-
tratamento com agua, acido ou base

A silica Kromasil foi pré-iratada com Hx0O /24 h, HNO: 2.0 moi L /15 h ou
NHLOH 0,01 mol L™ / 4 h em refluxo a 100 °C. Para avaliar a acidez da superficie
dessas silicas apds 0s pré-tratamenios, devido ao aumento ou a diminuicdo no
numero de silandis isolados (ou vicinais) € geminais foram obtidos os espectros de
CP / MAS #Si NMR dessas silicas. A pariir da deconvolucdo desses especiros
cbteve-se as areas dos picos e calculou-se a quantidade relativa dos diferentes
sitios na superficie das silicas pré-tratadas. Os resultados est8o mostrados na
Tabela 24 e a Figura 42 mostra o espectro de CP / MAS ®Si NMR da silica
Kromasil pré-tradada com NH4sOH 0,01 mol L' /4 h.

A
“
]
¢
v

50 70 80 80 400 -110 120 430 140 ppm

Deslocamento guimico

Figura 42: CP/ MAS 23i NMR da silica Kromasil pré-tratada com NH,OH 0,01 mol
L1 4n
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Tabela 24: Quantidades relativas dos silandis em relacdo aos grupos siloxano da
superficie da silica Kromasil sem pré-tratamento e pré-tratada com H,O / 24 h,
HNO3 2,0 mol L™ 7 15 h ou NH,OH 0,01 mol L' / 4 h obtidas por CP / MAS %8j
NMR. |

Silica Kromasil Qz/Q4  Q3/Q4
(silandis | (silandis

geminais) | isolados)

Sem pré-tratamento 0,07 1.5
H,0/24 h 0,14 40
HNO320mol L/ 15h 0,14 2.8
NHLOHOOI molL" /4h 0,10 3.2

A area dos picos dos grupos silandis foram dividos pela area dos picos dos
grupos siloxano para normalizar as medidas, ja que as analises foram feitas todas
nas mesmas condigbes. Pelos resuitados da Tabela 24 observa-se um aumento
na quantidade relativa dos grupos silandis geminais e principalmente dos grupos
silandis isolados {ou vicinais) na superficie das silicas pré-tratadas em relacdo a
silica Kromasil sem pré-tratamento. Esses resultados indicam um aumento na
acidez da superficie das silicas pré-iratadas, tornado-as mais susceptiveis &
interacdes fortes com compostos basicos.

De acordo com Nawrocki [6], quando se faz um pré-tratamento acido em
uma silica que j& € completamente hidroxilada, a acidez da superficie da silica
aumenta, sugerindo que a silica Kromasil contém sua superficie completamente
hidroxilada. Portanto, contém maior guantidade de silandis ligados por ligacado de
hidrogénio de carater menos acido. O tratamento acide fez com que diminuisse a
guantidade desses silandis ligados por ligacdo de hidrogénio e aumentasse o
numero de silandis isolados mais acidos.
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4.7.2 - Caracterizacdo por Espectroscopia no infravermelho {IR) das silicas
Kromasil pré-tratadas com agua, acido ou base

A Figura 43 mostra os espectros de IR da sfica Kromasil sem pré-

tratamentc e pré-tratada com Hx0 /24 h, HNOs 2.0 moi L7 7 15 b ou NH,OH (0,01
mo!l L™ / 4 h. Analisando visualmente esta Figura observa-se que ndo ha nenhuma
diferenca enfre 0s especiros da silica Kromasil sem pré-tratamento e os das
Jsi’iécas pre-tratadas, mostrando que somenie através da analise visual dos
espéctros de IR ndo € possivel obter informagdes relevantes a respeitc de
mudangas na superficie da silica com os pré-tratamenios efetuados. O emprego
de PCA € uma ferramenta altemativa, muitc versstil e eficaz nas anslises de
especiros, porque através dela & possivel detectar mudangas em curvas
aparentemente semelhantes e também quando o nimero de dados e as varidveis
880 muitas.
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Figura 43. Espectros de IR da silica Kromasil sem pré-iratamento e pré-tratadas.
A) Kromasil sem pré-tratamento, B) com Ho0 /24 h, C) HNOs 20 mol L /15 he
D) NH4sOH 0,01 mol L'/ 4 h.
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4.8 — Preparo de fases estaciondrais com as silicas Kromasil pré-tratadas

com agua, acido ou base
4.8.1 ~ Fases estaciondrias preparadas com 44 % PMOS inicial

Como a FE preparada pelo ensaio n° 8 do planejamento fatorial 2°, para
otimizagdo das corkligdes de preparo das FE com silica Kromasii sem pré-
tratamento (Tabela 13}, mostrou bons resuitados cromatogréficos, entdo preparou-
se FE nessas mesmas condicdes (44 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h) com a silica
Kromasil pré-tratada com Hx0 /24 h, HNO32,0mol L/ 15 h e NH4OH 0.01 mol L
' 1 4 h. Os cromatogramas e os parametros cromatograficos estdo apresentados
na Figura 44 e na Tabela 25.

Tabela 25 Resultados cromatograficos calculados para a MT1 e MT?2 obtidos das
FE preparadas com a silica Kromasil sem pré-tratamento e pré-tratada com HoQ /
24 h, HNOs 2,0 mol L™ / 15 h ou NH.OH 0,01 mot L' /74 h As condigcdes de
preparc da FE foram: 44 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h e as condigbes
cromatograficas foram: FM metanol / agua 60:40 viv (silica sem pré-tratamento) e
FM metanol / agua 70:30 v/v (silicas pré-tratadas), F: 0,3 mL min™".

Silica Kromasil N/m?® As® Rs® N/m°® As® g
Sem pré- 65200 1,0 4.4 57500 1,0 43
tratamento
H0/24h 61000 1,6 1,8 13400 44 7,5

20mol L5k

HNO3 61700] 75600 11,4 (1,2|1,912,1143400 [ 44400 (15 /16| 3,7

0,00 mol L/ 4h

3,8

NH4OH 67900 70200 11,5,1,512,112,1139400 | 5750020115153 |49

3 Calculado para o naftaleno
® Entre o naftaleno e tolueno
© Calculado para a N, N-dimetilanilina
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Figura 44: Cromatogramas das MT1 (A) MT2 (B) com as FE preparadas com as
silicas Kromasil pré-tratadas com: a: Hx0 7/ 24 h, b HNGs 2,0 mol 1"f185hec
NH4OH 0,01 mol L' / 4 h. As condigdes de preparo das FE foram: 44 % PMOS
inicial, 120 °C / 16 h e as condigbes cromatograficas foram: FM metano! / agua
70:30 viv, F: 0,3 mL min™. MT1 (A): (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4)
benzeno, (5) tolueno e (6) naftaleno e MT2 (B): (1) wracil, {2) fenol, (3) N,N-
dimetilanilina, (4) naftalenc e (5) acenafteno.

Analisando os dados da Tabela 25, vé-se que houve uma piora nos
resultados cromatograficos de eficiéncia para a N, N-dimetilanilina e assimetria dos
picos do naftaleno e da N,N-dimetilanilina com as FE preparadas com as silicas
pré-tratadas com HaO / 24 h, HNO3 2,0 moi L /15 h e NH4OH 0,01 mol L™ /4 h,
em comparagdc com a FE preparadas com a silica sem pré-tratamento. Esses
resultados sugerem varias hipdteses: menos PMOS foi retido nos poros das silicas
pré-tratadas, o numero de silandis totais na superficie da silica aumeniou e a
quantidade de PMQOS néo foi suficiente para recobri-los ou houve um aumento na

acidez dos grupos silandis, os quais interagiram mais fortemente com os
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componentes das misturas testes. A Gltima hipbtese foi confirmada oelos
resultados de CP / MAS ©Si NMR, mas n&o excluiu as outras.

A mudanga no 1z da N,N-dimetilanilina e até mesmo a inversdoe da ordem de
eluigao da N,N-dimetilaniiina e do naftalenc na MT2, mostram que essas FE estio
com muitos silanois residuais, com a N,N-dimetilanilina ficando muito retida na FFE

devido a uma forte interacdo desse composto com os silandis residuais.
4.8.2 - Fases estaciondrias preparadas com 50 % PMOS inicial

Devido & indicagdo de que houve um aumento no nGmero de silanéis na
superficie das silicas pré-tratadas, optou-se por aumentar 2 % PMOS inicial nas
FE para 50 %. Os par@metros cromatogréficos das MT1 e MT2 estdo mostrados
na Tabela 26 e os cromatogramas nas Figuras 45 e 46. A Figura 46 mosira os
cromatogramas das trés primeiras corridas da MT2 com a FE preparada com a
silica Kromasil pré-tratada com H.Q / 24 h.

Tabela 26: Resuitados cromatograficos calculados para a MT1 e a MT2 obtidos
das FE preparadas com a silica Kromasil pré-tratada com H2O / 24 h ou HNO3 2,0
mol L/ 15 h. As condicdes de preparo das FE foram: 50 % PMOS inicial, 120 °C /
16 h as condigbes cromatograficas foram: FM metanol / dgua 70:30 viv e F: 0.3

mL min™.
Ensaio Nim* | As® | k¥ | Rs® N/m°® As® Rs®
Kromasil 51400 16 | 1,7 | 1,8 Néo Nao Nao
H0/24h repetitivel | repetitivel | repetitivel
Kromasil - HNOs| 85700 14 124 | 24 Nao Nao Nao
20mol L'/ 15h repetitivel | repetitivel | repetitivel

? Calculado para ¢ naftaleno

® Entre o naftaleno e tolueno

° Calculado para a N,N-dimetiianilina

¢ Entre o naftalens e a N, N-dimetilanlina
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Figura 45; Cromatogramas da MT1 com as FE preparadas com a silica Kromasii
pré-tratada com: & HxO / 24 h e b: HNOs 2,0 mol L' /7 15 h. As condicBes de
preparo das FE foram: 50 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h e as condicbes
cromatograficas foram: FM metanol 7 agua 7030 viv, F: 03 mL min”. MT1: (1)
uracil, (2) acetona, {3} benzonitrila, {4} benzeno, (5) tolueno e (B) naflalenc e MTZ:
{1 uracil, (2) fenol, (3) N,N-dimetilaniling, {4) naftalenc e (5) acenafteno.

2 b
5 a
1 5
‘ ;?‘1 4 J
b Y { 3 ; o~
3° N [ ke d S
FAN I i ; i
r s [
4
< s : 2 {4
1° 1 A [ A M N N N
el ;o £ L S S s e S B B B OO M AL S S
b T ¥ T * T T ¥ T T T i [+ 2 2 4 5 &8 7 8 8 W 11 12 13 14
g 2 4 g & kit 12
t {m in} t ., {(min}

Figura 46: Trés primeiras corridas cromatograficas da MT2 obtida da FE
preparada com a silica Kromasil pré-tratada com a: H20 7 24 h e b: HNO3 2,0 mol
L 7 15 h. CondigBes de preparo da FE: 50 % PMOS inicial 120°C /16 h e as
condicbes cromatogréficas foram: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 03 mL min™.
MT2: (1) uracil, (2) fenol, (3} N, N-dimetilanilina, (4) naftalenc e (&) acenafteno.
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Analisando os dados da Tabela 25 e as Figuras 45 e 48, vé-se gue os
resultados {:fomatogré}:'léos ainda continuam picres que para a FE preparada com
a silica Kromasil sem pré-ratamento: a assimetria dos picos do naftaleno
aumentou, houve 2 invers8c da ordem de eluicdo da N N-dimetilanilina e do
naflalenc na MT2 e a ndoc repetitividade no tempe de retencdoc da MN.N-
dimetilaniina entre uma corrida e oulra, ¢ que impossibilitou os célculos dos
parametros cromatograficos da N,N-dimetilanilina.

Esses resuitados também sugerem que o numero de silandis totais ou o
numero de silandis isolados mais acidos na superficie da silica aumentaram e =
quantidade de PMOS inicial ainda ndo foi suficiente (nesse tempo de repouso da
FE) para reccbrir todos os silandis, havendo forte interacdo com o composto
basico N N-dimetilaniina.

4.8.3 — Fases estacionéarias preparadas com 55 % PMOS inicial

Nesta etapa, resolveu-se aumentar a % PMOS inicial para 55 % {poros
cheios mais 10 % de excesso) com a silica Kromasil pré-tratada com H.0 / 24 h,
HNOs 2.0 mol L7 por 15 h e NH,OH G;O‘i mol L por 4 e 8 h. Os resultados
cromatograficos est&o mostrados na Tabela 27 e na Figura 47.
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Tabela 27: Resuliados cromatograficos calculados para a MT1 e MT2 obtidos das
FE preparadas com a silica Kromasil pré-tratada com H0 / 24 h, HNO3 2,0 mol L™
/15 h, NH4OH 0,01 mol L' / 4 h & NH,OH 0,01 mol L™ / 8 h. As condigBes de
preparc das FE foram 55 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h & as condighes

cromatograficas foram: FM metano / agua 60:40 (silica sem pré-tratamento) e

70:30 viv {silicas pré-tratadas), F: 0,3 mL min™.

Ensaio Nim® As® K° Rs® N/m© As®
Sem 73500 | 52400 1,1 108(6016,41481[4,1]50500|70000| 1,509
Pré-tratamento
H.0/24h 75700 0.9 2,1 2.4 57900 1,2
HNO3 80900 | 70200 11,010,822 12,3 {22 {24 {52700|62300| 1,1 | 1,1
20mot L /15h
NH,OH 85100 |64300|1,0]1,1]26(26]2423|61%00{55900]1,2 1,3
0,01 mol L'/ 4 h '
NH4,OH 50300 | 7000007 109]20[1,9]1,9|2,2]47900|60050!|0,8 | 1,1
0.01molL"/8h

@ Calculado para o naftaleno
® Entre o naftaleno e tolueno
¢ Calculado para a N,N-dimetilanilina
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Figura 47: Cromatogramas das MT1 (A) MT2 (B) com as FE preparadas com as
silicas Kromasil pré-tratada com: a: H.Q 7 24 h, b: HNO;20mol L' /15 he o
NH4OH 0,01 mol L' /4 h e d: NHsOH 0,01 moi L / 8 h. As condi¢des de preparo
das FE foram: 55 % PMOS inicial, 120°C /16 h e as condi¢cdes cromatograficas
foram: FM metanol / agua 70:30 v/v, F: 0,3 mL min™. MT1: (1) uracil, {(2) acetona,
(3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno e (6) naftalenc e MT2: (1) uracil, {2) fenol,
(3) N,N-dimetilaniling, {4) naftalenc e (5) acenafteno.

Analisando os resultados da Tabela 27, vé-se que as FE preparadas
aumentado-se a % PMOS inicial para 55 % obtiveram bons resultados
cromatograficos com boa separacdo entre os componentes das misturas testes,
altas eficiéncias para o naftaleno e a N N-dimetilanilina e picos simétricos,
semelhante as FE preparadas com a silica sem pré-tratamento. Esses resultados
mostram que o fator % PMOS inicial & extremamente significativo na preparacio
das FE e a monocamada de polimero deve ser a mais completa possivel para
cobrir todos os silandis da superficie da sflica.
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4.8.4 — Caracterizacdo fisica e quimica das fases estacionarias preparadas

com as silicas Kromasil pré-tratadas com agua, acido ou base

Foram feilas somente as caracterizacbes fisicas e quimicas das FE
nreparadas com 55 % PMOS inicial, que obliveram os melhores resuliados
cromatograficos. ‘

As % C das FE apds a stapa de exiragBo, a % de perda massa por TGA
das FE apts a etapa de extracdo e os calculos da massa especifica de PMOS
retido sobre a silica, m ipvosretico, @ % PMOS retido e a espessura da camada de
poiimero formada nas paredes dos poros das silicas, 1, das FE preparadas com as
silicas Kromasil pré-ratadas com agua, HNO; ou NH.OH podem ser visios na

Tabela 28. Qs resultados calculados foram obtidos a partir das Equagbes
mostradas no item 3.4.

Tabela 28: % C, quantidade de PMOS retido, espessura da camada e % perda
massa obtida por TGA das FE preparadas com a silica Kromasil pré-tratada com
agua, acido e base com 55 % PMOS inicial.

% C | mieyos | m pmosetide | 7 PMOS | 1 % perda
Amostras ]
Kromasil (Ormos/gsi) | (Gpwos/ger) | TEHdO nm | massa (TGA)
Sem pre-iratamento
55 %, 120°C/16h | 11,3 1,22 0,22 18,0 0,82 14,1
85%, 140°C/16h | 11,7 1,22 0,23 18,8 0,87 13,8
Pré-tratada
Kromasil / HoO 10,7 1,22 0,21 17,2 0,77 12,9
Kromasil / HNGCs | 12,0 1,22 0,23 198 0,91 13,8
Kromasil / NH,OH | 9,1 1,22 0,17 13,9 0,861 12,7

Pelos dados da Tabela 28 observa-se que a % C € a % perda massa por

TGA das FE preparadas com as silicas pré-tratadas com H20 e HNO; (com 55 %
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PMOS inicial) s&o semelhantes as FE preparadas com a silica sem pré-
tratamento. Para a FE preparada com a silica pré-tratada com NH,OH (com 55 %
PMOS inicial) esses valores foram um poucs menores do gue para g FE
preparada com a silica sem pré-iratamento, mas cromatograficamente elas
obtiveram resuitados semelhantes, mostrande que até o valor de 9,0 % C ainda se
produz FE com bons desempenhos cromatograficos.

A caracterizagao por especiroscopia no IR das FE preparadas com o PMOS
sorvido e imobilizado sobre a silica Kromasii pré-tratada com H,0 / 24 h, FINQO3 2,0
mol L / 15 h ou NHOH 0,01 mol L" / 4 h estd mostrado na Figura 48.
Caracterizaram-se também somente as FE preparadas com 55 % PMOS inicial,
120 °C / 16 h, que foram as que obtiveram os melhores desempenhos

cromatograficos.
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Figura 48: Caracterizac&o por IR das FE preparas com 55 % inicial, 120°C / 16 h
sobre a silica Kromasil pré-tratada com A) H20 /24 h, B) HNO3 2,0 mol L' 715 h
e C)NHAOH 00T mol L/ 4.
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Observando a Figura 48, vé-se que os picos em tormno de 2930 cm’
referente ao PMOS dentro dos poros da silica estdo acentuados e a banda em
975 cm™ referente aos grupos silandis isolados da superficie da silica € menor nas
FE preparadas com a silica pré-tratada com HoO /7 24 h & NHOH do que no
gspectro da FE preparada com a silica pré-ratada com HNQOs Mas,
cromatograficamente, todas as FE obliviram resultados semelhantes, mostrando
que © aspecic visivel relacionado ao tamanho das bandas no IR ndo s3o
indicativos de maior ou menor quantidade de silandis expostos nas FE.

O aparecimento das bandas em torno de 3500 e 1640 cm™!, referentes &
agua adsorvida na superficie da silica (dgua adsorvida nos silandis), confirmam
que ainda existem sitios adsorventes expostos na superficie das silicas, que néo
foram cobertos pelo PMOS, em indas as FE.

4.9 - Otimizacao das condigbes de pré-tratamento da silica Kromasil com
HNGO;, variando a concentragdoe do acido e o tempo de reacéo.

4.9.1 —Planejamento fatorial

Nesta etapa optamos por fazer mais testes com pré-tratamentos
hidrotérmico com &cide nitrico na silica Kromasil, variando a concentracgo do
acido e o tempo de reacdo. O objetivo desse estudo foi verificar se o pré-
tratamentc a baixas concentracdes do acide methoram a performance
cromatografica das FE, j&@ que nos trabalhos mosirados na literatura os pré-
tratamentos foram feitos com acido concentrado [12-15]. O incoveniente de se
trabathar com acido muito concentrado diariamente no laboratdrio, especialmente
o acide nitrico, € devido a sua volatilidade, gue pode prejudicar a saude das
pessoas e danificar equipamentos, mesmo com © procedimento sendo feito na
capela.

Para este novo estudo entao, utilizou-se um planejamento fatorial 22 com
ponto central, pois € possivel varrer irés niveis de cada fator e ndo apenas dois e

tambeém ajustar uma superficie de resposia em tomo das condicdes de pré-
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tratamento da silica e verificar se hé ou n&o falta de ajuste para um modelo linear,
o que seria impossivel se os fatores estivessem em apenas dois niveis [83] Os
fatores e os niveis do planeiamento fatorial estdo mostrados na Tabela 29. Na
Tabela 30 estfo mostrados os ensaics do planejamento fatorial e as respeciivas
respostas cromatograficas calculadas a partir das MT1 e MT2. A Figura 49
apresenta os cromatogramas das MT1 e MT2.

Tabela 29: Fatores e niveis do planejamento fatorial 2° com ponto central.

Niveis
Fatores -1 G +1
X M {mot L™y | 010 | 1.0 2,0
Xz Tempo (h) 5 10 15

Tabela 30: Pardmetros cromatograficos calculades para a MT1 e MT2 nas FE
preparadas pelo planejamento faterial 22 com ponto central. Condices de preparo
da FE: 55 % PMOS inicial, 120 °C 7/ 16 h e as condigbes cromatograficas foram:
FM metano / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™.

Ensaic | X: X N/m?® As® 'S Rs® N/m® As®

1 -1 -1 | 54700 1,1 1.9 1.5 54400 2,2

2 +1 -1 148200 6280007 1,2!1,9119 11,0 |14 | 49100 53500 |18 21
3 -1 +1 55100 | 57300 [ 1,7 |16 11,2 |1,2 1,7 |1,7 | 47100 | 47700 (16117
4 +1 +1 160800 |7020011,06/0822 123122124 |52700| 82300 |1,1]1.1
5 O O |62000 57000 121516116 (1,7 116151800 49900 [ 1,81,8
& C O | 55000 1,3 1,6 1.4 54600 1,8

7 C O |44900 581001715186 (161,816 39700| 5500C {16138

& Calculado para ¢ naftaieno
® Entre o naftaleno e tolueno
¢ Calculado para a N,N-dimetilanilina
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Figura 49 Cromatogramas das MT1 (A) MT2 (B) com as FE preparadas com a
silica Kromasil pre-tratada com HNQs. Os cromatogramas a e b correspondem aos
ensaios nuimero 3 e 7, respectivamente, do planejamento fatorial 22 com ponto
ceniral. As condigbes de preparc das FE foram: 55 % PMOQS inicial, 120°C /16 h
e as condigbes cromatogréaficas foram: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL
min™. MT1 (A): (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) toluenc e
(6) naftaleno e MT2 (B): (1) uracil, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e
(5) acenafteno.

Com a ajuda do Software Statistica, a partir dos resultados de eficiéncia do
naftalenc obtidos pelos ensaios do planejamento fatorial 2° com ponto central, foi

possivel ajustar um modelo linear.

Y = 56700 + 3200 X, + 3500 X;
(£2000) (+2600) (+2600)

F tabelado: For = 4,74
F calculado: MQg/MQep = 0,464

Pelo teste F, no nivel de 95 % de confianga, 0,464 < 4,74, portanto o

modelo ndo apresenta falta de ajuste e explica 84,7 % da variacdo em torno da
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media [83]. A superficie de resposta para o modeio ajustado estd mostrado na
Figura 50.
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Figura 50: Superficie de resposta do planejamento fatorial 2° com ponto central,
construida a partir dos dados de eficiéncia do naftaleno. Os gréficos séo os
mesmos, apenas vistos de angulos diferentes.

O que se observa através dos célculos estatisticos é que o ero dos
parametros da reta € muito grande. A partir desse resultado é possivel tirar
algumas conclus8es: nenhum dos fatores, a concentragéoe do 4cido (X)) e o tempo
de reag@o (Xo) séo significativos nesse intervalo, ou seja, a variagdo na resposta
de eficiéncia para o naftaleno, observada pela inclinagéio da reta no grafico B da
Figura 50, ndo indica uma tendéncia em direcdo ao ponto timo, devido a grande
disperséo dos resultados.

Como o modelo ndo tem falta de ajuste, todo esse erro & atribuido ao
experimento. Para interpretar esse resuliado, é preciso observar que o
desempenho cromatografico das FE preparadas com as silicas pré-tratadas com
HNO; em diferentes concentracbes e tempos de reagéo foram, em média, piores
do que com as FE preparadas sem pré-tratamentos, nas mesmas condicoes (65
% de carga inicial de PMOS, 120 °C / 16 h), com perda de eficiéncia para o
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naftalenc e a N, N-dimelilanilina e aumenic da assimetria de pico do composto
basico N,N-dimetilaniling, provavelmente devido ao aumenio na quantidade dos
silandis isolados mais acidos na superficie das silicas pré-tratadas, como tambem
foram mostrados pelo resultados de CP / MAS Si NMR (Tabela 24).

Portanto, o que concluimos a parlir desses resuliados € a possibilidade de
FE preparadas com silicas com 2 superficie mais acida gerarem maior erro
aexperimeﬁtai gue FE preparadas com silicas menos acidas, ou seja, ha maior

repetitividade no enchimento de colunas preparadas com silicas menos acidas.

4.9.2 — Caracterizagao das fases estaciondrias preparadas com a silica
Kromasil pré-tratada com HNO; em diferentes concentracbes e tempos de
reacao

A % C, a % de perda massa por TGA e o cdlculos da massa especiiica de

PMOS retido sobre a silica, ?:Eépmsmgﬁc, a % PMOS retido e a espessura da
camada de polimerc formada nas paredes dos poros das silicas, 1, das FE
preparadas com a silica Kromasil pre-tratada HNO3 em diferentes concentragdes e
tempos de reacdo estdo mostrados na Tabela 31. Os resultados calculados foram

obtidos a partir das Equacdes mostradas no item 3.4.
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Tabela 31: % C, % perda massa obtida por TGA, quantidade de PMOS retido e
espessura da camada polimérica de algumas FE preparadas com a silica Kromasil
ore-tratada com acido.

%C | mipwos | ™ puosetse | ° PMOS | < % perda

(Ormos/Gsi} | (Qpmos/Tsi) retido nm | massa (TGA)

Amostras

Sem pre-tratamento

55 %,126°C/16h | 11,3 1,22 0,22 18,0 0,82 14,1

556%, 140°C/16h | 11,7 1,22 0,23 18,8 0,87 13,8

Planej. fat. com

ponto central

Ensaio 2 87 1,22 0,18 14,7 0,68 14,4
Ensaic 3 7.8 1,22 0,14 11,5 0,52 Nd
Ensaio 4 12,0 1,22 0,24 19,6 0,91 13,8
Ensaio 8 11,6 1,22 0,21 18,8 0,86 Nd

Nd = ndo determinado

Os dados da Tabela 31 mostram que as % C para as FE preparadas pelos
ensaios n® 2, 3, 4 e 8 do planejamento fatorial 22 com ponto central estio
semelthantes aquelas obtidas para as FE preparadas com a silica sem pré-
tratamento ou pré-fratadas com agua ou base (Tabela 28). Somente para a FE
preparada pelo ensaio n® 3 o valor de % C estd abaixo daquelas FE preparadas
com a silica sem pré-tratamento, mas cromatograficamente, a assimetria do pico
da N,N-dimetianilina para este ensaio foi menor do que para a maioria dos outros
ensaios que obtiveram maior % C na FE.

Como as % C das FE preparadas pelos ensaios do planejamento fatorial 22
com ponic central s&o semelhantes as FE preparadas com a silica Kromasil sem
pre-tratamento, a explicacéo para a piora no desempenho cromatografico das FE
também pode ser devido ao aumento no numero de silandis isolados mais acidos
da superficie da sfiica (obtida por CP / MAS ®Si NMR) que interagiram mais
fortemente com os componentes das misturas testes. Além disso, ndo é
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descartada a hipdlese de um aumentc no nimere total dos silandis da superficie
das silicas, apds os pré-tratamentos, cuja quantidade de polimero deixou com que
mais silandis ficassem exposios.

OUs espectros no Infravermsiho de algumas das FE preparadas pelos
ensaios do planejamento fatorial 2% com ponto central estdo mostrados na Figura
51. Também observa-se as bandas em torno de 2930 cm” referente ac PMOS
dentro dos poros da silica. As bandas em 975 cm™ referente aos grupos silandis
isolados da superficie da silica e as bandas em torno de 3500 e 1640 cm™,
referentes & agua adsorvida na superficie da silica, indicam que ainda existem

sitios ativos na superficie das silicas gue nao foram cobertos pelo PMOS.
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Figura 51: Caracterizacdo por IR das FE preparadas com a silica Kromasii pre-
tratada com HNO3 em diferentes concentracbes de tempos de reacdc. O nimero
no espectro comresponde ao nimerc do ensaio do planejamentc fatorial 22 com

ponio central.
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4.10 ~ Preparo de fases estacionarais com a silica Kromasil pré-tratada com
aquecimento seguido de tratamento acido

4.10.1 — Planejamento fatorial

Este estudo foi feito com as silicas Kromasil pré-tratadas com aguecimento
g temperaturas entre 300 e 350 °C para desidroxilar a superficie da silica e em
seguida prératadas hidrotermicamente em solugdo de &cido nitrico para
reidroxilar a superficie das silicas. Para a otimizacdo das condicbes desse pré-
tratamento foi usado um planejamento fatorial saturado, porque s&o muitas
variaveis a serem estudadas e este planejamento permite até sete varidveis com o
minimo de oito experimentos [83]. A % PMOS inicial foi fixada em 55 %. A Tabela
32 mostra os fatores a serem estudados e os niveis escolhidos e a Tabela 33
apresenta os ensaios do planejamento fatorial saturado. A Tabela 34 apresenta os
resultados cromatograficos com as MT1 e MTZ e os cromatogramas estdo
apresentados na Figura 52. |

Tabela 32: Niveis do planejamento fatorial saturado com a silica Kromasil pré-
tratada com agquecimento seguido de lavagem acida.

Niveis

Fatores (=) (+)
(1) Temperatura de aguecimento {°C) 300 350
{2) Tempo de aquecimento (h) 5 10
(3} {H™] (moi/L) 0,01 0,10
{4) Tempo de reaco com o H' (h) 4 8
(5) Temperatura de imobilizacac térmica (°C) 120 140
(6)Tempo de imobilizagao térmica (h) 16 20
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Tabela 33: Ensalos do planejamenioc fatorial saturado.

Fatores | {1} {2) (3) {43 {5) (8)
Ensaio

1 - - - + + +
2 + - - - - +
2 - + - - + -
4 + + - + - -
5 - - + + - -
8 + - + - + -
7 - + + - - +
g8 + * + + + +

Tabela 34. Parametros cromatograficos calculados para a separacdo da MT1 e
MTZ2 com alguns ensaios do plangjamento fatorial saturado. Condicbes
cromatograficas: FM metanol / agua 7030 viv, F: 0,3 mL min ™.

Ensaio N/m® As® K Rs® N/m° As®

D 7750016740009 11,0123 {21125 (2,2 662005760010 1.2

53400 | 51400 (1,7 |1,5 14,9 {49 11,7 |16 145800 {44200 1,7 |16

1 1 ¥

77000713001 1011,1116]16 148 |46 {68000 6270012 {12

¥ 7

74200 0,9 2,7 6,1 69700 1,0 11,0

¥

=~ Bl M| M

74100156100 1,010,822 1,955 4,7 |65900 57220 (1,0 11,0

8 48700169300(0,910,9 12223 |4,7 |55 {48400 |635001(1,0 {1,0

# Calculado para o naftaleno

® Entre o naftaleno e tolueno

¢ Calculado para a N,N-dimetilanilina

D: FE preparadas com a silica Kromasil sem pré-tratamentc, nas condicbes de 55
% PMOS inicial, 140°C /16 h.

E: FE preparadas com a silica Kromasil sem pré-tratamento, nas condictes de 55
% PMOS inicial, 140°C /20 h.
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Figura 52: Cromatogramas das MT1 (A) MT2 (B) com as FE preparadas pelos
ensaics do pianejamento fatorial saturado. CondicSes cromatogréficas: FM
metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL min". MT1 (A): (1) uracii, (2) acetona, (3)
benzonitrila, (4) benzeno, {5) tolueno e (B) naftalenc ¢ MT2 (B): (1) uracil, (2) fenol,
(3) N,N-dimetilanilina, (4) naftalenc e (5) acenafteno.

Foram realizadas somente aiguns dos ensaics do planejamento fatorial
saturado, que estdo apresentados na Tabela 34. Aplicando um teste F para
comparar as medias das eficiéncias para o naftaleno entre os diferentes ensaios,
F caiculado = -0,86 e F.4 tabelado = 6,39. Como -0,86 < 6,39 rejeita-se a hipdtese
de que as medias sejam diferentes, ou seja, os diferentes tratamentos nao
produziram resultados diferentes entre si e diferentes da silica sem pré-fratamento
{(condigbes de preparo: 55 % PMOS inicial, 140 °C / 18 h). As eficiéncias tanto
para o naftaleno como para a N,N-dimetilanilina foram aitas e as assimetrias dos
picos desses compostos foram excelentes, ac redor de 1,0, concluindo que a silica
Kromasil ja € de alta pureza e possui sua superficie completamente hidroxilada,
resultando em FE com bons desempenhos cromatograficos.

Sendo que um dos fatores estudados foi o tempo de imobilizacdo térmica
{16 e 20 h), a Tabela 34 também inclui resultados com uma FE preparada com
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silica sem pré-tratamento, nas condigdes de 55 % PMOS inicial, 120 °C / 20 h.
Este resultado sugere que ¢ ponto otimo para as condigbes de imobilizacio das
FE com a silica sem pré-tratamento estd sendo ultrapassado, porque houve uma
. piora no desempenho cromatogréfico dessa FE em relag@o & FE com 16 h de
imobilizacéo térméca.h

As FE preparadas pelo ensaio n°® 2 do planejamento fatorial saturado
(Tabela 33}, cujas condigbes de preparc sdc 55 % PMOS inicial, 120 °C / 20 h,
com a silica Kromasil pré-tratada com aquecimento seguide de tratamento acido,
obtiveram excelentes desempenhos cromatograficos, sugerinde que o
procedimento de desidroxilagdo e reidroxilagic da superficie da silica antes do
preparo das FE aumenta o ponto dtime das condicbes de prepare das FE, fazendo
com gue as FE tenham malor probabilidade de serem recheadas com sucesso
{Figura 53).

Figura 53: Cromatogramas das MT1 (A) MT2 (B) com as FE preparadas com as
FE preparadas com 55 % PMOS inicial, 120 °C/ 20 h com a silica sem pré-
tratamentc (a) e a silica pré-tratada com aquecimento seguido de tratameno
hidrotérmico (ensaio n° 2 do planejamento fatorial saturado) (b). Condigbes
cromatograficas: FM metanol / 4gua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™. MT1 (A): (1) uraci,
(2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno e (8) naftaleno e MT2 (B): (1)
uracil, (2) fenoi, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftalenc e (5) acenafteno.
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4.10.2 - Caracterizagéio por CP / MAS ?°Si NMR das silicas Kromasil pré-
tratadas com aguecimento seguido de tratamento com HNG;

Para avaliar a acidez da superficie das silicas Kromasil pré-fratadas com
aquecimento a altas temperaturas seguido de tratamentc hidrotérmice acido foram
oblidos 0s espectros de CP / MAS ©Si NMR dessas silicas, que foram

deconvoluidos para se obter os valores das greas dos picos e calcular a
t guantidade relativa desses sitios mais acidos na superficie das silicas em relacdo
a silica sem pré-tratamento. O resultado da quantidade relativa dos silandis
presentes na superficie das silicas sem pré-iratamento e pré-fratadas esta
mostrado na Tabela 35. Os numeros na Tabela 35 sio os ensaios do
plansjamento fatorial saturado (Tabela 33) em gue foram feitos somente alguns
experimentos. A Figura 54 mostra um dos espectros de CP-MAS °Si NMR da
silica Kromasil pré-tratada com aguscimenio seguido de tratamento hidrotérmico
acido (ensaio n® 6 do planejamento fatorial saturado) (Tabela 33).

Destocamentd guimico

Figura 54: CP / MAS ?°Si NMR da silica Kromasil pré-tratada com aguecimento
seguido de tratamento hidrotérmico acidoe {ensaio numero 6 do planejamento
fatoriai saturado).
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Tabela 35: Quantidades relativas dos grupos silanéis em relagdo aos grupos
siloxano da superficie da silica Kromasil sem pré-tratamento e pré-fratada com

aquecimento a allas temperaturas seguido de tratamento hidrotérmico acido.

Ensaio doplansjamento | Q2/Q4 | Q3/Q4
fatorial saturado {sitandis | {silandis
geminais} ; isclados)

Sem pre-tratamento 0,07 1,5

6 0,38 586

7 0,21 3,3

Pelos resultados da Tabela 35 observa-se um aumento na quantidade
relativa dos grupos silandis geminais e principaimente dos grupos silandis isolados
(ou vicinais) na superficie das silicas pré-fratadas em relaco & silica Kromasil
sem pré-tratamento.

E importante ressaltar que os sitios Q3 correspondem aos grupos silandis
isolados e também aos gupos silandis vicinais ou figados por ligacdo de
hidrogénio, entdo o aumento na quantidade relativa desse sitic pode corresponder
ao aumento no namero de silandis vicinais, o que explicaria o motivo pelo qual as
FE preparadas com as silicas pre-tratadas com aquecimento seguido de
fratamento  acidc terem oblido excelentes resuitados cromatograficos,
semelhantes as FE preparadas com a silica sem o pré-tratamento, além de ter o
ponto otimo aumentado e uma conseqlente melhora na repetitividade no preparo
das FE.

Ate o momento, em nenhuma etapa das disussdes dos resultados falou-se
sobre a distribuicdo do polimero sobre a silica, pois nenhuma técnica fisica
disponivel para o trabalho consegue avaliar esse pardmetro. Com 0 aumento no
naomerc de silandis ligados por ligacdc de hidrogénio hd uma maior
homogeneidade ou uniformidada na superficie silica, tanto em termos de
configuragdo espacial dos grupos silandis, como de reatividade [7]. Essa maior

homogeneidade da superficie da silica pode contribuir para uma distribuicdo mais
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nomogénea do polimero sobre a silica, o que leva a formacéo de um leito
cromatografico mais homogéneo apds o enchimento das colunas, possibilitando
uma eficiente transferéncia de massa entre o analito s FM e 2 FE.

4.10.3 - Caracterizacdo fisica e quimica das fases estacionarias Dreparadas
com a silica Kromasil pré-tratada com aquecimento seguido de tratamento
com HNO;

A % C, a % perda massa por TGA e o calculos da massa especifica de

PMOS retido sobre a silica, %épf\gosmﬁdg, a porcentagem de PMOS retido e a
espessura da camada de polimero formada nas paredes dos poros das silicas, 1,
das FE preparadas com a silica Kromasil pré-tratada com aguecimento seguido de
tfratamento hidrotermico acido estic mostrados na Tabela 36. Os resultados
calculados foram obtidos a partir das Equaches mostradas no item 3.4,

Tabela 36: % C, quantidade de PMOS retido, espessura da camada e % perda
massa obtida por TGA de algumas FE preparadas com a silica Kromasil pré-
tratada com aguecimento seguido de tratamento com HNOs.

1 #C | mipvos | mpmosreico | % PMOS | 1 % perda
Amosiras - Kromasil .
(Ormos/Qsi) | (OPmosiGsi) refido nm | massa (TGA)

Sem pré-tratamento
55 %, 120°C/16h | 11,3 1,22 0,22 18,0 0,82 14,1
556 %, 140°C/16h | 11,7 1,22 C,23 18,8 0,87 13,8
556%,120°C/20h | 82 1,22 0,15 12,3 0,55 11,1
Planej. fat. saturado

Ensaio 2 9,2 1,22 0,17 13,9 0,62 11,3

Ensaio 6 13,8 1,22 0,29 23.8 1,10 16,2

Ensaio 7 11,7 1,22 0,23 18,8 0,87 14,5

Ensaio 8 12,7 1,22 0,26 21,3 0,97 Nd
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(Os dados da Tabela 35 mostram que as FE preparadas pelos ensaics 6, 7
e 8 do planejamento fatorial saturado obtiveram % C igual ou maior que as FE
preparadas com & silica sem pre-irataments, confirmado pelos dados de % perda
massa por TGA. O ensaion®?2 obteve % C & % perda massa menor gue os oulros
ensaics do planeiamento, mas ainda em tome de 8.0, valor que ainda se produz
FE com bons desempenhos cromatograficos.

A Tabela 36 também mosira as % carbono das FE preparadas com 55 %
PMOS inicial, aguecida a 120 °C por 16 e 20 i com a silica Kromasil sem pré-
tratamento. Comparando o resultade do fratamento 3 120 °C / 20 h com a FE
preparada pelo ensaio n° 2 do planejamento fatorial salurado, vé-se que, para esta
gltima FE a2 % C fol um pouco maior, suficiente para um bom desempenho
cromatografico, enquanto que o valor em tomo de 8,0 % de C pars a primeira FE
nao fol suficiente.

A Figura 55 mostra o espectro de CP / MAS ®Si NMR da FE preparada de
acordo com o ensaio n° 6 do planejamento fatorial saturado, o qual obteve a maior
cobertura pelo polimero. O especire apresenta os sinais caracteristicos da silica
pura em —92 ppm (Q2 = silandis geminais), -100 ppm (Q3 = silandis isolados ou
vicinais) e —~110 ppm (Q4 = ligacdes siloxanc) e o grupo de sinais D", que é a
sobreposicdo de varios sinais aftribuidos ao PMOS imobilizado (sorvide e

guimicamente ligado) sobre a silica.

20 [+ Rx] Eie] = 20 D0 120 140 ~1680 ppm
Dreogiocarmente guinrics

Figura 55: A) Espectros de CP / MAS “Si NMR da FE preparada com a silica
Kromasil pré-tratada com aguecimento seguido de tratamento hidrotérmico acido

{ensaio n° 6 do planejamento fatonal saturado).
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4.11 - Relagdo entre a espessura da camada de polimero e o comportamento
cromatografico das fases estacionarias medida com as MTie MT2

Os dados a seguir reunem alguns resultados novos com alguns ja
apresentados, com o intuito de visualizar que, através do comportamento
crema%ograiﬂca das MT1 e MT2, &€ possivel identicar a espessura da camada
polimérica formada na FE, se ha falta ou excesso de polimero ou se formou uma
monocamada polimérica proxima do ideal, na qual terha baixa afividade de
silandis residuais e gue permite uma boa ransferéncia de massa entre o analito, a
FM e a FE, sem a necessidade de andlises quimicas ou fisicas das FE.

A Tabela 37 mostra as % PMOS iniciais para as FE preparadas com a silica
Kromasil sem pré-tratamento e pré-tratada com agua, acido, base e aquecimento
() seguido de tratamento dcido.

Tabela 37: % PMOS inicial para o preparo de FE com a silica Kromasil sem pre-
tratamento e pré-tratada.

Silica Kromasil % PMOS inicial
Sem pré-tratamento 351 44 55
Pré-tratada — HNOs 44 | 50 | 55

Pré-fratada — NH,OH 44 55
Pre-tratada ~ H.0 44 | 50 | 55
Pré-tratada — A - HNQOs 55 | 60

inicialmente, testou-se 35 % e 44 % de PMOS inicial com a silica sem pre-
tratamento (ensaios n® 1 e 8, respectivamente, do planejamento fatorial 2° para
otimizag&o das condicbes de preparo das FE com a silica Kromasil (Tabela 13). A
FE preparada com 35 % PMOS inicial ndo proporcionou uma boa separacio dos
componentes das misturas, resultando em baixa resoluggo e pouca retencdo dos

componentes das misturas. Isso indica que houve a formacdo de uma
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menocamada incompleta de PMOS. A FE preparada com 44 % PMOS inicial para
a silica sem pré-tratamento resultou em uma FE com aita eficiéncia, boa
separacdo, resolugdo e aumenio no tempo de retencéio dos compostos,
mostrando que houve uma boa coberiura da silica pelo PMOS. Assim, testou-se
também 44 % para as silicas pré-ratadas, mas ndo se obteve bons resultados
cromatograficos, com inverséio da ordem de eluigdo do composto basico N N-
dimetilaniling e do naftaleno (MT2), aumentoc na cauda do pico da NN-
dimetilaniing e a nao reprodutibilidade nos tempos de retencio desses
compostos. Esse comportamento € devido ao fato de uma grande quantidade de
silandis livres, de carater mais acide estarem presentes nessas FE, havendo entéo
uma maior retencdo do composto basico, chegando até a elur depois do
naflaleno.

Aumentando-se entdo, a % PMOS inicial para 50 %, ainda obteve-se FE
com comportamento cromatografico semethante as FE preparada com 44%
PMOS inicial e a silica pré-tratada, sugerindo que a camada polimeérica ndo fol
suficiente para cobrir todos os silandis, principaimente quando estes tém caracter
mais acidos. 55 % PMOS inicial foi uma gquantidade &tima para todas as silicas
(quantidade suficiente para encher os poros da silica mais um excesso de 10 %),
suficiente para formar uma monocamada de PMOS que ofereca boa transferéncia
de massa enire os analitos, a FM e a FE, ndo deixando silandis residuais ¢
obtendo altas eficiéncias, boas resolugdes e picos siméiricos.

A FE preparada com 60 % PMOS inicial resultou em uma FE com menor
gficiéncia em relacdo & de 55 % (os resultados cromatograficos ndo foram
apresentados). C propric aspecto da FE também mudou, apresentando um
aglomerado de dificil manipulagdo como se contivesse apenas polimerc. Isso
mostrou que essa FE estd com excesso de PMOS e issc também ndo contribui
para um bom desempenho cromatografico das FE preparadas. Neste caso,
porém, se a extracdo dos excessos de PMOS com soiventes for suficiente, a FE
pode ainda obter um bom desempenho cromatografico, dependendo também da

qualidade do enchimento das colunas. Conclui-se que, 55 % foi a meihor
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quantidade de PMOS inicial utilizada no preparo das FE com g silica Kromasil,
independente do pré-tratamento. |

Como ja foi dite anteriormente, o aspecio dos cromatogramas das MT1 e
MTZ também podem identificar problemas de enchimento das colunas
cromatograficas. A cauda frontal é uma dessas caracteristicas, mas perda de
eficiencia, picos duplos, perda de resciucdo e a ndo repetitividade dos parémetros
cromatograficos tambem podem estar relacionado com o procedimente de
enchimento das colunas cromatograficas. Para estes casos, a identificacao & dificil
e & preciso prestar atencio em todos os detalhes, desde o inicio do preparo das
FE e, se for ¢ caso, tomar providéncias que possam sanar o problema, como
discutido no item 3.10.

A formacgéo da camada polimérica de configuracéo de uma monocamada
ou de bicamada (dependendc da temperatura do tratamento térmico} também
pode ser identificada pelo aspecic dos cromatogramas das MT1 e MT2. Os
resultados cromatograficos apresentados por Bottoli et al. [35,41,42] sobre a
monocamada e a bicamada formadas com ¢ PMOS e o PMODS sorvidos e
imobilizados por tratamento térmico nos poros da silica, seguido de extracao do
excesso do polimero com solventes, indicaram que a monocamada polimérica
resulta em FE com bons desempenhos cromatograficos (boa eficiéncia, boa forma
dos picos e boa separacdo entre os componentes das misturas e em pouco tempo
de corridas) e a bicamada polimérica resulta em cromatogramas com picos
alargados e com assimetrias altas, ndo havendo separacio dos compostos, como
mostrado nas Figuras 56-58. Resuitados de analise elementar de C nessas FE
comprovaram que as FE que obtiveram a configuracdo de uma bicamada de
polimerc sobre & silica com o comportamento cromatografico de alargamente dos
picos na FE possuem grande % C (>20 %).
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Figura 56. Comportamento cromatografico da MT1 com FE preparadas com ©
PMOS sorvide e imobilizado por tratamento térmico por 4 h em diferentes
temperaturas nos poros da silica Davisil {particulas irregulares de 13 um de
tamanho de particulas). MT1: (1) acetona, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno
e {5) naftalenc [42].
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Figura 57: Comportamento cromatografico da MT1 com FE preparadas com o
PMODS (polimetiloctadecilsiloxano, tipo C-18) sorvido e imobilizado por
tratamento térmico por 4 h em diferentes temperaturas nos poros da silica Davisil
{particulas irregulares de 13 um de tamanho de particulas). MT1: (1) acetona, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno [42].
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Figura 58 Comportamento cromatografico da MT1 com FE preparadas com o
PMOS sorvido e imobilizado por tratamento térmico por 4 h em diferentes
temperaturas nos poros da silica Kromasil modificada com dxido de titanio. MT1:
(1) acetona, (2) benzonitrila, {3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno 153,95].

4.12 — Preparo das fases estacionarias com a silica Rainin pré-tratada com
agua, acido ou base

Nesta etapa do frabalho foram preparadas FE com o PMOS sorvido e
imobilizado por tratamento térmico nos poros da silica Rainin prée-fratada com
agua, HxS04, HCI, HNO3, HaPO4 NH4OH, EDTA, 1-metil-piperidina, NaOH e KOH
em refluxo a 100 ° C. Com excecgdo da agua, que foi refluxada com a silica Rainin
por 24 h, os demais acidos e bases foram refluxados com a silica Rainin numa
concentracdo de 0,01 mol L'/ 8 h.

As condicbes escolhidas para preparar as FE foram 44 % PMOS inicial, 140
°C / 8 h apds 4 dias de repouso {mesmas condicbes de preparo da FE do ensaio
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n°® 5 do planejamento fatorial 2, Tabela 19). Como as fendéncias observadas a
partir dos efeitos calculados dos resultados cromatograficos ou medidas de
analises quimicas ou fisicas do planejamento fatorial 2*' para a otimizacio das
condicbes de preparo das FE com z silica Rainin sem pré-fratamente nao foram
conclusivas (discussdo no item 4.4.3), as condigdes de preparo das FE com a
silica Rainin pré-ratada foram escolhidas seguindo o mesmo raciocinio obtido, a
partir dos resultados com a silica Kromasil.

Portanto, foi escolhido a quantidade de polimero suficiente para encher os
pores da silica mais um excesso de 10 % (44 % PMOS para a silica Rainin), os
menores tempos de imobilizag&o térmica (8 h) e de repouso da FE apds seu
preparo {4 dias) e 140 °C como a temperatura de imobilizacdo térmica. Estas so
as mesmas condicbes de preparc da FE do ensaio nimero 5 do planejamento
fatorial 2*" e que obteve a menor simetria de pico para o composto basico N N-
dimetilanilina (Tabela 20).

Os resultados cromatograficos apresentados serdo divididos e discutidos de
acordo com as misturas testes padrdo usadas, avaliando parametros especificos
para cada mistura. Com a MT1 foram feitas corridas cromatograficas em
duplicatas ou ftriplicatas com o objetivo de, a partir da média nos valores de
eficiencia para o nafttaleno {composto mais retido na FE), avaliar a repetitividade
no enchimento das colunas cromatograficas, pois um mesmo lote de FE foi
preparado e uma, duas ou trés colunas cromatograficas foram recheadas.

Com a MT2 foram feitas muitas corridas cromatogréficas com as varias
colunas recheadas e o objetivo foi o de avaliar a repetitividade nos parametros
cromatograficos entre uma corrida e outra, avaliando a eficiéncia, a assimetria dos
picos e, principalmente, o tempo de retengdc dos compostos acido, basico e
neutro. A avaliagdo do paramefro de repetitividade entre uma corrida
cromatografica e outra € de extrema importancia porque, se eles ndo se repetirem,
n&o € possivel desenvolver métodos analiticos gualitativos e guantitativos para os
compostos de interesse em amostras reais utilizando tal coluna, ou seja, a FE néo
funcionaria em aplicacdes analiticas.
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4.12.1 — Caracterizacao cromatografica com a MT1

A seguir estdoc mosirades o3 resullados das  caracterizacgbes
cromatograficas com a mistura teste 1 (MT1), avaliando as FE preparadas com as
silicas Rainin pré-tratadas com agua, acido ou base. Além de testar as colunas na
separacdo de compostos neutros, este estudo também teve como objetivo avaliar
a repetifividade no enchimento cromatografico das colunas. Para 0s ensaios feitos
em duplicata, com 0s valores de eficiéncia do naftalenc foram calculados as
varidncias e as estimativas dos desvios padréo e, em seguida, a variancia e a
estimativa coniunta do desvic padrdo, entre todos os ensaios. A Tabela 38 mostra
as diferentes FE e os parametros cromatograficos calculados. Os cromatogramas
estBo apresentados nas Figuras 59-88. Os valores apresentados sa&o as médias
entre duas ou irés corridas cromatograficas.
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Tabela 38: Resultados cromatogréficos caiculados com a MT1 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com H,O em refluxc por 24 h e acidos cu bases na
concentragéo de 0,01 mol L™ por 8 h em refluxo. Condicbes de imobilizacio
térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C 7/ 8 h, 4 dias de repouso. Condices
cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0.3 mL min™.

Pré-tratamento tr® N/m® As® K® I Rs”
da silica Rainin {min)

Sem pre-fratam. 6,7 |64 | 74500 | 67300 10,8/1,0] 3,1 30 125122
H20 7.4 79800 0,9 3,2 2.7
H:S0, 74 195 177800 (57000 (1,012 26 | 37 26 (26
HCI 87 |96 79700 |72400 (09|11 40 | 37 29 .28
HNG3 7,8 (114 64400 (74200 (1,2 |14 ] 45 | 6,1 2.4 33
HsPGy4 83 |82 72100 (68600 |07 109 | 39 | 34 24|25
NH4OH 6,8 68400 0,9 1,8 2,3
EDTA 8,0 7,3 |16200 |70300 1,4 12| 28 | 28 (1,224
1-metil-piperidina |6,8 (6,2 67900 |[10800 [0,8 (09| 25 | 21 [24 0,8
NaOH 9,3 79500 0,7 6,5 3.0
KOH 79 193 |69300 /19100 |06 |10| 34 | 58 123 14

* Calculado para o naftaleno
® Entre o naftaleno e tolueno

Fazendoc uma andlise geral dos dados da Tabela 38 observa-se que as
respostas cromatograficas ndo diferem muito das obtidas com as FE preparadas
com a silica sem o pré-tratamento (Tabela 20), com variacdes nos valores de
eficiéncia para o naftaleno entre 60000 e 80000 N/m. As assimetrias nos picos

desse composto tambem s&o similares, com poucas excessdes.
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t o {min}

Figura 59. FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H,O / 24 h.
Condicbes de imobilizacgo ¥rmica; 44 % PMOS inicial, 140 °C / 8 1y 4 dias de
repousc. Condigdes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL
min . MT1: (1) uracil, {2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno & (6)

nafialeno.
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Figura 60: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H.804 0,01 mol L7 /
8 h. Condigdes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4 dias de
repouso. Condicbes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 03 mL
min . MT1: (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, {4) benzeno, (5} tolueno e {B)

naftaleno.
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Figura 61: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com HCI 001 mol L'/ 8
h. Condicbes de imobilizaco térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C /8 h, 4 dias de
repouso. Condicbes cromatogréficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F: 0.3 mL
min . MT1: (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonifrila, (4} benzeno, (5} toluenc e (6)

naftalenoc.
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Figura 62: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com HNOs 0,01 mol L/
8 h. Condigbes de imobilizagdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C /8 h, 4 dias de
repouso. Condicdes cromatograficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F: 0,3 mL
min ", MT1: (1) uracil, {2) acetona, (3) benzonitrila, (4} benzeno, (5) toluenc e (6)

naftaleno.
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Figura 63: FE preparadas com a sflica Rainin pré-tratada com HaP040,01 moi L7 /
8 h. Condicdes de imobilizagio térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4 dias de
repouso. Condigbes cromalograficas: FM metano! / agua 70:30 viv, F: 0.3 mL
mirT’ . MT1: (1) uracil, {2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) tolueno e (6)

naftalens;

Figura 64 FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com NHsOH 0,01 mol L™
i 8 h. Condicdes de imobilizaco térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C / 8 h, 4 dias
de repousc. Condigbes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0.3 mL
min”. MT1: (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5) toluenc e (6)

nafialenoc.
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Figura 65 FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com EDTA 0,01 moi L/
8 h. Condigdes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C /8 h, 4 dias de
repouso. Condicdes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 03 mL
min . MT1: (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, {(4) benzeno, (5) tolueno e (8)

naftaieno.
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Figura 66: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com 1-metil-piperidina
0,0t molL"/8n, Condicdes de imobilizacso térmica; 44 % PMOS inicial, 140 °C ¢
8 h, 4 dias de repousc. Condicdes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv,
F: 0,3 mL min’. MT1: (1) uraci, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzeno, (5)

tolueno e (6) naftaleno.
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Figura 87: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com NaQOH 0,01 moi L7 /
8 h. Condicbes de imobilizaco térmica; 44 % PMOS inicial, 140°C / 8 h, 4 dias de
repousc. Condicbes cromatograficas: FM metanol 7/ dgua 70:30 viv, F: 03 mL
min’. MT1: (1) uracil, (2) acetona, {3) benzonitrila, (4) benzeng, (5) tolueno e (6)

naftalenc
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Figura 68: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com KOH 0,01 moi L' /8
h. CondigGes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de
repouso. Condigbes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL
min "*. MT1: (1) uracil, (2) acetona, (3) benzonitrila, (4) benzenc, (5) toluenc e (8)

naftaleno.
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4.12.2 — Calculos da variéncia e da estimativa do desvio padrio experimental

Para o0s ensaios em gque duas colunas foram recheadas, calculou-se
variancia e as estimativas do desvio padréo experimental a partir dos valores de
eficiéncia do naftaleno. Os resultados est@io apresentados na Tabela 39. Com
esses resuitados, também calculou-se a varidncia conjunta para estimar o desvio

padrac experimental relacionado com todos os experimentos.

Tabela 39: Calculos da varidncia e a estimativa do desvic padréo a partir da
eficiéncia do naftaleno para alguns experimentos feitos com a silica Rainin pre-
tratada com acidos ou bases.

N/m nafaleno ‘}I s s
H2S04 77800 | 57000 | 67400 | 216320000 | + 14700
HCI 79700 | 72400 | 76050 26645000 + 5200
HNO3 64400 | 74200 | 69300 48020000 | +6900
HsPO4 72100 | 88600 | 70350 8125000 + 2500
EDTA 16200 | 70300 | 43250 | 1463405000 | + 38300
1-metil-piperidina | 67800 | 10800 | 39350 | 1630205000 | % 40400
KOH 69300 | 19100 | 44200 | 1260020000 | + 35500

Variéncia conjunta, s = 6684300000

Desvio padréo experimental conjunto s = + 25800

Observa-se que os valores das variancias e os desvios padrio calculados a
partir da eficiéncia para o naftaleno, na maioria dos ensaios, foram elevados,
refletindo também num elevado desvic padréo conjuntc dos experimentos. Esses
resultados confirmam que o erro experimental relacicnado com o procedimento de
enchimento das colunas cromatogréficas é grande. Este fato fica evidente quando
se observam as colunas recheadas com as silicas Rainin pré-tratadas com EDTA
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(Figura 65), 1-metil-piperidina (Figura 66) ou com KOH (Figura 88}, vendo que os
cromatogramas feitos em duplicatas diferem drasticamente um do outro.

A partir desses resultados € possivel concluir que, as caracteristicas que
diferern os cromatogramas feitos em duplicala, como os picos duplos, picos
alargados, perda de eficiéncia ¢ a cauda frontal esi&o relacionados com os
problemas no enchimento cromatografico, sendo possivel suspeitar de anomalias
no sistema de enchimento quando estas caracteristicas forem observadas nos

cromatogramas.
4.12.3 —- Caracterizacao cromatografica com a MT2

Neste item estBc apreseniados e disculidos os resultados das
caracterizacbes cromatograficas com a MT2, nas avaliacdes das FE preparadas
com as silicas Rainin pré-tratadas com agua, acido ou base. kste estudo teve dois
objetivos principais: 1) avaliar as colunas nas separagbes de compostos acido e
basicoe e observar se houve melhora nas medidas devido aos pré-tratamentos: 2)
analisar a repetitividade nos parametros cromatogréficos entre as corridas
cromatograficas. Para isso foi necessario avaliar as colunas uma a uma, como
serd apresentadc a seguir.

4.12.3.1 - Fase estaciondria preparada com a silica Rainin pré-tratada com
H,0 em refluxo por 24 h

A Tabela 40 mostra os resuitados cromatograficos das cinco primeiras
corridas utilizando a MT2 para avaliar a FE preparada com a silica Rainin pré-
fratada com H,O / 24 h. Um dos cromatogramas estd apresentado na Figura 68.
Observa-se que a assimetria do pico do composto basico N,N-dimetilanilina €
menor do que com a FE preparada com a silica sem o pré-tratamento (o ensaio n°
5 da Tabela 20 foi preparado nas mesmas condigdes), sugerindo que esse tipc de
oré-tratamento foi eficaz para diminuir a acidez da superficie da silica Rainin,
obtendo uma menor interacfo com o composto basico.
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Os valores de eficiéncia para o feno! e o acenaftenc estio excelentes,
comparaveis com as FE preparadas com a silica sem o pre-fratamento e também
. com a silica Kromasil. A cauda frontal no pico do acenafteno sugere que o
enchimento da coluna nao foi eficiente.

Tabela 40: Resuitados cromatograficos calculades com a MT2 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com H.0 7/ 24 h,

Nim® |As® |1 Rs® |N/m® [As® [ [N/m® [AsT |9
1°corrida |68800 |14 53 |61 23100 |15 2,1 182800 07 [146
2°corrida (63300 (1,4 |52 |62 23000 1.5 2,1 82500 |07 145
3°corrida 63800 (1,6 [52 62 23100 1.5 2,1 82700 [0,7 146
4°corrida (64700 [1,6 152 |63 18900 |2,6 2,1 83000 |07 [14,5
5°corrida |64900 11,6 (52 |63 19600 [2,6 2,1 |83800 0,7 |145

? Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

© Calculado entre a N,N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Caiculado para o acenafteno
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Figura 69: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H0 7 24 h
Condigbes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS nicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de
repouso. Condicbes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL
min'. MT2: (1) uracit (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftalenc e {5}
acenafteno.




RESULTADQS EDISCUSSAC 159

4.12.3.2 - Fase estacionaria preparada com a silica Rainin pré-fratada com
NH,OH 0,01 mol L™ em refluxo por 8 h.

Este experimento avaliou uma das FE preparada com a silica pré-tratada
com NHsOH 0,01 mol L7 / 8 h. Na Tabela 41 estdo apresentados os valores dos
parametros cromatograficos caiculados da MT2 com o decorrer das corridas
cromatograficas. Na Figura 70 estc mostrados alguns desses cromatogramas.
Observa-se pela Tabela 41 que, devido ao pré-tratamento, houve uma diminuicdo
na assimetria no pico da N,N-dimetilanilina até valores aceitaveis, mostrando que
o pre-tratamento foi eficaz para diminuir a acidez da superficie da silica Rainin,
obtendo uma menor interacio com o composto basico. Mas, com o decorrer das
corridas cromatograficas houve perda de eficiéncia e aumento na cauda do pico
da N,N-dimetilanilina e dimuinicdo nos tempos de retencdo do composto basico e
também do fenol e do acenaftenc. Este comportamento sugere que estd havendo
uma rapida perda de polimero da FE devido ao fluxo da FM. A cauda frontal no

pico do acenafteno sugere problemas no enchimento da coluna cromatogréfica.

Tabela 41: Resultados cromatograficos calculados com a MT2 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com NH4sOH 0,01 mol L' /8 h.

N/m® |As® |tR® |Rs® |N/m°® JAs® tg° [N/m® [AsY [4°
1°corrida | 55500 | 15 |57 48 |23100| 1,6 {28 [70100] 0.7 [137
3% corrida | 53700 | 1,7 |54 48 123100 19 [2,7 171400 08 [13.0

3

5%corrida | 51000 | 1,9 |53 47 123000 1,7 (27 {71700 08 12,7
7° corrida | 49400, 1,9 |52 4,7 {23000 1,7 (26 173300, 08 [124

1

10° corrida | 48500 | 1,8 |5,0 48 123300, 1,9 |25 75200 08 122

¢ Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

¢ Calculado entre a N, N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Calculado para o acenafteno
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Figura 70: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com NH4OH 0,04 mol L
/ 8 h. Condiches de imobilizacio térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias
de repouso. Condigbes cromatograficas: FM metanol / dgus 70:30 viv, F: 0,3 mL
min”. MT2: {1) uracil, (2) fenol, (3} N,N-dimetilanilina, {4) naftaleno e (5

acenafieno.

4.12.3.3 — Fase estacionaria preparada com a silica Rainin pré-tratada com a
base fraca 1-metil-piperidina 0,01 mol L™ em refluxo por 8 h.

O mesmo comportamento mostrade no item anterior foi observado nesse
experimento, em que a silica Rainin foi pré-tratada com a base fraca 1-
metilpiperidina. Os resultados da Tabela 42 mostram que o pré-tratamento da
silica foi eficiente para diminiur o alto valor da assimetria do pico do composto
basico N,N-dimetilanilina em relacéo as FE preparadas com a silica sem nenhum
tratamento previo. Porém, observa-se também gue, com a passagem da FM pela
coluna, ha perda de eficiéncia e um répido aumento na cauda do pico da N,N-
dimetilanilina e uma diminuicdo nos tempos de retenc&o dos compostos. Supde-se
que esse comportamento seja devido a uma rapida perda polimero da FE, que foi
arrastado pelos solventes da FM. Nesse experimento também foi observado a
cauda frontal no pico do acenafteno, indicando problemas no enchimento
cromatografico. A Figura 71 mostra alguns dos cromatogramas.
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Tabela 42: Resultados cromatograficos calculados com a MT2 das FE preparadas

com a silica Rainin pré-tratada com a base fraca 1-metil-piperidina 0,01 mol L'/8
h.

N/ TAST 1R Rs® TN/mM° | As® |t  N/mS As® RS
1o corrida | 54400 | 1,5 |51 49 24500 1,7 (2,0 74100 056 [127

1

[2°corrida | 49000 | 2.0 |51 47 | 2400 | 18 11,8 75900 07 128
3° corrida | 44200 1 2.4 150 46 124400 1,7 |1,9 74800 07 125

¥

4° cornida | 41000 | 2,5 150 45 | 24000 16 1,8:76700 ) 07 1125

¥

5° corrida 1389001 2,8 |50 45 123800 | 1,8 |1,9|77200| 07 (1253

¥

8° corrida | 36900 2,2 15,0 44 1235001 1,9 1,92 177800 1 07 124

2 Calculado para a N, N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

¢ Calculado entre a N, N-dimetilanilina e ¢ naftaleno
4 Calculado para o acenaftenc

&° corrida

B 1 ¢ corride

Figura 71: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com 1-metil-piperidina
0,01 mol L™ / 8 h (coluna 1). Condicdes de imobilizagao térmica: 44 % PMGOS
inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de repouso. Condi¢les cromatograficas: FM metanol /
agua 70:30 viv, F1 0,3 mL min™. MT2: (1) uracil, {2) fenol, {(3) N,N-dimetilanilina, (4)
naftaleno e (5} acenaftenoc.
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Em quase todos os experimentos feitos com as silicas Rainin pré-tratadas
com &gua, acido ou base foi observado comportamentos semelhantes aos
mostrados  anteriormente.  Algumas  colunas  obtiveram comporiamentos
semelhanies as FE preparadas com 2 silica Rainin sem pré-tratamento, com alias
eficiéncias para os compostos neutros, até maiores do que com as FE preparadas
com a silica Kromasil, mas altas assimetrias no pico do composto basice N, N-
dimetilanilina (acima do aceitdvel). Em outras colunas, os pré-tratamentos foram
eficientes para diminuir a cauda no pico da N N-dimetilaniiina em relago as FE
preparadas com a silica sem pré-tratamento, mas com a passagem da FM,
observou-se perda de eficiéncia e répido aumento nas assimetrias dos picos da
N,N-dimetilanilina (principalmente) e do fenol, diminuicdo nos tempos de retencéo
dos compostos e cauda frontal no pico do acenafteno {atribuido a problemas no
sistema de enchimento cromatogréfico).

Como esse comportamento foi observado para a maioria dos experimentos
realizados com as silicas Rainin pré-tratadas, esses resultados ndo foram todos
apresentados para ndc deixar os dados repetitivos. Os pré-tratamentos com a
agua e as solugbes de H,SO,, HsPO4 NH4OH, 1-metilpiperidina, EDTA e NaOH
foram eficientes para diminuir a cauda frontal no pico da N,N-dimetilanilina em
relacdo a silica sem pré-fratamento, mas com as corridas cromatograficas
observou-se perda de eficiéncia e um rapido aumento no valor da assimetria do
pico da N,N-dimetitanilina e mudanca no tempo de retencdo dos compostos, além
da cauda frontal no pico do acenaftenc.

Algumas das colunas preparadas com a silica Rainin pre-tratada, como por
exemplo, umas das silicas pré-tratadas com H,S04 00tmolL"/8h {Tabela 43 e
Figura 72) obteveram comportamentos cromatograficos um pouco diferentes das
demais. Neste exemplo citado, a coluna foi preparada e recheada nas mesmas
condigbes das outras colunas avaliadas neste item. Mas, neste experimento, com
o decorrer das corridas cromatograficas vé-se o mesmo comportamento de perda
de eficiéncia e aumenio na assimetria do pico da N,N-dimetilanilinta, mas com
uma diferenca; houve um aumento no tempo retencdo dos compostos e pico

simetrico do acenafteno. Supomos eniéo gue, possa existir uma relacdo entre a
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qualidade no enchimento das colunas cromatograficas e o mecanismo de retengao
dos compostos, no decorrer das corridas cromatogréficas. Essa é uma questéo

que vai ainda ser melhor analisada.

Tabela 43: Resultados cromatogréficos calculados com a MT2 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com HxS040,01 mol L' /8 h.

Nim® (AS® i |Rs° |N/m® |AS® [t:° [Nim® A [&:°

2° corrida {40000 (1.8 |59 |6,0 114900 |1,8 2,0 64700 |10 |184
3P corrida |38500 |18 |59 |59 14800 |1,8 2064400 (10 (184

4% corrida | 34400 11,9 59 (56 14700 [1,7 (2,0 8390C 1.0 1183
5% corrida 135000 (1,8 59 56 (15000 |16 12,0 63800 |10 182
8° corrida | 33700 (1,8 |59 |55 (14400 (1,7 2,0 83200 |10 181
Depois de mais 3 h de condicionamento da coluna na FM
22400 |23 |62 |49 [11800 120 |2,166400 |1,0 1192
22800 |22 161 |49 |11200 11,8 |2,01/65000 (1,0 [191
24900 |22 162 1|51 |11800 (1,9 |21 65600 |10 (182

@ Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

¢ Calculado entre a N, N-dimetilanilina e ¢ naftalenc
9 Calculado para o acenafteno

i
+ 3 h conditionamentc

1° corrida

¥ T T T t 1 T 7 T
o z = & k-3 T 1z 34 15 15 20 2
L. ¢ m § n 3}

Figura 72: FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H2S04 0,01 mo Ly
8 h. Condigbes de imobilizacZo térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4 dias de
repcouso. CondicBes cromatograficas: FM metanol / dgua 70:30 viv, F: 0,3 mL min’
tOMITZ: (1) uracil, (2) fenol, (3) N,N-dimetilaniling, (4) naftaleno e (35) acenafteno.
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4.12.4 - Resuitados cromatograficos com a MT2 das FE recheadas seis
meses apos seu preparo.

Algumas das FE preparadas com a silica Rainin prératada ficaram de
repousc por seis meses antes de serem recheadas na coluna cromatografica.
Estas colunas obtiveram alguns resultados diferentes dos observados
anteriormente. Duas colunas, uma preparada com a silica pré-tratada com H0 /
'24 h e outra com HCI 0,01 mol L7 / 8 h (Tabelas 44 e 45 e Figuras 73 e 74)
apresentaram bons resultados cromatograficos com altas eficiéncias, assimetrias
do pico da N,N-dimetilanilina com valores aceitédveis e menores do gue com &
silica sem o pré-fratamento, pico simétrico do acenafteno, além de se manterem
estaveis apds mais 3 h de condicionamento da coluna na FM. Mas, ainda assim
houve um aumentc sutil na assimefria do pico da N N-dimetilaniiina e uma
pequena diminuicao no tempo de retengéo dos compostos.

Porém, duas outras FE preparadas com as silicas pré-tratadas com NH.OH
0,01 mol L' /8 h e H3PO4 0,01 mol L™ /8 h (Tabelas 46 e 47 e Figuras 75 e 76),
também recheadas seis meses apds seu preparo ndo melhoraram os resuitados
cromatograficos, mostrando perda de eficiéncia e aumento na assimetria do pico
da N,N-dimetilanilina, diminuicio no tempo retencdo dos compostos com ©
decorrer das corridas cromatograficas e o recondicionamento da coluna na FM e
cauda frontal no pico do acenafteno.

G que se conclui com esses resultados é que, com o maior fempo de
repousc dessas FE apls seu preparo aumentou-se a quantidade de polimero
imobilizado na FE pelo processo da auto-imobilizacio, em que a incorporacéo do
polimerc aumenta simplesmente deixando a FE de repouso apbs seu preparo. Por
isso, as FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com H.Q e HCI obtiveram
melhores resultados cromatogréficos e estabilidade nos parémetros
cromatograficos apds as corridas cromatogréaficas.

Mas porque entdo, as FE preparadas com a silica Rainin pré-fratada com
NH,OH e HaPO4 ndo apresentaram o mesmo comportamento, se elas também

foram recheadas seis meses apds o preparo? A resposia pode estar no fato de as



RESULTADOS E-DISCUSSAC 185

duas primeiras colunas terem obtidc bons enchimentos cromatograficos,
observados pelos piéés simetricos e altas eficiéncias do acenafieno nas duas
colunas. Ja as duas ultimas colunas ndo obtiveram boa qualidade no enchimento
cromatografico, com cauda frontal no pico do acenaftenc e baixa eficiéncia desse
compoesto, no case da FE preparada com a silica pre-tratada com NH,OH.

E possivel concluir entdo que, a gualidade no enchimento das colunas
cromatograficas também € um fator que afeta diretamente e significantemente a
estabilidade das FE. De alguma forma os silandis residuais ficam mais expostos
quando a coluna ndo tem um bom enchimento cromatografico.

E preciso observar também que, quase todas as colunas recheadas com as
FE preparadas com as silicas Rainin pré-tratadas obtiveram cauda frontal no pico
do acenafleno, mas apresentando alta eficiéncia para este composto. Este
problema pode ser atribuido & problemas no enchimenio cromatografico.
Atualmente, nos experimentos realizados no laboraidrio, & maioria dos alunos
também estd obtendo esse comportamento, mositrandoc que o sistema de

enchimento esta com defeito.
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Tabela 44: Resultados cromatograficos calculados com a MT2 das FE preparadas

com a silica Rainin pré-tratada com H»0 / 24 h. Coluna recheada apds 6 meses de
repouso da FE.

Nim® As® [ Rs® [N/MM® AT [t° INImM®  AS® 50
1°corrida | 62100 14 |50 | 68 | 19400 1,7 2.0 | 89100 1.1 149
3 corrida | 58700 16 50 | 65 [18300] 1,9 (20 87900 | 1.1 14.9
S°corrida | 56800 | 1,8 |50 | 64 | 19200 1,7 |2,0 | 88300 | 1,1 148
7°corrida | 55300 | 1,8 |50 | 6,4 [ 19200 1,5 |2,0 87900 1.2 146

10°corrida | 56000 | 1,7 |50 (63 193001 19 |2,0[88200] 1,1 [145

¥

Depois de mais 3 h de condicionamento da coluna na FM
54300 18150 6,1 23000 16 120192000 1,1 (142

?

61200 1,7 |46 |80 [22300| 1,5 |1,9 90600 1,1 [126
60800 | 1,7 |46 59 [22100] 1,5 11,9 91500 1,1 (126

@ Caiculado para a N,N-dimetilanilina

P Caiculado para o fenol

° Calculado entre a N, N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Calculado para o acenaftenc

+ 3 h condicichamento

~

£ I i £,
= S

1°corrida

£ T T t T T 1 T T
a 2 4 3 B i) 12 12 16

Figura 73: FE preparada com a silica Rainin pré-tratada com H.0 0,01 mol L'/ 8
h. Condicbes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de
repouso. Coluna recheada ap6s € meses de repousc da FE. Condicdes
cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™. MT2: (1) uracil, (2)
fenol, (3} N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno & (5} acenafteno.




RESULTADOS E-DISCUSSAD 187

Tabela 45: Resultados cromatograficos calculados com a MT2 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com HCI 0,01 mol L™ 7 8 h. Coluna recheada apés
& meses de repouso da FE.

Nim®E ASS |te IRs® |N/m® |As® [tg° [Nim®  As® ]
i° corride | 33800 1.6 (686 52 1 7300 | 15 [2,5|84500| 1,0 {192

7

3 corrida | 33600 16 64 52 1 7100 | 1,4 |26 88300, 1.0 188
Becomida | 29100 16 66 47 | 6800 | 1,4 (2,7 185700 1,0 187

7°corrida |1 33200 1,8 |64 51 | 8100 | 1,5 25 ,9160C, 09 183
10° corrida | 327001 1,8 (64 51 7900 | 1.4 |2591800 ) 1,1 (183

H

Depois de mais 3 h de condicionamento da coluna na FM
383001 1,7 1865 55 8400 | 1,5 12,5 1:94400 1 11 1181

1

353001 1,7 64 |55 8100 | 1,5 125 96400, 09 1892
34800 1,8 |65 |55 8300 | 15 |2,5 97000, 08 1162

2 Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

° Calculado entre a N,N-dimetilanilina e o naftalenoc
9 Calculado para o acenaftenc

+ 3 i condicionamenio

4 5

1 ° corrida

T T -
g 2 4 g 8 1w 12 14 18 w0 2

t (m im0
Figura 74: FE preparada com a silica Rainin pré-tratada com HCI 0,01 mol 1778
h. Condicbes de imobilizacdo térmica: 44 % PMOS inicial, 140 °C / 8 h, 4 dias de
repouso. Coluna recheada apdés 6 meses de repouso da FE. Condigoes
cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mbL min~. MT2: {1) uracil, (2)
fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5} acenaftenoc.
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Tabela 46: Resultados cromatograficos calculados com a MT2 das EE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com NH4OH 0,01 mol L™ 7 8 h. Coluna recheada
apos & meses de repouso da FE.

Nfm® | As® | 7 | Rs® | Nim® | AP | tx° | Nim® | As® | i
1°corrida | 46000 | 1.7 | 43 | 4,1 (18500 | 25 2,0 31600 08 | 108
3°corrida | 43600 | 2,1 | 44 4,0 [17300| 22 [2,0[39700| 08 | 105
SPcorrida 131700 | 24 | 41 | 34 [14400| 20 |1,9 36300 | 08 | ©7
79comida | 27600 | 3,0 142 | 32 [15500| 2,2 12,0 | 36900 | 0.8 |98
10° corrida | 29700 | 26 |42 |33 [15400 | 21 12,0 | 38200 0.8 19.8

* Caiculado para a N, N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

© Calculado entre a N, N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Calculado para o acenafteno

10 ® corrida

1% corrida

Figura 75: FE preparada com a silica Rainin pré-tratada com NH,OH 0,01 mol L/
8 h. Condicbes de imobilizacso térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4 dias de
repouso. Coluna recheada apds 6 meses de repousc da FE. Condicbes
cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0.3 mL min™". MT2: (1) uracil, (2)
fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.
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Tabela 47. Resultados cromatograficos caiculados com a MT2 das FE preparadas
com a silica Rainin pré-tratada com HaPO4 0,01 mol L' / 8 h. Coluna recheada
apos 6 meses de repouso da FE.

Nim® As® [t |Rs® |Nim” |As® [R° (N/im® A" |&°
1°corrida | 547001 1,1 11,8 74 018300 17 (21 172700 0,7 (175
I comrida | 32300 27 117 82 139001 1,9 (2170900, 07 174
5% corrida | 18100 4,0 |17 51 113400 2,1' 24 ,71600 ) 0,7 173
7°corrida | 11300 | 4,9 11,7 43 113600 21 12,0 (72300 07 (171
Q°corrida | 8700 | 50 1,2 |38 146800 23 121 |71100| 07 17,3
Depois de mais 3 h de condicionamento da coluna na FM
35200116 52 82 11800 21 12087300, 08 166
14600 1 46 (53 46 (11100 1,8 |2,1 | 67300 08 168
g700 | 52 |52 (40 | 9000 | 1,9 |1,8 /64800 0,7 168

# Calculade para a N,N-dimetilanilina

P Calculado para o fenol

¢ Calculade entre a N,N-dimetilanilina e ¢ naftaleno
¢ Calculado para o acenafteno

+ 3 h condicionaments

1* corrida

Figura 76; FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com HaPO4 0,01 mol Lty
8 h. Condicdes de imobilizacio térmica: 44 % PMOS inicial, 140°C /8 h, 4 dias de
repouso. Coluna recheada apds 6 meses de repouso da FE. CondicGes
cromatograficas: FM metanol / d4gua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™'. MT2: (1) uracil, (2)
fenol, {3) N, N-dimetilanilina, (4) naftalenc e (5) acenaftenc. .
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4.13 - Consideragdes sobre os pré-tratamentos

Em todas as FE analisadas nos itens anteriores, observou-se 0 aumenio na
. assimetria nos péc;es' da N N-dimetilanilina e do feno!l, mudanca no tempo de
retencdo dos compostos e perda de eficiéncia, ac passar das corridas
cromatrograficas. Um comportamento semelhante foi observado nas FE
preparadas com a silica Kromasil pré-tratada, na qual a guantidade de polimerc
colocado inicialmente na FE (44 % e 50 % PMOS inicial) ndo foi suficiente para
recobrir a superficie da silica, deixando as FE com muitos silandis residuais.
Naquelas FE também existiram valores altos na assimetria dos picos e aumento
nos tempos de retencdo da N N-dimetilanilina entre as corridas cromatograficas,
chegando a N,N-dimetilanilina até a eluir depois do pice do nafialeno.

Pelas semelhancas nesses comportamentos cromatogréficos é possivel
concluir que as FE preparadas com as silicas Rainin pré-tratadas contém uma
monocamada de polimero incompleta, o qual deixa muitos silandis residuais,
responsaveis pelo comportamenio cromatografico observado. E preciso ressaitar
que a silica Kromasil & de alta pureza e sua superficie esta proxima de ser
completamente hidroxilada, e a silica Rainin é mais impura e sua superficie
contém maior quantidade de silandis isolados mais &cidos. Quando as FE
preparadas com estas silicas estdo com muitos silandis residuais, independente
da qualidade da silica, entre as corridas cromatogréficas & observado o
comportamento de:

» Mudanca no tempo de retengio dos compostos, principalmente da N,N-

dimetilanilina, que chega a eluir até depois do pico do naftaleno;

e Aumento na assimetria dos picos de compostos Acidos e basicos:

¢ Perda de eficiéncia da coluna.

A diferenca entre as silicas ocorre quando se aumenta a quantidade de
poiimero nas FE. Com a silica Kromasil, mesmo a FE preparada nas melhores
condigbes, contendo uma quantidade razoavel de silandis residuais, ndo se
observa cauda no pico da N,N-dimetilanilina, porque os silandis residuais nao tem

cargter t&o acido e sua quantidade ndo é suficiente para causar forte interacéo
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com ¢ composio basico. Ja nas FE preparadas com a silica Rainin apenas uma
pequena guantidade de silandis residuais mais acidos podem interagir fortemente
com compostos basicos.

Assim, a quantidade de PMOS inicial suficienie para encher os poros da
silica mais um excesso de 10 % foram suficientes para formar a monocamada
sobre a silica Kromasil, que oferega boa transferéncia de massa entre os analitos
e a FE e nenhuma Interacdo forte com compostos basicos. Mas, para a silica
Rainin, essa guantidade néc foi suficiente, indicando que, se mais FE fossem
preparadas, seria necessaric aumentar a quantidade de PMOS inicial ou deixar a

FE mais tempo repousando para que mais polimero fosse imobilizado.

4,14 — Caracterizaco cromatografica com as MT3 e MT4

A mistura teste 3 é composta pela cafeina e o fenol. Pela raz&o enire os
fatores de retencao da cafeina e do fenol € calculado o parametro acr (ccr =
ke/ke), que estima © numero de silandis livres e o grau de capeamento da silica
pelo PMOS. A mistura teste 4 é composta pela benzilamina e o fenol. Em pH 2.7,
é calculado o pardmetro opr on 2,7 da razéo entre os fatores de retencéo da
benzilamina e do fenol (asr pH 27 = Kefkr). Este parémetro define a atividade acida
dos grupos silandis da superficie da superficie da silica. Em pH 7.6, € calculado o
parametro agr pu 7,6, da razéo entre os fatores de retencdo da benzilamina e do
fenol (apr o 76 = Kefke), que estima a atividade total dos silandis residuais na FE.
O uracil € adicionado nas duas misturas comc um composto ndc retido para
obtencéo do ty,

Inicialmente, os testes cromatograficos com essas misturas foram aplicados
nas FE preparadas com a silica Kromasil sem pré-tratamento, imobilizada a 140
°C / 16 h e 55 % PMOS inicial e com as silicas Kromasil pré-tratadas com HNG3
2 0 mol L' /15 h com 55 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h e as silicas Kromasil pré-
ratadas com aguecimento seguida de tratamento com HNOs (ensaios do
planejamento fatorial saturado, (Tabela 33) e também com algumas das FE

preparadas com a silica Rainin sem pré-tratamento (Tabela 19). Os parametros
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cromatograficos caiculados estdo apresentados na Tabela 48 e alguns dos

cromatogramas est&o apresentados nas Figuras 77-79.

Tabela 48 Pardmetros cromatograficos calculados da MT3 {FM metanol / agua
30:70 viv) e MT4 em pH 2,7 & 7,6 (FM 30:70 metanol / tampao fosfato 0,02 mol
L™ F: 0.3 mL min” (para a silica Kromasil) e 1,0 mL min” {para a sfiica Rainin).

FE — pré-tratamentos da silica e condigbes de preparo

dofF [UBFpH2 T UBRFpH 78
Kromasil sem pre-tratamento — 55 %, 140°C/16 h (Tabela 17) | 1,82 0,07 2,03
Kromasil / HNOs - 55 %120°C/16 h (Tabela 27) 1,68 0,12 2,02
Kromasii / A & HNOs — Ensaio 2 (Tabela 33) 2,18 0,06 2,04
Kromasil / A @ HNOs — Ensaio 6 (Tabela 33) 2,10 0,07 2,15
Kromasil / A @ HNOs — Ensaioc 7 (Tabela 33) 2,48 0,07 2,33
Kromasil / A e HNO3 — Ensaio 8 (Tabela 33) 1.96 0,07 207
Rainin - Ensaioc 2 (Tabela 19) 3,54 0,10 3,13
Rainin - Ensaio 3 (Tabela 19) 501 Nd 2,88
Rainin — Ensaic 4 (Tabela 19) 4,25 0,14 3,31
Rainin - Ensaio 7 (Tabela 19) 3,17 0,15 537

Nd = néo determinado
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Figura 77: Cromatogramas das MT3. FE preparadas com as silicas Kromasil, a:
sem pré-tratamento, b: pré-tratada com HNOs 2,0 mol L' (55 % PMOS inicial,
120°C / 16 h) e ¢ A - seguido de HNOs (ensaio 2, Tabela 33). FE preparadas
com a silica Rainin sem pré-fratamento, d: ensaio 3, Tabela 19 e e ensaio 7,
Tabela 19. (1) uracil, (2) fenol e (3) cafeina em FM metanol / agua 30:70 viv.
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Figura 78: B} Cromatogramas da MT4. FE preparadas com as silicas Kromasil, a:
sem pré-tratamento, b: pré-tratada com HNO3z 2,0 mol L (55 % PMOS inicial 120
°C /16 h) e ¢ A - seguido de HNOs (ensaio 2, Tabela 33). FE preparadas com a
silica Rainin sem pré-tratamento, d: ensaio 3, Tabela 19 e e: ensaic 7, Tabela 19.
(1) uracil, (2) fencl e (3) benzilamina em FM 30:70 viv metanol / tampao fosfato
0,02mol L pH 2.7.
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Figura 79: Cromatogramas da MT4. FE preparadas com as silicas Kromasil, a:
sem pré-tratamento, b: pré-tratada com HNOs 2,0 mol L' (55 % PMOS
inicial,120°C / 16 h) e ¢ A - seguido de HNOs (ensaio 2, Tabela 33). FE
preparadas com a silica Rainin sem pré-tratamento, d: ensaic 3, Tabela 19 e e:
ensaio 7, Tabela 19. (1) uracil, (2) fenol e (3} benzilamina em FM 30:70 viv
metanol / tampao fosfato 0,02 mol L pH 7,6.

Analisando os resultados da Tabela 48 e comparandoc com os dados
publicados recentemente por Euerby [62], que também utiliza as MT3 ¢ MT4 para
avaliar 135 colunas comerciais, vé-se que, tanto para as FE preparadas com a
silica Kromasil ou a Rainin, os valores de acsr € apr px 7,5 S80 altos, indicando aita
capacidade de formacio de ligacBes de hidrogénio e alta capacidade de troca
ibnica entre a cafeina e a benzilamina com os silandis residuais das FE.
Comparando esses valores entre as FE preparadas com a silica Kromasil ¢ a
Rainin, observa-se que os valcores desses pardmetros s&o maiores para a Rainin

do gue com a Kromasil, podendo ser atribuido essa diferenca & maior quantidade
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de silanois (geminais e isolados ou vicinais) na superficie da silica Rainin obtido
pelos espectros de CP / MAS ®Si NMR, que n#o foram cobertos pelo PMOS.

Esses resultados e os anteriores indicam que a monocamada de PMOS
sobre as silicas ainda precisa ser mais densa para que todos os tipos de
Interacdes indesejaveis entre o analito e a FE sejam eliminados. Procedimentos
de capeamento, entrecruzamentos das cadeias do polimero ou para a formacéo
de uma monocamada de PMOS mais espessa devem ser propostos em trabalhos
futuros no LabCrom como uma tentativa de bloquear esses silandis residuais das
FE. Mas, mesmo sem procedimentos de capeamento ou entrecruzamento das
cadeias de polimero, as FE com o PMOS sorvido e imobilizado por tratamento
térmico nos poros da silica Kromasil, altamente pura e com a superficie
compietamente hidroxilada (de cardter menos é&cida e mais homogénea),
apresentado excelentes desempenhos cromatogréficos, mostrando que essas FE
$a0 promissoras e devem continuar sendo exploradas.

Um dado interessante esta relacionado com o fato do valor de ags gn 2.7 Ser
baixo para ambas as silicas, semelhantes 4s FE preparadas com as silicas
altamente puras mostradas nos dados de Euerby [62] Este parametro mede a
atividade dos silanois mais acidos da superficie da silica proveniente de impurezas
metalicas contidas na superficie da silica e dos grupos silandis isolados mais
acidos, portanto, a quantidade de metais contidos nas duas silicas, {mostrados
nas Tabelas 4 e 5), ndo sdo suficientes para deixar a superficie das silicas mais
acidas na presencga da camada de PMQOS.

Porém, se o valor do aar oy 27 € baixo também para a silica Rainin, porque
entéo as FE preparadas com esta silica produz caudas acentuadas no pico do
composto basico N,N-dimetilanilina? Para interpretar esse resultado é preciso
perceber as sutilezas nos valores apresentados. Embora os valores do agr oH 2.7
sejam pequencs, de acordo com a avaliagdo de Euerby, em que valores altos,
considerados pelo autor, sdo acima de 0,70, até 13, muitas das FE apresentadas
por ele tem valor do oer pn 27 de 0,01 e os valores resultantes com as FE
preparadas com a silica Rainin / PMOS estdo por volta de 0,14. Comparando
também este valor com os obtidos com a silica Kromasil, é o dobro do valor. Isso
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significa gue também existe uma peguena contribuicdo das impurezas metalicas
da silica Rainin que esthéo deixando os silanois da superficie mais acidos.

Parece entdo, existir trés fatores que est@o deixando a superficie da silica
Rainin mais acida que a Kromasil, suficiente para causar forte interaggo com
compostos basicos. Pelos valores dos parémetros acr © owr w76 as FE
preparad‘as com silica Kromasil também apresentam muitos silandis residuais,
mas a silica Rainin contdm uma pouco mais (1 © fator). Somando a isso, a silica
Rainin contém maior quantidade de silandis isolados (2 ° fator). Estes, por sua
vez, também sofrem uma pequena influéncia de metais, deixando os silandis um
pouco mais acidos (3 ° fator).

Por esses resultados percebe-se que a caracterizacao cromatografica pode
apresentar maiores sutilezas nas caracteristicas das FE e das interacbes que
ocorrem entre os analitos e a FE, gue muitas vezes passam despercebidas peias
caracterizacbes quimicas e fisicas, além destas dltimas necessitarem de
instrumentacdo cara, a demanda de pedidos € grande e ainda estéo sujeitas a
maiores erros guandoe relacionadas as observagbes cromatograficas.

Numa segunda etapa, foram feitas avaliagées cromatograficas com as MT3
e MT4 avaliadas nas FE preparadas com as silicas Rainin pré-tratadas. Estas
misturas geram medidas da concentracio total dos silandis residuais na FE e o
grau de acidez desses silandis, os quais vao depender dos resultados obtidos com
os diferentes pré-fratamentos da silica, realizados como esse objetive, de
reidroxilar a superficie da silica e diminuir a quantidade de impurezas metalicas
contidas na sua matriz e assim reduzir a acidez da superficie da silica e as
interacbes indesejaveis dos silandis residuais com os analitos {principaimente ¢s
de carater basico, que tem forte interacfo). Esses resuliados serdo entdo
comparados com o0s resultados obtidos com as MT1 e MTZ2.

Na Tabela 49 estdc apresentados os parametros cromatogréaficos
calculados das MT3 e MT4 testadas nas FE preparadas com as silicas Rainin prée-
tratadas com agua, acidos e bases.
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Tabela 49: Parametros cromatograficos calculados da MT3 (FM metanol / agua
30:70 viv) e MT4 em pH 2,7 e 7,6 (Condicdes cromatograficas: FM 30:70 metanol /
tampao fosfato 0,02 mol L™). F: 1,0 mL min™".

rré-tratamento da silica CcF  OBFpH27 | UBFpH 7S

Sem pré-tratam - Ens 2 (Tabela 19) | 3,54 0,10 3,13
Sem pré-tratam - Ens 3 (Tabela 1 9y | 501 Nd 2,88
Sem pré-tratam — Ens 4 (Tabela 19) | 4,26 0,14 3,31
Sem pré-tratam - Ens 7 (Tabela 19) | 3,17 | 0,15 5,37

H0 724 h 297 012 2,53
H280, 3,841 0,20 342
HCI 4107 0,15 3,20
HaPO. 1,68 | 0,15 2,93
1-metil-piperidina 2161 0,21 2,28
NaQOH 5517 0,00 4,33

KOH 168 0,16 Nd

Analisando os dados da Tabela 49 observa-se que os valores de orF € Oy
pH 7,6 @inda estdo altos, em comparacdo com os dados publicados por Euerby [62],
indicando que as FE preparadas com as silicas Rainin pré-tratadas ainda tem
muitos silandis residuais, confirmando as observactes feitas anteriormente. Os
valores de osr pH 2,7 ©5t80 bem préximos do que foi observado para a silica sem
pré-tratamento. Somente ¢ valor de agr pn 27 para a silica Rainin pré-tratada com
NaOH diferiu dos outros, pois neste experimento a benzilamina eluiu juntc com o
uracil (composto nao retido na FE) e o valor desse parametro foi zero. Mas os
valores dos outros pardmetros sdo bastante altos nessa FE indicando uma
quantidade grande de silandis residuais. Embora esse pré-tratamento diminuiu as
impurezas metalicas, muitos silanois ficaram expostos.

Uma questdo que surge observando esses resultados é gue as FE
preparadas com a silica Rainin sem pré-tratamento obtiveram as respostas dos



RESULTADOS EDISCUSSAQ 178

parametros calculados com as MT3 e MT4 semelhantes as FE preparadas com a
silica pré-tratada, apresentando muitos silanois residuais. N3o seria de se esperar
entdo que, as FE preparadas com a silica Rainin sem pré-tratamentos também
obtivessem comportamentos cromatcgréﬁcsas semelhantes as FE preparadas com
a silica pré-tratadas, de aumenio na assimetria do pico da N, N-dimetilaniling,
mudanca no tempo de retencdo dos composto e perda de eficiéncia enire as
corridas cromatograficas?

Foi entdo feito uma nova andlise dos resultados, corrida por corrida das
MT1 e MT2Z nas FE preparadas com a silica Rainin sem pré-tratamentc (ensaios
do planejamento fatorial 2**, Tabela 19)

Na maioria das FE foram feilas apenas duas ou irés injegdes
cromatogréficas da MT2 e os resultados foram semelhanies enitre as corridas.
Mas, em algumas FE pode-se observar uma n#o repeticdo dos resultados. Em
uma das colunas foi possivel observar nitidamente um comportamento de rapido
aumentc na assimetria do pico da N, N-dimetilanilina, diminuicdoc no tempo de
retenc&o dos compostos e perda de eficiéncia com as corridas cromatograficas,
gue estéo apresentados nas Tabelas 50 & 52.

Esses resultados indicam que as FE preparadas com a silica Rainin sem
pré-tratamento também geram problemas com a néo repetitividade nos
parametros cromatogréficos entre as corridas cromatograficas, devide a grande
guantidade de silandis residuais e de cardter mais acidos presentes nas FE. lsso
explicaria o fato de os efeitos calculados a partir da assimetria do pico da N, N-
dimetilanilina na&o terem sidc conclusivos, porque esses valores podem variar
muito, sendo impossivel fazer os calculos das medias, como foi faito.
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Tabela 50: Resultados cromatograficos calculados da FE preparada com a
silica Rainin em uma das colunias do ensaio n°® 3 do planejamento fatorial 2%
(Tabela 19). Condicbes cromatograficas: FM metano! / agua 70:30 viv, F: 0,3
mL min™ |

N/m® [ As® | 1" | Rs" | N/m® | As® [ t° | Nim® | As® | a0
1°corrida | 31700 |10,2) 60 | 456 [21900| 24 2,1 83000 1.0 | 159
2°corrida | 23900 16,0 | 6,0 | 52 [ 22300 2,2 (2.1 88500 | 1.0 | 164
3°corrida 138100\ 7,3 | 60 | 54 [21000| 2,1 |2,1,90100| 1.0 | 17.1

? Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

¢ Calculado entre a N, N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Calculado para ¢ acenafieno

Tabela 51: Resultados cromatograficos caiculados da FE preparada com a silica
Rainin em uma das colunas do ensaic n° 6 do planejamento fatorial 2% (Tabela

18). Condicbes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F: 0,3 mL min™.

N/m® | As® | tx° | Rs® [ Nim® | As® [ 1P | N/m® | As® | 18
1°corrida | 18200 | 9,7 | 47 | 3,8 | 15700 1,8 |1,7 /89300 0.9 @ 129
2°corrida | 21000 [11,5] 4,7 | 41 [ 15900 2,0 [ 1,7 90000 | 0.9 | 12.9
3°corrida | 22200 |10,6| 4,7 | 42 |16100| 1,9 [1,7|90700| 0.9 | 12.9

? Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para o fenol

© Calculado entre a N,N-dimetilanilina e o naftaleno
4 Calculado para o acenafteno
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Tabela 52: Resultados cromatograficos calculados da FE preparada com a silica
Rainin em uma das colunas do ensaic n° 8 do planejamento fatorial 2% (Tabela

19). Condicdes cromatograficas: FM metanol / agua 70:30 viv, F- 0.3 mb min ™.

N/me | As® |t | Rs | NimP | AS® | t&° | Nim® | As® | &°

1°corrida | 4120018,1 | 64 81 27100 21 |22 106300 4 1,1 176

1

20 corrida 41800160 | 55 | 51 [ 26400 23 2,1 80800 | 14 | 148

H

P comida (36000 |80 523 | 48 124700 22 |21 77300 | 1.4 | 142

T

4° corrida | 34500 [106] 53 | 45 [ 251001 1,9 21| 75300 | 14 | 140

3 Calculado para a N,N-dimetilanilina

® Calculado para ¢ fenol

¢ Calculado entre a N, N-dimetilaniiina e o naftaleno
¢ Caleulado para o acenafteno

4.15 - Caracterizagdes fisicas e quimicas das silicas Rainin pré-tratadas com
agua, acidos ou bases

4.15.1 — Caracterizagéo por Espectroscopia no Infravermelho (IR}

A caracterizacdo por IR das silicas Rainin pré-tratadas com agua, acidos ou
bases esta mostrade na Figura 80. Apenas por uma andlise visual dos espectros
apresentados nesta Figura nao é possivel observar diferencas na superficie da
silica Rainin sem pré-tratamento e os das silicas pré-tratadas, concluindo que ©
apenas a andlise visual dos espectros de IR néo oferece informactes relevantes a
respeito de mudangas na superficie das silicas pre- tratadas.
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Figura 80: Espectros de IR das silicas Rainin sem pré-tratamento e pré-iratadas
com agua, acidos e bases. A silica Rainin foi refluxada a 100° ¢ por 24 h com
agua e por 8 h com os Acidos e as bases nas concentracbes de 0,01 mol L.
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4.15.2 — Caracterizacgdo por CP / MAS *Si NMR

Também foi feito um estudo das silicas Rainin pré-tratadas com agua, acido
e base por CP / MAS ®Si NMR para obter informacfes a respeito da guantidade
relativa dos grupos silandis da superficie das silicas. Estes resultados estdo
apresentados na Tabela 53, juntamente com outros valores ja apresentados para
a silica Kromasil, para efeito de comparacio. Observou-se uma grande diminuicio
nos valores das guantidades relativas dos grupos silandis da superficie das silicas
pré-iratadas em relac@o a silica sem pré-ratamento. Também foi observado uma
diminuicdc na % C dessas FE em relacfo as FE preparadas com a silica sem pre-
fratamento.

Construiu-se entdo, um gréfico relacionando os valores apresentados na
Tabela 53, enire a quantidade relativa de silandis isolados (ou vicinais)jea % de C
das FE, gue estd apreseniado na Figura 81. A curva da Figura 81 mostra uma
relacéc entre esses parametros: ha um aumento da % C das FE com o aumento
na quantidade relativa de silandis isolados (ou vicinais) mais acidos na superficie
da silica, podendo ser reafirmado qgue € através dos silandis da superficie da silica
que ocorre a interagdo com o polimero e, quanto mais acidos esses silandis, maior
serd essa interacdo. Por isso, as FE preparadas com a silica Rainin, mais impura
e com a superficie mais acida que a silica Kromasil produzem monocamadas mais
espessas de PMOS.

Voitando a analisar somente as FE preparadas com a sflica Rainin pré-
tratadas, pelos dados da Tabela 53, a grande diminuicdo nos valores das
quantidades relativas dos grupos silandis da superficie das silicas pré-tratadas,
até menores do gue com a silica Kromasil, mostraram que esses procedimentos
de pré-tratamentos da silica foram efetivos na diminuicao da acidez da superficie
da silica, sendo refletidc no comportamento cromatograficc de muitas FE, na
primeira corrida cromatografica, em que houve uma diminuicdo na assimetria do
pico da N,N-dimetilanilina até valores aceitdveis, o que ndo foi conseguido com a
silica sem pre-tratamento.
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Mas, devido a grande quantidade dos silandis residuais nZo recoberios pelo
polimero, ainda agravado peia diminuicio na % de carbone devido a diminuicac
na acidez da superficie da silica, & assimetria do pico da N N-dimetilanilina
-aumentou no decorrer das corridas cromatograficas. Além disse, houve mudanca
no tempo de retencéo dos compostos e perda de eficiéncia. Fssa é uma questdo
dificil, porque os silandis adjacentes aos metais e os silandis isclados conferem
uma maior acidez na superficie da silica & causam forte interacdo com analitos
bésicos, e & atraves deles que hé uma maior incorporacdo do polimero na FE. E é
nessa segunda linha que o LabCrom vem desenvolvendo suas pesquisas,
colocando mais metais nas silicas para aumentar a estabilidade das FE. O desafio
& propor procedimentos para obter uma camada compieta de polimero sobre silica
e nac deixar silandis residuais, porque no caso das FE preparadas com a silica
modificada com Oxidos metdlicos, apenas uma pequena populacio de silandis
residuais pode interagir fortemente com analiios basicos.
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Tabela 53. Relacdo entre a quantidade relativa dos grupos silandis da silica
obtidas por CP / MAS *Si NMR e a % C nas FE.

Fase estaciondria Q2/Q4 Q3/Q4 0 %C
{silandis | {silandis
geminais) | isolados)

Rainin — Ensaic 5 - Tabela 19 0,53 5,82 14,87
Rainin / H0 0,04 0,54 11,93
Rainin / NH4OH 0,04 0,31 9,13
Kromasil -~ 55 %, 120°C /16 h 0,08 1,50 11,26
Kromasil — 55 %, 140°C/ 16 h 0,08 1,50 11,79
“romasii / NH.OH 14 3,88 10,73
Kromasil / HO 0,10 2,15 8,08
Kromasil — Ens. 2 - Tabelz 30 0,05 0,26 9,7
Kromasil — Ens. 4 — Tabela 30 0,14 2,94 12,0
Kromasil — Ens. 6§ — Tabela 33 0,39 5,66 13,77
Kromasil — Ens. 7 — Tabeia 33 0,21 3,26 12,73

15 .

14 .

13 .

< 12] . .
11 -/ .
104 .
9]
o 1 2 3 4 5 6
Q3/Q4

rigura 81: Relac@o entre a quantidade relativa de silanodis isolados (ou vicinais) na
superficie das silicas e a % C contida na FE.
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4.16 — CaracterizagGes fisica e quimica das fases estacionarias preparadas

com as silicas Rainin pré-tratadas com agua, acidos ou bases

Os dados completos de % C, a % perda massa por TGA e o calculos da

massa especifica de PMOS retido sobre a silica, gépmos;wgg, a porcentagem de
PMOS retido e a espessura da camada de polimero formada nas paredes dos
poros das silicas, 1, das FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com agua,
acidos e bases est&o mostrados na Tabela 54.

Foram analisadas somente as FE recheadas de um a dois meses apos seu

preparo. As analises das FE recheadas apds seis meses de repouso nao foram
realizadas.
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Tabela 54: % C, guantidade de PMOS retido, espessura da camada e % perda

massa obtida por TGA das FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada com

agua, acidos e bases.

- %C | mipvos | M puoswrse | 0 PMOS | 1 % perda
Amosiras — Rainin ]
(Opmos/Ter) | (Qpmos/Tst) retido nm | massa (TGA)
Sem pré-tratamento
Ens. 3 (Tabela 20} | 13,3 0,51 0,27 54 2 1,86 15,8
Ens. 4 (Tabela 20} | 146 0,72 0,31 43,0 218 17,2
Ens. 7 (Tabela 20) | 12,3 0,52 0,25 47 .3 1,64 Nd
Pré-tratadas
H0 11,9 0,78 0,24 30,7 1,68 16,0
H>S04 14,8 0,78 0,31 39,7 2,31 18,3
HCI 13,6 0,78 0,28 35,9 2,03 Nd
HNOz 15,6 0,78 0,34 43,5 2,61 Nd
HaPO4 14,2 0,78 0,30 384 2,21 17,7
NH,OH 8,1 0,78 0,17 21,8 1,40 Nd
EDTA 11,3 0,78 0,22 28,2 1,52 12,9
1-metil-piperidina 97 0,78 G118 243 1,29 12,4
NaCH 17,3 0,78 0,38 48,7 3,13 Nd
KOH 171 0,78 0,38 48,7 3,07 17,7

Nd = ndo determinado

Analisando os resultados da Tabela 54 vé-se que a % C e % perda massa

por TGA das FE preparadas com as silicas Rainin pré-tratadas com H20 / 24h ou

os acidos nas concentracbes de 0,01 mol L/ 8 h estdc semelhantes as FE

preparadas com a silica sem pré-tratamento. Nas FE preparadas com a silica pré-

trata com as bases NH,OH, EDTA e 1-metil-piperidina, houve uma diminuicdo da

% carbono, confirmado pelos dados de % perda de massa por TGA. Ja nas FE
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preparadas com a silica pré-tratada com NaOH e KOH houve um aumento na % C
(também confirmado pelo dado de % perda de massa por TGA).

Porém, cromatograficamente todas as FE apresentaram resultados
semelhantes, com aumenio na assimetria do pico da N,N-démeﬁiaﬂéiéﬁ;a,
diminuicdo no tempo de retencdo dos composios e perda de eficiéncia com as
corridas cromatograficas. Esses resultados sugerem que, com até 17 % de
carbono, as FE preparadas com a silica Rainin aindz contém muitos silandis
residuais, responséaveis pelos comportamentos cromatograficos observados.

Algumas das FE foram caracterizadas por IR e os espectros estio
mostrados na Figura 82.
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Figura 82: Caracterizacdo por IR das FE preparas com a silica Rainin pré-tratadas
com acido e bases.

Observando a Figura 82, vé-se que os picos em torno de 2930 cm’™,
referente a0 PMOS dentro dos poros da silica, estéo acentudas, mas ©
aparecimento das bandas 3500 e 1640 cm™ mostram que ainda hé silandis
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residuais nas FE, o que foi confirmado cromatograficamente pelos resuitados da
MT2, MT3 e MT4.

Também foram feitas caracterizacdes por CP-MAS #Si NMR de algumas
das FE preparadas com a silica Rainin pré-fratada, cujos espectros estdo
mostrados na Figura 83 Também observam-se nesses especltros os sinais
caracteristicos da silica pura em -82 ppm (Q2 = silandis geminais), -100 ppm (Q3
= silandis isoiados ou vicinais) e —110 ppm (Q4 = ligagbes siloxano) e o grupo de
sinais D", que & a sobreposico de vérios sinais atribuidos ao PMOS imobilizado

{sorvido e quimicamente ligado) sobre a silica.
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Figura 83: Espectros de CP-MAS *°Si NMR das FE preparadas com as silicas
Rainin pre-tratadas com A) H,0 /24 h, B) HCI 0,01 mol L' /8 h e C) NH.OH 0,01
mol L' /8 hemrefluxc a 100 ° C.

4.17 — Estudo da estabilidade das fases estacionarias

Para avaliar g estabilidade das FE em FM neutra, utilizou-se uma coluna
preparada com a silica Kromasil sem pré-tfatamento imobilizada a 140 °C /16 h
com 35 % PMOS inicial, que obteve bons resultados cromatograficos. O teste foi
realizado passando-se através da coluna cromatogréfica FM metanol / agua 70:30
vfv, a temperatura ambiente, numa vaziio de 1,2 mL min"'. As analises
cromatograficas foram feitas injetando-se a MT1 a cada volume determinado de
FM passada, diminuindo a vaz3o para 0,3 mL min™*. Foram entdo monitorados os
parametros de eficiéncia, assimetria e o fator de retencdo do nafialeno, o
composte mais retido da MT1.

A Figura 84 mostra resultados cromatograficos de % de perda de
eficiéncia, a assimetria e fator de retencéc do naftaleno, apés a passagem de
30000 volumes de colunas (Vc) de FM neutra. Os valores de Ve foram calculados
pela Equacao 26.

Ve=m.r¢. L (26)

onde r = raio da coluna (mm) e L = comprimento da coluna {mm)
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Observando a Figura 84, vé-se que a3 FE se manteve estavel apds a

| passagem dos 300901“ volumes de coluna de FM, mostrando que a FE € bastante

estavel a passagem de grande volume de FM neufra. Pelo valor constante do

parametro de fator de retencdo do naftaleno, conclui-se que o PMOS se manteve
imobilizado na FE apds a passagem do solvente,

Como essa FE suportou a passagem de um grande volume de FM neufrg,
os proximos testes foram realizados em FM em condicdes agressivas, com ©
objetivo de diminuir o tempo de avaliagdo e economizar solventes. Para isso,
utilizou-se um metodo desenvolvido por Fonseca et al. no LabCrom [85,86]. Esse
método consiste na passagem de FM metanol / tampéo carbonate 50:50 viv, pH
8,4, numa vazao de 0,6 mL min” e temperatura de 50 °C.

Esse teste mais agressivo foi aplicado em algumas das FE preparadas com
a silica Kromasil pré-tratada e com a silica Rainin sem pré-tratamentos (n&o foram
avaliadas as FE preparadas com a silica Rainin pré-tratada), monitorando-se os
mesmos parametros cromatograficos descritos anteriormente (para o naftaleno).
Os resultados estdo mostrados na Figura 85.

Analisando-se a Figura 85, observa-se que as FE preparadas com a silica
Rainin (trés curvas que suportam um volume maior de FM) s&o mais estaveis que
as FE preparadas com a silica Kromasil. E interessante notar que, uma das FE
preparadas com a silica Rainin (ensaio n°® 4 do planejamento 2*', Tabela 19)
suporta ¢ dobro da passagem da FM que a FE preparada com a silica Kromasil,
supondo-se entdo que, essa FE suportaria a passagem de até 60000 volumes de
coluna de FM neutra, nas mesmas condigdes descritas anteriormente. Esses
resultados indicam que FE preparadas com uma silica mais impura e que contém
a superficie mais acida, além de produzirem FE com uma maior espessura da
camada, s80 mais estaveis frente a passagem de grande volumes de FM.
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Figura 84: Avaliagdo da estabilidade da FE preparada com a silica Kromasil sem
pré-tratamento (55 % PMOS inicial, 140 °C / 16 h) em FM neutra metanol / agua
70:30 viv em fungdo dos parametros cromatograficos de eficiéncia, assimetria e
fator de retencao do naftalenc.
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Figura 85 Avaliacio da estabilidade das FE preparada com a silica Kromasil pré-
tratada com HNOs (55 % PMOS inicial, 120 °C / 16 h) e com aquecimento seguido
de tratamentc com HNOsz e a silica Rainin sem pré-tratamento {ensaics do
planejamento fatorial 2*', Tabela 19), em condigBes agressivas, em fungéio dos
parémetros cromatogréficos de eficiéncia, assimetria e fator de retencéo do
naftalenc.

Na Figura 85 também observa-se que, em duas das colunas avalidas houve
uma queda drastica na % perda de eficiéncia do naftalenc e depois um rapido
aumento, formando um vale nas curvas. Esse comportamento também vem sendo
observado por outros alunos no LabCrom e a explicacdo pode ser devido & um
colapso no leito cromatografico com o fluxo da FM, havendo réapida perda de
eficiéncia da coluna e depois um rearranjc das particulas dentro do leito
cromatografico, voltando & aumentar a sua eficiéncia.
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4.18 - Conclusdes da Parte il

As FE preparadas com as silicas Kromasil pré-tratadas com agua, NH,OH
ou aquecimento a altas temperaturas seguido de fratamento acido obtiveram bons
resultados cromatograficos quando preparadas com 55 % PMOS inicial (120 ou
140 °C por 18 h), semelhantes as FE prepafédas com 2 silica sem pre-tratamento.
Jé& as FE preparadas com as silicas Kromasil pré-tratadas com HNQOs e 55 %
PMOS inicial obtiveram perda de eficiéncia e aumento nas assimetrias dos picos
do nafialeno e da N,N-dimeiilanilina. Os pré-tratamentos com HNQO; tornaram a
superficie da silica Kromasii mais acida e 55 % PMOS inicial ndo foram suficientes
para cobrir todos os silandis, deixando-os expostos para interagirem mais
fortementie com 08 composics, causando perda de eficiéncia ¢ aumento na
assimelria dos picos desses compostos. Esses resultados sugeriram gue a silica
Kromasil & ¢ de alta pureza e sua superficie aproxima-se de um maximo de
hidroxilag@o, os quais deixam a superficie dessa silica menos &cida, sem a
necessidade de pré-tratamenios antes do preparc das FE.

Os preé-tratamentos da silica Rainin antes do preparo das FE com agua e
alguns dos acidos ou bases avaliados foram eficientes para diminuir a cauda no
pico do composto basico N,N-dimetilanilina, mas, devido a presenga de grande
numero de silandis residuais nessas FE apos os pré-tratamentos, os parametros
cromatogréficos ndo foram repetitiveis entre as corridas cromatograficas. Pré-
tratamentos de agquecimento a altas temperaturas seguido de tratamento
hidrotérmico com acidos ou bases ndo foram avaliados com a silica Rainin, ndo
sendo possivel avaliar esses resultados, os guais poderiam ser positivos.

Através dos planejamentos fatoriais foi possivel observar que os erros
experimentais devido ao procedimento de enchimentc das colunas
cromatograficas séo elevados e esse erro € maior quando as FE s30 preparadas
com silicas de carater mais acidos. Em contrapartida, as FE preparadas com uma
silica de carater menos acido, devido a alta pureza e ao alio grau de hidroxilacio
de sua superficie tornam maiores os pontos Otimos para o preparo das fases,

sendo essas mais repetitiveis no procedimento de enchimento das colunas.
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Os resultados cromatograficos com as MT3 e MT4 mostraram que as FE
estacionarias preparadas com as silicas Kromasil e Rainin, sem pré-tratamentos e
apts os pré-fratamentos, ainda contdm muitos silandis residuais. Mas, como
esses silandis s80 mais acidos na superficie da silica Rainin, devido 2 maior
guantidade de impurezas metélicas e ao maior nimero de silandis isolados mais
acidos, as FE preparadas com esta silica produz uma alta assimetria no pico do
composto basico N,N-dimetilanilina (MT2), que interage fortemente com os
silandis residuais mais acidos. |

E preciso destacar que, através das caracterizacdes cromatograficas das
FE com as diferentes misturas testes foi possivel obter muitoc mais informaces a
respeito de mudancas sutis ocorridas na superficie das silicas, 2 camada
polimerica e os mecanismos de retencio dentro do leito cromatografico do que as
informacbes obtidas pelas andlises quimicas e fisicas, que necessitam de
instrumentacao e reagentes caros, possuem limite no numero de amosiras por
alunos e professores, além de muitas vezes, ndo gerarem as informacdes
desejadas.

Os estudos por CP / MAS ®Si NMR das FE mostraram que, embora a
presenca de silandis de carater mais acidos na superficie das silicas pode induzir
interagbes com analitos basicos, eles também sdo os responsdveis por uma
interag&o mais forte com o polimero, tornando a monocamada polimérica sobre a
silica mais espessa e mais estave! quimicamente,

O estudo da estabilidade quimica das FE mostrou que elas s&o estéaveis a
passagem de grande volume de fase mével neutra e que as fases estacionérias
preparadas com a silica Rainin, de carater mais acida, s&o mais estaveis que as
FE preparadas com a silica Kromasil, altamente pura e com alto grau de
hidroxilag&o. Ao decorrer do trabalho também foi observado que a qualidade no
enchimento cromatografico das FE também afeta a estabilidade das mesmas,
sendo que as que obtiveram melhores enchimentos, obtiveram os parametros
cromatograficos mais repetitiveis entre as corridas.



CONCLUSOES 197

5 - CONCLUSOES FINAIS

As melhores condicbes de preparo das FE foram: quantidade de PMOS
suficiente para encher os poros da silica mais um excesso de 10 %, seis dias de
repousc da FE apds seu preparo e 120 ou 140 °C por 8 h para as condigbes de
imobilizacac térmica, apresentado boa separacido dos componentes das misturas
testes, altas eficiéncias e resisténcia 2 passagem de grande volume de fase movel
neutra. Os estudos da estabilidade das FE em condi¢fes agressivas mostraram
que as FE preparadas com a silica Rainin sdo mais estdveis que as FE
preparadas com a silica Kromasil, atribuido a maior quantidade de impurezas
metalicas e silandis isolados mais dcidos presentes na superficie da silica Rainin,
responsaveis pela formacdo de uma monocama polimérica mais espessa sobre
esta silica, que as tornam mais estaveis.

Os parametros calculados a partir das diferentes misturas testes mostraram
que as FE preparadas nas melhores condicdes ainda contém grande guantidade
de silandis residuais, mas, sendo a silica Kromasil mais pura e com maior grau de
hidroxilagdo da superficie do que a silica Rainin, ndo ha forte interagdo com o
composto basico N, N-dimetilanilina, com picos simétricos. Porém, as FE
preparadas com a silica Rainin obtiveram acentudas caudas para ¢ pico do
composto bésico, atribuido a maior quantidade de impurezas metélicas e a
presencga de grupos silandis isolados mais acidos presentes na superficie dessa
silica, que interagem mais fortemente com a N,N-dimetilanilina.

Os pré-tratamentos da silica Rainin com agua e com algumas das solugdes
acidas e basicas foram eficazes para reduzirem a acidez na superficie dessa silica
e diminuirem a assimetria no pico da N,N-dimetilanilina até valores aceitaveis.
FPorém, devido ac grande numero de silandis residuais ainda presenies nessas
fases estaciondrias, os par@metros cromatograficos néo foram repetitiveis entre as
corridas cromatogréficas, havendo perda de eficiéncia, aumento na assimetria do
pico da N,N-dimetilanilina e mudanca no tempo de retengéo dos compostos.

Os estudos da superficie das silicas também mostraram que, embora a
presenca de impurezas metélicas e a quantidade de silandis mais acidos interajam
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fortemente com componentes basicos, causandc cauda no pico desses
compostos, eles sdo fésponséveisi‘por uma interagé@o mais forte com o polimero,
formando uma monocamada de polimero mais densa sobre 2 silica e FE mais
estaveis, & que supaﬁées mais impuros s&c menos sujeitas & dissolucdio & a
cobertura mais densa protege melhor a silica do atague quimico pela FM.

s) procedimento de enchimento das colunas cromatograficas mostrou-se
um fator que gera grande ermo experimental, sendo que duas colunas
cromatogréficas recheadas, uma seguida da outra, podem diferir significamente
em termos de respostas cromatogréficas. O reconhecimenio de problemas
relacionados ao enchimento das colunas é dificil, mas algumas caracteristicas,
come a cauda frontal, a perda de eficiéncia e de resolugdo, sfo alguns dos
problemas relacionados ao enchimento cromatografico. Quando se suspeita de
problemas sistematicos relacionados ac enchimento cromatogréfico deve-se tomar
as providéncias necessdrias, iniciando-se pela limpeza e ¢ polimento das pecas
das colunas e da bomba cromatogréafica e a pureza dos solventes utilizados.

A qualidade da silica utilizada no preparo das FE pareceu também
influenciar na qualidade do enchimento cromatogréfico. Silicas com a superficie
menos acida e mais homogénea (maior quantidade de silandis ligados por higacgo
de hidrogénio) levam & formagéc de uma camada polimérica mais homogénea
sobre a silica, que t&m maior probabilidade de serem recheadas com sucesso.

Foi dado em destaque especial as caracterizages cromatogréficas das FE
com as diferentes misturas testes, cujos resultados oferecem mais informacdes a
respeitc de mudancas sutis ocorridas na superficie das silicas, a camada
polimérica e os mecanismos de retencéo dentro do leito cromatografico do gue as
informacbes obtidas pelas analises quimicas e fisicas das FE, que possuem as
desvantagens de necessitarem de instrumentac@o e reagentes carcs, ha limites
para o numero de amostras e muitas vezes no geram as informaces desejadas.

As FE preparadas apresentaram excelentes desempenhos cromatograficos
e de estabilidade e devem continuar sendo exploradas. Para os trabalhos futuros
no LabCrom, o desafio é propor procedimentos capazes de bloguear os silandis

residuais das FE, que interagem fortemente com compostos bésicos. Alguns
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desses procedimentos s&o sugeridos, como ¢ capeamenic das FE com polimeros
de cadeia curta, o entrecruzamento das cadeias do polimero e o maior tempo de
repouso das FE para gue mais polimero seja auto-imobilizado, ou ainda, mais
estudos com a % polimero inicial (fator altamente significativo) e as temperaturas
de imcbilizacdo térmica, capazes de proporcionar a formacao de uma bicamada

de polimero sobre a silica.
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