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Resumo

Resumo

Titulo: Preparagd@o e Avallacd@io de Fase Estaciondria C8 a partir de Suporte
de Silica Modificada. -

Autor: César Franzol Zuin

Orientadora: Profe. Dr®, Isabel C.S.F. Jardim

Este frabalho visa o desenvolvimento de um novo tipo de fase
estaciondria (FE) sorvida para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). preparada a partir da fase estaciondria liquida poli{metiloctilsiioxano)
(PMQOS) sobre suporte de silica de 7 um, iregular, ndo meodificado e
modificado com zircénia. A silica zirconizada foi produzida a partir da reacéo
de silica com ZrCls. As FE sorvidas consistem no PMOS sorvido nos poros da

silica, sem ligagdo covalente.

As FE produzidas a partir de silica e silica zrconizada foram
caracterizadas e avaliadas por testes quimicos {andlise elementar), fisicos
(espectroscopia no infravermelho per reflect@ncia difusa com transformada
de Fourier, drea superficial especifica, volume especifico dos poros, andlise
termogravimétrica, microscopia eletrdnica de fransmissdo e microscopia
eletrdnica de varedura} e cromatogréficos (avaliacdo através da injegdo
de duas misturas orgdnicas sintéticas em colunas recheadas com as

diferentes FE e estabilidade quimica frente a FM diferentes).

Os testes mostraram que o PMOS adicionado na preparacdo das fases
estaciondrias € em grande parte removido em etapas preliminares &

avaliagdo, porém o PMOS restante fica fortemente sorvido no suporte.

A eficiéncia obtida a partir de suporte de silica zrconizada é satistatéria

(38000 pratos m-) para suportes iregulares com tamanho de particula de

ix
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7 um, @ madior que a eficiéncia obtida com suporte de silica nua (23000

pratos m- )'.

Os testes de estabilidade com a fase mdvel utilizada (levemente
dcida) mostraram que ambos os suportes sofrem degrada¢do quando se
passa grandes volumes através \dc coluna, entretanto observa-se menor
assimetria nos picos dos corﬁpostos analisados quando se usam colunas
preparadas com suporte de silica zrconizada. A Iovdgem da coluna com
solventes alcalincs em condicdes extremamente agressivas praticamente

destruiv tanto a coluna preparada com silica nua como a de silica
Zirconizada.
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Title: Preparation and Evaluation of a C8 Stationary Phase using Modified

Silica as the Chromatographic Support.
Author: César Franzol Zuin.

Supervisor: Dr. Isabel C.S.F. Jardim.

The objective of this project is the development of a new type’ of
sorbed stationary phase (SP) for High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), prepared using the liquid stationary phase poliimethyloctylsiioxane)
(PMOS) and a 7 um iregular silica support, either modified with zirconia or not
modified. The zZirconized silica was produced by the reaction of silica with

IrCls. The sorbed SP consists of PMOS sorbed into the pores of the silica,
without covalent bonding.

The SP produced using silica and zrconized siica were characterized
and evaluated by physical tests (difuse reflectance infrared Fourier transform
spectroscopy - .DRIFTS, specific surface areq, specific pore volume,
thermogravimetric analysis, scanning electron microscopy and transmission
electron microscopy], chemical tests (elemental  analysis) and
chromatographic tests (characterization of columns packed with the different
SP through injection of various synthetic mixtures and evaluation of their

stability by washing with different mobile phase).

The tests showed that most of PMOS added during SP preparation is
removed before chromatographic evaluation, but the remaining PMOS is
strongly sorbed onto the support. The SP prepared using zZirconized silica as

support showed better chromatographic results than the SP prepared using
non modified silica. |
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>

The efficiency obtained starting from zrconized silica Is satisfactory
(38000 plates m-) for imregular supports with 7 um particle, and higher than the
efficiency obtained with pure silica support {23000 plates m-).

Stability tests with a slightly acid mobile phase showed that both
supports suffer degradation when large volumes are passed through the
column, however a lower asymmetry is observed In the peaks of the test
sampies when columns prepared with Zrconized silica are used. The tests with

alkaline solvents under extremely aggressive conditions practically destroyed
both columns. ‘
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Infroducdo

I) Infroducgdo

l.a) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Reversa

Em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), dizse fase
estaciondria liquida (FEL) quando se tem um liquido depositado sobre um
suporte sdlido. A separacdio ocomre devido &s diferentes solubilidades dos
componentes da amostra no liquido da fase estaciondria (FE} e no solvente
(ou mistura) que constitui a fase mével (FM), que resultcm em migracoes

diferencials dos solutos através da coluna cromatogrdfica. Este mecanismo

de separagdo é denominado de particao!’.

As fases estaclondrias mais comumente utiizadas em CLAE sao as fases
reversas (FR), onde a FE é mais apolar e a FM é mais polar. Estas fases
consistem de um suporte cromatogrdfico e de uma fase estaciondria liguida,

“que pode estar sorvida ou imobllizada ou quimicamente ligada qo suportel,

As fases estaciondrias normalmente utilizadas em CLAE sé@o preparadas
principalmente usando-se silica-ge! como suporte, mas também podem ser
usados alumina, vidro, silica recobertq com zZrconia, fit@nia, térig ou
| magnésia, carbono vitrificado, polimeros orgénicos e dextranas com
diferentes tamanhos de particulas. O suporte & recoberto com a FEL de
modo a formar um fime uniforme. Quando se prepara uma fase
estaciondria reversq, utiliza-se como FEL um liquido apolar do tipo
poh(mehloc’nlsuloxcno) (PMQS) ou poli{metiloctadeciisiloxano) (PMODS)(Figura

1). Cerca de 80% das separacdes feitas por CLAE utilizam recheios de fase
reversalll,
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CHs

|
CHs (CH2)7} CHs

| 1 |
CH 3-S|i-0- -Si-O— -Sli-C H3
CHs CHs/n CH3

Figura 1- Estrutura do Poli{metiloctilsiloxano) (PMOS), o PMODS tem 17 grupos {(-CH2-)
Qo invés de 7.

As colunas cromatograficas recheadas com fase reversa comportam-se
muito bem quando se utilizam fases mdveis ndo agressivas, como misturas de
metanol e dgua, e quando sdo operadas no seguinte intervalo 2 < pH < 8.
Entretanto, a silica é instavel tanto frente &s fases mdveis muito Geidas como
muito bdsicas, que reagem lentamente com suas superficies, até dissolvé-ias,

causando perda da fase cromatogrdfica e, em casos extremos, colapso da

estrutura da coluna B

l.a.1) Fases Estaclondrias Quimicamente Ligadas

Pode-se preparar a FE ligando-se covalentemente camadas finas da
fase estaciondria liquida & superficie da silica de forma homogénea e
estavel ( Figurc 2). A fase estaciondria liquida reage com os grupos silandis da
silica, sendo que grupos reativos apropriados podem ser introduzidos sobre a

silica ou sobre as cadelas da fase estaciondria liquidal.
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P Ve
Figura 2- Ligacdo da Fase Estaciondria Liquida sobre a Superficie da Silica. Na figura
estd representado o polimero PMODS

[4]

As fases estaciondrias quimicamente ligadas mais usadas e dispohfveis
comercialmente sdo as fases do tipo siloxano. Elas s&o preparadas pela
reagdo dos grupos silandis do suporte com um organossilano halogenado ou
- Um organoaicoxisiiano, que pode ser mono (XSiRs}, di (X2SiR2) ou trifuncional

(XsSIR) 12, de acordo com a equagdo de reagdo quimica abgixo:

Xn-1
=8i-OH + X:SiR 4., - =Si-O-Si + HX

\R4-n

onde X = halogénio ou grupo aledxido
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l.a.2) Fases Estaciondrias Sorvidas

Na fentativa de se obterem fases com uma maior blindagem dos
grupos silandis e superficies mais homogéneas, foi desenvolvido um novo tipo
de fase estaciondria para CLAE-FR, que consiste de um liquido que se
encontra sorvido sobre um suporte devido a forcas do tipo van der Waals.
Dessa forma, a FEL pode recobrir todo o suporte e os solutos ficam mais

protegidos de interagdes indesejaveis com a superficie da silicai,

Tais FE podem ser preparadas por vérios caminhos. Por exemplo, os
poros da silica gel podem ser preenchidos por multiplas adsorcdes da fase
estaciondria liquida, no nosso caso um polimero, ou, a partir de uma soluc@o
do polimero em um solvente voldtil seguido de evaporacdo do solventels! .
Alternativamente, polimeros liquidos podem ser incorporados diretamente
Nos poros, € macromoléculas podem ser formadas dentro dos pOoros por uma
reagdo controlada como polimerizagdo ou policondensacéo. Obviaments,

em todos os casos, o polimero incorporado deve ser insolUvel na FM .

L.b) Suportes Cfomatogréﬂcos

O ponto vulnerdvel de qualquer material & base de siica sdo as
ligacdes siloxano de sua superficie {Figura 3) que s&o faciimente hidrolisGveis,
tanto em solugSes dceidas quanto bdsicas, enquanto as unidades ligadas,
que sGo compostas por ligacdes do tipo R:C-CRs, RsC-H, RiC-O- e R3C-NRz,
sdo estavels em uma faixa bem maior de PH que a silica nuals),
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Figura 3 - Ligagdes Siloxano

Além da instabiidade da siica, tem-se o aspecto da sua
homogeneidade, ou seja, apds o recobrimento da sflica com o polimero
sempre restam grupos ativos polares que sdo denominados grupos silandis
residuais (Figura 4). A presenga dos grupos silandis 78 afeta o mecanismo de
separagdo de maneira indesejavell®19.. Esses grupos polares podem interagir
fortemente com vdrios tipos de moléculas bio-org@nicas ou solutos bdsicos e
adsorvé-los. Muitas vezes a adsorcdo pode ser ireversivel, restringindo o
transporte de massa, bloqueando sitios de interagcdo normal e criando sitios
ndo especificos, © que diminui o desempenho da coiuna, podendo
deteriord-la ireversivelmente. Quando a adsorc@o é reversivel, tem-se o
problema de picos Icrgos, assimétricos e com cauda, que sdo dificeis de
serem tratados quantitativamente, além de poderem se sobrepor ou interferir
nos picos de solutos que eluem em tempos similares.  Existem vdrias
possibilidades para diminuir ou eliminar as limitagdes da interface
silica/camada orgdnica, ou interface silica/fase mével. Entre elas pode-se
citar o capeamento, encapsulamento, formagdo de ligagdes entrecruzadas

e a zirconizagdo da superficie do suporte.
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A deposicdo de um polimero sobre suporte modificado através de
reagdo quimica do suporte com dtomos de metal de transicGo como o
Zrconio 111213 é uma das estratégias existentes para se obterem superficies
da silica que, quando recobertas com a FEL, apresentam maior resisténcia

ao ataque das fases mdveis Gcidas ou bdsicas, bem como de solutos
polares.

L.c) Silica Zirconizada como Suporte em CLAE

H& alguns anos vem crescendo o interesse na utilizagdo de alguns
elementos de fransicdo como recheio alternativo para colunas
cromatogrdficas utilizadas em CLAE. Dentre os vdrios elementos de transicdo,
os trabalhos publicados existentes na literatura abordam apenas trés metais:

o Zircdnio, o titanio e o tério, todos na forma de seus respectivos Oxidosi4.

O éxido de zrcédnio (IV}) hidratado, zircénia, é um material que
apresenta cardater anfétero, isto €, quando em solugdo aquosa tende a se
polarizar e adquirr carga elética, sendo que a natureza e a importéncia
dessa carga dependem do pH. Devido ac seu cardter ‘anfétero existem
estudos de adsor¢do de cdtions e de éniohs pelo oxido de zircénio

hidratadol'). Tal éxido tem sido usado para adsor¢do e pré-concentragdo
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de cromo (VI), devido a sua capacidade em adsorver o metal em meio
acido e liberd-lo em meio alcalinoiisi,

Chicz et diilé trataram a sflica com zircénia e compararam com
magnesia, alumina e titnia. Estes suportes foram cobertos pela adsor¢gdo de
polietlencimina (PEI-4). A densidade da fase estaciondria/ligante, a
capacidade de camegamento, o estabilidade da coluna e de materiais
caracteristicos ndo baseados em silica foram compdrc:dos com um suporte
de ‘“slica padrdc’. A aplicagdo das fases estaciondrias ao material
inorgénico foi realizado através de duas etapas; primeiro a adsorcdo da PEI-
6 Qo suporte e em seguida o enfrecruzamento com 1,4-butanodiol diglicil
éter (BUDGE), com o objetivo de estabilizar a fase estaciondria. E provavel
que as aminas primdrias e secunddrias do grupo amino do polimero
interajam eletrostaticamente com o suporte inorgénico, j@ que as aminas
tercidrias estdo impedidas estericamente a partir do contato direto da
superficie. Diferengas na quimica de coordenagdo dos dtomos da superficie
influenciaram na quantidade da PE-6 adsorvida por unidade de drea e na
extensGo do entrecruzamento. Enquanto a silica, titdnia e zirednia possuem
nUmero de coordenacdo 4 e possuem caracteristicas de adsorcd@o similares,
a alumina, com nimero de coordenacdo 3, tem 37% mais oxigénio na sua
superficie que os outros materidis. Este dado tedrico foi coroborado pelos
dados obtidos onde os suportes com densidades ligantes de oxigénio

similares, tais como a silica, zircdnia, fitAnia e magneésia, adsorveram

quantidades equivalentes de PE-6 por m? de superficie, enquanto que a
alumina adsorveu 53% a mais do mesmo polimero. Apesar da diferenca nos
diGmetros das particulas destes suportes, que se esperava dificultar a
comparagdo de seus desempenhos cromatograficos, houve similaridade
entre os seus tempos de retengdo. Quanto aos estudos de estabilidade
quimica, foi confrmado que a titdnia, alumina e zZirconia/siiica s&o mais
estdvels aos dlcalis que a silica nua e que as condi¢des alcalinas ndo

desgastam a poliamina adsorvida.
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Kawaraha et qlil'?, baseados nas caracteristicas dos materiais
cerdmicos, como resisténcia ao calor, choque mecdnico e alguns efeitos
quimicos, investigaram a capacidade cromatogrdfica de materiais
cer@micos de zircdnia e titdnia na separagcdo de subst@ncias biogénicas.
Para a realizagdo destes estudos foram utilizadas particulas de silica gel
porosa (5 pm), zircdnia ndo porosa de 3 pm e titdnia porosa (5-15 pmy), sendo
suas capacidades adsortivas avaliadas atfravés de par@metros de
capacidade e atividade. Através destes pardmetros foi verificado que ¢
tit@nia e a zircdnia posuem maior capacidade de adsor¢do que a silica. ©
numero de pratos por metro obtidos foi de 56000, 12000 e 1000 para a silica,
titnia e Zircdnia, respectivamente, devido ao tamanho das particulas
utilizadas. O ideal seria que as particulas fossem menores e mais uniformes. O
fator de reten¢Go (k) de vdrios compostos foi comparado sob as mesmas
condicées de eluicdo e observou-se que a ordem de eluicGo dos compostos
dcidos e bdsicos foi inversa nas colunas de titdnia e zircdnia, quando
comparadas com a de silica, isto &, compostos acidos eluiram depois dos
compostos bdsicos, sugerindo que os mecanismos de adsorgdo destes
metais diferem da silica. Isso é uma vantagem na andlise de compostos
bdsicos que, quando eluem em colunas a base de silica, possuem picos com
caudas, devido as interacdes com grupos silandis livres. Essas propriedades
adsortivas Unicas de titdnia e zircénia podem ser usadas na separacdo de
compostos que sdo dificeis de separar com enchimentos usuais. Por isso,
cblunos de fitGnia e zircdnia foram usadas na separagcdo de subst@ncias

biogénicas, incluindo os ribonucleosideos e desoxifibonucleosideos.

A superficie quimica da zircdnia e da titania que, quando amorfa,
representa compostos mais ou menos Bnicos de cdations metdlicos
tetravalentes, é altamente poiar. Os grupos hidroxilas ligados aos ions
metdlicos heutralizam a carga da superficie. A zircdnia e a titGnia possuem

dois tipos diferentes de grupos hidroxilas: uma delas & a hidroxila livre, agindo
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como base, enquanto a ponte de hidroxiia entre dois dtomos metdlicos

vizinhos age como Acidoltel,

Matericis de recheio de fase reversa foram obtidos meodificando-se a
superficle dos oxidos metdlicos com C18 e sua maior contribuicGo foi a
estabilidade ao pH. Os recheios & base de Ti/C18 foram estdveis até pH 1l e
Zrconia/C18 estaveis até pH 12 sem qualquer efeito no fator de réfenq:c'ao ou

largura dos picos dos soiutos analisados 1181,

Rigney et alil' estudaram as propriedades trocadoras da zircdnia n&o
modificada. Para tanto, eles utiizaram a zirednia porosa esférica de
diferentes lotes e propriedades fisicas e compararam o seu desempenho
cromatogrdfico com o da alumina. A estabilidade da zircénia e da alumina
apH 1, 3,10, 12 e 14, sob condicdes estdticas pela adigdo de 100 mg do
suporte a 900 mL de solucdo de hidréxido de sddio em concentracdo
apropriada, foi avaliada monitorando-se o aspecto da zircdnia ou da
alumina na solugdo sobrenadante e determinando-se a concentracdo de
éxido metdlico por Espectroscopia por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP-ES). Ndo foram encontradas quantidades de Zircdnia superiores qos
imites de detecgdo no ICP-ES, enquanto foram encontrados nivels
detectaveis de alumina para pH 1, 3, 12 e 14. Portanto, em termos de
estabilidade em fases mévels aquosas a pH extremos (Gcidos ou bdsicos), a
zrcdnia é superior a siica e a alumina. As dreas superficiais sGo baixas
quando comparadas com as das silicas utilizadas em CLAE, mas é necessdrio

relembrar que ao se considerar os dados de darea superficial, a densidade
verdadeira da zircénia monoclinica & 58 g mt™, enquanto que a da silica é

23 g mL'. Portanto devido a sua alta densidade, a drea superficial da
drcdnia & compardvel a da silica , se considerada em fermos de dreq
superficial por unidade de volume (silica = 125 m2 mL e zZirednia = 122 m2
mLt). A concentracdo de sitios adsortivos em sua superficlie foi estimada

afravés da curva de andlise termogravimétrica {ATG), enconirando-se 9.8
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mol m? de sitios ativos, assumindo-se arbitrariamente que o decréscimo de
massa entre 205-455 °C é devido a perda de dgua adsorvida e que o

decréscimo entre 455-810 °C é resultante da condensacdo dos hidréxidos de
zrcondis vicinals. Apds os resultados acima, foram enconirados os fatores de
retengGo para vdrios solutos, entre eles, benzilamina, dcido benzdico, e
dcido hidroxibenzbico, para uma variedade de solugdes tampdo. Os
resultados demonstraram que a zircdnia atua com propriedades trocadoras
catidnicas e anidnicas, dependendo do pH da solugdo e da natureza do
tampdo. Examinando-se a adsorcd@o de vdrias espécies de fosfato nesta

superficie verificou-se que os organofosfonatos s@o mais fortemente

adsorvidos que os organofosfatos. Os oxidnions, nitrato (NO,), bromato

(BrO;), tetraborato (B,0,% e tiossuifato (5,0,%) também sdo fortemente

retidos pela zircdnia.

Em outro estudo, Rigney et dlii®! deu confinuidade aos trabalhos
acima através da preparacdo do suporte cromatografico para CLAE por
fase reversa pela deposicdo e entrecruzamento do polibutadieno na
superficie da zircénia microporosa. Inicialmente, tentou-se produzir fase
reversa baseada na zrcdnia pela modificagdo da superficie com
organossilanos. Embora um suporte de fase reversa com “cobertura
moderada” tenha sido obtido, a zircdnia silanizada ndo fol estdvel em fases
moveis aquosas devido a suscetibilidade das ligagdes 7r-O-St & hidrdlise, Isso

reflete bem a sequéncia de estabilidade hidrolitica dos éxidos silanizados:
-Si-O-Si-R > Ir-O-Si-R > Ti-O-Si-R > Al-O-Si-R

A quantidade de carbono na superficie foi faciimente variada pelo gjuste da
quantidade de polibutadieno (PBD) sobre o suporte. O processo de
modificagcdo fol reprodutivel, pelos dados obtidos através de andlise de
carbono para diferentes suportes preparados a partir do mesmo lote de silica

com a mesma quantidade de polibutadienc. Quando se utilizou teor alto de

10
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carbono, a inspegdo microscdpica das particulas do suporte mostraram uma
superficie externa iregular com alto grau de agregacdo de particulas. Em
coniraste, para carbono em niveis de monocamadas, a perda de drea
superficial € compardvel as encontradas na silanizagdo da silica com
octadecilsiano. A eficiéncia da reacdo de entrecruzamento, iniciada por
radicais livres, produzidos pelo peréxido de dicumila, fol demonstrada pelos
espectros no infravermelho por reflecténcia difusa com fransformada de
Fourier (DRIFTS). A zircdnia/PBD apresentou caracteristicas de retencdo
similares &s fases ligadas alquil-silica para a retengdo de pequenos solutos
em tampdo fosfato de pH 3. Sob outras condigdes, particularmente quando
o fosfato estG ausente da fase mével, solutos dcidos foram fortemente
retidos devido a interag@o com sitios frocadores anidnicos (bdsicos) na
superficie. Estas interagcdes podem ser controladas pela adicdo de fosfato &

fase movel. Ndo houve qualquer evidéncia de degradagdo do suporte

" mesmo quando este foi exposto & hidréxido de sédio 1 mol L' & 100 °C. A

alumina/PBD n&o foi estdvel nestas condicdes.

Estes estudos préviosi'® .2 com zircénia porosa, demonstrando a

estabilidade da zircénia até pH 14 e a resisténcia pela deposicdo de

polimeros até pH 14 a 100 °C (300 vezes o volume da coluna) sem perda
detectavel do suporte ou da cadeig polimérica, motivaram outros
pesquisadores a investigacdes posteriores. Sabe-se que temperaturas altas e
condicbes extremamente alcalinas ou dcidas s@o  necessdrias na
esterilizagdo de coiunas para utilizagdo na purificagdo de produtos
farmacéuticos ou limpeza de colunas apds injegdes sucessivas de amostras
brutas. Obviamente, um suporte cromatogrdfico que possa suportar muitos
ciclos a temperaturas ailtas combinado a condigdes extremas de acidez &
de'gronde aplicabilidade em indUstrias farmacéuticas e biotecnolégicas. A

Zrconia, além das caracteristicas jd citadas, possui natureza refratéria,

. - . o
podendo ser aquecida & temperatura superior a 500 °C, com menor

mudanga em sua estrutura porosa que a silica ou aluminal4,

1
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Particulas de zirconia microporosas foram sintetizadas e suas superficies
modificadas para CLAE por fase reversa. Fases estaciondrias monoméricas e
poliméricas foram obtidas por reagcdo com octadecildimetilclorossiano e
octadeciltriclorossilano, respectivamentel.2l, A cobertura da zircdnia com
octadecil foi aproximadamente a mesma que os sorventes a base de
octadecil-silica. Estas fases foram avaliadas em termos de propriedades
cromatograficas de fase reversa com espécies idnicas ndo polares e
levemente polares sob uma ampla faixa de composicdo de fase movel e de
pPH. A zircénia-octadeci monomérica com capeamento (‘end-capping")
exibiv algumas interagdes metdlicas tanto com solutos dcidos como com
bdsicos, que foram reduzidas na presengca de agentes interferentes (ion
tartarato) presentes na fase mével. Os sorventes octadecil-zircdnia
poliméricos exibiram maior retengdo que os monoméricos, uma vez que para
os varios solutos investigados, suas adsortividades residudis em relagcdo @
solutos &cidos foram muito menores. Os estudos de estabilidade, conduzidos
a pH extremos, 2 a 12, mostraram que a octadecii-zircdnia polimérica & mais
estavel que a monomérica e que a fase polibutadieno-zircénia, por sua vez,
€ mais estdvel que as C180'2, resistindo ao pH de 1 a 14. Estas fases
estaciondrias foram Utels na separac@o de hidrocarbonetos aromdaticos
policiclicos, alquibenzenos, séries homdlogas de fenil dlcoos,
oligossacarideos, dansit aminodcidos, peptlidecs e proteinasi.2il, Solutos
bdsicos, tais como aminas, foram analisados em colunas recheadas com a
fdse estaciondria polibutadieno-zircdnia e eluidos com tampdes neutros,

acidos ou alcalinos resultando em picos simétricos.

Wirth et qliil’¥, no mesmo -perfodo, caracterizaram, em termos de drea
superficial e grau de recobrimento, particulas de zircénia modificadas com n-
octadecil (C18), carboidratos e Cibacron Blue. A densidade dos grupos
hidroxilas da superficie foi determinada por 'H RMN e a drea superficial foi
medida através da quantidade de fons fosfatos que se ligaram qos zircondis

(Gcidos de Lewis) presentes na superficie. Os resultados experimentais

12
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demonstraram que a zircdnia modificada pelo Cibacrom Blue é estavel até

pH 10.5, gue a modificada peia fase reversa Ci18 é es’rcvel até pH 13e pelc
fase ligada de carboidrato até pH 12.

Kurganov et dliil22 utilizaram silica, alumina e zircénia porosa recobertas
por ligacdo covalente de copolimeros de estireno e vinilsilanos com e sem
entrecruzamento apéds a Imobilizacdo da camada polimérica. Através da
adsorgdo de nitrogénio e porosimetria de mercurio, foi anaiisado a estrutura
dos poros que revelaram diferentes distribuicdes de polimero ao longo da
superficie modificada e mudangas da porosidade dos &xidos inicials
dependendo do método de imobilizacdo do polimero. A amostra de zircdnia
exibiu volume especifico de poros extremamente baixo e uma drea
superficial de 17 m? g para a zrcdnia nua. Os valores de dreq superficial,
volume de poros e didmetro de poros, foram reduzidos a metade apés
medificagdo de sua superficie com poliestireno. O recobrimento da
superficie com o polimero, no entanto, pouco afetou a forma de distribuicéo
do tamanhco dos poros. Compostos bdsicos foram eluidos com picos
simétricos pela alumina e zircdnia modificadas por ligagdes covalentes do
copolimero (estireno e vinimetildietoxisilano), indicando a auséncia de

interagdes n&o especificas entre a superficie e o soluto.
l.d) Enchimento de Colunas Cromatogrdficas

O objetivo dos vdrios métodos de enchimento de colunas em CLAE é
obter colunas estGveis, altamente eficientes e reprodutiveisi2, Ha alguns anos
atr@s, poucas pessoas amiscavam rechear suas préprias colunas, devido ao
aspecto  misterioso que envolvia® o procedimento do enchimento.
Atuaimente, gragas & grande quantidade de artigos publicados sobre o
enchimento de colunas, muitas pessoas tentam fabricar as suas préprias
colunas, embora aprendam que ndo basta seguir o procedimento dos

artigos, pois inexiste um método amplo e universal capaz de produzir colunas

13
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sempre com o mesmo hivel de qualidade. Além disso, a técnica de
enchimento ndo s6 depende da metodologia empregada, como também
do material de enchimento e da habilidade do usudrio em encher colunas.

A técnica de enchimento de colunas tem que ser encarada como artei,

No enchimento de colunas para cromatografia s@o comumente
enconfradas duas técnicas:

l.d.1) Enchimento por Suspenséo com Alta Presséo ("Slurry
Packing")

Este método é normalmente empregado para rechear colunas cujo

tamanho das particulas da fase estaciondria seja menor que 20 um.

Este método consiste em fixar um filtro de ago inoxidavel poroso na
extremidade da coluna, e ligar a outra exiremidade g um reservatdrio
conectado a uma bomba apropriada; o recheio é suspendido em um
solvente (ou solucdo), denominado solvente de suspensdo, e é transferido
(bombeado) pelo solvente propulsor do reservatdric para o interior da
coluna. O material de recheio acumula-se, a partir do filtro, até formar o leito
da coluna. Durante o processo de enchimento q pressdo é tipicamente da
ordem de 25-50 MPa . Quando a pressdo retorna a zero a coluna & removida

do sistema, e condicionada com a fase mével a ser utilizadal?4),

“Experimentos individuais diferem grandemente no tempo e na
qualidade da separacdo. Encontra-se enorme dificuldade em encher
colunas homogeneamente e reprodutivamentesl pela técnica de

enchimento por suspensdo com alta pressdo (slumy packing) aqinda que o
procedimento seja padronizado'i2el,

14
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.d.2) Enchimento a Seco ("Dry Packing")

O enchimento de colunas & seco é uma técnica usuaimente
confinada & preparacdo de colunas usando particulas maiores que 20 um,
embora hajam trabalhos reportando o enchimento & seco de colunas para
CLAE com diémetros menoresi27.28], Ag particulas séo colocadas diretamente
na coluna, assim como as particulas usadas no enchimento de colunas
recheadas para cromatografia gasosal®®, O enchimento & seco foi

exaustivamente tentado em nosso laboratdriol?d e ndo mostrou resultados
satisfatdrios.

No enchimento a seco usando particulas menores que 20 um,
substitue-se o solvente propulsor por um gds pressurizado. Liga-se o gds
pressurizado a um “T", o recheio (seco) & colocado em um reservatério
ligado em outra extremidadade do “T" e é transferido para a coluna ligada

na extremidade oposta ao gds pressurizado.

l.e) Avaliagdo Cromatogrdfica das Colunas

As colunas devem sempre ser testadas antes de serem usadas. Para
isso. sdo utilizados alguns pardmetros cromatograficos calcuiados a partir de
medidas fen‘cxs nos cromatogramas (Figura 5) obtidos apds a inje¢do de

amostras conhec:rdc:s que indicam a quaiidade da coluna.
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Figura S - Exemplo de um Cromatograma Hipotéfico e algumas medidas que
podem ser obtidas.

Onde:

Ry @ fre sGo os tempos de retencdo dos solutos 1 e 2,
respectivamente, ou o tempo gasto desde o momento da

inje¢do até a saida do mdximo do componente do sistema.

tm & o tempo de retencdo de um soluto ndo refido pela fase

estaciondria (tempo de retardamento da FM).

wb( 1) € alargura do pico na base referente ao soluto 1.

A partr do cromatograma impresso ou a partir dos dados do
computador . (efou registrador-integrador) pode-se calcular  vdrios

parémetros cromatogréficos.

O fator de retencdo, k, é determinado pela razdo dos tempos em que
as moléculas do soluto ficam retidas na FE e percomrendo a coluna na fase
méS/eI de acordo com a Equacgdo 1. Os valores idedis de k devem variar
entre 2 e 10. Valores maiores que 10 significam uma forte intera¢&o do soluto

com a FE e, consequentemente um longo tempo de andlise. Por outro lado,
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valores de k menores que 2 implicam em pouca interagdo do soluto com a

fase estaciondria, o que pode ser prejudicial & andlisel2!.

te-tw  to
K= % =t

Equacdo 1
Onde:

" = tempo de retencdo ajustado.

A resolucdo (Rs) refere-se & separagdo entre dois picos adjacentes e
pode ser calculada pela Equacdo 2. Valores de Rs acima de 1.5 s@o

considerados ideais, indicando uma boa separacdo entre os picosil,

[ tR(z) - tRa) ) [ tR(z) = tRm J
RS:Q wby, + wbe = ] * ] 77 Whm+ whe,
Equacdo 2

Onde:

- Wh(1) e wh(2) sdo as medidas da largura & meia-altura do

pico referente ao soluto 1 e 2, em unidades de tempo.

Um dos principais pardmetros cromatograficos utllizados nesse trabalho

é o nimero de pratos (N). Um prato é equivalente a uma etapa de equilibrio
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do soluto entre a fase estaciondria e a fase mdvel e é calculado pela

Equagdo 3.

2

ta
N = 5,545 |

Equagdo 3

Porém, como existem colunas com diferentes tamanhos, & usual

expressar em pratos por metro (N/m), conforme a Equagdo 4.

N
N/m=f

Equacdo 4

Onde:

L € o comprimento da coluna em metros

A Equagdo 3 56 é vdlida para picos simétricos, sem cauda (gaussianos),
por isso, para uma maior confiabilidade no cdlculo de N, caicula-se o fator
de assimetria do pico, Asio, @ 10% da altura do pico como mostra a Figura 6.
Os valores de Aso considerados idedis na literatural®d, devem estar entre 0,9

e 1,2, embora menos desejaveis, valores de 1.6 sGo aceitosi3al,
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-—————a ....r'i--- --------}10% DA

ALTURA DO PICO

Figura 6 - Medidas e Cdlculo do fator de assimetria do pico

_ CB
ASig = AC

Equacao 5

Vdrios fatores podem contribuir para o aumento da assimetria de um
pico, entre eles, a presenca de grupos silandis residuaisid e os diferentes
caminhos  percomidos pelos solutos e FM  no  interior da colunha

cromatogrdfica (Figura 7), que podem ser causados por imperfeicdes no leito
cromatogrdfico.

[4

Figura 7 - Diferentes caminhos percorridos pelos solutos no interior da coluna
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O fator de separacdo, a, € uma medida da seletividade de um sistema
cromatogrdfico, assim quanto mais seletivamente a FE retiver o segundo
componente analisado, maior serd o fator de separacdo. Se a = 1 ndo
existern diferengas termodindmicas entre os dois componentes em um dado
sistema e eles ndo podem ser separados. Enfretanto, quando a > 1 ndo
significa que os picos estdo totalmente separados, porque eles podem ser
largos e estarem parcialmente sobrepostos. Consequen’rer.nente, ndo
somente com valores elevados de a se consegue separacdo, € necessdrio

também que os picos sejam estreitos. Os valores de o podem ser calculados
pela Equagdo 6.

k.
(X.=—k_1

Equagdo é

O nUmero de pratos, caiculado para um determinado composto teste,
lestc’: relacionado com as caracteristicas da coluna. Desta forma, ele varia
com o comprimento da coluna, didmetro das particulas de enchimento,
enfre outros fatores e torna dificil @ comparacdo entre colunas de dimensdes
diferentes. Para tornar essa comparacdo possivel, utiliza-se a altura

equivalente a um prato, H, que é dada pela equacdo abaixol3;

L

N
EquagGo 7
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A eficiéncia de uma coluna, em termos de altura equivalente a um
prato, H, pode ser determinada através de outros fatores, descritos pela

equacdo de van Deemter (Equacdo 8):

B
H=A+—+Cpn
u

Equacdo 8
Onde:

u = velocidade linear da fase méve! obtida pela Equacdo 9

L

1Y,
Equacdc 9

O termo A , difusGo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos

devido aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto.

O termo B .difusGo longitudinal, estd relacionado com a difusdo
molecular do soiuto na FM.

O termo C .fransferéncia de massa, estd relacionado com a facilidade

- de transferéncia das moléculas do soluto da fase estaciondria para a fase

. mdvel.

A curva de van Deemter (Figura 8) mostra que existe uma vazdo &tima

. que estd diretamente relacicnada com a velocidade linear da fase maovel,
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na qual a altura equivalente a um prato terd valor minimo e,
consequentemente, a eficiéncia do sistema ser& mdaximaisi.

H (m)

K Gtimo # (m/s)
4

Figura 8 - Curva de van Deemter mostrando as contribuigdes dos termos A, Be C
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II) Objetivos

Este trabatho dé& continuidade ao projeto de desenvolvimento de
novas FE sorvidas (ndo-ligadas) para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) desenvolvido em nosso laboratério. Nos trabalhos anteriores(234.3637] o
polimero, poliimetiloctilsioxano), enconfrqu-se sorvido nos poros da silica e
as coluncs recheadas com esse material apresentavam bom

comportamento cromatografico e boa estabilidade.

No entanto, sabe-se que a siica gel usada como suporte em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é instével & pH extremosl® e
sofre degradagdo com o tempo, devido ao arraste da FE liquida sorvida
sobre o suporte. Entdo optou-se pela modificagdo do suporte através do

enxerto de zircdnia na silical's produzindo um novo tipo de fase estaciondria
sorvida.

Para avaliar melhor a nova fase estaciondria preparada, caracterizou-
se por métodos quimicos, fisicos e cromatogrdficos a superficie da silica
Zirconizada, antes e/ou depois da sorgdo do polimero e comparou-a com as
FE preparadas a partir de suporte de silica nua.

Dessa forma, pode-se dizer que o objetivo principal foi desenvolver
uma fecnologia de preparacdo de FE sorvidas, a partir de suportes
quimicamente modificados que resultasse em colunas 180 eficientes ou

melhores que as preparadas a partir de silica nua.
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lil) Parte Experimental

lll.a) Materiais e Reagentes

Como suporte cromatogrdfico utilizou-se a silica ge! Polygosil 100, da
Machery-Nagel Diren, Germany, com tamanho de particulas de 7 um,

volume médio dos poros de 1,94 mL g e didmetro dos poros de 13,8 nm.

A fase estaciondria liquida foi o poliimetiloctilsioxano) {PMOS), da

Petrarch Systems Silanes & Silicones. Massa Molar = 6200 g mol.

A dgua utilizada na preparagdo da fase movel foli oblida em um
deionizador Milli-Q® e filtrada em membrana com poros de 0,22 ym. O
metanol, grau cromatogréfico, (obtido de diversas fontes) foi filtrado em

membrana de 0,22 ym antes de ser usado.

Todos os demais reagentes foram obtidos de fontes comercidais, grau

andlitico (PA) ou superior, exceto se houver outra indicagc@o expressa.

lil.b) Confecgdo do Corpo das Colunas Cromatograficas

O corpo das colunas cromatogrdficas de 125 mm de comprimento e
3,6 mm de diGmetro interno (Figura ?) e as conexdesl® ysadas neste
trabalho, foram confeccionadas no Instituto de Quimica da UNICAMP a

partir de um tubo de ago inoxidavel 316L, trifilado e sem costura.
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3 b ¢ d+e f

Figura ¢ - Coluna Cromatografica e Conexdes utilizadas (a=Porca Terminal, b =
Redutor, ¢ = tubo de alinhamento, d = filtro, e = anel de PEEK, e, f = Corpo da
Coluna)

O polimento da superficie interna dos tubos foi feito através de uma

técnica desenvolvida em nosso laboratdriolse.ol,

lil.c) Preparacdo da Silica Zirconizada

Inicialmente preparou-se um lote de silica zirconizada para ser usado
no desenvolvimento da parte experimental deste trabalho. O procedimento

adotado fol o de Gushiken et glii“! modificado.

Foram pesados 527 g de ZrCl, {Merck) em atmosfera inerte (N,), e

transferidos com auxilio de 60 mL de etanol anidro (Etanol Absoluto Merck,
seco anteriormente usando peneira molecular 40 nmj para um baldo de trés

bocas, j@ purgado com N, (cujo esquema pode ser visualizado na Figura 10).

Na saida do condensador foi colocado um tubo secante. Adicionaram-se
entdo 20,69 g de silica e fechou-se o sistema. submetendo-o g um
agquecimento brando, sob agitagdo, até que se iniciasse um refluxo lento,
que fol mantido por oito horas: em seguida o refluxo foi interompido e a
solugdo foi deixada em repouso por 12 horas aproximadamente. Com o
auxilio de uma seringa de vidro com agulha longa, foi removido todo etanol
possivel; o sdlido foi lavado com 3 porgées de 20 mL de metanol anidro e
deixado em repouso por 24 horas. Filtrou-se em membrana porosa (Millipore,

0.22 um de didmetro de poro) e hidrolisou-se o sdlido obtido com dgua
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deiohizc:dc. Lavou-o até remover todo o cloreto (CI), cuja presenca fol
testada com solugdo de nitrato de prata V.
O sdlido obtido fol transferido para um béquer e seco em estufa a 100

°C por 48 horas. A segulr a silica zrconizada fol guardada em um frasco

previamente identificado.

Figura 10 - Esquema da Aparelhagem usada na Preparagdo da Silica Zirconizada

As equagdes das reagdes quimicas que ocorrem na sintese da silica

zZirconizada s&o:

N SIOH + ZrCly — (SiO)nZrClian) + n HCI

(Si‘O)ner|(4—n) + (4-n) H2O —» (SIO}nZr(OH)4-n) + (4-n) HCl vsi
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lil.c.1) Avallagdo da Zirconizagdo do Suporte

Em um outro trabalho, Gushiken et afi®? indicam que a principal
propriedade da silica zrconizada € ser trocadora de fons, como no caso
especifico do cromo (VI)4I, e que a verificagcdo desta propriedade
comprova a zirconizagdo da silica gel; entdo fezse uma andlise semi-

quanfitativa para verificar a zrconizacdo do supérre preparade nesse
trabaiho.

Num béquer de 50 mL, foram colocados 100 mg de silica Zrconizada e

5,0 mL de solugdo de K,Cr,0, 1,2x102 mol L' e 50 mL de dgua deionizada.

Cobriu-se o béguer com papel aluminio (para evitar a penetragdo de poeira
do ar), agitou-se rapidamente a mistura e deixou-se em repouso por 48h.
Usando o espectrofotdmetro HP 8452 A (Diode Array Spectrophotometer,
interfaciado a um computador tipo PC-AT 486) calculou-se a concentracdo
de cromo na solugdo sobrenadante, fazendo-se as medidas em 440 nm

(comprimento de onda analiico do cromo)4, Repetiu-se esse
procedimento para silica.

li..d) Preparagdo da Fase Estaciondria Sorvida

Para a preparagdo das fases estaciondrias foi adotado o método da

evaporagdo descrito por Basso!®.

O suporte, silica ou silica zirconizada, fol ativado antes da adi¢cdo do
PMOS; esse processo consistiv em manter o suporte a 150 °C por pelo menos
8 horas para deixar livre os grupos silandis da superficie do suporte que vai
receber o PMOS. Depois de ativado, o suporte foi transferido para um

dessecador e, apds ser resfriado, fol usado na preparacdo do material de
recheio.
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Pesou-se a massa necessaria de PMOS em um béquer de 100 mL;

dissolveu-se o PMOS em 60 mL de diclorometano®®! e deixou-se estq solucdo
sob agitagdo magnética enquanto se adicionava, muito lentamente, o
suporte (silica zirconizada ou silica gel). Manteve-se a agitagdo lenta por
mais rés horas apds o final da adigdo do suporte cromatogrdfico. A seguir
deixou-se na capela, & temperatura ambiente, para evaporar ©
diclorometano adicionado. Desta forma, produziv-se a FE sorvida que foi

usada no recheio das colunas cromatogrdficas.

lll.d.1) Quantidade de PMOS sobre o Suporte

As fases estaciondrias preparadas no inicio do trabalho experimental
possuiam quantidades variadas de polimero, a fim de verificar a influéncia
desta varidvel. Estudes anteriores em nosso grupo 4, mostraram que d
eficiéncia da separacdo varia com a quantidade de fase estaciondaria
liquida contida no suporte. Assim sendo, devido a similaridade da fase
estaciondria  liquida a ser usada (Poli{metiloctilsioxano) -  PMOS),
consideraram-se os melhores resultados obfidos por Anazawa e Jardim!®3

como ponto de partida para a preparagcdo do material de recheio a ser
utilizado.

Foram preparados pequenos lotes de FE na faixa de 40-60% de PMOS
em relacdo o’quanﬁdade de fase preparada, no entanto, apds os testes
inicicis optou-se pela FE contendo 0% PMOS (m/m), uma vez que estq
porcentagem de camegamento foi a que mostrou melhores resultados.
Sempre que necessdrio, foram preparados pequenocs lotes de 5 g de FE

- sendo que foram utilizados 60 mL de CH.Cl, para dissolver o PMOS,
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lil.e) Recheio das Colunas Cromatogréficas

As colunas foram recheadas pelo método desenvolvido por
Anazawal?, utiizando uma bomba Haskel modelo 51769 (Figura 11) a
aproximadamente 34,5 MPa (5000 psi) a partir de suspensdes 10% (m/v) de FE

em CCls . Como solvente propuiser foi utilizado o metanol.

Figura 11 - Bomba Haskel e sistema de enchimento de colunas cromatograficasl2,
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I1L.f) Técnicas Empregadas para Avaliacdo das Fases Estaciondrias

I1.£.1) Testes Fisicos

l1£.1.1) Medidas de Area Superficial Especilica (Sa)

Para obfer a extensdo da superficie do material anaiisado, foram
medidas as dreas superficiais especificas da silicq, silica zirconizada e das FE
preparadas. Para tanto, utilizou-se o método BET (Brunauer, Emmett e Teller),

que se baseid na determinacdo do volume de nitrogénio adsorvido a

diversas pressdes na temperatura do nitrogénio liquido B4

O aparelho usado na determinacd@o de SBET foi © medidor de drea

superficial Micromeritcs, Flow Sorb I, modelo 2300.

l11.£.1.2) Medidas de Volume Especifico dos Poros (Vp)e Diametro Médio dos
Poros

As medidas de volume especifico dos poros dos suportes utilizados e
de algumas FE preparadas, foram feitas no Porosimetro Micromeritics,
modelo 9310. O aparelho faz andlise de Intrusd@o e extrusdo de mercyro
metdlico e fomece as respectivas curvas. O aparelho se encontra

interfaciado com um micro computador (PC-386), que fornece diretamente

os resultados de volume médio dos poros.
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lL.f.1.3) Microscopia Eletrénica de Varmredura (MEV)

A versatiidade da microscopla eletrdnica de varredura (MEV) deriva
da grande gama de interagcdes possivels entre os elétrons do feixe e a
amostra. Tais interagdes podem formecer Infformagdes acerca da
composicao e topografia de uma amostra, entre outras. As interacdes entre

s eléfrons e a amostra podem ser divididas em duas categorias:

Espalhamento eldstico, onde as trajetérias dos eléfrons do feixe sdo

- alteradas sem que ocorra mudanca na energia cinética dos elétrons.

Espalhamento ineldstico, que resulta na perda de energia cinética dos
eléfrons do feixe para os dtomos da amostra, levando & producdo de
elétrons secunddrios.

Quando um feixe de elétrons incide sobre uma amostra plang,
geralmente parte dos elétrons escapa da amostra através do mesmo
caminho pelo qual penetrou nela. Estes elétron re-emergentes sdo
denominados  elétrons refroespathados.  Estritamente,  consideram-se
retroespalhados os elétrons que sofrem espalhamento eldstico e cujas

trajetdrias sGo aiteradas por mais de 90 graus a partir da direcdo inicial do

seuy movimento.

Os elétrons refroespalhados fornecem um sinal extremamente 0til para
a formagdo de imagens em MEV, Pois respondem & composicdo {contraste
por composicdo), & inclinacdo local da superficie (confraste topografico), &

cristalografia da amostra e @ campos magneéticos intermnos da amostra.

Os eléfrons secunddrios s&o agqueles ejetados da amostra como
conseqUéncia de um choque ineldstico, ou seja, quando hd transferéncia de
energia do elétron incidente para um dtomo da amostra. Estes elétrons

secunddrios sdo definidos exclusivamente em funcdo de sua energia
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cinetica, e considera-se secunddrios todos os elétrons com energia inferior a
S0 eV, uma escolha arbitraria. Os elétrons secunddrios s&o mais sensiveis &
topografia da amostra, e geralmente formecem uma imagem das
caracteristicas topogréficas da amostra. A sensibilidade & composicdo €

muito menor do que a observada para elétrons refroespalhados.

Geramente, quando se deseja obter Informa¢des acerca da
superficie da amostra, obtém-se uma imagem qa parlir de elétrons
secunddrics, e quando se necessita de informagdo sobre a composicdo,

obtém-se imagens a partir de elétrons retroespalhadosi?),

As amostras de silica nuq, silica zirconizada e das FE preparadas, foram
metalizadas com ouro e as MEV foram feitas em um microscopio eletrénico
de vamredura Jeol JSM-300, com o objetivo de verificar g morfologia das

particulas e as suas respectivas superficies.

tli.f.1.4) Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)

A microscopia eletrbnhica de transmissd@o produz uma imagem de
proje¢do, na qual ocormre a formagdo de confrastes produzindo sombras

gquando um objeto € colocado na frente da fonte de emissdo de elétronsiso,

A MET da silica zirconizada e de algumas FE preparadas, foi feita em
um microscopio elefrdnico de fransmissdo Zeiss EM-902, a fim de se verificar

como o polimero recobre a superficie da silica.

l11.1.1.5) Andlise Termogravimétrica (ATG)

Andlises termogravimétricas dos suportes e de algumas FE preparadas

foram feitas para verificar as suas respectivas estabilidades térmicas. Para

32



Parte Experimentai

isso, utilizou-se o analisador termogravimétrico (Du Pont, modelo 9900,
mddulo 951) onde, através de uma micro balanga, se obteve a
porcentagem de perda de massa da amostra com o aumento dq
temperatura. A andlise foi realizada em atmosfera de nitrogénio, com

velocidade constante de aquecimento de 10 °C min-', desde a temperatura
ambiente até 1000 °C.

ll.£.1.6) Fluorescéncia de Ralos-X

Fluorescéncia é um processo importante de emissd@o no qual ©s
dtomos ou moléculas sdo excitados pela absorgdo de um feixe de radiagdo
eletromagnética. As espécies excitadas ent@o relaxam para o estado

padr@o, transferindo seu excesso de energia como fétonsist,

Quando um elétron é expelido de um sdlido, um elétron de maior

energia pode cair no orbital vago e emitir um féton de Raios-X para produzir
fluorescéncia de Raios-X52,

As andlises de Fluorescéncia de Raios-X foram feitas no Tracer X-Ray,
modelo Spectrace 5000, para se determinar a quantidade de zirccSnio
presente na silica zirconizada. A quantidade de zircdnio na amostra foi
obtida pela interpolagcdo do valor lido para a amostra em uma curvag

andlifica construida com diferentes quanfidades de éxido de zircdnio

(Zrcdnia) em silica.

IL.£.1.7) Espectroscopia Fotoeletrdnica de Excitag@o por Raios-X (XPS)

A Espectroscopia Fotoeletrdnica de Exclitagdo por Raios-X, XPS (X-Ray

Photoelectron Spectrocopy), é uma técnica de superficie, empregada na
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andlise de vdrios tipos de amostras como metais, polimeros, cer@micas,

compdsitos, semicondutores e amostras bioldgicas na forma de lamings,
fibras, pds, particulas ou filmes.

A profundidade de alcance da técnica é funcdo de energia cinética
do eléfron e do fipo de material analisado. Como exemplo, a profundidade
de alcance é em média de 0,5 a 2 nm para metdis, 2 a 3 nm para
compostos inorgdnicos e 5 a 100 nm para composfoé orgdnicos. O principio
bdsico da técnica de espec’rroscopio fotoeletrdnica de excitagdo por raios-X
€ a fonizagcdo da molécula ou dtomo da amostra afravés de um feixe de
fétons moncenergético e na medida da energia cinética do elétron

ejetado. A Figura 12 ilustra o conservagdo de energia para o processo de
fotoemiss@o, e requer que:

Env=Em + Eec + o5

onde: Eny € a energia do raio-X, By, & a energia de ligacdo do elétron de
determinado nivel num composto, Ex- é a energia cinética do fotoelétron,

e ¢5p € a fungdo de trabalho do espectrdmetro.

Um analisador de elétrons varre o espectro da amostra e fornece os
valores das energias cinéticas dos fotoslétrons. O valor de $:;» € conhecido
Ou assume-se como sendo constante para um dado sistema. A identificacdo
dos eiemenfds presentes na superficie & feita diretamente pela
de’rermincc;&o das energias cinéticas dos picos dos fotoelétrons. A
intensidade (drea integrada do pico fotooelétrico) é proporcional ao
numero de Gtomos no volume detectado, permitindo-se portanto obterem

informacgdes sobre a composicdo da superficielss),
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Elucrescéicia Procasse Auges
de Rain.x

Figura 12 - Principio de Fotoemissdo

Esta técnica foi empregada com a finalidade de caracterizar a
presenga de oxido de zircdnio (V) na superficie da siica gel. Também foram
obtidas as proporgdes atdmicas dos elementos na superficie, até a
profundidade de 30 & (3x10° m).

As medidas foram feitas com o espectrofotdmetro XPS - 36 de
McPherson Co. Como fonte para excitagdo da amostra ufilizou-se a
radiagGo alfa (o) de energia igual a 1486,6 eV, mantendo-se g presséo na
cdmara de andlise em 105 Pa. Como referéncia foi usada d energia de
ligagdo Cls (C-C, C-H) = 284,6 eVis4,

111.1.1.8) Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do Infravermelho (IV) foram obtidos no
aparelho Perkin Elmer modelo FT-IR 1600, no intervalo de 4000 a 400 cm, a

fim de verificar o grau de recobrimento dos grupos silandis da silica e a
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existéncia ou ndo de PMOS, através da presenga de determinados grupos
funcionais que os caracterizam. A camara de amostra foi purgada com

nifrogénio seco por cerca de 1 minuto antes da obtencdo de cada
espectro.

Os espectros das amostras sdlidas foram obtidos com as amostras

prensadas na forma de pastilhas de KBr com concentragdo de 0,5% (m/m).

lilf.1.8.a) Espectroscopia no Infravermelho por Reflectancia Difusa com
Transtormada de Fourier (DRIFTS)

Nos Ultimos anos, muitos autores vém se interessando pela técnica de
Espectroscopia no Infravermelho por Reflect@ncia Difusa com Transformada
de Fourier, mais conhecida por DRIFTS, devido aos &timos resultados que ela
vem apresentando, principalmente no estudo de sdlidos rugosos, tais como
catalisadores heterogéneocs, semicondutores e materidis cer@micos, entre
outros. A técnica € basicamente usada na andlise quailitativa de amostras
dificels de serem andlisadas através de técnicas convenciondis de

infravermelho, tais como semicondutores e pds escurosi.ss,

A técnica de DRIFTS se baseia na obtengdo de um espectro a partir da
radiagdo infravermelha refletida por uma amostra. Um ‘refletor difuso”
perfeito & aquele que refiete a radiagdo iguaimente em todas as direcdes.
Porém, apenas uma parte desta radiagdo refletida pode ser detectada e
analisada, sendo portanto necessdrio o uso de um espectrémetro de alta
sensibilidade. Geralmente, um espectrdmetro FTIR com um detector
apropriado bode ser ufilizado. Para se obter o espectro de reflectdncia, usa-
se um acessorio que pode ser encaixado no porta amostras do aparelho.

Nesse frabalho, para obtencdo dos espectros usou-se um acessério JASCO.
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Um "background’ adequado deve ser escolhido, e geralmente usa-se

o KBr, j& que este € normalmente empregado como dispersante de amostras
solidas.

Os espectros foram feitos com os padrdes purcs, sem dilvi¢do, usando-
se KBr puro como "background'. Para cada espectro foram feitas 44

acumulagdes, aumentando-se assim a relacdo sinal/ruido.

lL.f.2) Teste Quimico

I1L.£.2.1) Andlise Elementar

A andlise elementar fol feita em um aparelho Perkin-Elmer, modelo
2400, para determinar o teor total de carbono nas FE preparadas. Também
fizeram-se a andlise elementar dos suportes utilizados para verificar da

auséncia ou n&o de compostos orgdnicos.

O método utilizado baseia-se na conversdo de carbono a CQO,, através

da combustdo, que é entdo medido em fun¢do de sua condutividade
térmica. '

l1.£.3) Avaliagdo Cromatogrdfica das Colunas

HLE.3.1) Sistema Cromatogrdfico

Para avaliar as colunas preparadas, usou-se um cromatégrafo a

liquido cujo esquema encontra-se na Figura 13 e € composto das seguintes

partes:;
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Bomba de alta pressdo, Waters 510, de pistdo duplo trabalhando

em vazdo constante,
Injetor Rheodyne modelo 8125 com amostrador (loop) de 5 uL

Detector Espectrofotomético de absorcdo no UV/Vis de
comprimento de onda variavel, ISCO modelo V4 Absorbance
Detector. O comprimento de onda fol djustado em 254 nm.

Volume da cela 3,2 pL.

Microcomputador PC-AT 486, Equipado com uma placa
conversora  A-D  modelo DT2804, usande o Software

ChromPerfect (para MS-DOS) da Justice Innovations, inc.

Coluna Detector interface
Amostrador
Microcomputador
E ——
z L6

RSy
° I T

@ 0= )
Filtrg 1 s|& & e
Injetor TBemba de Alta Pressao
" | Reservatdrio de Fase Mavel

Figura 13 - llustragcdo Mostrando um Cromatégrafo a Liquido.
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I11.£.3.2) Misturas Testes e Parametros Utilizados na Avdliagdo das Colunas

Para a avaliagdo das colunas, foram utilizadas duas misturas testes
sintéticas:

» amostra 1: acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno dissolvidos
na fase mével MeOH/H,0O 70/30 (v/v).

e amosira 2: anilina, N,N-dimefilaniina (N,N - DMA} e N,N-dietilanilina (N,N -
DEA) dissolvidos na fase mével MeOH/H,0O 70/30 (v/v).

A escotha da amostra 1 foi baseada em irabalhos anterioresi23134 qlém
de coincidir com misturas empregadas por alguns fabricantestsél nos testes de
suas colunas. Os par@metros cromatogrdficos: eficiéncia (N e N/m), fator de
retengcdo (k) e fator de assimetrig (Asio) foram calculados para o pico do
naftaleno e, resolugdo (Rs) e fator de separagdo (a) foram calculados para
O par de picos tolueno-naftaleno.

A amostra 2 teve como objetive verificar o desempenho das colunas
recheadas com as FE preparadas a pPartir de silica e de silica zirconizada,
frente a uma amostra contendo componentes bdsicos. A amostra também é
usada por alguns fabricantes de colunas comerciaist®l. Para a N,N - DEA
foram calculados a eficiéncia, fator de retengdo e fator de assimetria e para

© par N.N - DMA e N,N - DEA foram calculados o fator de separagcdo e a
resolug&o. |

[11.£.3.3) Preparagdo e Escolha da Composicdo da Fase Mével.

inicialmente foi usada como fase mdvel uma mistura de metanol

(MeCH} e dgua deionizada ({70/30. v/v}, preparada sempre da mesma
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forma: em uma proveta de 1000 mL adicionava-se 700 mL de metanol (grau
cromatogrdfico, previamente filtrado em membrana com poros de 0,22 um)
e completava-se o volume da proveta com dgua deionizada fillrada em

membrana de 0,22 uym. Esta proporcdo foi escolhida tendo como base os

frabalhos anteriores do nosso grupo 234l ng separacdo da mesma

mistura sintética utilizada no desenvolvimento desta pesquisa.

A mudanga na composicdo da fase mével, quase sempre, ndo
resuftou em um grande aumento na eficiéncia da coluna, assim fixou-se a
composicdo da fase mdvel como sendo MeOH/H20 70/30 {(v/v} e, quando as

colunas mostravam resultados ruins eram reenchidas e reavaliadas.

lli.£.3.4) Condicionamento das Colunas Cromatogrdficas

Depois de recheada é importante que se condicione a colung, para
que ocorra um equilibrio entre as fases mdvel e estaciondria. Assim, apds o
enchimento, as colunas foram condicionadas com a fase moével a ser usada,
a uma vazdo de 02 mL min', por pelo menos quatro horas. O
condicionamento fol feito sem ligar a coluna ao detector para evitar que
qualquer tipo de materiai, 'evenfuclmen’re saindo da coluna (pequenas
particulas, excesso de polimero), prejudicasse o bom funcionamento do
dé’recforl“él. Apds o condicionamento, a coluna estd pronta para andlise e

pode ser coneé’radc Qo detector.

Sempre que a coluna permanecia em desuso por mais de uma
Sémana ou se passava pela coluna uma solucdo diferente da fase mavel

(testes de lavagem), a coluna era condicionada da mesma forma que uma
coluna recém preparada.
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1.1£.3.5) Testes de Estabilidade Quimica

Depois que as colunas foram avaliadas com as misturas 1 e 2 e
mostraram desempenho cromatogrdfico satisfatério, foram realizados os

testes de estabilidade quimica.

As colunas foram lavadas com a fase mével MeOH/H:0O 70/30 (v/v)
fazendo-se passar pela coluna 500 vezes o volume interno da coluna, depois
a coluna era conectada ao detector e fazia-se a andlise da coluna com as
misturas 1 e 2. Repetia-se o procedimento de lavagem e apds a passagem
de 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000 vezes o volume da coluna, fazia-se uma
avaliagdo da coluna. Nestes testes utilizou-se aproximadamente o volume

equivalente a 2 meses de frabalho, operando-se na vazdo &tima em andlise
de rotina.

As colunas também foram testadas quanto a estabilidade frente a
uma solugdo fortemente alcalina. Para tanto, preparou-se uma solucdo
tampdo NHa/NH4* de pH 10,6. Esta solugdio tampdo fol usada na preparacdo
da fase movel alcalina em substituic@o da dagua, ou seja, numa proveta de
1000 mL adicionaram-se 700 mL de MeCH e completou-se o volume até 1000
mL com a solugGo tampdo. A concentfragdo das substdncias utilizadas na

preparagdo do tampdo foram: [NH«] = 1 mol L' e [NHa} = 0.1 moi L.
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IV) Resultados e Discussdo

IV.q) Testes Fisicos

IV.a.1) Medidas de Area Superficial Especifica (S se), Volume Especifico de
Poro e Diametro Médio dos Poros

Observa-se na Tabela 1, onde estdo apresentados os valores de Sse,
volume dos poros e didmetro médio dos poros dos suportes e das FE
preparadas, uma drastica redugdo da drea superficial das FE preparadas
que se deve ao recobrimento causado pelo polimero que formou um filme
sobre a superficie obstruindo a entrada dos poros. Tal suposicdo é também
amparada pelos resultados de microscopia eletrénica de transmissdo (MET},

que mostram uma camada de polimero sobre a superficie do suporte.

Nota-se que a drea superficial ndo é tdo diferente nos dois suportes
utiizados, e talvez tenha aumentado um pouco para silica zirconizada
devido a formagdo de dominios de dxido de Zircdnio sobre a superficie da

silica tornando-a mais iregular.
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Tabela 1- Medida de Area Superficial Especifica , Volume de Poros e
DiGmetro Médio dos Poros dos Suportes Usados e das FE preparadas.

Amostra Area Superficial | Volume dos Diéimetro médio
(m2g) Poros {mL g-) dos poros (nm)

Silica Gel nua 264 1.9 13.8

Silica Zirconizada 279 25 8.4

Silica + 50% (m/m) 27 1,1 2.3

PMOS

Silica Zirconizada + 0.9 1,1 9.3

50% (m/m}) PMOS

A Tabela 1 mostra um aumento do volume dos poros apds a

Zirconizagdo causado provavaimente pela forma com que a zircdnia se
distribui na superficie.

Observa-se na silica nua e na silica zirconizada que tanto o volume
como o didmetro médio dos poros foram alterados apds a adicdo de PMOS,

que deve ter mudado a geometria dos poros apds a deposicdo do
polimero.

IV.a.2) Microscopia Elefrénica de Varredura (MEV)

A MEV (Figura 14 e Figura 15) mostra que as particuias utilizadas sdo
bastante iregulares e que a distribuicdo dos tamanhos das particulas ndo é
uniforme. Os resultados da sonda de raios-X Pouco contribuiram, jd que o
Zircdnio apresenta sinal aproximadamente na mesma regido que o ouro
usado na metalizagdo da amostra, talvez com q "metalizacdo” através de

carbono seja possivel confirmar, mais uma vez, a presenca de zircdnio.
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A B

—

Figura 14 - MEV (1500x). A - Silica nua ; B - Silica + PMOS

A B

Figura 15 - MEV(1500x). A - Silica zirconizada; B - Silica Zirconizada + PMOS

IV.a.3) Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A MET das particulas foi realizada apenas para um numero muito
restrito de amostras, porque as particulas sdo muito grandes para o
amostrador, entdo ndo foi possivel andlisar todas amostras desejadas.
Analisando-se as Figura 16 e Figura 17 verifica-se que a distribuicdo do
tamanho de particulas é muito imegular, como se havia observado nas
micrografias de varredura (MEV, Figura 14 e Figura 15). Uma observacdo
detalhada da Figura 16, permite verificar gue se forma uma camada de
polimero sobre a superficie da sflica e que esta camada provoca a

formagdo de aglémeros na regido fotografada.
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Figura 16 - MET de Silica + PMOS

.

Figura 17 - MET de Silica Zirconizada
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IV.a.4) Andlise Termogravimétrica (ATG)

Cbservando-se a Figura 18 notase que os suportes usados na
preparagdo das FE sGo extremamente estdvels, mesmo A’ temperaturas
muito elevadas. A silica zirconizada tem es’rabilldqde_'rérmicc praticamente
idéntica & silica nua e mesmo & temperaturas muito elevadas nédo ocorre
sequer 5% de pérdo de massa.

Estudos anteriores no nosso grupol®, j@ haviam mostradoc a boa
estabilldade térmica de FE com PMOS sorvido, e que sé ocomrem
pronunciadas alteragdes na massa acima de 250 °C (Figura 19}. Como, em
CLAE, as FE sdo geralmente usadas a temperatura ambiente ou &
temperaturas até 80 °C, as amostras analisadas foram consideradas estaveis
termicamente sem apresentar degradagdo do polimero sorvido. A pequena
perda de massa observada nos suportes em temperaturas infericres a 100 °C
deve-se 4 eliminagdo de agua. Na andlise das FE ndo ocorre essa perda
porgque antes da preparacdo da fase fazse q ativagdo, aquecimento do

suporte a 150 °C por 24 h, quando é eliminada toda dgua fisicamente
adsorvida.
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Figura 18 - ATG dos Suportes Cromatograficos

—- Sllica Zirconizada + 50% (m/m) PMOS
—— Silica nua + 50% (m/m) PMOS
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Figura 19 - ATG das FE Preparadas
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IV.a.5) Avallagdo da Zirconizagéo do Suporte

A andlise foi feita por espectrofotometria no visivel e os resultados
obtidos estdo na Tabela 2:

Tabela 2 - Concenfragdo da solugdo de [Cr]VI quando em contato com os
suportes uﬁli_zados

Solugdo Concentragdo
(mol L)
K2CrpO7 adicionada 6x10™
- K2CroO7 apds contato com a silica 1,35x10™
Zirconizada
KoCroO7 apéds o contato com a 589x10-+
silica nua

Portanto, fica assim comprovada, devido a adsorcdo do cromo da
solugdo estoque adicionada, a Zirconizagdo da silica gel que foi utilizada
como suporte cromatogrdfico neste trabaiho.

IV.a.6) Fluorescéncia de Ralos-X

A fiuorescéncia de raios-X indicou que hd na amostra de silica

Zirconizada analisada 1,48% de zircénio (0,162 mmol a’').

Considerando que a silica é porosa e que os espectros no
infravermelho de silica zirconizada ainda mostram a presenga de grupos

silandis conclui-se que a zZircdnia se distribui de maneira iregular, ocupando
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Os poros e a superficie, e ndo se distribuindo homogeneamente sobre @
superficie da silica. Isso é comprovado verificando os didmetros médios dos

poros que sdo reduzidos apds a zirconizacdo.

IV.a.7) Espectroscopia Fotoeletrdnica de ExcitagGo por Raios-X (XPS)

O valor obtido por XPS para a razdo atémica Ir/Si foi de 0,01. Como
essa relagdo é muito baixa, conclui-se que o zircdnio ndo estd contido
somente na superficie, podendo enconirarse no interior da particula de

silica, mais especificamente no interior dos poros das particulas.

Também pela andlise de XPS, observa-se que hd zircdnio somente em

forma tetraedrica, pois os Gtomos de zircdnio tém uma energia de ligagdo
de 183 eV.

IV.a.8) Espectroscopla no Infravermelho (V)

Como visto anteriormente, os grupos sitandis livres prejudicam as
propriedades cromatogrdficas de um material a ser usade como recheio de
coluna em cromatografia liquida do tipo fase reversa. Entdo, o principatl
objetivo do estudo dos espectros de IV, foi verificar a presenca e intensidade

da banda em 973 cm’, caracteristica de grupos silandis livies sobre a
superficie de silicalsel.

Estudos anterioresl?38 mostraram que os espectros do polimero e o do
suporte, quande somados, fornecem o espectro dos materiais de recheio
preparados (polimero+suporte) e, que a intensidade da banda em 973 cm-!,
atribuida aos grupos silandis livres, diminui com o aumento da porcentagem

de polimero sobre o suporte. Confirmou-se essa verificagdo em suportes de
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sifica nua (Figura 20), e observou-se que o espectro da silica zirconizada (sem

polimero) (Figura 21) também apresenta uma pronunciada reducdo dessa

banda, comparavel em termos qualitativos, a diminui¢@o observada quando

da adico de 50% (m/m) de PMOS sobre a sflica nua (Figura 22).

988 T T T t
40C B0 8000 @500 fouD 1800 1008 e 800

Figura 20 - Espectro no Infravermelho da Silica nua

R4~

473.2

Figura 21 - Espeéfro no Infravermeiho de Silica Zirconizada
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Figura 22 - Espectro no Infravermelho de Siica + 50% (m/m) de PMOS Sorvido

Como foi observado nos especiros uma intensidade de ’rrclnsmlssoo

muito baixa, realizou-se entdo DRIFTS das amostras.

IV.a.8.1) Especiroscopia no Infravermeiho por Reflectancia Difusa

Nas Figura 23, Figura 24 e Figura 25 observam-se os espectros de DRIFTS
respectivamente de silica nua e silica zirconizada, sflica + 50% (m/m) PMOS e
finalmente silica zrconizada e siica zirconizada + 50% (m/m) PMOS. Na

Tabela 3 enconfram-se as atribuicdes das bandas observadas,
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Figura 23 - Espectros de DRIFTS dos Suportes Cromatogrdficos.
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Figura 24 - Especiros de DRIFTS de Silica e de Silica + 50% {m/m) PMOS.
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Figura 25 - Espectros de DRIFTS de Silica Zirconizada e de Silica Zirconizada + 50%
(m/m) de PMOS.

Tabela 3 - Atribuigdes das bandas observadas no especiro FTIR e DRIFTS dos suportes
e suportes + PMOS.

NUmero de Onda (cm-1) Atribuicdo
3370 v {-O-H)

2960 v (=C-H)gss,

2910 v (=C-H)sim,

1100 @ 1030 v (=SFO-Sk=)
973 v =5i-OH

820 p (-CH3)qss,

Onde:
v = estiramento

p = deformagdo
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IV.b) Teste Quimico:

IV.b.1) Andlise Elementar

A andlise elementar dos suportes, Tabela 4, confirmaram a auséncia

de compostos orgdnicos residuais na sua preparacao. .

Os resultados de porcentagem de carbono nas FE mostraram boa

concordd@ncia com as quantidades de PMOS utilzadas na preparacdo das

FE.

Tabela 4 - Porcentagens de Carbono Obtidas por Andlise Elementar.

apds o enchimento da coluna

Amostra % C

Silica nua 0.37

Silica Zirconizada 0.23

Silica nua + 50 % (m/m) PMOS 31,60

Silica nua + 50% (m/m) PMOS, apds 7.89
.enchimento da coluna

Silica Zirconizada + 50% (m/m) PMOS 32,08

Silica Zirconizada + 50% (m/m) PMOS, | 11,60

A partir destes valores de andlise elementar, podem-se fazer

estimativas para o cdlculo da espessura da camada de PMOS que recobre

as particulas de suporte. Como exemplo pode-se usar a sflica + 50% {m/m])

PMOS antes do enchimento para um cdiculo aproximado:
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Silica nua + 50 % {(m/m) PMOS, tem-se:
C=31,0%

Em 100g de amostra, hd 31,60 g de carbono. PMOS={CHa3)s-Si-O-[CHa-

SIO-(CHz)7CHs]n-Si-{CHa)s, portanto a massa molar da  unidade monomérica
serd 172 g mol.

Em 172 g de PMOS, tem-se 108g de carbono, portanto 31,60 g de
carbono comrespondem a 50,33 g de PMOS, ou 50,33%. Esse cdlculo mostra

boa concorddncia com a massa de PMOS adicionada na preparagao.

Se for feita uma aproximacdo, tal que as particulas possam ser
consideradas esféricas, pode-se fazer uma ilustrag@o do cdlculo da
espessura da camada de polimero sobre as particulas de silica (Figura 26).
Considerando-se o tamanho das particulas da ordem de 7 um, tem-se

portanto, a seguinte situacdo:

PMOS

Figura 26 - Uma particula hipotética revestida com PMOS.

Tem-se rn = 3,510 m, e deve-se encontrar rz. A densidade da silica foi

considerada aproximadamente 2,2 g cm3, e a densidade do PMOS & de
0,91 gcm=.
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O volume da camada de polimero serd:
Ve = {4/3)nr2 - (4/3)7n3
O volume da particula de silica serd Vi= 4/3x (3,5-10%)3 = 1,79x10-6 ma.

Considerando a densidade {p} da silica=2,2 g cm-3 = 2,2x10¢ g m3, tem-

se a massa da particula:
ms =p.V, ou ms =22x104. 1,79x10-6 = 3,95x10-0 g.

Sabe-se, porém, que esta massa comesponde a 49,67 % do total,
particula + camada de PMOS, pois determinou-se que hd 50,33 % de PMOS.

Pode-se, portanto, calcular a massa de PMOS presente:

3,95x10-10 49,67%

me 50,33%

Portanto, a massa de PMOS {me) serd de 4,00x10-0 g. A densidade do
PMOS € de 9,1x105 g m?3, portanio o volume de PMOS presente serd : Vp =
4,40x10'¢ m3,

Pode-se agora calcular ra:

Vo = (4/3)nr2® - 1,79x107 , de onde se tem que rz = 529104 m. A
espessura da camada serd ent&o r2 - 1 = 1,79x104¢ m, ou 1,79 pm. O que
pdrece concordante com as observacdes de MET nas quais se observa uma

camada de polimero sobre a superficie do suporte.

Este tipo de cdiculo de espessura do filme baseado nos dados de

andlise elementar foi desenvolvido por Vichi4

Seguindo raciocinio andlogo, pode-se estimar que haveria uma
camada de zircdnia com espessura de 2,53x10-3 um ou 25 A, portanto ndo ha
Zircdnia (2ZrO2) suficiente para recobrir as particulas, além disso o tamanho de

uma molécula de zircdnia é menor que o di@metro dos poros do suporte,
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permitindo que haja zircénia recobrindo os canais dos poros da silica e na
sua superficie. Isto foi confirmado por espectroscopia no infravermelho, onde
se confinua a observar a banda caracteristica de grupos silandis na

superficie.

Existem outras indagacdes que também devem ser feitas sobre FE
sorvida: como o polimero se distribui entre as particulas, e, como o polimero

se distribui nos poros das particulas.

Na Figura 27 pode-se visualizar como o PMOS pode ser distribuido

sobre o suporte formando pequenos agldmeros e recobrindo o suporte.

Espacos vazios de tamanhos
diferentes entre as particulas P

S

/ PMOS ocupando espacos de tarnanhos\ PMOS no .irtterior

diferentes entre as particulas dos poros

N

Figura 27 - PMOS sorvido sobre o suporte.

Lembrando-se que as particulas utilizadas sdo extremamente porosas e
os poros podem ser representados por canais de diferentes profundidades,
interconectados ou n&o, pode-se encontrar PMOS sorvido no interior dos
poros, como visto na Figura 28. Considerando-se que o PMOS é uma
molécula bastante grande, acredita-se ser mais provavel que se formem
pequenos "plugs” de polimero no interior dos poros ao invés de uma

superficie revestida uniformemente.
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PMOS

Figura 28 - PMOS no Interior dos Poros do Suporte,

As particulas foram consideradas esféricas nos cdlculos e os dados de
MEV e MET mostram claramente que sé@o imeguiares, portanto, trata-se

somente de um modelo qualitativo para se estimar como o PMOS se distribui
na FE.

Percebe-se que grande parte do polimero adicionado na preparacdo
€ removido nas etapas de enchimento das colunas, condicionamento e
avaliagdo cromatogréfica. Porém ainda assim pode-se concluir que, mesmo
depois de usada, a coluna ainda possui polimero sorvido suficiente para gue

se fenha uma fase estaciondria do tipo reversa.

Observando-se os valores de %C apds o enchimento, verifica-se que
grande parte do PMOS adicionado é lixiviado no enchimento da colung,
restando ainda PMOS sobre a superficie e no inferior dos poros.
Provavelmente o PMQOS contido nos poros deve ser mais retido que o
existente na superficie, por encontrar-se mais fortemente adsorvido e ser mais

dificil de ser arrastado no enchimento com aita pressdo.

A zirconia pode se distribuir de maneira andloga, considerando-se oS
resultados de XPS, pode-se concluir que também existe zircdnia no interior

dos poros, j& que na superficie analisada (30 A) existe muito pouco zircdnio.
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| IV.c) Avaliaga@o Cromatografica das Colunas

IV.c.1) A Busca da Coluna Perfeilta

Mais de 30 colunas foram preparadas nesse projeto sendo que, agui
somente serGo reportadas as de melhor desempenho cromatografico.
Como eram poucos os conjuntos de tubo e conexdes disponivels, assim que
uma coluna era testada e n&o apresentava resultados satisfatérios, era
imediatamente esvaziada, portanto, muitas das colunas preparadas ndo

mais existem.

O enchimento de colunas parq cromatografia ndo € tGo simples como
aparenta, embora o procedimento seja padronizado, colunas diferentes sdo
produzidas em condigcdes de enchimento praticamente idénticasi2+2¢. Qutro
fator que'prejudicou a qualidade das colunas recheadas, foram as variacses

no reservatdrio de enchimento que mudou de forma e volume vdrias vezes
no decorrer do projeto.

A primeira etapa da avaliagdo cromatogrdfica consistiv  em
determinar, afravés da construcdo de uma curva de van Deemter (Figura

29), a vazdo étima a ser utilizada na andlise das colunas preparadas.
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Figura 29- Curva de van Deemter para a coluna contendo Silica Zirconizada +
- 50% (m/m) PMOS .

Constatou-se que a vazdo dtima das colunas anciiscdds foi de 0,4
mL min-!, com tempo de andlise de 9-13 min. Na Tabela 5 pode-se verificar o

desempenho das melhores colunas produzidas, usando a amostra 1.

ERR N ek MG e e

Tabela 5 - Par&dmetros cromatogrdficos obtidos ha andlise da mistura 1 com
diferentes fases estaciondrias.

Fase Estaciondria Par@metros Cromatograficose

N/m (m1)e| Ase ka Rsb ob
Silica 50% (m/m) PMOS 23000 35 1 39 1 2213
Silica + Zr 50% (m/m) PMOS | 37500 25 1 28 | 27 | 13

@ Caleulado para o naftaleno.
b Calculado para o par tolueno-naftaleno.

¢ Condi¢des cromatograficas: Fase mével: MeQOH/H20 (70/30 v/v), volume de
amostra injetado: 5 ul, deteccdo: UV, 254 nm.

Embora 50% em massa seja uma quantidade aprecidvel de PMOS,

verifica-se que uma considerdvel parte é amastada no enchimento da
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coluna devido ao solvente de suspensdo (CCl4) que dissolve o PMOS e a alta
pressGo de enchimento utilizada. O decréscimo da quantidade de PMQOS
pode ser confirmado verificando-se os dados de andlise elementar {item
IV.b.1) Andlise Elementar] onde a %C das FE apds o enchimento diminui em

relagdo a porcentagem de carbono das FE preparadas, antes do recheio

das colunas.

Nota-se uma menor eficiéncia da coluna pfeparada a partir de
suporte de silica nua. Como descrito no Inicio desse item, as colunas foram
preparadas em épocas distintas e algumas ndo mais existem, o sistema de
enchimento (item lll.e) Recheio das Colunas Cromatogrdficas sofreu vdrias
mudangas no reservatdrio de  suspens@o, que causaram aumento da
assimetria e queda da eficiéncia das colunas préduzidc:s a partir de FE
__contendo 0 mesmo suporte e a mesma quantidade de PMOS depositada. As
“altas” assimetrias devem-se em parte & presenga de metais na superficie do
suporte 58, Mesmo assim, observam-se cromatogramas {Figura 30 e Figura 31)
com picos muito bem resolvidos e colunas com eficiéncias razodveis, |G que
0O suporte utllizado é bastante iregular. '
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Figura 30 - Cromatograma da mistura 1: {1) acetonaq, (2) benzonitrila, (3) benzeno,
(4) tolueno e (5) naftaleno, obtido com a coluna contendo silica nua + 50 % (m/m)
PMOS. Condigdes cromatograficas: FM: MeOH/H.0 (70/30, v/v); vazdo 0,4 mL
min’'; volume de amostra injetado: 5 ul; detecgdo: UV 254 nm.,

7 (8

{2)

Resposta do Detector

Figura 31 - Cromatograma da misturg 1: (1) acetona, (2) benzonitrilq, (3} benzeno,
{4) tolueno e (5) naftaleno, obtido c¢om a coluna contendo silica Zirconizada + 50%
{m/m) PMOS. Condigdes cromatogrdficas: FM: MeOH/H.0O (70/30. v/v); vazdo 0,4
mL min'; volume de amostra injetado: 5 uL; detecgdo: UV 254 nm.
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A andlise da amostra 2, de caracteristicas bdsicas, foi feita para as

colunas preparadas a partir de suporte de silica nua e sflica zirconizada.

Os par@metros cromatograficos obtidos com as colunas recheadas
com a sflica zZirconizada + 50 % PMOS (m/m) e Sflica nua + 50% PMOS (m/m)
apds Inje¢do da mistura 2 e andlise na vazdo fima de 0.4 mL min-
enconfram-se na Tabelq é:

Tabela é - Parametros cromatogréficos calculados na andlise da amostra 2

Fase Estaciondria ParGmetros Cromatograficose

N/m {m-je | Asa ka Rsb ab

- Slica + 50% (m) PMOS {13000 26 | 42 | 54 | 29

Silica + Zr + 50% (m) PMOS 22400 36 | 37 | 67 | 28

° Calculado para a N, N, Dietilanilina.
b Calculadoe para o par N, N, Dimetilaniling - N, N, Dietilanilina.

¢ Condigdes cromatograficas: Fase Mdvel: MeOH/H0 (70/30 v/v), vazdo da

FM 0.4 mL min-!, volume de amostra injetado: 5 ul, deteccdo: UV, 254 nm.

Como pode-se observar verifica-se novamente altos valores de
assimetria, embora os picos estejam bem separados. Entretanto, por se fratar
de uma amostra bdsica esperava-se um maior aumento no fator de
assimetria em relag@o & andlise da mistura 1, composta por analitos neutros
de polaridade variada {Tabela 5), porém isso ndo ocorreu, mostrando gue a
Zirconizagdo do suporte torna-o mais resistente a interagdes com amostras

bdasicas.
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Figura 32 - Cromatograma da mistura 2: (1) anilina, (2) N, N, Dimefilanilina e (3) N, N,
Diefilanilina, obtido com a coluna contendo silica nua + S0 % (m/m) PMOS.
Condicdes cromatogrdficas: FM: MeOH/H.0O (70/30, -v/v); vazdo 0,4 mL min':
volume de amostra injetado: 5 ul: detecgdo: UV 254 nm.

)

@)

Resposta do Detector

t {min)

Figura 33 - Cromatograma da mistura 2: (1) anilina, (2) N, N, Dimefilanilina e (3) N, N,
Dietilanilina, obtido com a coluna contendo silica Zirconizada + 50 % {m/m) PMOS.
Condigdes cromatogrdaficas; FM: MeOH/H20 (70/30, v/v); vazdo 0.4 mL min:
volume de amostra injetado: 5 ul; deteccdo: UV 254 nm.
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IV.c.2) Testes de Establlidade Quimica

IV.c.2.1) Lavagem com a Fase Mével Levemente Acida

As colunas contendo FE preparadas a partir de suporte de silica nua e

suporte de silica Zrconizada foram submetidas aos testes de lavagem com a

fase movel utilizada {levemente acida).

Na Figura 34, pode-se verificar que a passagem de grandes

quantidades de FM pela coluna de silica zirconizada causou uma perda

apreciavel na eficiéncia da coluna recheada com suporte de silica

zirconizada. A coluna preparada usando como suporte silica nua aumentou

sua eficiéncia até valores préximos aos obtidos para silica zirconizada.

i
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Figura 34 - Lavagem das Colunas com FM MeOH/H20 70/30 (v/v). Colunas
Analisadas com a Amostra 1.

A eficiéncia da coluna preparada a partir de silica zirconizada pode
ter sido reduzida devido aco amraste da Fase Estaciondria Liquida (FEL) e isto
pode ser comprovado pela diminuicGo nos valores de k oblidos para ©
naftaleno e também pela diminuigcdo da resolugcdio entre o par tolueno e
naftaleno, mostrando assim uma possivel diminuvicdo da qualidade da

coluna.

Para fase estaciondaria preparada a partir de silica nua a lavagem com
a FM MeQOH/H20 deve ter arrastado aiguns oligdmeros presentes, de forma
que a eficiéncia da coluna aumentou, a retencdo do naftaleno na fase
estaciondria tornou-se ligeiramente maior e a separacdo do par folueno e

naftaleno melhorou.

As colunas fambém foram andlisadas pela inje¢do da amostra 2, cujos
resultados podem ser visualizados na Figura 35 onde se pode verificar como
variou a eficiéncia, k, a, assimetra e resolugcdo mudando-se a composicdo
da amostra. Afravés da andlise da Figura 35 verificase gque a fase
estaciondria preparada a partir de silica zirconizada mosirou-se mais estavel

a andlise de composios bdsicos que a preparada a partir de silica.
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Figura 35 - Lavagem das Colunas com FM MeOH/H20 70/30 {v/v). Colunas
Analisadas com a Amosira 2.

IV.c.2.2) Lavagem com Fase Movel Alcalina

As colunas que foram submetidas & lavagem com fase moével
levemente dacida foram lavadas passando-se por elas fase mdvel

tamponada MeOH / NHs/NH¢* (70/30 v/v) em um volume cormespondente a

500 vezes o seu volume interno.

67



Resultados e Discussdo

A lavagem com uma solucdo alcalina ndo mostrou os resultados
esperados, uma vez que as colunas preparadas tanto a partir de suporte de
silica nua como de silica zirconizada foram totalmente deterioradas apds a
Passagem do tampado, resultado esse constatado pela ndo separacdo tanto

da amostra 1 como da amostra 24
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V) Conclusoes

Neste trabalho foi feita a sintese e caracterizagdo da silica gel
contendo &xido de zircdnio (IV) enxerfado. Este material foi usado como
suporte na preparacdo de fases estaciondrias sorvidas do tipo reversa e

comparado com FE preparadas a partir de suporte de sflica nua.

Os testes de fluorescéncia de raios-X, XPS e com solugdo de cromo (Vi)
confirmaram a presenca de zircdnia. Observando-se os resultados de XPS e
os de fluorescéncia de raios-X, concluise que a zircdnia encontra-se ng
superficie e no interior {dentro dos poros) da silica (zdrconizada), e, sobre a

superficie ndo hd zircénio suficiente para que se forme uma camada .

Os testes de andlise elementar mostraram que ndo haviam substancias
orgdnicas na silica e também nd@o haviam substancias orgdnicas residuais

apds a sintese da silica zirconizada.

Observou-se, através das andlises termogravimétricas, que os suportes
de silica nua e de silica modificada s@o térmicamente estavels, bem como
as FE preparadas usando esses suportes uma vez que, ocomre perda de 5%
de massa do polimero a temperatura de 300 °C, bem superior a temperatura
maxima que pode ser usada em CLAE (~ 80 °C). As ATG das FE ndo
mostraram a perda de massa a 100 °C observada nos suportes, tal fato pode
ser explicado pelo aquecimento (ativagdio) a 150 °C, que é submetido o

suporte antes da preparacdo das FE, eliminando toda Ggua eventualmente

presente.

Verificou-se que as melhores FE preparadas contém aproximadamente
0% (m/m) de polimeroc adicionado na preparagcdo. Tal guantidade €
necessaria porque ocome uma perda significativa de polimero na etapa de
enchimento das colunas devido qo solvente de suspensao usado (CCl), que

dissolve o polimero, e também a alta pressdo de enchimento. Baseado nas
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estimativas de espessura de camada de PMOS, depois do enchimento resta
PMOS suficiente para formar somente uma camada muito delgada sobre @
superficie. Acredita-se que, na realidade, o polimero ndo se distibua de
maneira uniforme, restando vdrios pontos na superficie sem polimero. Isto

explica, em parte, © mau comportamento cromatografico da FE em termos
de eficiéncia e assimetria.

As pressdes envolvidas nas andlises foram relativamente altas, da
ordem de 13,8 MPa {2000 psi} para uma vazdo de 0.4 mL min! e as colunas
apresentaram um fator de assimetria muito alto, o que pode ser atribuido co
leito cromatografico ndo uniforme e ao proprio suporte ufilizado, que pelos
resultados obftidos, acredita-se ndo ser uma sllica com qualidades
adequadas para preparacdo de FE, além disso a distribuicGo nd&o

homogénea do PMOS sobre o suporte que delxou os grupos silandis do
suporte expostos.

A eficiéncia obtida a partr de suporte de silica zirconizada &
relativamente satisfatéria (38000 pratos m-) entretanto, por se tratar de
particulas de 7 um se esperaria valores mais elevados. Devido a constantes
mudangas nos reservatdrios do sistema de enchimento das colunas, ndo foi
possivel obter colunas com eficiéncias maiores. Porém deve-se considerar
que suportes regulares normalmente produzem colunas com maiores

eficiéncias que as produzidas com suportes iregulares como os usados neste
trabalho.

A Zirconizagdo do suporte parece ter tornado a silica mais imune &s
interagdes com compostos bdsicos, pois verificou-se que a assimetria obtida
para o pico do NN-DMA foi semelhante & do naftaleno. isto deve-se

provavelmente a propriedade que a zircdnia possui de ser mais resistente a
compostos bdsicos.

Os testes de estabilidade quimica mostraram que as colunas sofreram

modificacdes quando expostas a grandes volumes de fase mével levemente
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Acida e que s&o praticamente destruidas quando se usa uma fase mdvel
alcalina como o tampdo MeOH/NHs/NH«*. Talvez o uso de um tampdo mais
dilvido ou a substituicdo por outro tampdo, seja menos agressivo as colunas.
Todavia por serem colunas bem mais baratas que as colunas comerciais

podem ser usadas por periodos de 30 - 45 dias sem maiores problemas.

Acredita-se que os resultados obtidos, abaixo da expectativa, possam
ser atribvidos ao suporte de silica utilizado, OIS opésc:r do tamanho da
particula ser de 7 um, a eficiéncia das colunas cromatogrdficas recheadas
com fases estaciondrias preparadas com PMOS sorvido sobre estas silicas
foram inferiores &s obtidas com o mesmo polimero sorvido sobre sflica de 10
um estudadas em outros trabalhos de nosso grupol2343637  Portanto é

importante que se estude q preparagdo de fases estaciondrias sorvidas
utilizando outros suportes de silica para zirconizagdo.

Embora a eficiéncia das colunas obtidas com silica zrconizada n&o
tenha sido muito elevada, modificagdo do suporte com metdis de
transicGo nos parece ser um método promissor € o grupo vem estudando
outros metdis, a rela¢do entre a quantidade do metal e de silica e formas de
aumentar a quantidade de polimero apds o enchimento usando métodos
de imobilizoq:élo. do polimero sobre o suporte. Trabalhos estes que

certamente dardo continuidade & pesquisa iniciada nessa dissertagdo.
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