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RESUMO

Desenvolvimento de Fases Estacionérias C-8 Sorvidas e Imobilizadas para
CLAE a partir de Silica Zirconizada

Autor: Licio Flavio Costa Melo
Orientadora: Prof? Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Este trabalho visa o desenvolvimento de fases estaciondrias reversas para
utilizagcao em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a partir de silica
Zirconizada (suporte) e do polimero C-8 poli{metiloctilsioxano)-PMOS (fase liquida).

O suporte zirconizado foi sintetizado reagindo-se silica porosa 10 um com
butéxido de zircdnio. O material foi caracterizado por fluorescéncia de raios-X,
andlise elementar de carbono, espectroscopia no infravermelho, area superficial
especifica, andilise termogravimétrica e medida de densidade.

O polimero foi sorvido ao suporte sintetizado e imobilizado posteriormente
com radiagdo gama, nas doses de 80 e 120 kGy, para a obtengdo dos materiais
com os quais foram recheadas as colunas cromatogrdficas. Estes materiais foram
caracterizados por testes quimicos, fisicos e cromatograficos.

O desenvolvimento e a avaliagdo cromatografica das fases estaciondrias,
utilizando uma mistura sintética de cinco compostos neutros de polaridade variada,
englobou as etapas de definicdo da composi¢gdo da fase movel ideal (MeOH:H20
70:30 v/v}, vazéo otima de trabalho (0,2 mLmin}, ofimizagdo do caregamento de
PMOS {50% m/m), da concentragdo das Asuspensées (10% m/v} e da pressdo de
enchimento das colunas (34,5 MPa). A avdliagdo da resisténcia quimica das fases
preparadas, nas condicdes de frabalho, foi redlizada através de testes de
estabilidade, com a passagem pelas colunas de fases méveis neutra e alcalina em
guantidade correspondente a 5000 vezes o volume da coluna. Foi testada ainda
uma amosira constituida por dois compostos de cardter basico, para se avaliar o
desempenho da silica zirconizada na separagdo deste tipo de substancia.

Os resultados obtidos permitiram concivir que a modificag@o da superficie
da siica com zircdnio e posterior recobrimento com poliimetiloctilsiioxano) e
imobilizacdo por radiacdo gama produz fases estaciondrias para uso em CLAE com
alta eficiéncia (40000 pratos/metro), excelentes fatores de assimetria de picos (1,0)

e resolugdo até alinha de base.
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ABSTRACT

Development of C-8 Stationary Phases Sorbed and Immobilized on Zirconized
Silica for HPLC Applications

Author: Lucio Flavio Costa Melo
Supervisor: Prof® Dr? Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

The purpose of this work is the development of stationary phases for Reversed
Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) applications, using
zirconized silica as support and the C-8 polymer poly(methyloctylsiloxane} - PMOS as
liquid phase.

The zirconized silica was synthetized by reaction of 10 pm porous silica with
zirconium butoxide. The support was characterized by X-ray fluorescence, elemental
analysis for carbon, infrared spectroscopy, specific surface areaq, thermogravimetric
analysis and density measurements.

The polymer was sorbed on the support and immobilized by gamma
radiation, at 80 and 120 kGy, to obtain column packing materials. The stationary
phases were characterized by chemical, physical and chromatographic tests.

The chromatographic evaluation of the sorbed and iradiated statfionary
phases, using a synthetic mixture of five neuiral compounds with variable polarity,
includes definition of the mobile phase composition {(MeOH:H20 70:30 v/v} and flow
rate (0,2 mbLmin-) dnd optimization of the PMOS loading {50% w/w), slumy packing
concentration {10% w/v) and column packing pressure (34,5 MPa). The chemical
stability of stationary phases, under working conditions, was studied by passing
neutral and alkaline mobile phases through the columns up to 5000 column volumes.
A basic compound mixture was also studied, to evaluate the performance of
zirconized silica for this kind of separation.

The results permit conciuding that the surface modification of silica with
zirconium, followed by sorption of poly(me’rhyloc’rylsiloxdne) and gamma
immobilization, gives stationary phases for HPLC applications with high efficiencies
{40000 plates/m); excellent assymetry factors {1,0) and base line peak resolution.



“Nossa exploragdo ndo deve nunca cessar
e o final de toda nossa exploragéo
ser4 voltarmos ao ponto de onde partimos
@ o conhecer pela primeira vez.”

(T.S. Eliot, “Little Gidding”)

“(...) Comegou as cegas, porém, dentro de um més,
adquiriu o sentimento que todo cientista
reconhece: o infindavel estalido quando

pecas inesperadas caem no lugar,
quando anomalias tediosas deixam de
ser anbmalas. Era o sentimento da verdade.”

(Isaac Asimov, “O Despertar dos Deuses™)




INTRODUCAO

“O inicio é a metade do todo.”
{Pitagoras)
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Informacdo é uma das necessidades bdsicas da sociedade humana. A
informacdo gera e fransmite conhecimento, que é eilemento fundamental para o
desenvolvimento de qualguer tecnologia e de qualquer sociedade.

O objetivo final de toda técnica empregada em quimica andlitica é
fornecer algum fipo de informacdo, seja qualitativa, seja quantitativa, sobre
sistemas submetidos & investigagdes que vao explorar suas p'ropriedcdes quimicas
e fisicas.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC - High
Performance Liquid Chromatography), sendo um dos mais importantes métodos
analiticos de separacdo, busca informagdes acerca de um sistema quimico,
explorando o capacidade de separagdo das substancias de uma mistura, pela

migracao selefiva de seus componentes no meio através do qual sdo conduzidas.

CLAE: Principios Basicos

O processo cromatogrdéfico consiste, essencialmente, na passagem de uma
fase mével (FM) sobre uma fase estaciondria (FE), ocorrendo a distribuicGo dos
componentes da mistura enfre as duas fases, de tal forma que cada componente
é seletivamente retido pela fase estaciondria’. A fase mével é bombeada sob alta
pressdo e a uma vazdo controlada. Uma pequena quanfidade de amostra é
intfroduzida através de uma vdlvula de injegdo, sendo arastada pela fase movel
através da coluna e do detector.

As separacdes em CLAE dependem fundamentalmente da composigio das
fases mdovel e estaciondria. A fase estaciondria, devido as suas propriedades de
superficie, exerce pape! decisivo nos mecanismos de separagdo de componentes
quimicos e é o desenvolvimento destes materiais que ird resultar em avangos tanto
em eficiéncia quanto em especificidade das separagdes. O desenvolvimento da
CLAE como método eficaz de separacdo sempre esteve relacionado & sintese de
materigis adequados para o enchimento de colunas cromatograficas.

Os mecanismos de retencdo em cromatografia liquida consistem de
repetidas etapas de sorgdo e dessorc;c":o ou de particdo, gue acontecem ao longo
da coluna cromatogréfica. A separagdo ocome gragas a diferenga entre os
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coeficientes de distribuico de componentes distintos enfre fase estacionaria e fase
movel. Os processos fisicos de sorgdo e dessor¢do sdo baseados principalmente em
atracdes eletrostaticas ou dipolares (forgas de van der Waals), incluindo a
formagdo de pontes de hidrogénio, e os de partigdo baseiam-se na diferenga de

solubilidade dos componentes da amostra na fase estaciondria e na fase movel.

Fases Estacionarias em CLAE ‘

As fases estaciondrias utilizadas em CLAE sdo constituidas por particulas
pequenas € de resisténcia mecdnica tal que suportem as elevadas pressées a que
sdo submetidas durante o enchimento das colunas € durante a passagem da fase
mavel no processo de andlise. As particulas também devem apresentar distribui¢do
de tamanho dentro de uma faixa restrita para que haja hormogeneidade no leito
da coluna?,

As caracteristicas da fase estaciondria utilizada definem sete categorias de
cromatografia liquida. Na Cromatfografia Liquido-Sélido (CLS), onde a fase
estaciondria € um sdlido como silica ou alumina, a adsorgdo do soluto ocomre na
interface entre o sdlido e a fase movel, devido a presengca de grupos ativos na
superficie. A Cromatografia Liquido-Liquido (CLL) consiste de uma fase estaciondria
liquida adsorvida através de forgas elefrostaticas ou forcas de van der Waals sobre
a superficie de um suporte sdlido e inerte. A Cromatografia Liquida de Fase
Quimicamente Ligada (CLFQL) consiste de uma fase estaciondria liquida ligada
quimicamente ao suporte, resultando em maior estabilidade térmica e mecanica e
reduzindo problemas de solubilidade da fase estaciondria na fase mével'. Os outros
tipos de cromatografia liquida, que n&o estdo diretamente relacionados a este
trabalho, sGo a Cromatografia de Troca ténica, de ExclusGo por Tamanho, Quiral e
de Bioafinidade.

As fases estaciondrias mais utilizadas em CLAE, atualmente, sdo as do fipo
fase reversa (CLAE-FR), onde a fase estaciondria cbresen’ra polaridade menor que
a fase moével. Estima-se que mais de 95% dos laboratdrios usudrios de CLAE
empregam fases estaciondrias tipo reversa’. A CLAE-FR wusa, quase que

exclusivamente, colunas recheadas com particulas de um suporte cromatografico
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ao qual se enconiram, quimicamente ligadas, cadeias moleculares orgdnicas
simples ou mais complexas.

As fases reversas apresentam vantagens como o uso de fases moveis de
menor custo & menos tdxicas, como metanol e agua; estabilidade frente a
solventes; rapido equilibrio da coluna apds a troca da fase mével; faciidade em se
empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez de andlises e reprodutibifidade
dos tempos de retencdo. Além disso, sGo muito aplicadas & separagdo de solutos
de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas.

As fases estaciondrias liquidas. sGo geralmente constitvidas de um suporte
sélido com recobrimento polimérico, de tal forma que sejam resistentes aos
componentes da amostras e & fase moével e possuam seletividade adequada para
a separag¢ado.

Uma das classes mais comuns de polimeros utilizados é a dos polissiloxanos,
cuja selefividade € fungdo dos grupos substituintes existentes nas estruturas, como
poli{etiimetilsiloxanos}, poli{metiloctilsilioxanos), poli{metilfenilsiioxanos) e
poli{metiloctadecilsiloxanos).

Os poli{metilaiquilsiioxanos) apresentam férmula geral:

G
R4,O Si O Ry

[ CH3 n

onde: R= octil, dodecil, hexadecil, octadecil

R = trimetilsilil ou dimefilvinilsilil

A Silica

A silica é atuaimente o material mais utilizado como suporte cromatogréfico
de fases reversas, devido ao fato de apresentar caracteristicas favordveis & sua
ampla aplicac@o®. Estas caracterisiicas  incluem estabilidade mecéanica,
suscetibilidade de modificacdo quimica da sua superficie a fim de se produzir

materiais de diferentes selefividades, estabilidade gquimica na maioria  das
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condicdes de operacdo e resisténcia a uma grande variedade de solventes. Além
disso, a siica & disponivel comercialmente em uma larga faixa de tamanho de
particula, especialmente com didmetro inferior a 20pm, iregulares e esféricas, com
estrutura de poros bem controlada ofravés dos procedimentos de sintese,
didmetros de particulo em uma faixa restita e drea superficial grande, o que
permite uma methor distribuigéo das fases liquidas em sua superficie.

Enfretanto, as fases estaciondrias reversas baseadas em silica t&ém algumas
desvantagens que podem limitar as separagctes que sdo realizadas utilizando
este suporte®. Estas desvantagens incluem dois aspectos: um deles é a ndo
homogeneidade da superficie da silica modificada com polimero; isto €, a
presenca de grupos silandis e de impurezas metdlicas®’, que afetam o mecanismo
de retencdo (interagdo silanofilica) de uma maneira indesejavel’. A superficie da
silica apresenta 3 tipos de grupos silandis: vicinais {dois grupos hidroxila sobre dois
Gtomos de silicio vizinhos), geminais (dois grupos hidroxila origindrios do mesmo
atomo de silicio) e isolados ou livres (um grupo hidroxila sobre um Gtomo de silicio),

como mostram as figura 1 e 2.

GRUPOS HIDROXILAS
VICINAIS

_ i LIGAGHES
! ; ‘ SILOXANO
GRUPOS i . =S8 ﬂ
HIDROXILAS R X TS
150LA DOS N |

GRUPOS HIDROXILAS
GEMINAIS

T L
Figura 1: Estrutura da slica-gel®
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Figura 2: Tipos de silandis presentes na superficie da sifica amorfa: (1) vicinais, (2)
gemingis e (3) isolados*

Estes grupos, de carater polar, podem interagir fortemente com varios tipos
de moléculas bio-organicas ou solutos basicos e adsorvé-los de maneira imeversivel,
resultando em restric@o do transporte de massa, bloqueio de sitios de interagdo
normais e criacdo de sitios ativos ndo especificos, diminuindo a eficiéncia
cromatogréfica e podendo deteriorar o leito da coluna. A adsor¢Go pode ocorrer
de forma reversivel, gerando eficiéncias baixas para compostos basicos, com picos
largos, assimétricos e com cauda.

Oufro aspecto desfavordvel ao uso da siica como suporte é a instabilidade
da superficie, especialmente a altas temperaturas e frente a fases méveis alcalings,
que reagem lentfamente com a superficie da silica, dissolvendo-a, causando perda
da fase cromatogrdfica e, em casos exiremos, colapso do leitc da colund®. Isso
pode levar a alteragdes na retengdo, selefividade e formato dos picos, além de
poder contaminar os componentes da amostra em cromatografia preparativa. A
estabilidade de fases estaciondrias baseadas em silica é também limitada em
solucdes dcidas, devido & hidrdlise catalizada por Geidos das ﬁgccées'siloxano
(=Si-O-Si=), que sustentam as fases ligadas & superficie’. Tem sido descrito na
literatura que fases estaciondrias quimicamente ligadas, preparadas a partir de

sllica, devem ser utilizadas com fases moéveis no intervalo de pH entre 2 e 8",
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Suportes Alternativos

As tentativas em superar as limitagdes apresentadas pela silica vao por dois
caminhos:

1) a sua substituigdo por um outro tipo de suporte com diferentes
caracteristicas quimicas. Como exemplo, tem-se a utilizagéo de fases estaciondrias
baseadas em polimeros semi-rigidos como poliestireno-divinilbenzeno e outras
resinas baseadas em poliacrilatos, copolimeros de poliéteres hidroxilados ou
polivinildlcool, que embora possuam estabilidade guimica sob larga faixa de pH,
tém menor estabilidade mecanica que a silica'. Outros suportes utilizados s&o os
éxidos inorgdnicos alumina (AkQOs), titdnia (TIO2) e Zrcénia (ZrO2}, que apresentam
estabilidade em uma faixa mais ampla de pH que a silica™ .

2) modificacdo quimica da prépria superficie da silica. Silicas mais estaveis
tém sido preparadas por redugdo drdstica de impurezas inorgénicas através de

20, 21

tratamento dcido ou modificando-se a superficie do suporte, por reagdo

quimica, adicionando-se na sua superficie dtomos de um metal de transig@o, como
zircdnio ou fiténio (Ir ou Ti), através dos éxidos comrespondentes. Ambos, zircénia e
fitéinia, sdGo dxidos bdasicos e, portanto, insoliveis em meio alcalino. Além disso, sGo
estdveis em meio acido, em pH abaixo de 1,0%.

Suportes Zirconizados

A modificac@o quimica da superficie da silica com zircdnio visa a obtengdo
de um material que tenha propriedades mecdnicas, térmicas e quimicas
semelhantes &s da zircdnia. Varios frabalhos encontrados na literatura relatam estas
propriedades e as potencialidades do uso da zircdnia em CLAE'® 121822,

A quimica da superficie da zircdnia, apesar de ser menos conhecida que a
da silica, apresenta caracteristicas que tém tornado muito interessante a sua
vlilizac@o. Além da sua estabilidade quimica, térmica e mecdnica, o éxido de
zircénio € conhecido como sendo o Unico dxido metdlico puro que possui quatro
propriedades quimicas em sua superficie: acidez e basicidade, assim como
propriedades oxidantes e redutoras; consfitui portanto um material anfétero com

propriedades de trocador anidnico em solugdes neutras e acidas e de trocador
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catidnico em solucdes alcalinas®. Os grupos hidroxila da superficie podem estar
protonados ou desprotonados, dependendo do pH da solu¢do, resultando em

zircénia com propriedades frocadoras anidnicas e catiénicas, respectivamente®.
Ir-OHzt & Ir-OH + H* & Ir-O" + 2H* (Eq. 1)

A superficie da zircdnia pode ser modificada dinamicamente pela adigdo
de bases de Lewis competidoras na fase mdvel ou permanentemente pelo
recobrimento de sua superficie com polimeros ou pela depoﬁic;c'jo de carbono®.

Tridinger et al. ¥ sintetizaram, através de tratamento térmico, zirconia e
fitinia porosas com rigido controle de tamanho das particuias e de polaridade.
Estes suportes foram submetidos & reag@o com octadeciltimetoxisiiano, obtendo-se
assim fases reversas. A retencdo e seletividade destas fases foram idénticas aquelas
baseadas em silica. A maior coniribuigcdo dos oxidos de zirconio e titénio com
recobrimento polimérico C18 foi quanto & estabiiidade ao pH. Os recheios a base
de fiténia-C18 foram estaveis até pH 11 e de zirconia-C18 até pH 12, sem afetar
significativamente a capacidade cromatografica. Este comportamento reflete

bem a sequéncia de estabilidade hidrolitica para éxidos silanizados:

—SEI—O—Sli—R > —er—O-Sli-R > —Tli—O—Sli-R >> —AI\I-O-S|i-R
I I | | I I |

Kawahara et of. *® testaram materiais cerémicos de zircdnia e titGnia ndo
porosos, revelando que eles possuem maior capacidade de adsorgdo que @ silica
e maior resisténcia a fases moveis, tanto Acidas quanto alcalinas. A ordem de
eluicdo dos compostos dcidos e bdsicos foi inversa nas colunas de titénia e zircdnia,
quando comborodc: com a de silica, isto €, compostos acidos eluiram depois dos
compostos bdsicos, sugerindo que os mecanismos de adsorg&o destes materiais
diferem dos da silica. Estes materiais apresentaram potencialidades na separagdo
de substdncias de origem biolégica, como ribonucleosideos e
desoximibonucleosideos, que ndo sdo separados em colunas de recheio

convencional.
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Rigney et al. ™ fizeram a deposicdo de polibutadieno [PBD) sobre a superficie
de zirconia microporosq, seguida do entrecruzamento das cadeias poliméricas.
Solutos Acidos apresentaram interagdes muito fortes com a superficie da zircénia
mesmo na presenca de uma camada polimérica fina. Estas interagdes podem ser
minimizadas com o uso de fosfato na fase mével. Neste caso, as caracteristicas de
retengdio do polimero depositado sGo semelhantes as de suportes alquilsilanos
baseados em silica. A zirconia recoberta com polimero mostrou-se estdvel em
solugdes alcaiinas. Em conhtraste com a fase Véluminc-polibu’radieno, zirconia-
polibutadieno apresentou estabilidade em fase mdével NaOH 1molL* a 100°C.

weber et af. *® modificaram a superficie de zircdnia através da deposicdo de
vapor organico de tolueno a altas temperaturas, criando uma camada fina de
carbono com mais de 97% da superficie do 6xido metdlico recoberta. A superficie
zirconia/carbono  foi modificada quimicamente através da deposicdo e
imobilizacdo de um polimero hidrofébico, criando uma camada polimérica
permanente. As particulas de zircénia/carbono constituem um suporte do tipo fase
reversa, mostrando forte retengdo de solutos nGo polares com estabilidade alcalina
superior aos suportes de fase estaciondria baseados em siica e alumina. A
eficiéncia cromatogrdfica foi moderada para solutos como alquilbenzenos,
alquilfeniléteres e fenildlcoois € baixa para alquilfenonas e nifroaromaticos. Atribui-
se esta baixa eficiéncia & interagdes destes solutos com sitios residuais de alta
energia na superficie do carbono. A deposicho de polibutadieno na
zircénia/carbono aumentou a eficiéncia e a capacidade de caregamento, porém
diminuiv a seletividade.

Kurganov et al. ¥ ligaram covalentemente copolimeros de estireno e
vinilsilano & superficie de silica, alumina e zircdnia porosas, com e sem
entrecruzamento, apds imobilizacd@o da cadeia polimérica. A estrutura dos poros foi
estudada através da adsorgdo de nitrogénio e porosimetria de r_nercorio, revelando
diferentes distribuigdes de polimero ao longo da superficie modificada e mudangas
de porosidade com relagd@o aos éxidos inicicis, dependendo do método de
imobilizacdo do polimero. Foi observado que os valores de drea superficial, volume
de poros e didmetro de poros reduziram-se pela metade apds a modificagdo da

superficie com poliestireno, porém sem alteragdo da formae da distibuigdo do
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tamanho dos poros. Compostos basicos foram eluidos em alumina e em zircénia
modificadas por ligagdes covalentes com o copolimero  esfireno-
vinilmetildietoxissilano, com picos simétricos, indicando a auséncia de interagcdes
ndo especificas enfre a superficie e o soluto. A separacdo de compostos bdsicos
apresentou boa performance em meio Acido, neutro e alcalino.

Yu e & Rassi

modificaram a superficie da zirconia microesférica com
compostos do tipo octadecilsiiono, obtendo-se fases estaciondrias octadecil-
Zircénia monoméricas e poliméricas, através da reagdo do suporte com
octadecildimetilclorossilano e octadeciltriclorossilano, respectivamente. Derivados
silanos contendo um ou mais grupos funcionais reativos podem reagir com grupos
hidroxila da superficie da zircénia para formar fases ligadas monoméricas ou
poliméricas. As fases foram avaliadas, em termos de suas propriedades como fases
reversas, com espécies apolares, moderadamente polares e idnicas em varias fases
moveis e pH. A fase polimérica apresentou maior retengdo que o monomeérica,
para varios solutos investigados. Estudos de estabilidade, conduzidos em condigoes
extremas de pH (2,0 e 12,0), mostraram que a fase polimérica € mais estdvel. As
fases foram testadas na separa¢cdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
oligossacarideos, dansil-aminodcidos, peptideos € proteinas.

Em outro estudo™®, os mesmos autores compararam o desempenho de fases
estaciondrias preparadas a partir de particulas microesféricas de silica e zirconia
recobertas com octadecil, em camadas monoméricas e poliméricas, na
separacdo de aminodcidos. A fase polimérica octadecil-silica apresentou methor
resolucdo para os dansil-aminodcidos que a fase monomérica. A separagdo
apresentou complicagdes adicionais com as fases estaciondrias baseadas em
zircdnia devido & natureza metdlica do suporte. Por causa das excessivas
interacdes metdlicas, a fase monomérica octadecil-zircdnia ndo apresentou
resultados sotisfatérios. A magnitude destas interacdes foi minimizada com o
recobrimento da superficie por uma camada C18 polimérica. As fases zirconizadas
apresentaram interac¢des soluto-suporte do tipo doador-aceptor de eléfrons,
predominantemente em pH Acido, responsaveis pela alta retengdo de dansil-
aminodcidos com propriedades nucleofiicas, como dcido cistéico e dcido

aspdartico. A presenca de pequenas quanitidades de ions tartarato e fosfato na fase
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maével reduziu esse tipo de interacdo, aumentando a resolugdo da separagdo. Sob
condicdes 6timas de eluicdo por gradiente, onze ou quatorze diferentes dansil-
aminodcidos puderam ser separados em menos de é minutos, respectivamente por
fases poliméricas octadecil-zircdnia ou octadecil-silica.

Car e colaboradores, em seus mais recentes trabalhos publicados®?,
focalizaram seus estudos na zircénia porosa recoberta com polibutadieno (PBD).
Reeder ef al. * estudaram qualitativamente a deposicdo de PBD nos poros da
zircénia, por evaporag@o, a partir de um solvente voldfi. Em pequenos
camegamentos (<0,025g PBD/g ZrO2) ocorreu uma deposicdo em finas camadas na
superficie do suporte, sem preferéncia de preenchimento de poros pequenos ou
grandes. Em camegamentos altos (>0,0259g PBD/g 2rOz2) o polimero se deposita
preferencialmente em poros pequenos. i e Car % gstudaram o efeito da
temperatura sobre a selefividade, em zirconia-polibutadieno e concluiram que a
influéncia da temperatura na seletividade depende mais das caracteristicas dos
solutos que da fase estaciondria. Demonstraram ainda que zirconia-polibutadienc é
estavel a 100°C durante a passagem de fase mével até 7000 vezes o volume da
coluna.

Clausen e Car ¥ ulilizaram acido etilenodiamino-N,N'-tetrametilfosfénico
(EDTPA), um fosfonato andlogo a EDTA, como modificador da superficie da zirconia.
Esse material produziu uma fase estaciondria “biocompativel”, com potencial
utiizac@o para separagdes de proteinas, devido & alta estabilidade quimica da
zirconia.

Chicz et al. ® trataram silica com zircénio e fizeram um estudo comparativo
com alumina, magnésia, titdnia e silica. Estes suportes foram recobertos com
polietilenoimina (PEl), seguido de entrecruzamento com 1,4-butanodioldigliciléter,
com o objetivo de estabilizar a fase. Diferengas na quimica de coordenagdo dos
Gdtomos da superficie influenciaram a quantidade de PE! adsorvida por unidade de
area e a extensd@o do enirecruzamento. Oxidos de silicio, titdnio e zircdnio (niUmero
de coordenacdo igual a 4} possuem caracteristicas de adsorgdo similares entre si e
diferentes de mdgnésio (ne de coordenacdo 2). Alumina (ne de coordenagdo 3)
tem 37% mais oxigénio na superficie que os outros materiais, adsorvendo maior

quantidade do polimero. Apesar da diferen¢a entre os diGmetros de particula
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destes suportes, os tempos de reftengdo puderam ser comparados para O
sepordgc‘:o de ovalbumina e albumina bovina. Estudos de estabilidade ao pH
confirmaram que fitdnia, alumina e silica zirconizada sdo mais estdveis aos dlcalis
que asilica.

Gushikemn e colaboradores ®* descreveram a modificacdo da superficie da

slica com zircénio e fitanio. Peixoto et al *

propuseram um método de
modificacdo da superficie de silica porosa com Zirconio a partir de reagentes
clorados e organofuncionalizados. Este material foi uliizado como exirator de
fracos de cromo(Vl) para determinagdo especirofotométrica seletiva desta
espécie em meio aquoso. O procedimento ufilizando o reagente organo-zirconio
resuliou em um rendimento maior na deposic@io de zircénio na superficie da silica e
foi adaptado para este frabalho.

Outros trabalhos de Gushikern e colaboradores **** visaram sintetizar suportes
baseados em silica modificada para estudo como trocadores idnicos € como
material utilizado na construgdo de eletrodos voltamétricos e amperomeétricos,

ap6s a imobilizac&o de complexos inorganicos em sua superficie.

Métodos de Imobilizacdo de Fases
Estacionarias Sorvidas

As preparacdes de fases estaciondrias sorvidas, onde ndo hd reagdo
quimica, sdo frequentemente acompanhadas por algum procedimento de
imobilizacdo, que lhes conferem maior estabilidade. '

Os principais métodos de estabilizagdo utilizados para fases estacionarias
sorvidas sao o ratamento térmico e a iradiagdo por microondas, uliravioleta ou

raios gama. O método de iradiagdo por raios gama foi utilizado neste tfrabalho.

Imobilizagdo de Polimeros com Radiagdo Gama

A radiac@io gama é uma radiagdo eletromagnética de origem nuclear de
alta energia, o que lhe confere um grande poder de penetracdo e uma alta
capacidade de interagir com espécies atdmicas ou moleculares®. £ devido a estes

fatores e também & auséncia de produtos de decomposi¢do do agente iniciador
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que a radiagcdo gama tornou-se um catalisador excelente, em forma de energia,
para iniciar um processo quimico.

As fontes emissords de radiagcdo gama mais ufilizadas contém os
radionuclideos cobalto-60 e césio-137. Apesar do tempo de meia-vida do césio-
137 ser maior gue o do cobalto-40, este Ultimo & preferido por liberar raios gama
mais energéticos™.

Quando a radiagdo gama incide na matéria ocorem processos tais como
excitagdo eletronica e ionizagdo. As moléculas excitadas ou ionizadas podem
sofrer cisdes ou reagirem com oulras espécies, através de radicais livres ou ions,
produzindo novas espécies quimicas. Assim, os principais efeitos da radiagdo gama
em polimeros s@o a formagdo de produtos menores (degradagdo} e/ou de
produtos maiores (entrecruzamento).

No entrecruzamento (cross-finking), as cadeias poliméricas sdo ligadas umas
&s outras, resultando em estruturas ramificadas de massa molar mais aita e
tridimensionais, com propriedades fisicas caracteristicas.

Amostras de poli{dimetilsiloxanos), quando submetidas & doses de radiagao
gama da ordem de 100kGy, sofrem um aumento de viscosidade®. Segundo

Haken *

, existe uma relagdo linear entre viscosidade e a massa molar dos
poli{alguilsiioxanos). Assim, um aumento da viscosidade implica em um aumento da
massa molar das cadeias poliméricas.

O mecanismo de entrecruzamento ndo estd completamente estabelecido
e, provavelmente, varia enfre os diferentes tipos de polimeros. Os trés principais
processos sugeridos sao*’:

1} clivagem de uma ligagdo C-H em uma cadeia do polimero, seguida da
abstracdo de um segundo dtomo de hidrogénio da cadeia vizinha para produzir
H.. As duas cadeias radicalores se combinam para formar a ligagdo
entrecruzada(Figura 3};

2) migracdo dos sitios de radicais, produzidos por clivagem da ligagdo C-H,
ao longo das cadeias do polimero até os dois ficarem em posigdes adjacentes
para se combinarem e formarem a ligagdo entrecruzada;

3) reac@o de grupos insaturados com dtomos de hidrogénio, originando

radicais poliméricos que se combinam formando a ligag&o enfrecruzada.



14

Licio Flavig Costa Melo Dissertacdo de Mestrado Introdugdo
roroern C Hgrvosns oG G Hmme ooy CH e
L
_Xy + He —» +H, - I
. .

L
Figura 3: Esquema representativo do entrecruzamento de cadeias poliméricas”

A degradac¢do de um polimero resulta em mudangas em suas propriedades
fisicas causadas por reagdes quimicas que envolvem cisdes na cadeia de
polimeros. Estas reacdes levam & redugdo na massa molar, isto é, a diminuigdo do
comprimento da cadeia®.

Estudos conduzidos por Anazawa ** %, dentro de nossa linha de pesquisa,
mostraram que a imobilizagcdo de polilmetiloctilsiioxano} provoca uma melhora
significativa dos pardmetros cromatogrdéficos, principalmente quando sdo utilizadas
silicas imegulares.

Enchimento de colunas

Durante o enchimento de uma coluna cromatogréfica busca-se obter
colunas estdveis, eficientes e reprodutiveis. Porem existe um grande nUmero de
varidveis* envolvidas no processo de enchimento (Tabela 1} que tornam critica
esta etapa.

Dois problemas principais devem ser evitados durante o enchimento de
colunas*;

a) sedimentagdo de particulas; acontece quando ocorre uma distribuigdo
ndo homogénea do tamanho de particulas, resulfando em baixa eficiéncia da
coluna;

b) aglomeracdo de particulas; quando se frabalha com particulas muito
pequenas, aumenta a tendéncia em se acumular forgas elefrostdticas na
superficie, formando aglémeros que impedem a livre sedimentagdo das particulas

no leito da coluna. O atito provocado pela alta velocidade de enchimento das
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Tabela 1: Varidveis que influenciam no enchimento de colunas*

1- Caracteristicas das particulas de recheio
a) Qualidade do suporte
- tamanho da particula
- distribuic@o do tamanho da particula
- tamanho do poro
- distribui¢do do tamanho do poro
- densidade da particula

- forma da particula {esférica ou iregular)

b) Preparagdo da fase estaciondria
- reagentes de derivatizagdo (mono-, di-, fricloro- ou etoxissilanos)
- reacdo de derivatizagdo {[monomérica ou polimérica)

- capeamento

2- Preparag¢éo da suspensio
- fluido de suspensdo
- propriedades do solvente
- concentracdo da suspensdo

- temperatura da suspensao

3- Procedimento de enchimento
- press@o
- enchimento ascendente ou descendente
- geometria do reservatério de enchimento

- geometria da saida do reservatério de enchimento

4- Caracteristicas da coluna
- didmetro interno
- comprimento
- polimento das paredes do tubo
- porosidade e espessura do filtro
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colunas também pode gerar cargas na superficie. A utilizag&o de misturas aquosas
na suspensdio de enchimento também pode gerar cargas negativas na superficie
da siica, favorecendo a formag¢ao de agiomeros.

Os métodos para enchimento de colunas podem ser classificados, de uma
maneira global, segundo a forma como se introduz a fase estaciondria no tubo. O
enchimento a seco é utilizado para se rechear colunas com particulas de didmetro
maior que 20pm, enquanto o enchimento por suspensdo & alta pressdo € preferido
para particutlas menores que 20pm",

Na técnica de enchimento por suspensdo com alta pressdo, prepara-se uma
suspensdo do material de enchimento em um fluido de suspensdo. A composi¢cao
deste fluido de suspensdo, que pode ser uma mistura de solventes ou um UOnico
solvente, ird definir se o enchimento serd por densidade balanceada ou ndo e se
de baixa ou alta viscosidade. A suspensdo é colocada em um reservatério e, sob a
acéo de um solvente propulsor preenche a coluna. O material de recheio € refido
por um filtro na exiremidade da coluna e é compactado a alta pressdo. A
pressurizagdo do solvente é feita por uma bomba pneumdatica movida & gas (N2),
que opera a pressdo constante.

O fluido de suspensdo fem o fungdo de impedir a aglomeracdo de
particulas, mantendo-as dispersas através da reducdo da intensidade das forgas
eletrostaticas de interacdo, e de impedir a sedimentagdo das particulas, atraveés
da escolha de um solvente i ou mistura de solventes com densidade

aproximadamente igual & das particulas.

Avaliacdo de colunas

As colunas cromatogréficas recheadas sdo avaliadas através da andlise de
parametros calculados a partir de medidas obtidas nos cromatogramas.

A figura 4 mostra um cromatograma tipico com as prinCipais medidas que
podem ser obtidas.

A cromatografia em coluna ocorre com fluxo continuo da fase mével até
gue todos os componentes tenham saido da coluna. Os componentes que vao

sendo eluidos passam pelo detector, cujaresposta € indicada graficamente. No
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cromatograma, a linha de base representa a passagem somente da fase movel

pelo detector e os picos representam o registro dos componentes eluidos.

tae

Ate

-1 T~
”
2

Figura 4: Cromatograma com as medidas relacionadas @ determinagdo de
par@metros cromatograficos

O fempo de retengdo de um soluto, tg, € 0 tempo gasto desde a injegdo da
amostra até a saida do componente do sistema. O ty € o0 tempo de retengdo de
um soluto ndo retido ou tempo de retengdo da fase mével. Tanto tg quanto ty
podem ser obtidos diretamente do cromatograma quando se utiliza um integrador
eletrdnico, ou convertendo-se medidas de distancia de retengdo (dr ou dw,
respeclivamente) para tempo, através da velocidade do papel em registrador
potenciométrico. Esta conversdo é feita pelas seguintes relagdes:

iR =

dr dm
—_ : =— Eqg.
F t f (Eq. 2)

onde: f é avelocidade do papel do registrador
dr € a distancia de reten¢do do soluto

dw é a distancia de retengdo de um soluto no retido ou da fase
moével
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A refencdo de um componente é determinada pela razdo entre os tempos
em gue as moléculas ficam refidas na fase estaciondria (tr) e percorrendo a

coluna na fase movel (tw) e é representada pelo fator de retengéo (k):

i (Eq. 3)

1Y
onde: tr=tr -ty € o tempo de retengdo ajustado

O valor de k, idealmente, deve estar entre 2 e 10, sendo que valores abaixo
de 2 significam pouca interagdo do soluto com a fase estaciondria e acima de 10
forte interagdo e, consequentemente, alto tempo de andilise™.

O pardmeiro que avalia a separagdo entre dois picos adjacentes € a
resolugdio (Rs) e é calculada a partir da diferenca entre os tempos de retengdo

divididos pela média das larguras de suas respectivas bases (wy):

trz-tra 1r2 — tRi

Rs=2(———)=1,17T1(——
( ) ’7(Wh1+th

Whi+ Wh2 ) (Ea.4)

onde: tr e tre sGo tempos de retengdo dos dois picos adjacentes
envolvidos no cdlculo
We1 € Wy S80 larguras dos picos na base, em unidades de tempo
Wh1 © Wiz 580 larguras dos picos a meia-altura, em unidades de
tempo '

Os valores de Rs acima de 1,5 sdo considerados ideais, pois indicam uma
separacdo entre os picos até alinha de base.

Outro parémetro relacionado com a separagdo de dois picos adjacentes é
o fator de separagio (o), que é calculado pela razdo enire os respectivos fatores de
retencdo que sdo, por sua vez, relacionados aos tempos de retengdo gjustados,
segundo a equagdo 5.

o=—=— (Eq. 5)
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O fator de separacdo mede a seletividade de um sistema cromatogréfico.
Quanto mais seletivamente a fase estaciondria refiver o segundo componente,
maior serd o fator de separagdo. Porém, apenas o fator de separagdo pode ndo
ser suficiente para avaliar a separacdo, pois € uma medida baseada nos tempos
de retencdo dos maximos dos picos e ndo considera a largura dos mesmos.

A eficléncia apresentada por uma coluna é medida em termos de numero
de pratos, N. Um prato é equivalente a uma etapa de equilibrio- do soluto enire a

fase estaciondria e a fase mével e é calculado pela expressdo:
tr tr .,
N =16(7—)* =5,545(=)° Eq. 6
(wb) &) (Eq. 6)

Isto significa que quanto mais estreito for o pico cromatogréfico, maior serd a
eficiéncia.

O nUmero de pratos obtidos pode ser afetado por varios fatores, incluindo o
tamanho das particulas da fase estaciondria, as condigdes de enchimento da
coluna, as condigdes de andlise, o tamanho da.amostra, o tipo de soluto e,
principaimente, o comprimento da coluna. Para efeitos de comparagdo entre
colunas, a eficiéncia é expressa em termos de nUmero de pratos por metro (N/mj,
calculado através da divisdo do nUmero de pratos da coluna pelo seu
comprimento em metros.

O tamanho das particulas de recheio é decisivo para a eficiéncia das colunas.
Os limites de eficiéncia em fungdo do tamanho das particulas € mostrado na
tabela 2.

Tabela 2: Intervalos de eficiéncia de colunas disponiveis comercialmente,
| recheadas com fase reversa porosa 2

Tamanho da particula intervalos de eficiéncia
(um) (pratos/m)
| 10 12000 - 20000 |

5 35000 - 45000
3 80000 - 100000
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A expressdo para o cdlculo do nUmero de pratos sé & vdlida para picos
simétricos. Isso faz com que a medida de simetria seja um par@metro
cromatografico de relevancia.

A simefria dos picos € avaiiada pelo fator de assimetria dos picos (Ag). a 10%

da altura do pico, como mostra a figura 5.

FATOR DE ASSIMETRIA | ce
DO PICO AC

} 0% DA
ALTURA DO PICO

Figura 5: Medida e cdlculo do fator de assimetria do pico
O valor de As deve estar entre 0,9 e 1,2, sendo admitidos valores até 1,6 ®.

A vazdo (F) étima de frabalho pode ser determinada pela equagdo de van
Deemter:

B
H=A+E+Cp (Eq. 7)

onde: H é a altura de um prato
L . . . .
u=;M- (Eg. 8) é a velocidade linear da fase movel,

sendo L o comprimento da coluna

O termo A, difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos, devido
aos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto. Este termo pode ser

minimizado usando colunas com didmetro intermo reduzido, bem recheadas e
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particulas com tamanho pequeno e uniforme.

O termo B, difusdo longitudinal, estd relacionado com a difusGo molecular
do soluto na fase mével e pode ser minimizado empregando-se altas velocidades
lineares da fase movel. Este termo € mais importante em cromatografia gasosa que
em CLAE, j& que o coeficiente de difusdo no liquido é muito menor que no gas.

O termo C, transferéncia de massa, esta relacionado com a facilidade de
transferéncia das moléculas do soluto da fase estaciondria para a fase mével. Um
fator que minimiza o termo C é a espessura do fime liquido que recobre as
particulas do suporte, Quanto maior for esta espessura, maior serd o termo C e
menor a eficiéncia da coluna.

A figura 6 mostra uma curva de van Deemter tipica e a confribuigcdo dos
termos da equacdo 7. A curva mosira que existe uma vazdo (F) étima que
estd diretamente relacionada com a velocidade linear da fase mévei {u), na qual

H terd um valor minimo e, consequentemente, a eficiéncia serd maxima.

H: A+B/s +C.a

Hi{m)

Ca

Hmfnimo —

A

. B/
¥ K
H gtima |..|.{m 87 )

| Figura 6: Curva da equagdo de van Deemter “

A completa avaliagdo de uma coluna cromatogrdafica passa pela andlise de
todos os pardmetros citados, com cuidado para que haja coeréncia entre os
par&metros calculados e 0 composto que esta relacionado a estes dados. Deve-se
ainda escolher compostos que caracterizem as propriedades de resolugdo, de
retencdo, de seletividade estérica, hidrofobicidade, de froca ibnica e de interagdo
silanofilica da coluna cromatogréfica .
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OBJETIVOS

Este trabalho traz consigo aspectos de continvidade e de inovagao.

Ele dd continuidade 4 linha de pesquisa de desenvolvimento de novas fases

estaciondrias sorvidas e imobilizadas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
[CLAE), cujos frabalhos anteriores ** % 44 utilizaram exclusivamente silica {de varios

tamanhos e formas de particulas) como suporte.

9% ole propde a

Por outro lado inova pois, junto com outros frabathos
modificacdo da siica com um metal de transicdo, buscando para este novo
material caracteristicas fisicas, quimicas e cromatograficas que permitam {ou até
ampliem) sua utilizagdo como suporte para fases estacionarias reversas para CLAE.

Sendo assim, os objetivos deste trabalho podem ser sintetizados em quatro tépicos:

- sintese da silica zirconizada, através da modificagdo da superficie da silica

com butdxido de zirconio;

- preparacdo de fases estaciondrias sorvidas e imobilizadas por meio de
radiagdo gama, para uso em CLAE, a partir do suporte silica zirconizada e

da fase estaciondria liquida, poliimetiloctilsioxano) (PMOS).

- caracterizagdo das fases estaciondrias e do suporte através de testes

fisicos, quimicos e cromatogréficos.

- estudo da estabilidade quimica das fases preparadas, através da iavagem

com fases mdveis neutra e alcalina.



EXPERIMENTAL

“Se nédo tentar, certamente

estara fadado ao fracasso.”
(Blaise Pascal)
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Materiais

Reagentes e Solventes

e Acetona P.A., Merck

« Acido Nifrico P.A., Quimex

« Agua deionizada, Sistema Milli-Q, Millipore
¢ Anilina P.A., Nuclear -

« Benzeno P.A., Merck

¢ Benzonitrila P.A., Riedel-de Haén

e Butdxido de Zirconio {IV) 99.99%. Aldrich

e Cloreto de aménio P.A., ACS

e Cloroférmio P.A., Merck

« Diclorometano para cromatografia, Merck
¢ N,N-Dimetilanilina P.A., Quimex

¢ Etanol P.A., Merck

e Hidroxido de aménio P.A., Merck

+ Metanol para cromatografia, Mallinckrodt
» Naftaleno P.A., Carlo Erba

 Oxido de Zirconio (IV) 99.99%, Aldrich

o Tefracloreto de Carbono P.A., Merck e Synth

» Tolueno grav espectroscépico, IQ/Unicamp

Gases

» Nitrogénio, Oxigénio do Brasil e Air Liquide

Suporte cromatografico

¢ Silica Gel, Davisil 60; tamanho de particulas: 10um; forma das particulas:
iregular; diédmetro de poros: 6nm; Alltech
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Fase Estacionéria Liquida

« Poliimetiloctilsiloxano) (PMOS), PS-140, HUlls America (USA)
especificacdes técnicas:®

- viscosidade (centistokes a 25°C] 600-1000
- massa molar (g-mol) 6200
- gravidade especifica {a 25°C}) 0,91

- indice de refrago (a 25°C) 1,445
- fensdo superficial (dina-cm-!} 30,4

Tubos para colunas cromatogréficas

¢ Tubos de ago inoxidavel 316
¢ Dimensdes da coluna:
- Comprimento: 150mm
- DiGmetro interno: 3,9mm
O corpo das colunas cromatogrdficas e as pegas de conexdo (figura 7)

foraom confeccionadas ho oficina mecénica do Instituto de Quimica da UNICAMP.

A

~=—- COLUNA

0

© —— FILTRO
& =— REDUTOR

—— PORCA TERMINAL
=,

I ——

Figura 7: Esquema da coluna cromatogréfica e conexdes
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Equipamentos.

« Cromatégrafo a liquido, composto por: _
-bomba de alta pressdo reciproca do tipo pistdo cabega dupla, Waters, mod.510
-detector espectrofotométrico UV/Vis de comprimento de onda variGvel entre

190 e 700nm, cela de 14uL de volume, Waters, modelo 481

-integrador HP, modelo 3395
-injetor pneumatico SSI 3XL, com amosirador de 10ut, modelo 02-0240

» Bomba de enchimento Haskel Inc., com faixa de press@o de 6,9 a 344,8MPa
{1000 a 50000psi), modelo 51769

e Ultrassom Thornton, modelo T14

« Agitador mecanico Tecnal Equipamentos de Laboratério

« Agitador rototorque Cole-Parmer Instruments Company, modelo 7637

« Balanga analitica Fisher Scientific, modelo A-250

o Sistema Milli-Q Plus, Millipore

Polimento interno dos tubos para colunas

Os tubos utilizados para a confecg@o das colunas cromatogrdficas foram
submetidos a um processo de polimento de sua superficie interna, segundo um
procedimento desenvolvido por nosso grupo de pesquisc:s."‘2 O procedimento
consiste na passagem através do interior do tubo de aco de uma haste de metal
giratéria, fixada em uma furadeira de bancada, envolvida em palha de ago e
pasta de polimento (Rubbing Compound, ne 7). Apos o polimento propriamente, 0s
tubos foram mantidos em repouso em dcido nitrico 30% por 15 horas e, em seguida,
lavados sequencialmente com detergente, dgua, acetona, dgua deionizada e
metanol.
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Modificacdo da superficie da silica com zirconio

A modificagdo da superficie da silica foi realizada através da adaptagdo de
um procedimento desenvolvido por Gushikem e colaboradores *%# e em

colaboracdo com o seu grupo de pesquisa. A reacdo € descrita pelas equagdes 9
e 10.

n=SiOH + Zr{OBu)s — (=SiO)nZr{(OBU}+n + N BUOH (Eq. 9)
(SSIOJnZr(OBU)an + (4-N)H20 — (=SIO)nZr(OH)an + (4-n)BUOH (Eq. 10)

onde =SiOH representa os grupos silandis da superficie da silica

Inicialmente ocorre a ligag@io de butdxido de zircdnio aos grupos silandis,
com liberacdo de BuOH. Em seguida, é feita a hidrélise para eliminagdo dos ions
butdxido da superficie.

Em um sistema de refluxo composto por um baldo de trés bocas, um
condensador e um agitador mecdnico, foram introduzides 70g de silica
previamente seca em estufa a 150°C durante 8 horas e 300mL de tolueno
previamente destilado e seco com fitas de sédio. A agitagdo foi acionada e uma
corrente de gaés inerte (N2) foi acoplada ao sistema a fim de se evitar a presenga
de umidade durante a reacdo. Adicionaram-se aproximadamente 35mL de
butéxido de zircénio (IV), tomando exfremo cuidado na manipulagdo deste
reagente, devido a sua dlta toxicidade e facil decomposigdo frente & umidade do
ambiente. A quantidade do reagente de zirconio foi definida de forma a se obter
uma relagdo op[oximcda de 1.,5mmol de Ir para 1g de siica. A elevada
instabilidade do récgen’re de zirconio exigiv que a sua manipulagdo fosse rdpida;
portanto, © volume foi medido com baixa exatiddo. Foram utilizados
aproximadamente 45mL de butéxido de zircénio para 70g de silica em cada uma
das 1rés preparacdes realizadas. Sempre sob atmosfera inerte, o sistema foi mantido
em refluxo por 12 horcs.

A segunda etapa da preparagdo da silica zirconizada consistiv na lavagem,
por decantacdo, do material parcialmente modificado com tolueno, por frés vezes,

procurando sempre evitar a-exposigdo excessiva & umidade do ambiente.
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Apds a Ultima lavagem, o sélido foi filtrado através de uma membrana de Teflon
Millipore (0,22um), sob vdcuo. O material retido foi lavado duas vezes com tolueno
(200mL) e com cloroférmio (200mL) e seco, por evaporagdo do solvente, a
temperatura ambiente.

A terceira e Ulfima etapa da preparacdo cotrespondeu a hidrélise dos
residuos orgdnicos da superficie. Apos secagem em estufa a 100°C por 45 minutos,
o sélido foi imerso em 500mL de acido nitrico 1.10mol L, Depois de decantado o
sdlido, o sobrenadante foi refirado e adicionou-se mais uma quantidade de acido.
Em seguida realizou-se uma filiragdo, lavando-se a silica zirconizada com dagua
deionizada e etanol. O material final foi seco em estufa a 100°C por 45 minutos e
estocado em dessecador.

Esta preparacdo foi realizada para trés lotes de 70g de silica, procurando-se
reproduzir ao méximo as condigbes de preparagdo. As andlises realizadas
(fluorescéncia de raios-X, espectroscopia no infravermelho, andlise elementar,
drea superficial especifica, densidade, termogravimetria) indicaram, como serd
discutido adiante, que houve reprodutibilidade nas preparagdes.

Preparacgao das Fases Estacionarias

O recobrimento do suporte cromatografico com a fase liquida C-8,
poli{metiloctilsioxanoc) - {(PMOS), foi redlizado afravés da adigdo ienta do suporte
(sfica n&o modificada ov silica zirconizada) em uma solugdo contendo o polimero
dissolvido em dicloromg’rono (CH2CL). Essa solugdo ficou sob agitagdo durante 3
horas, seguindo-se da evaporagdo do solvente e ficando a fase liquida sorvida na
superficie do suporte. O diclorometano foi escolhido como solvente, porque nele o
polimero apresenta uma alta solubilidade, além de ser um solvente voldtil, o que
agiliza a sua eliminag¢do.

O procedimento consistiv inicialmente na definigdo da quantidade de PMOS
a ser depositada sobre o suporte, através da relag@o massa/massa. Em seguida, o
polimero foi dissolvido na proporgdo de 1g de fase estaciondria (polimero +
suporte) para 12mL de diclorometano. A silica ndo modificada, ou silica zirconizada

dependendo da preparagdo, foi adicionada lentamente a solugdo polimérica e
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mantida sob agitagd@o durante 3 horas. A mistura foi fransferida para uma placa de
Petri grande (14cm de didmetro e 1,5cm de aliura) e o solvenie foi entdo
evaporado.

Com base em trabalhos anteriores de Anazawa e Jardim @, realizddos com
siica nd@o modificada, em nossa pesquisa foram feitos carregamentos de 40 e 50%
Im/m) de PMOS em relagdo a quantidade total de fase estaciondria preparada. O
suporte foi aquecido previamente em estufa a 150°C por 22 horas.

Vdrios problemas foram enfrentados com a preparagdo das fases
estaciondrias. Ap6s vdrios estudos, concluiu-se que o ambiente de evaporagdo do
solvente exerce um papel decisivo no resultado final do material preparado. Por
ambiente de evaporacdo entenda-se as condigoes do fluxo de ar que passa pelo
recipiente de reacdo, o qudo plana é a superficie na qual estd depositado o
material e a relacdo entre quantidade de material e darea do recipiente onde
ocome a evaporagdo. Concluiu-se que é desejdvel, e até necessario, que a
evaporagdo do solvente acontega o mais rapidamente possivel. Para isso
contribuem fatores como: a eficiéncia do sistema de exaustdo da capela onde
ocomre a evaporacdo, uma superficie apropriada para deposigdo do material e
uma quantidade adequada de material para a superficie escolhida.

O procedimento para preparagdo das fases estaciondrias sorvidas foi
aperfeicoado; a principal modificagdo foi a redugdo da quantidade de material
preparada, de 10 ou 15g utilizados ap’reriormente, para 4g por iofe.

Caracterizacio do PMOS, do suporte e das
fases estacionarias

A fase liquida, PMOS, foi analisada por cromatografia de permeacgdo em gel
(GPC) e espectroscopia no infravermetho. Os suportes foram caracterizados por
fluorescéncia de raios-X, andlise elementar de carbono, espectroscopia no
infravermelno, drea superficial especifica, andlise termogravimétrica (ATG) e
medida de densidade. As fases estaciondrias preparadas foram avaliadas através

de andlise elementar de carbono, espectroscopia no infravermelho e andlise
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termogravimétrica {ATG}. Para redlizagdo destas andlises foram utilizados os servigos
do Instituto de Quimica da Unicamp.

Cromatografia de Permeagéao em Gel (GPC)

A verificacdo das caracteristicas do polimero PMOS (massa molar e
polidispersividade) foi realizada utilizando a cromatografia de permeacdo em gel.
Empregaram-se colunas Ultrastyrage! 103, 104, 105, de 7.8 x 300mm. Foram injetados
250uL de amostra dissolvidos em tolueno, que também foi usado como fase movel
a uma vazdo de 1,0mLmint e & temperafura de 40°C, tanto para a coluna quanto

para o detector de indice de refragdo.

Fluorescéncia de raios-X

A extensdo da modificacdo da superficie da silica com zircénio foi avaliada
pela quantidade de Ir na superficie, determinada através de fluorescéncia de
raios-X. A curva analitica utilizada foi obtida a partir do dxido de zirconio{lV), em
uma faixa de concentracdo de 0.5 a 20% de Ir. O aparelho utilizado foi um

espectrometro de fluorescéncia de raios-X Tracer X-Ray, modelo Spectrace 5000.

Analise elementar de carbono

A andlise elementar foi aplicada és amostras de silica ndo modificada, silica
zirconizada, fases estaciondrias preparadas e recheios de algumas colunas apds
enchimento e uso, com o objefivo de avaliar, respectivamente, o tfeor de
residuo de carbono nos suportes, a quantidade de carbono sorvida sobre eles e
a quantidade de carbono ndo arastado apds o enchimento das colunas sob alta
pressdo. O método empregado utiliza o combustdo para converter o carbono em
CO2, que é entdo medido em fungdo de sua condutividade térmica. O aparelho

utilizado foi um analisador elemeniar Perkin Elmer, modelo 2400.

Espectroscopia no infravermelho

A especiroscopia no infravermelho foi aplicada ao polimero, & silica, & silica

Zirconizada e & silica zirconizada com PMOS sorvido, com o objetivo de avaliar
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qualitativamente o grau de recobrimento pelo PMOS dos grupos hidroxilas da silica
Zirconizada, afravés da presenga de bandas caracteristicas destes grupos
funcionais.

Os espectros foram obtidos no intervalo espectrol de 4.000 a 400cm-!, em um
especirofotdmetro de infravermelho Perkim Elmer, modelo FT-IR 1600. O espectro do
poliimetiloctilsiioxano) foi obtido a partir de um filme em cela de cloreto de sddio,
enquanto que para as fases estaciondrias os espectros foram obtidos pela

prensagem da amostra, sob a forma de pastilhas, com brometo de potdssio.

Area superficial especifica (Azer)

A drea superficial especifica expressa uma medida de drea em relagdo a
massa do material {m2g). Foi utilizado o método de BET{ Brunauer, Emmett e Teller}.
gue se baseia na determinagdo do volume de nifrogénio adsorvido a diferentes
pressdes, na temperatura do nitrogénio liquido. O aparelho utilizado foi um medidor
de drea superficial Micromeritics, Flowsorb 1l, modelo 2300.

Analise termogravimétrica (ATG)

Amostras de silico ndio modificada e de silica zirconizada e de fases
estaciondrias foram encaminhadas para andlise termogravimétrica com o objefivo
de avdliar suas estabilidades térmicas.. O principio da técnica se baseia em um
analisador térmico {analisador termogravimétrico TA Instruments, modelo TGA-2050)
onde, através de uma microbalanga, se obtém a porcentagem de perda de
massa da amosira em funcdo do aumento da temperatura. A andlise é realizada
sob atmosfera de argdnio, com taxa de aquecimento de 10°C:min’', no intervalo
de 25 a 900°C.

Densidade

As medidas de densidade da silica ndo modificada e da silica zirconizada
foram reaiizadas através da utilizagéo de um picnémetro eletrdnico (Micrometer
Picnometer 1305). O principio de funcionamento deste equipamento estd na

medic@o da diferenga enire o volume da cela de amostra vazia e caregada,
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afravés da infroducdio de um gds inerte (hélio ou nitrogénio), sob pressGo

conirolada.

Avaliacdo Cromatografica

A avaliac@io cromatogréfica consistiv na andlise de parGmetros
cromatograficos calculados a partir de medidas realizadas nos cromatogramas
obtidos para as colunas recheadas com as fases estaciondrias prepdrodos'. Os
parametros calculados foram eficiéncia (N/m), fator de assimetria {As), fator de
retenco (k). resolu¢do (Rs) e fator de separacdo (a}.

Foram testadas duas misturas-teste. A mistura |, composta por acetona,
benzonitrila, benzeno, tfolueno e naftaleno, avaliou o comportamento das
colunas na separacdo de compostos neutros de vérias polaridades. A mistura |l,
composta por anilina e N,N-dimefilaniing, avaliou as colunas em termos da
separac@o de compostos bdsicos.

As misturas-teste foram preparadas qualitativamente, em concentragdes tais
que os picos hos cromatogramas apresentassem alturas semelhantes e que
necessitasse de uma bdixa atenuacgdo no integrador. Para que houvesse o registro
do sinal relativo a fase mével, os componentes da mistura teste foram diluidos em
40mL de metanol e o volume foi completado com a fase mével até 100mL. A
mistura foi armazenada sob refrigeragdo.

As fases moveis utilizadas forclm( preparadas o partir da mistura
metanol:dgua, nas proporgdes 70:30 (v/v) para a mistura | 60:40 (v/v) para a
mistura Il. Estas fases méveis, amplamente utilizadas em nosso laboratério em
pesquisas com fases estaciondrias reversas, tém a vantagem de ser composta por
solventes de baixa toxicidade e baixo custo. Antes da preparagdo de cada lote de
fase moével, os solventes foram filirados em membrana de Teflon de 0,22um
(Millipore) e desgaseificados em ultrassom por aproximadamente 10 minutos. A
medida de ty (tempo de retengcdo da fase movel) foi obtida a partir do pico do
metanol.
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Enchimento de colunas

As colunas cromq’rogr(::ﬁccs foram enchidas utilizando-se o sistema mostrado
na figura 8, que consiste de coluna, reservatdrio de suspensao de 32mL, bomba de
enchimento Haskel, com faixa de pressdo de 6,9 a 344,8MPa (1000 a 50000psi) e

cilindro de nitrogénio.

wia BL
ANTAADA D€ SAS

Figura 8: Esquema do sistema de enchimento

Antes de se iniciar o procedimento de enchimento, todo o sistema & passado
por uma vistoria, a fim de que se certifigue que n@o hd vazamentos na linha e nem
a presenca de residuos no interior do reservatdrio de suspensGo e nas conexoes.
Vazamentos podem gerar variagdo da pressdo durante o enchimento, causando
um enchimento ndo homogéneo da fase estaciondria que, junto com residuos de
outros materiais, resultam em perda de eficiéncia da coluna preparada.

O procedimento de enchimento de colunas cromatogréficas utilizando o

sistema Haskel consiste em preencher o reservatério de solvente com metanol,
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previamenfe filirado, e o reservatério de suspensGo com a fase estacionaria
suspensa em tetracloreto de carbono na concenirag@o desejada (as suspensdes
foram mantidas sob agitagdo constante, em um agitador tipo roto-torque, durante
15 horas) e pressurizar o sistema a uma pressao fixada. A pressdo exercida pelo gés
forca a passagem do solvente de suspensdo (CCli} e depois do solvente propulsor
(MeOH) pela fase estaciondria, que fica retida gragas a presenga de um filtro ao
final da coluna. A pressdo constante durante o enchimento ird resuitar em um leito
bem compactado e homogéneo, ideal para as separagdes cromatograficas.

O sistema é mantido sob pressdo até se coletar 80mL de solvente e em
seguida s&o aplicados mais trés pulsos de 20 segundos cada para se obter um
melhor assentamenio da fase estaciondria no leito da coluna. Apds o enchimento,

o sistema é despressutizado e a coluna é desconectada da linha.

Condicionamento de colunas

As colunas enchidas foram submetidas a um condicionamento antes da sua
utilizacdo, para que ocorresse um equilibrio entre a fase estaciondria e a fase
mével, evitando problemas operacionais como flutuagdo na linha de base e ndo
reprodutibiidade dos tempos de retengdo dos compostos elvidos. O
condicionamento foi realizado durante 4 horas com a fase movel a ser utifizada nas
separacdes e a uma vazdo de 0,2mLmin-,

Antes do inicio das andlises, a cada diq, foi redlizado um condicionamento
da coluna de 20 a 30 minutos.

Definicdo da vazao de trabalho

A vazdo de trabalho foi definida com base nas curvas de van Deemfer,
obtidas para algumas colunas que apresentaram boa eficiéncia. Para obtengdo
das curvas de van Deemter foram registrados cromatogramas em vdrias vazdes de
fase movel. Os valores de eficiéncia da coluna foram plotados no eixo das
ordenadas como altura de um prato (H), que nada mais é do gque o inverso do
nUmero de pratos por metro {N/m): no eixo das abcissas foram plotados valores de

velocidade linear da fase moével (u), definida pela equagdo 8. Esta otimizagdo se
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baseia no fato de que existe uma vazdo 6tima onde a coluna ird apresentar uma

eficiéncia maxima, identificada pelo minimo das curvas.

Otimizagédo do carregamento de PMOS

Para o estudo de otimizacdo de PMOS foram preparados lotes de fases
estaciondrias sorvidas com caregamentos de 40 e 50% {m/m). Com cada lote de
fase estaciondria foram recheadas 2 colunas, mantendo-se fixos 0s outros
paradmetros envolvidos no processo: o préprio procedimento de preparagdo das
fases estaciondrias, técnica de preparacdo das suspensdes de enchimento,
procedimento para enchimento das colunas, condicionamento das colunas e
condices cromatogrdficas. O valor ofimizado de caregamento de PMOS foi
definido com base na avaliacdo cromatogréfica, observando o valor que
resultasse em colunas com maior eficiéncia, menor assimetria dos picos e resolugdo

aceitavel,

Otimizagdo da concentragdo das suspensdes e da
pressao de enchimento

Uma vez otimizado o valor de carregamento de PMOS (50%), realizou-se a
ofimizacdo dos par@metros concentragdo de suspensdic e pressdo de enchimento.

Para este estudo foram preparados 4 conjuntos de colunas (em duplicata)
com as caracteristicas apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Valores utilizados para a ofimizagdo da concentragdo das
suspensdes e da pressdo de enchimento

A B 10 34,5 / 5000
C.D 10 48,3 / 7000
E.F 20 34,5 / 5000
G, H 20 48,3 / 7000
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Irradiacdo de fases estacionarias

Dois lotes de fases estaciondrias sorvidas com carregamento de 50% PMOS
foram selados em ampolas de vidro pirex, sob condigdes ambientes, e enviados a
empresa IBRAS-CBO para irradiagdo. Foi ufiizada a radiagcdo gama, proveniente
de fonte de Cobalto-60, nas doses de 80 e 120kGy, que correspondem aos
melhores valores obtidos por Anazawa e Jardim®.

Estas fases iradiadas foram utilizadas no enchimento de colunas para

avaliacdo da influéncia da irradiagdo no seu desempenho cromatografico.

Teste de estabilidade em fase mével neutra

Colunas com fases estaciondrias & base de silica ndo modificada, de silica
7irconizada e de silica zirconizada e iradiada foram submetidas ao teste de
estabilidade, a fim de se avaliar a evolugdo do comportamento cromatografico
com a passagem de fase mével pela coluna e durante sucessivas injecoes da
mistura .

Passou-se fase mével MeOH:H20 ({70:30 v/v) a uma vazdo de 0.8mL.min-!
através das colunas cromatogrdficas até uma quantidade equivalente a 5000
vezes o volume da coluna. Definiu-se “volume de coluna " {Vc) através da
equacdo 11. Esta expressdo também é definida. pela IUPAC, como voluma de fase
movel (V).

Vc = F.im (Eq. 11)
onde,

F= vazdo da fase movel

tm= tempo de retencdo de um componente ndo retido pela fase

estaciondria (este valor foi tomado como valor médio de 3 injegdes)

ApGs a passagem de fase moével, em intervalos de volume pré-
estabelecidos, condicionava-se a coluna por 15 a 20 minutos com a mesma fase
mével, na vazdo a ser ufiizada na andlise (0.2mLmin) e faziase a elvigcdo da
mistura |. Afravés desta andlise obfinham-se os dados de eficiéncia, fator de
assimetria, fator de retencdo, resolucdo e de fator de separagdo, com os quais as
colunas foram avaliadas. Foram tragados gréficos de eficiéncia, retenclo e

resolucdo vs. volumes de coluna.
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Teste de estabilidade em fase mével alcalina

A fim de se estudar o comportamento das fases estaciondrias preparadas
frente a condigdes adversas de trabalho, colunas com recheio a base de silica ndo
modificada e de silica zirconizada iradiada foram submetidas ao mesmo teste de
estabilidade descrito no item anterior, porém ulilizando-se como fase mével a
mistura metanol:soluc@o aquosa NH4*/NHs, pH 10 (70:30 v/v). Neste caso, antes da
andlise, a coluna foi condicionada durante 15 a 20 minutos com a fase movel
MeOH:H20 (70:30 v/v).

Teste com Mistura Basica

A mistura bésica {mistura 1) testada foi: anilina, N,N-dimetilanilina.

A misfura |l tem a finalidade de avalior as interagdes entre fase estaciondria
e compostos basicos. Qs componentes dessa mistura sGo também utilizados na
avaliagdo de colunas comerciais.

Para andlise desta mistura foi utilizada fase mével MeOHH20 60:40 {v/v). a
uma vazdo 0,5mL-min-'.- Foram testadas colunas com recheios de PMOS a base de

silica ndo modificada, sllica zirconizada sorvida e silica zirconizada irradiada.



ANALISE DOS RESULTADOS

“O real ndo esta na saida nem na
chegada; ele se expde para

a gente é no meio da travessia.”
(Jodo Guimaraes Rosa)
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Modificacido da superficie da silica com zirconio

Caracterizacao do suporte

Foram preparados irés lotes de silica zirconizada (SiZrl, SiZrll e SiZrlll), Cujos
resultados das andiises de caracterizagdo sao cpresentddos nas tabelas 4 a 8 e nas

figuras 9 e 10.

Fiuorescéncia de raios-X

Tabela 4: Teor de zircdnio nos supories preparados

Suporte’ % Zr mmol Zrig de silica
SiO2 0,00 0,00
SiZr | 15,2 1,66
SiZr ll 14,0 1,53
Sizrill 16,7 1,83

*sizr 1, Il e Il ; silica zirconizada, primeira, segunda e terceira preparagdes, respectivamente

Andlise elementar de carbono

Tabela 5: Andlise elementar de carbono para silica ndo modificada e silica

zirconizada
Suporte % C
SiO2 0,19
SiZr | 1,29
SiZr ll 1,69
Sizrill 1,10

*sizr 1. e Il : silica zirconizada, primeira, segunda e terceira preparagdes, respectivamente

Area superficial especifica {Ase)

Tabela 6: Area superficial especifica (Aem) de silica ndo modificada e sflica

zirconizada
Suporte Ager (m-g") |
SiO2 387
SiZr | 367
Sizr ll 351
SiZr 370

*si7r |, Il e Il : silica Zirconizada, primeira, segunda e terceira preparagdes, respeciivamente
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Densidade

Tabela 7: Densidade de silica ndo modificada e silica zirconizada a 22°C

Suporte densidade (gmL")
SiO2 2,157
SiZr | 2,008
SiZr I} 1,978
SiZr 2,359

*sizr 1, Il @ It ; silica Zirconizada., primeira, segunda e terceira preparagdes, respectivamente

Andlise termogravimétrica (ATG)

Tabela 8: Andlise termograviméirica dos suportes

Suporte % perda de massa | AT de perda de
(%) massa (°C)
SiO2 2,7 290,0 - 6231
SiZr | 4,5 294,5-477.8
SiZr li 4,3 348,3 - 464,)
SiZr Il 29 324,6 - 432,6

*sizr 1, li el : silica Zirconizada, primeira, segunda e ferceira preparagdes, respectivamente

Os resultados apresentados nas tabelas 4-8 mosiram uma concorddncia
muitc boa, o que atesta a reprodufibiidade na preparagio do suporte

cromatogrdfico.

Os resultados de fluorescéncia de raios-X (Tabela 4) ddo uma informagdo a
respeito da quantidade de zirconio presente em todo o material analisado; logo,
ndo é uma medida de superficie. A partir desses resultados & possivel dizer que a
reaco de zirconizag@io é reprodutivel, em termos da quantidade de zirconio
adicionado & siica. E taombém uma reagdo eficiente, uma vez que a mesma
reacdo, com titnio 8 incorpora cerca de 3,8% de titénio na silica e a reqa¢do com

zircénio incorpora em média 15,3% do metal.
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A pequena quanfidade de carbono, detectada através da andlise
elementar (Tabela 5), é provavelmente relativa a residuos de material orgéinico do
reagente butdxido de zirconio utilizado na reagdo de zirconizagdo e ndo eliminado

completamente durante a etapa de hidrdlise.

A ligeira redugdo em drea superficial (Tabela 6) das silicas zirconizadas em
relagdo & silica ndo modificada ocorre possivelmente devido ao blogueio dos
poros mais finos da matriz pelo reagente adicionado. Esse comportamento é
evidenciado pelos dados das tabelas 4 e 5, onde se observa.um decréscimo de
drea superficial com a diminuicdo da quantidade de zircdnio € com o aumento do

residuo de carbono, respectivamente.

N@o se verifica uma mudanga muito grande de densidade (Tabela 7) entre
silica néilo modificada e silica zirconizada, porém pode-se observar que a variagdo
de densidade enitre os lotes de silica zirconizada acompanha exatamente &
variacdo na drea superficial {Tabela é) e na quantidade de zircdnio apresentada
pela andlise de fluorescéncia (Tabela 4} e ao inverso da variagdo de porcentagem
de carbono ({Tabela 5}, 0 que comprova a mudanga de densidade ocasionada
pela introducdo do metal na silica e a consequente diminuicdo do residuo de

carbono, alterando também a drea superficial,

As andlises termogravimétricas {ATG) (Tabela 8) mostraram uma perda muito
pequena de massa & elevada temperatura e indicam uma boa estabilidade
térmica do storte. O fato de que a maioria das andlises em CLAE sdo conduzidas
a temperatura ambiente ou, no maximo, & 90°C, contribui para que este suporte
néio apresente problemas quanto & estabilidade térmica. Ocorre também uma
perda de massa, que acontece até 100°C (Figura 10), que se deve a perda de
umidade do material.
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Espectroscopia no infravermeiho
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Figura 9: Espectros no infravermelho de a) SiO2 e b} SiZrlll
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| Figura 10: Termograma de silica zirconizada (SiZrll)

As principais bandas dos espectros de IV da silica nGdo modificada (Figura 9a)
podem ser atribuidas ao estiramento (v) de grupos hidroxilas ligados por pontes de
hidrogénio & dgua fisicamente adsorvida e & grupos hidroxilas geminais (3500cm),
grupos siloxanos (1100cm!), grupos silandis livres (ombro em 975cm!). Os espectros
IV da silica zirconizada (Figura 9b) apresentam as mesmas bandas da silica ndo
modificada, com excecdo do sinal em 975cm, que praticamente ndo pode ser

observado por causa da modificagéo dos grupos silandis livres.

Caracterizacdo do poli(metiloctilsiloxano) - PMOS

As andlises de IV {Figura 11) e a cromatografia de permeagdo em gel (GPC)
{Figura 12) do polimero puro tiveram como objetivo constatar sua integridade e
pureza para a preparagdo das fases estaciondrias tipo reversa.
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Figura 12: Cromatograma de permeagdo em gel do PMOS. Coluna
Uttrastyragel 7,8 x 300 mm. Condigdes Cromatogrdficas: F.M.:
folueno; vazdo: 1,0mL-min-'; Temperatura da coluna e detector:
400C,
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O espectiro no infravermelho (Figura 11) mosirou auséncia de umidade, que
seria indicada por uma banda larga na regido de 3500cm-!, atrbuida ao
estiramento [v) dos grupos hidroxilas. As principais bandas sdo um ftriplete, em
2900cm-, relativo ao estiramento (v) dos grupos metila e um duplete largo em 1100
e 1030cm” relafivo ao estiramento (v} dos grupos siloxanos. A banda em 801cm! &

relativa & deformacdo assimétrica {p) dos grupos metilas.

A cromatografia de permeagdo em gel (Figura 12) indicou massa molar
média (Mn] de 6168gmol' e polidispersividade de 2,52. O valor de Mn estd
concordante com o valor de catdlogo® de 6200gmol’. A figura 12 mostra o
cromatograma de GPC do PMOS e @ expansdo do pico de massa molar alta, que
corresponde ao pico mais largo, no qual sd0 calculados os valores de massas

molares médias.

Enchimento de colunas

Neste frabalho foram preparadas algo em torno de 50 colunas
cromatogrdficas. O procedimento de enchimento de colunas cromatogréficas €
pouco reprodutivel, pois estd sujeito a uma série de varidveis (Tabela 1). Colunas
preparadas comercialmente® com particulas de 5um e fase C-18, resultam em
eficiéncias que variam entre 65000 e 80000 pratos/meiro, utilizando o mesmo
procedimento de enchimento.

Para cerfificacdo da confiabilidade dos resultados, realizou-se a maioria dos
enchimentos em duplicata. Comparando-se os dados das andlises, pdéde-se ter um
indicativo da ocorréncia de eventuais falhas no enchimento. As colunas com

resultados muito discrepantes foram descartadas e novamente recheadas.

O procedimento de enchimento de colunas ocasiona um arraste de PMOS
que varia da ordem de 50 até 70% do carregamento inicial. A quantidade de
polimero presente no recheio apds o enchimento das colunas pode ser inferida

através de dois métodos:
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I) pesagem do PMOS arrastado durante o enchimento;

I} andlise elementar de carbono do material residual de enchimento.

Pelo método |, o caregamento final de PMOS &€ caiculado pela formula:
(mp)i - (me)p

%PMOS = *100 .
>= (- rms (a. 12

onde: {me)i € a massa inicial de polimero
{mr)e € a massa de polimero arrastado
ms € a massa do suporte

O valor de (mp)p foi obtido por evaporagdo da solugdo recolhida do
enchimento da coluna, restando o polimero.

Peio método Ii, a quantidade de PMOS é calculada a partir dos valores de
porcentagem de carbono. Sabendo-se que 62% da massa de PMOS € referente a
carbono, tem-se a relagao direta:

mC %C
= — 9 =
mPMOS 0.62 ou Y% PMOS 0.62

(Eq.13)

O cdiculo, redlizado por ambos os métodos, mostrou-se concordante. O
carregamento de PMOS apds o enchimento oscilou enfre 13 e 24% de PMQOS, ou 8,1
a 15% de carbono, segundo os resultados de andlise elementar de carbono
realizado com o material residual do enchimento de colunas. O valor de
porcentagem de carbono encontrado para a maioria das colunas comerciais de
fase reversa C-8 estd na faixa de 10 a 15%C *.

Em face desses resultados, € muitc comum que se pergunte por que o
carregamento inicial de polimero ja ndo é definido enfre 15 e 20%, evitando-se um
excesso, supostamente exagerado, no caregamento de PMOS. Anazawa 3
concluiu que os enchimentos realizados com baixo caregamento de PMOS {10 e
20%), resultom em colunas com baixa eficiéncia. A explicagdo encontrada para
isso & gue, apesar do excesso de polimero (em carregamentos de 40 e 50% de
PMOS inicial), a presso exercida sobre esse excesso durante o enchimento, além
de arrastar uma grande quantidade, vai fazer com que o polimero preencha por

completo os poros e recubra a superficie dasifica, ficando fortemente sorvido. O
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resultado serd um material com maior quantidade de PMOS que nos enchimentos
com 10 e 20% de PMOS inicial, promovendo uma maior aréa de fase reversa para

interag@o com os solutos e consequente aumento na eficiéncia da coluna.

Caracteriza¢do das fases estacionarias

Alguns lotes de fases estaciondrias foram submetidos A espectroscopia no
infravermelho, andlise elementar de carbono, drea superficial especifica e
termogravimetria, tanto antes do enchimento das colunas como apds o

enchimento, a partir do material residual do enchimento, ja com o PMOS arrastado.

Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho da sifica zirconizada com PMOS sorvido antes
e apds o enchimento das colunas (Figura 13} tém em comum tanto as bandas do
suporte {estiramento (v) de grupos hidroxilas ligados por pontes de hidrogénio &
dgua fisicamente adsorvida e & grupos hidroxilas geminais (3500cm), grupos
siloxanos (1100cm)) como bandas do polimero (triplete, em 2900cm-!, relative ao
estiramento (v) dos grupos mefila, duplete iargo em 1100 e 1030cm! relativo ao
estiramento (v} dos grupos siloxanos e uma banda em forno de 800 cm!' relativa a
deformacd@o assimétrica (p) dos grupos metilas). As bandas relativas ao estiramento
{v} dos grupos siloxanos {1100cm-'} da silica zirconizada e ao duplete largo em 1100
e 1030cm de esfiramento (v) dos grupos siloxanos do PMOS se confundem nos
espectros das fases estacionarias.

Uma observacdo importante na figura 13b é a reducdo da intensidade das
bandas do PMOS, em relacdo a figura 13a, por se tratar do material apoés o
enchimento da coluna, ou seja, j@ com uma certa quantidade de PMOS arrastado

durante processo.
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Figura 13: Espectros no infravermelho de silica zirconizada recoberta com 50% de
PMOS sorvido: (a) antes e (b) apds o enchimento da coluna
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Analise elementar de carbono

O amraste de PMOS durante o enchimento de colunas, que pode ser
identificado qualitativamente nos espectros no infravermelho, pode ser

quantificado através dos resultados de andiise elementar de carbono (Tabela 9).

Tabela 9: Porcentagem de carbono e de PMOS em fases estaciondrias com
caregamento inicial de 50% PMOS

Etapa % carbono % PMOS
(faixa de valores obtidos) (faixa de valores obtidos)
antes do enchimento 30-33 49 - 53
residuo de enchimento 81-15 13-24
(fases sorvidas)
residuo de enchimento 14-16 23-26
(fases imadiadas)

Os resultados apresentados, para o material de recheio carregado
inicialmente com 50% de PMOS, mostra que, antes do enchimento das colunas, o
valor de %PMOS, obtido a partir da % carbono, é concordante com a quantidade
de PMOS definida previamente e adicionada. Apds o enchimento das colunas, a
andlise do residuo de enchimento, [ com o PMOS amrastado, indica uma queda no
caregamento polimérico de 50 a 70% do caregamento inicial para as fases
sorvidas e de 48 a 50% para as iradiadas. Estes dados j& indicam uma melhoria na

estabilidade do material iradiado, que serd discutida mais adiante.

Area superficial especifica (Ager)

A perda de material poiimérico, observada através dos dados de andlise
elementar de carbono, ird reflefir diretamente sobre o valor de drea superficial
especifica.

Os resultados da tabela 10 mostram que, apés a adigdo da fase liquida,
PMOS, a drea superficial se reduz drasticamente, de 360m2g' (em média), do
suporte, para 0,37m2g-'. Essa queda brusca € atribvida & formagdo de um filme que
deve envolver toda a particula, por causa do excesso de polimero adicionado.

Pode acontecer também uma aglomeracdo de particulas promovida pelo excesso
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de polimero, e esse fato faz com que esse resultado de medida de drea superficial
especifica ndo seja completamente confiGvel. De qualquer forma, o excesso de
polimero serd arastado durante o processo de enchimento da coluna e a drea
superficial que resultard apos o arraste (247m2g-} é onde efefivamente irG ocorrer o

fenémeno cromatografico.

Tabela 10: Area superficial especifica de silica zirconizada (iote lll) + 50% PMOS em
varias etapas

Etapa Ager (m*g*)
cantes do enchimento 0,37
residuo de enchimento 247
apos utilizacdo da coluna 351

Observa-se dinda que, mesmo apds a utilizagdo da coluna, ainda hd um
aumento da drea superficial, para 35im2g?, ocasionado pela perda polimérica,
devido a instabilidade do material sorvido, que serd discutida posteriormente.

Analise termogravimétrica (ATG)

O termograma da fase estaciondria sorvida (silica zirconizada + 50% PMOS)
(Figura 14) apresenfa uma perda maior de massa se comparado com ©
termograma da silica zirconizada (Figura 10). H& uma perda de massa de 37.7% na
faixa de temperatura que vai dé 390 até 520°C, atribuida a perda de polimero belo
aquecimento. Como, em CLAE, geralmente ndo se trabalha em temperaturas tao
elevadas, ndo se considera esta perda como um dado preocupante para o bom
andamento das andlise, mas apenas como um dado complementar parg
caracterizacdo do material preparado. O termograma para o fase iradiada

apresentou resultados muito semelhantes aos da fase sorvida.
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Figura 14: Termograma de silica zirconizada recoberta com 50% de PMOS sorvido

Avaliacdo Cromatogréfica

Defini¢cdo da vazéao de trabalho

A vazdo de trabalho foi definida com base nas curvas cle van Deemier,

onde foram plotados os valores de altura de um prato (H} vs. velocidade linear da

fase mével (u), extraidos dos cromatogramas obtidos em vazdes de fase mével que

variaram de 0,05 a 0,7mbLmin-'. Os resultados sdo apresentados na figura 15.
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Figura 156: Curvas de van Deemter para as colunas de silica zirconizada com
50% PMOS sorvido, recheadas a a) 48,3MPa (7000psi}, b) 34,5MPa
(5000psi); fase movel: MeOH: H20 {70:30) v/v

Existe uma vazdo ofima na qual a coluna ird apresentar uma eficiéncia
mdxima, identificada pelo minimo das curvas. Para as duas curvas aqui
apresentadas (Figuras 15a e 15b) esta vazdo € de 0,ImLmin’, resultando em
eficiéncias de 25245 e 24944 pratos/metro, respectivamente. Apesar das curvas
indicarem este valor como 6timo, o ganho em eficiéncia ndo é t&o significativo
quando comparado com a vazdo de 0.2mimin {24321 e 23364 pratos/metro),
sendo que nesta vazdo ¢ tempo de andlise reduz em aproximadamente 50%. Assim,
definiu-se como vazdo de trabalho 0,2mLmint.

Otimizac¢édo do carregamento de PMOS

O estudo realizado para ofimizagdo do caregamento de PMOS a ser sorvido
no suporte zirconizado consistiu na preparagdo de dois lotes de fases estaciondrias,
com 40 e 50% {m/m), e enchimento de duas colunas com cada uma das fases
preparadas.

A tabela 11 mostra os resultados obtidos. Os valores de cada linha da tabela
comespondem & média das 3 primeiras injegdes redlizadas apds o
condicionamento das colunas.
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Tabela 11: Otimizagto do caregamento de PMOS

COLUNA® t° | Nim° | As” | k° Rs® ol PMOS
(min) | (m") : final (%)
40/10/34,5(5000)-A | 12,86 20205 1.8 | 10| 1,5 1,5 13
40/10/34,5(5000)-B | 11,92 [14578] 20 | 09 | 1.3 1,5 15
50/10/34,5(5000)-A | 14,45 [30878| 1,4 | 1,4 [ 23 1,5 17
50/10/34,5(5000)-B | 14,39 [30612] 1,5 | 1,3 | 23 1,5 17

9 a notagdo empregada para identificacdo das colunas indica %PMOS (m/m)/conc. de
suspensdo (m/v)/pressGo de enchimento (MPa/psi)

b calcuiado para o naftalenc

< calculado para o par naftaleno-tolueno

d calculado para o par tolveno-benzeno

Os resultados de %PMOS final apresentados na tabela 11 sdo baseados na
pesagem do PMOS arrastado durante o enchimento dao coluna, para os
enchimentos realizados com fases estaciondrias com carregamento de 40% de
PMOS, e nos resultados de andlise elementar de carbono do residuo de enchimento
das colunas, para os carregamentos de 50% de PMOS. Os dois métodos se
mostraram equivalentes.

Observa-se um aumento da porcentagem de PMOS apds o enchimento das
colunas com fase estaciondria iniciclmente sorvidas com 50% de PMOS. Os valores
maiores de fator de retengdo obtidos para o caregamento inicial de 50% podem
estar relacionados a esta maior quantidade de PMOS que fica refido, o que
confere a fase estaciondria caracteristicas mais apolares.

Os parametros cromatograficos evidenciam que as colunas recheadas com
as fases estaciondrias cujo caregamento inicial € de 50% PMOS apresentam melhor
desempenho cromatografico, o que pode também ser evidenciado pelo perfil dos
cromatogramas (Figuras 16a a 16d}. Os melhores valores de eficiéncia {(N/m), fator
de assimetria (As) e resolucdo (Rs} para as colunas com S0%PMOS inicial fizeram
com que esse valor fosse adotado como valor étimo para a confinvidade dos
trabalhos.
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Figura 16: Cromatogramas obtidos no estudo para ofimizagdo do carregamento
de PMOCS. a) e b) colunas com 40% PMOS inicial e ¢) e d} colunas com
50% PMOS inicial. Condigdes: concentragdo da suspensdo de
enchimento: 10% (m/v); pressdo de enchimento: 34,5 MPa [5000psi);
solutos: acetona (1), benzonitrila {2}, benzeno (3), tolueno (4) e naftaleno
(5); F.M.: MeOH;:H20 70:30 (v/v); vazdo: 0,2 mLmin-, volume de inje¢do:
10uL, deteccdo: UV, 254nm e velocidade do papel: 0,5cmmin-!
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Otimizac¢ao da concentracao das suspensoes e da

pressao de enchimento

Uma vez definido o carregamento de PMOS, este par@metro foi fixado e
variaram-se os parGmetros concentra¢cdo de suspensdo e pressdo de enchimento,
em dois niveis cada. Com cada uma destas combinacdes (Tabela 3) foram
recheadas duas colunas. As colunas recheadas com concentracao de suspensdo
de 10% [m/v) e pressdo de enchimento de 34,5MPa (5000psi) foram as mesmas
utiizadas no estudo de otimizagdo de carregamento.

Os resultados obtidos estdo na tabela 12.

Tabela 12: Ofimizagdo da concentragcdo das suspensdes e da pressdo de

enchimento
COLUNA® t° |N/m°| As® | Kk° Rs® a® PMOS final

(min) | (m™) (%)
50/10/34,5(5000)-A | 14,45 |30878] 1.4 |[1.4] 23 1.5 17
50/10/34,5(5000}-B | 14,39 130612} 1,5 [1,3]| 23 1,5 17
50/10/48,3(7000)-C | 13,72 {27817] 1,6 {10 19 1.5 17
50/10/48,3(7000)-D | 18,62 (30324 1,7 | 20| 27 1,6 18
50/20/34,5(5000)-E | 16,97 [21725] 28 |1,6]| 21 1,6 14
50/20/34,5(5000)-F | 18,66 [17816] 1,9 | 20| 20 1,6 18
50/20/48,3{7000)-G | 20,83 |16043] 2,6 [23] 20 1.6 18
50/20/48,3{7000)-H | 16,89 |16481} 2,9 [1,7] 1.8 1.6 22

o g notagdo empregada para identificagdo das colunas indica %PMOS [m/m}/conc. de
suspensdo (m/v)/pressdo de enchimento {MPa/psi)

b calcviadeo para o naffaleno

< calculado para o par naftatenc-loluenc

d calculado para ¢ par tolueno-benzeno

Com base nestes dados foram definidas a concentragdo de suspensdo de
10% [m/v) e a pressdo de enchimento de 34,5MPa (5000psi) como valores
ofimizados.

Pode-se observar que as colunas cujas suspensdes foram preparadas a 20%
(colunas E-H) apresentaram uma queda significativa em eficiéncia [N/m) e um
aumenio do fator de assimetria {As) em relagdo as colunas onde foram utilizadas
suspensdes a 10%. As suspensdes preparadas a 20% ndo permitem uma dispers@o
eficiente do material de recheio que, quando preparado com carregamento de

50% de PMOS agpresenta-se na forma de agldémeros e nGo de um pé finamente
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dividido, como é comum para fases estaciondrias. Isso pode resultar num leito ndo
homogéneo nas colunas cromatogrdficas.

Nesta otimizagdo, a pressdo de enchimento (dentro do intervalo escolhido)
ndo se mostrou como um fator de exirema relevancia no resuitado cromatografico,
inclusive na quantidade final de PMOS apds o enchimento. Observa-se uma ligeira
queda em eficiéncia e um também ligeiro aumento no fator de assimetria, para
colunas recheadas a 48,3MPa (7000psi). Em face destes resultados e devido ao fato
de enchimentos com pressdo mais elevada sempre estarem sujeitos a um risco
maior de danificagdo no leito cromatogrdéfico, optou-se pelo valor de 34,0MPa
(5000psi), uma vez que, em n&o havendo diferencas significativas nos resultados, ]
melhor serhpre trabalhar com menor pressdo possivel.

Os cromatogramas oblidos com as colunas A e B podem ser cbservados nas
figuras 16c e 16d. Os cromatogramas relativos as colunas C-H sGo mostrados nas
figuras 17a a 17f.

Irradiagdo de fases estacionarias

O principal problema enfrentado no desenvolvimento das fases
estaciondrias reversas a base de silica zirconizada é quanto & estabilidade do
polimero no suporte & medida que se utiliza a coluna. Observa-se que, a cada
injecdio, acontece uma redugdo nos valores de eficiéncia e de fator de retengdo
{Tabela 13}, o que sugere um arraste da fase liquida sorvida enquanto a coluna
esta em uso.
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Figura 17: Cromatogramas obtidos na otimizagdo da concentragdo das
suspensoes e presso de enchimento. a) e b) colunas preparadas com
suspensdo a 10% (m/v) e press@o de enchimento de 48,3MPa (7000psi);
c¢) e d) 20% e 34,5MPa (5000psi); e) e f) 20% e 48,3MPa (7000psi).

Condigdes: carregamento inicial de PMOS: 50%; solutos: acetona (1),
benzonitrila {2}, benzeno (3}, tolueno {4) e naftaleno {5); F.M.: MeOH:H20
70:30 (v/v); vazdo: 0,2mL-min*, volume de injegdo: 10ul, detecgdo: UV,
254nm e velocidade do papel: 0,5cm-min’!
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Tabela 13: Variacdo de par@metros cromatogréficos em relacdo ao nimero de

injecoes
COLUNA® tR” Nm" [As' [ k° | Rs® a®
{min) (m™)
50/10/34,5(5000)-A 1457 [ 31411 |12 1.4 23 1,5
14,43 | 30794 { 15[ 14| 23 1,5
1434 | 30428 | 15 1,4 ] 22 1,5
13,81 28205 [ 1,7 | 1.1 2,1 1,6
13,70 [ 27757 | 1,4 | 11 2,0 1,6
13,52 [ 27057 [ 13 ] 10 1,9 1,6
13,52 [ 27053 {16 | 10| 19 1,6
1286 | 27096 | 1,4 ] 0,9 1,6 1,6
50/10/34,5(5000)-B 1453 | 31226 | 1,4 ] 1,4 23 1,5
1436 | 30504 | 15113 23 1,5
1426 [ 30106 {15113 22 1,5
13,76 | 28005 1,6 | 1,1 1,9 1,6
13,72 127834 | 1,6 | 1,1 1.9 1,6
13,58 | 27285 1 19 | 1.1 1.8 1,6
13,57 [ 27241 |16 10| 18 1,6
1300 | 24997 [ 19109 ]| 1.5 1,6

a g notagdo empregada para identificagdo das colunas indico %PMQS [m/m]/conc. de
suspensfio (m/vl/presso de enchimento {MPa/psi)
suporie: silica zirconizada

b calculado para o naftaleno

¢ calculado para o par naftalenc-toluenc

d calculado para o par foluenc-benzeno

Obs: cada linha comesponde a uma injegdo

Existe um problema guanto & interacdo do polimero com o suporte. Nas
fases & base de silica ndo modificada, a sorgdo do polimero ocorre através dos
grupos silandis. A modificagdo da silica com zircdnio ocorre exatamente nos grupos
silandis e, aparentemente, essa diminuicdo dos silandis disponiveis reduz a
capacidade do suporte em sorver o polimero. Os grupos =Ir-OH ndo sdo pontos de
ligagcdo com o polimero tdo eficientes quanto os grupos silandis.

Uma possivel solugdo para esse problema € airadiagdo das fases com raios
gama. Além de promover um entrecruzamento entre as cadeias, a iradiagdo pode
promover também a liga¢do do polimero com o suporte.

A iradiacdo de fases estaciondrias foi realizada para um mesmo lote de
material, preparado segundo o procedimento descrito na parte Experimenial. Duas
porcdes do material foram iradiadas sob condigdes ambientes, uma a 80 e a outra

a 120kGy. Com cada uma dessas fases iradiadas foram enchidas duas colunas.
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Para fins comparativos, duas outras colunas foram recheadas com o mesmo
lote de fase estaciondria, porém sem ser submetido ao processo de iradiagdo.

Os resultados sdo mostrados na tabela 14.

Tabela 14: Valores dos parGmetros cromatograficos e porcentagem final de PMOS
para colunas de silica zirconizada recheadas com fases estaciondrias
sorvida e iradiada

COLUNA* ts" N/m® | As’ k° Rs® o PMOS final
(min) | (m”) (%)
[ 14,33 {21075 1,7 1,3 1.7 1,6 14
(fase sorvida)
i 14,37 | 25240 | 2,2 1,3 1.8 1,6 18
(fase sorvida)
It 24,88 [ 31664 | 0,9 3.5 30 1,7 25
firadiada 80kGy)
\Y) 23,93 {41711 1.0 3.5 3.4 1.7 23
(iradiada 80kGy)
Vv 27,12 | 22471 1,0 4,5 2,6 1.7 26
firadioda 120kGy)
Vi 27,41 125192} 1,1 4,4 2.8 1.7 26

(irradiada 120kGy)

a condigdes de enchimento: PMOS inicial: 50%; conc. de suspensdo: 10%; pressdo de enchimento: 34,5MPa
(S000psi}

b calculado para o naftaleno

< calculadoe para o par naftolenc-tolueno

d calculado para o par tolueno-benzeno

As colunas recheadas com fases estaciondrias imadiadas mostraram um
-comportamento cromatogréfico bem melhor que as colunas com fase sorvida.

O primeiro efeito da iradiagdo que se pode observar é sobre «
porcentagem de PMOS presente na fase logo apds o enchimento {aumento de 14
e 18% nas sorvidas para 25% (em média) nas imadiadas). Este resultado reflete
diretamente nos valores de retencdo (tanto em tk quanto em k); a maior
quantidade de fase liquida presente ird promover uma maior retengcdo dos
compostos apolares na fase estaciondria. Pode-se observar através dos valores de
tr e de k {Tabela 14} que este aumento foi proporcional a dose de irradiagdo.

Verifica-se também um aumento nos valores de eficiéncia para as colunas
iradiadas, sendo mais pronunciado para a dose de 80kGy.

A simetfrio e aresolucdo entre os picos também sdo bem melhores

para as colunas irradiadas. Isto pode ser visudlizado claramente através dos
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cromatogramas (Figuras 18a a 18c). E importante observar que os picos
cromatogréficos, em CLAE, tendem a apresentar um aumento do fator de
assimetric a medida que se aumenta a retengdo do composto. Nas colunas
iradiadas, apesar do aumento de retengdo, os valores de fator de assimetria
ficaram em torno de 1,0, o que indica picos perfeitamente simé’rricos, ou sejq, o que
sempre se busca quando se trabalha com cromatografia.

A quantidade semelhante de PMOS nas colunas de 80 e 120kGy, a principio
sugerem um comportamento cromatografico também semelhante. Os resultados
piores das colunas irradiadas a 120kGy em relacdo as de 80kGy, em termos de
eficiéncia, podem ser afribuvidos ao maior alargamento de banda daquelas
colunas. Problemas de alargamento de banda podem ser causados pela prépria
compactagdo do leito cromatogrdfico (que sempre varia de enchimenio para
enchimento) ou por um enfrecruzamento excessivo nas cadeias poliméricas,
causado pela alta dose de radiagdo, o que ird diminuir a velocidade de
transferéncia de massa entre a fase mével e a fase estaciondria, resultando em
perda de eficiéncia.

Os dados apresentados sugerem que a iradiagdo promoveu um
fortalecimento da estrutura polimérica, através do enfrecruzamento das cadeias,
gerando uma fase estaciondria liguida com maior capacidade de retengdo dos
compostos. Aparentemente ocoreu tambéem uma maior blindagem dos grupos
silandis residuais e até mesmo dos grupos =Ir-OH, que contribuem para a melhora

da simetria dos picos.

Teste de estabilidade em fase mével neutra

A estabilidade das colunas foi testada passando-se quantidades de fase
movel expressas em volumes de coluna (Eq. 11), com inje¢@o da amostra | em
triplicata e em intervalos de tempo pré-determinados. Foram avaliadas colunas
com fases estaciondrias reversas G base de silica ndo modificada, silica zirconizada
sorvida e silica zirconizada iradiada a 80kGy. O teste foi redlizado chegondo-se

até 5000 volumes de coluna.
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Figura 18: Cromatogramas obtidos no estudo do efeito da iradiagdo das
fases estaciondrias: a) coluna de silica zirconizada sorvida (I},
b) iradiada a 80kGy (IV} e ¢) 120kGy (VI}. Condi¢des: caregamento
inicial de PMOS: 50%; concentragdo de suspensdo: 10%; pressdo de
enchimento: 34,5MPa (5000psi); solutos: acetona (1), benzonitrila (2),
benzeno (3), tolueno (4) e naftaleno (5); F.M.: MeOH:H20 70:30 (v/v);
vazdo: 0,2mLmin’, volume de injegdo: 10uL, detec¢do: UV, 254nm e
velocidade do papel: 0,5¢cm-min-!
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Dissertacdo de Mestrado

Os resuitados estdo dispostos na forma de grdficos (Figuras 19 a 21) de
eficiéncia [N/m), fator de retengdo (k) e resolugGo (Rs) versus volumes de coluna.

Os valores de fator de assimetria {As) e fator separagdo (o) nGo apresentaram

grandes variagdes e por isso ndo sGo apresentados aqui.
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Figura 19: Teste de estabilidade da coluna de silica ndo modificada com PMOS
sorvido. a) eficiéncia (N/m); b) fator de retengdo (k); ¢) resolug@o (Rs}
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Figura 20: Teste de estabilidade da coluna de silica zirconizada com PMOS sorvido.
a) eficiéncia [N/m); b) fator de retengdo (k}; ¢) resolugdio (Rs)
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Figura 21: Teste de estabilidade da coluna de silica zirconizada com PMOS
iradiado. a) eficiéncia (N/m); b) fator de retencdo (k) ¢} resolugdo (Rs)




63
Luicio Fldvie Costa Melo Dissertacdo de Mestrado Andlise dos Resultados

A coluna a base de silica ndo modificada {Figuras 19 a-c) mostrou-se estavel,
com os valores de eficiéncia variando entre 25000 e 20000 pratos/metro. Os valores
de fator de retencao e resolugdo também tiveram uma pequena queda inicial e,
apés isto, se mantiveram estdaveis.

A coluna de silica zirconizada com PMOS sorvido apresentou uma queda
aceniuada nos valores de eficiéncia {Figura 20a) durante as primeiras injegcdes {até
500 volumes de coluna), quando entdo se observa uma estabilizagdo do valor de
eficiéncia, porém em um patamar baixo (12000 pratos/metro) se comparado com
- os valores inicigis {25000 pratos/meiro). Este resultado, juntamente com a queda em
resolucdo (Figura 20c), indicam uma possivel perda de PMOS e um rearranjo do
leito cromatogrdfico, que afetou imeversiveimente a qualidade da coluna. O fator
de retencdo (Figura 20b), apesar de ter melhorado apds 1000 volumes de colung,
qinda esteve em torno de 1,1, valor abaixo do aceitavel (acima de 2,0").

Na coluna de silica zirconizada com PMOS irradiado (Figura 21q) observou-se
tombém uma queda inicial de eficiéncia, seguida de uma estabilizagdo, porém no
patamar de 32000 pratos/metro, que € © mesmo do inicio do teste. Considerando
que, por volta de 500 a 1000 volumes de coluna, o valor de eficiéncia esteve em
27000 pratos/metro, esse comportamento pode ser atribuido a uma perda de
PMOS no inicio do teste, com posterior retomada dos valores de eficiéncia,
provavelmente devido a rearranjos no leito cromatogrdfico. Isso foi possivel porque
a quantidade final de PMOS foi suficiente para manter a performance inicial da
coluna. Esse resultado é confirmado pelo grafico de resolugdo (Figura 21c), que
tem o mesmo perfit que o grafico de eficiéncia. Por sua vez, o fator de retenc¢do
{Figura 21b) apresenta uma queda, ndo restabelecendo os valores originais, como
aconteceu com a eficiéncia e a resolugdo, uma comprovagdo de perda de
polimero, uma vez que a retengdo estd diretamente relacionada com esse
pardmetro.

Teste de estabilidade em fase mével alcalina

Para o estudo da estabilidade das fases estaciondrias em fase mobvel
alealing, foram avaliadas colunas d base de silica ndo modificada com PMOS

sorvido e de silica zirconizada com PMOS irradiado a 80kGy. Estas colunas foram as



64

Lucio Flgvio Costa Melo Dissertacdo de Mestrado Andlise dos Resultados

mesmas utilizadas no teste de estabilidade com fase movel neulra. Como no teste
anterior, o estudo foi feito até 5000 volumes de coluna.

Os resultados est@o dispostos na forma de gréficos (Figuras 22 a 23) de
eficiéncia (N/m), fator de retengdo (k) e resolucdo (Rs) versus volumes de coluna.
Os valores de fator de assimetria {As) e fator separagdo (o) também ndo

apresentaram grandes variagoes e por isso ndo sdo apresentados.
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Figura 22: Teste de estabilidade com fase mével alcalina da coluna de silica nGo
modificada com PMOS sorvido. a) eficiéncia (N/mj): b) fator de retengdo
(k}); ¢) resolugdo (Rs)
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Figura 23: Teste de estabilidade com fase mével alcalina da coluna de silica
Zrconizada com PMOS iradiado. a) eficiéncia (N/m); b) fator de
retencdo (k}; ¢) resolugao (Rs)

A coluna & base de siica ndo modificada apresentou uma queda em
eficiéncia de 6000 pratos/metro nos primeiros 500 volumes de coluna, estabilizando
em 18000 pratos/metro (Figura 22a). Pode se dizer que é uma estabilidade muito
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boa visto que no teste com fase mével neutra {uma fase movel bem menos
agressiva} a queda em eficiéncia no inicio foi muito semelhante [5000
pratos/metro), estabilizando em 20000 pratos/metro. Além disso, a coluna ja havia
sido testada com fase mével neutra até 5000 volumes de coluna. A retengdo
manteve-se praticamente estavel (Figura 22b} e a resolugdo mostrou um
comportamento semelhante & eficiéncia, com uma queda no inicio, estabilizando-
se em seguida (Figura 22c}.

A coluna de silica zirconizada com PMOS iradiado apresentou uma queda
de 2500 pratos/meiro nos primeiros 500 volumes de coluna (Figura 23a)}, passando a
oscilar enfre 28000 e 26000 pratos/metro, até os 5000 volumes de coluna. Os
pardmetros de retencdo e de resolucdio mostraram também uma gueda nos
primeiros 500 volumes de coluna, estabilizando-se em seguida.

Ambas as colunas mostraram um comportamento semelhante com relagdo
a eficiéncia e resoluc;c':o\. porém, ao final do teste, os parmetros da coluna de silica
sirconizada com PMOS irradiado foram bem mais interessantes, como mostra a
tabela 15.

Tabela 15: Comparagdo dos resultados cromatogréficos antes e apos os testes de

estabilidade
COLUNA" N/m® Kk’ Rs®
antes | apés | queda(%) | antes | apés | antes apés
siica nGo 24565 | 18118 28 1,9 1.8 1,7 1,2
modificada
silica zirconizada | 32621 | 26168 19 3.6 1,8 3.1 23
iradiada 80kGy

a condicbes de enchimento: PMOS inicial: 50%; conc. de suspensdo: 10%; pressdio de enchimento:
34,5MPa (5000psi)

b caleulado para o naftaleno

< caleulado para & par naftaleno-tolueno

A partir dos dados da tabela 15 pode-se afirmar que a retengdo do Olfimo
pico foi semelhante em ambas as colunas (1.8), o que implica num tempo de
andlise muito préximo (17 minutos) para ambas as colunas. A coluna recheada com
slica zirconizada e submetida a um processo de imobilizagdo da fase liquida
afravés de radiacdo gama é um material mais estavel a fase mével alcalina que a
coluna recheada com siica. Ao longo de todo o estudo de estabilidade

(passagem de 5000 volumes de coluna de fase mével neutra e 5000 volumes de
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coluna de fase movel alcalina) a eficiéncia da coluna de silica ndo modificada
passou de 24565 pratos/metro iniciais para 18118 pratos/metro (queda de 28% na
eficiéncia). Para a coluna de silica zirconizada com PMOS irradiado esta queda foi
de 32621 para 26168 pratos/metro (19%).

Talvez mais importante que isso, sejo o fato de que a coluna de silica
zirconizada com PMOS iradiado apresentou valores de fator de assimetria para o
Ultimo pico que se mantiveram sempre em forno de 1,0 e resolugdo para o Oitimo
par de picos (tolueno-naftaleno) sempre por volta de 3,0, caindo apenas ao final
do teste com fase moével alcdlina para 2,3, o que ainda € um bom valor. Para a
coluna de silica ndo modificada, o fator de assimetria ficou sempre por volta de 1,8
e aresolucdo nunca foi maior que 1,7.

Portanto, neste estudo observou-se que a coluna recheada com silica
Zirconizada com PMOS iradiado a 80kGy, apresentou-se como um material de bom
comportamento cromaiogréfico, sob o ponto de vista de eficiéncia, resolugcdo e
simetria dos picos e de tempo de andiise e estavel quimicamente a fases moveis

neutra e alcalina, nas condi¢cdes de andlise.

Teste com Mistura Basica

As condicdes cromatogrdficas para eluic@o da mistura basica foram
alteradas para composicio de fase mével MeOH:H:O 60:40 (v/v) e vazdo
0,5mLmin'. Estas condigdes foram as que permitram que se obtivessem
separacdes onde fosse possivel a andlise comparativa dos resultados entre as
colunas recheadas com sflica ndo modificada com PMOS sorvido, silica zirconizada
com PMOS sorvido e silica zirconizada com PMOS iradiado a 80 kGy.

Os dados da tabela 16 mosiram que a coluna de silica zirc:bnizoda com
PMOS irradiado apresentou melhores resultados que a de silica zirconizddo com
PMOS sorvido e também que a coluna de sifica ndo modificada.

A ordem de eluiciio dos dois compostos bdsicos analisados pode ser
discutida em termos de basicidade e de polaridade. A anilina apresenta uma
basicidade {Ks=4,2.100) ligeiramente inferior & da N,N-dimetilanilina (Ke=1 1,7.109) e
elui primeiro por ser menos influenciada pelos grupos silandis livres disponiveis.

Enfretanto, seu tempo de retencdo é cerca da metade da N.N-dimetilanilina e isto



Licio Fldvio Costg Melo

Dissertagdo_de Mestrado

67

Andlise dos Resultados

Tabela 16: Parametros cromatogréficos obtidos com os diversos tipos de fases
estaciondrias preparadas na andlise da mistura basica

COLUNA® 2 | te | Nm° | Nim® [As’| As® [ k° | K°| Rs® | o
(min) | (min) | (m*) | (m")
Vil 337 | 7,16 [ 16368 (16394120 1,7 |0,3|1.8] 89 | 59
(silica nGo modificada]

] 338 | 4,18 | 130371221426 2.8 |0.3[1.3| 63 | 47

(siica zirconizada
sorvida)

n 3,98 | 10,88 1460317488 1,4 1.4 |0.7]3.6| 11.6 | 5.2
(slica zirconizada
iradiada 80kGy)

acondigdes de enchimento: PMQOS inicial: 50%: conc. de suspensdo: 10%; pressdo de enchimento!

34,5MPa (5000psi)

b calculado para a anifina
< calculade para a N .N-dimetilanilina
d calculado para o par N,N-dimetilanilina/anilina
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Figura 24: Cromatogramas obtidos na andlise da mistura bdsica: coluna de a)
silica n&o modificada, b) silica zirconizada sorvida ¢) silica zirconizada
iradiada a 80kGy. Condicdes: carregamento inicial de PMOS: 50%,;
concenfracdo de suspensdo: 10% (m/v); pressdo de enchimento:
34,5MPa (5000psi); solutos: anilina (1), N,N-dimetilanilina {2);
F.M.: MeOH:H20 60:40 (v/v); vazdo: 0,5 mLmin’, volume de injegdo: 10uL,
deteccdo: UV, 254nm e velocidade do papel: 0,5cm-min’!
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ocorre também pois, em cromatografia liquida de fase reversa, a principal varidvel
na realizacdo efetiva das separagdes é a diferenga de polaridade enfre os solutos
eluidos. Acredita-se que na fase iradiada hd o entrecruzamento das cadeias
poliméricas e isto aumenta o caregamento final de PMOS (de 16% para a coluna
de silica ndo modificada para 24% para a coluna de silica zirconizada iradiada a
80kGy). A N,N-dimefilanilina possui 2 grupos metilas, o que diminui sua polaridade
em relacdo a anilina e favorece sua interacdo com a fase reversa. A menor
variacdo de t para anilina entre silica ndo modificada e sifica zirconizada iradiada
(0,6 minutos), em relag@o a N,N-dimetilanilina (3,7 minutos) pode ser atribuida &
maior polaridade da anilina, que ndo serd afetada tdo fortemente pelo aumento
do caregamento de PMOS, uma vez que ela mosira maior afinidade pela fase
mével que a N,N-dimetilanilina.

O desempenho cromatografico mostrou-se melhor na coluna de siica ndo
modificada em relacdo & de silica zirconizada com PMOS sorvido. A eficiéncia é
maior, o fator de assimetria {apesar de alio) é menor e a resolugdo e o fator
separacdo também sdo melhores. Estas deficiéncias podém ter como causa a
baixa estabilidade do recobrimento polimérico sorvido no suporte de silica
zirconizada.

Na coluna de silica zirconizada com PMOS iradiado observa-se um aumento
na retencdo dos compostos, devido ao aumento no carregamento de PMOS dessa
coluna apés o enchimento (Tabela 14}, Os valores de eficiéncia e fator de
separagdo sdo bastante semelhantes aos da coluna de silica ndo modificada.

A resolucdo e, principalmente, o fator de assimetria sGo melhores na coluna
imadiada. A superficie dcida da silica possui uma tendéncia maior de reter
compostos bésicos, podendo até adsorvé-los ireversivelmente®, A silica zirconizada
possui uma superficie parcialmente modificada, o que ihe confere um cardter
anfétero, reduzindo a possibiidade de retengéo ireversivel. Este comporfamento
pode ser evidenciado pelos dados de fator de assimetria mostrados na tabela 16,
onde hd uma melhora significativa nos valores para a coluna iradiada em relagdo
d de sflica ndo modificada. E interessante observar.gue a N,N-dimefilaniiina, bem

-
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mais refida, mostrou assimefria igual & anilina. Sabe-se que guanto maior a
retenc@o, maior a cauda do pico. Este resultado pode ser atribuido a uma
conjuncdo tanto do efeito da modificagdo do suporte, fornando-a uma superficie
de cardter anfétero, como também da maior blindagem dos grupos silandis
residuais pelo entrecruzamento do polimero, promovida pela iradiagdo. 7
Isto mostra que a zirconizagdo do suporte, associada ao procedimento de

imobilizacéo pode ser uma boa alternativa para a andlise de compostos basicos.



CONCLUSOES

“Vivendo se aprende; mas o que se
aprende, mais, é s6 a fazer outras

maiores perguntas.”
(Jodo Guimardes Rosa)
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Os resultados obtidos permitem afirmar que a modificagao da superficie da
slica com zircénio e posterior recobrimento com poliimetiloctilsiloxano) e
imobilizac@o com radiagdo gama produz fases estaciondrias para uso em CLAE de
qualidade tdo boa e, em alguns caQsos, até melhor que as fases estaciondarias
baseadas em silica ndo modificada.

As primeiras etapas deste trabalho definiram a fase médvel ideal como sendo
a mistura MeOH:H20, na proporgdo 70:30 {v/v), para andlise de compostos neutros
com polaridade variada, € a vazdo de frabalho em 0,2mLmint, O carregamenio
polimérico foi definido como sendo de 50% de PMOS (m/m]), apds um esiudo de
ofimizaco que fixou as demais varidveis do processo de preparagdo de fases
estaciondrias, enchimento e condicionamento de colunas e condigdes
cromatogrdficas.

A concentracdo das suspensdes de fases estaciondrias para enchimento de
colunas foi fixada em 10% (m/v} e a pressdo de enchimento em 34,5MPa {5000psi).
Esta ofimizacdo envolveu uma série de quatro combinacdes de valores destes
pardmetros, sendo utilizadas colunas em duplicata para cada combinagdo.
Observou-se uma significante piora no comportamento  cromatogréfico
(principalmente em eficiéncia e no fator de assimetfria) quando se ufilizou
concentracdo das suspensdes de 20%.

O .principal problema enfrentado foi a baixa estabilidade do recobrimento
polimérico sobre o suporte de silica zirconizada. A solucdo para este problema foi
encontrada na imobilizacdo do polimero sobre a silica zirconizada, com radiagdo
gama. As fases estaciondrias baseadas em sflica zirconizada com PMOS irradiado
apresentaram-se como um bom material para uso cromatografico na andlise de
compostos neutros com polaridade varigvel. Os cromatogramas obtidos com
colunas recheadas com esse material (em especial o iradiado a 80kGy)
apresentaram picos perfeitamente simétricos, excelente resolugdo entre os picos €
eficiéncia de até 40000 pratos/metro, o gue supera muito o esperado para colunas
de particulas iregulares de 10um de famanho.

Testes de estabilidade realizados com colunas a base de silica ndo
modificada com PMOS sorvido, silica zirconizada com PMOS sorvido e silica

sirconizada com PMOS iradiado, passando-se fase mdvel neutra pela coluna até
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5000 volumes de coluna, mostraram que as colunas com suporte & base de silica
ndo modificada sdo mais estdveis & passagem intensa de fase mével, havendo
uma ligeira variagéo dos parametros cromatogrdficos (Figura 19). A coluna de silica
zirconizada com PMOS sorvido apresentou uma acentuada queda nos valores de
eficiéncia [Figura 20a), 0 que sugere um arraste de polimero durante a lavagem
da coluna. A coluna de silica zirconizada com PMOS irradiado apresentou pouca
variacdo na eficiéncia, ao longo do teste (Figura 21a). Isto pode ser um indicativo
de maior estabilidade das fases iradiadas.

'O mesmo teste de estabilidade, realizado com fase moével alcalina, mostrou
gue as colunas & base de silica zirconizada iradiada sdo mais resistentes G
passagem de fase mdvel de pH 10 gue as colunas recheadas com fase
estaciondria a base de silica ndo modificada. A gqueda em eficiéncia da coluna de
sflica zirconizada iradiada foi de 19% enquanto que das colunas & base de silica foi
de 28%. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Chicz et of®.

Teste com mistura bdsica cdmpos‘ra por aniina e N,N-dimetilanilina
mostraram que as colunas de silica zirconizada com PMOS irradiado apresentaram
picos mais simétricos que as colunas de silica ndo modificada. Isso comprova que a
slica zZirconizada apresenta uma tendéncia menor que a silica em interagir
negativamente com compostos bdsicos, devido @ sua natureza anfétera e a
blindagem dos grupos silandis residuais.

Pode-se concluir, de uma forma mais abrangente, que as fases estaciondrias
baseadas em siica zirconizada podem apresentar um comportamento
cromatogrdfico tdo bom quanto as fases estaciondrias baseadas em silica, ou até
melhor, como no teste de estabilidade com fase moével alcalina e na andlise de
compostos bdsicos. Porém, a estabilizagdo, com iradiagdo, deste material é vital

para que se consigam bons resultados.

Direcionamentos Futuros

Como foi dito na exposig@o dos objefivos deste frabalho, ele tem aspectos
de continvidade e de inovagdo. O aspecto inovador engloba as fases de sintese,
caracterizacdo e desenvolvimento cromatogrdfico de fases estaciondrias

baseadas em silica zirconizada.
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Acreditamos que, neste trabalho, confribuimos para o estabelecimento de
um procedimento reprodutivel para a sintese de silica zirconizada e de pardmetros
de preparacdo de fases estaciondrias, que permitirdo o recheio de colunas com
alta performance cromatogrdfica.

Realizamos alguns testes fisicos e quimicos para caracterizacdo dos materiais
desenvolvidos e para elucidagao de dividas que eram fundamentais para a
continvidade do trabalho. Redlizamos qinda festes de estabilidade no material
preparado e uma aplicagdo deste material na separagdo de compostos de
carater basico.

Acreditamos gue a confinvidade desta linha de pesquisa caminha no
sentido de basicamente dois pontos:

i) esclarecimento preciso da morfologia, estrutura de poros, forma como se
distribui o zircénio e o polimero na superficie das particulas e no interior dos poros
para que, com base nestes estudos, se possa ter dados sélidos para melhorar as
caracteristicas do suporte e do material de recheio das colunas.

i) estudar potenciais aplicagbes para as colunas- preparadas, de forma a

suprir necessidades que as colunas a base de silica ndo o fazem.
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“Depois de escrever, leio...
Por que escrevi istoé
Onde fui buscar isto?

De onde me veio isto?
Isto é melhor do que eu...”
(Fernando Pessoq)
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