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RESUMO

Desenvolvimento de Fases Estacionarias para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa a partir da Adsorcao e Imobilizacao do
Poli(Metiltetradecilsiloxano) sobre Silica Metalizada.

Autor: Anizio Marcio de Faria

Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de fases estacionarias para utilizagcdo em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR) a partir da sorgao e
imobilizacao de poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS) sobre suportes de silica metalizada (silica
zirconizada e silica titanizada). O preparo dos suportes de silica metalizada foi otimizado,
aplicando-se planejamento de experimentos. Dois procedimentos de imobilizagao, tratamento
térmico e radiagdo gama, e o fendbmeno de auto-imobilizacdo do PMTDS foram otimizados para
o preparo das fases estacionarias. Os suportes, o PMTDS e as fases estacionarias foram
caracterizados por testes fisico-quimicos e cromatograficos. As fases estacionarias Si-
Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), independente do procedimento de imobilizagdo aplicado,
resultaram em colunas com eficiéncias entre 58.000 e 84.000 pratos m™ e boa separagéo, com
picos simétricos para compostos apolares. A presenga do 6xido metalico no suporte resultou
em fases estacionarias com carater acido acentuado, principalmente para fases a base de silica
zirconizada, apresentando baixo desempenho cromatografico para compostos basicos. No
entanto, a estabilidade das fases preparadas com silica metalizada foi prolongada em
condicbes drasticas de fase movel, cerca de seis vezes, comparadas as fases similares
baseadas em silica nua. As fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) apresentam

potencialidade na separacao de diferentes classes de farmacos e agroquimicos.
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ABSTRACT

Development of Stationary Phases for Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography by Adsorption and Immobilization of
Poly(methyltetradecylsiloxane) onto Metalized Silica Supports.

Author: Anizio Marcio de Faria

Supervisor: Prof. Dr. Carol Hollingworth Collins

This work presents the development of stationary phases for used in Reversed-Phase
High-Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) by sorption and immobilization of
poly(methyltetradecylsiloxane) (PMTDS) onto metalized (zirconized and titanized) silica
supports. The preparation of metalized silica supports was optimized using experimental design.
Two immobilization procedures, thermal treatment and gamma radiation, and the self-
immobilization phenomenon were evaluated for preparation of the PMTDS stationary phases.
The supports, PMTDS and the stationary phases were characterized by physiochemical and
chromatographic tests. Si-Zr(PMTDS) and Si-Ti(PMTDS) stationary phases, independent of the
immobilization procedure used, provide column efficiencies between 58,000 and 84,000 plates
per meter and good separations with symmetrical peaks for apolar compounds. The presence of
the metallic oxides on the chromatographic support resulted in stationary phases with
accentuated acid character, principally for zirconized-silica-based stationary phases, providing
poor chromatographic performance for basic compounds. However, the chemical stability of
metalized silica-based stationary phases in alkaline mobile phases was prolonged about six
times, compared with bare silica counterparts. Both Si-Zr(PMTDS) and Si-Ti(PMTDS) stationary

phases present potential for separation of different pharmaceuticals and pesticides.
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particulas de silica nua.

S? — variancia individual.

Si-Ti(PMTDS) — fase estacionaria baseada na imobilizagao do poli(metiltetradecilsiloxano) sobre
particulas de silica titanizada.

Si-Zr(PMTDS) — fase estacionaria baseada na imobilizagdo do poli(metiltetradecilsiloxano)
sobre particulas de silica zirconizada.

SQ - soma quadratica.

li— paradmetro da distribuicao de Student.

tw — tempo de retengdo de um composto nao retido.

tr— tempo de retencao.

TT — tratamento térmico.

UV-vis — regido compreendida pela irradiagéo ultravioleta e luz visivel.

V.o — Volume de coluna cheia.

V, — volume especifico de poros.

W, — largura de um pico na linha de base.

wy — largura de um pico a meia altura.

XVii



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. VARIAVEIS E NIVEIS ESTUDADOS PARA A OTIMIZAGCAO DA ZIRCONIZACAO DA SILICA. 44
TABELA 2. VARIAVEIS E NIVEIS ESTUDADOS PARA A OTIMIZAGCAO DA TITANIZACAO DA SILICA. 45
TABELA 3. MATRIZ DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA AS CONDICOES DE TEMPO E
TEMPERATURA DE IMOBILIZACAO DAS FASES SI-ZR(PMTDS) E SI-TI(PMTDS). PARA
CONVERTER OS VALORES REAIS EM VALORES CODIFICADOS UTILIZAM-SE AS EQUAGOES:
Xy = (T =100)/20 E X, = (T — 12)/4, NA QUAL T E T SAO OS VALORES REAIS DE TEMPERATURA E
TEMPO, RESPECTIVAMENTE. 50

TABELA 4. PERCENTAGENS DE ZIRCONIO INCORPORADAS NA SILICA DE ACORDO COM OS
EXPERIMENTOS DO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2572, 68

TABELA 5. EFEITOS DAS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2%2 E ESTIMATIVA DO
ERRO DOS EFEITOS. 69

TABELA 6. PERCENTAGENS DE ZIRCONIO PARA O PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL. X3 E Xs

REPRESENTAM OS VALORES DAS DUAS VARIAVEIS CODIFICADOS PELAS EQUAQOES X3 = %
m-6,8
Xz = ’ 7
5 0,8 0

TABELA 7. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AS PERCENTAGENS DE
ZIRCONIO. 71

TABELA 8. PERCENTAGEM DE TITANIO INCORPORADAS NA SiLICA DE ACORDO COM OS EXPERIMENTOS
DO PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2% 74

TABELA 9. VALORES DOS EFEITOS PARA AS VARIAVEIS ESTUDADAS NO PROCESSO DE TITANIZACAO DA
SILICA. 75

TABELA 10. PERCENTAGENS DE TITANIO PARA O PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL. X; E X3

REPRESENTAM OS VALORES DOS DOIS FATORES, CODIFICADOS PELAS EQUAGCOES X, = % E

T-40
=0 76

TABELA 11. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AS PERCENTAGENS DE
TITANIO. 77

TABELA 12. AREA SUPERFICIAL ESPECIFICA, VOLUME E DIAMETRO DE POROS DA SILICA PURA,
ZIRCONIZADA E TITANIZADA. 79

TABELA 13. ENERGIAS DE LIGAGAO DOS ELEMENTOS NAS AMOSTRAS DE SILICAS METALIZADAS. __ 87

Xviii



TABELA 14. CARACTERISTICAS FiSICAS DO PMTDS OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA POR PERMEACAO
EM GEL. 93

TABELA 15. PERCENTAGENS DE PMTDS, ANTES E APOS A EXTRACAO DO POLIMERO NAO
IMOBILIZADO NA SILICA ZIRCONIZADA, OBTIDAS PELOS DIFERENTES PROCEDIMENTOS
EMPREGADOS. 97

TABELA 16. RESULTADOS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-ZR(PMTDS) AUTO-IMOBILIZADAS. _ 100
TABELA 17. RESULTADOS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-TI(PMTDS) AUTO-IMOBILIZADAS ___ 104
TABELA 18. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE DE ACORDO COM O PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA DUAS VARIAVEIS.

107

TABELA 19. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AS EFICIENCIAS DE COLUNA

PARA O PICO DO NAFTALENO OBTIDAS PELAS FASES SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE. 111

TABELA 20. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AOS FATORES DE
ASSIMETRIA PARA O PICO DO NAFTALENO OBTIDOS PELAS FASES SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE. 112

TABELA 21. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE DE ACORDO COM O PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA DUAS VARIAVEIS.

115

TABELA 22. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AS EFICIENCIAS DE COLUNA

PARA O PICO DO NAFTALENO OBTIDAS PELAS FASES SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE. 118

TABELA 23. ANALISE DA VARIANCIA DO MODELO QUADRATICO AJUSTADO AOS FATORES DE
ASSIMETRIA PARA O PICO DO NAFTALENO OBTIDOS PELAS FASES SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS
TERMICAMENTE. 119

TABELA 24. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS POR
DIFERENTES DOSES DE RAIOS GAMA. 122

TABELA 25. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS DAS FASES SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS POR
DIFERENTES DOSES DE RAIOS GAMA. 126

TABELA 26. PROPRIEDADES FiSICAS DAS FASES ESTACIONARIAS SI-ZR(PMTDS) E SI-TI(PMTDS) E
DOS SUPORTES DE SILICAS METALIZADAS. 131

TABELA 27. CARACTERIZAGAO CROMATOGRAFICA DAS FASES SI-ZR(PMTDS) E SI-TI(PMTDS) PELA
MISTURA-TESTE DE ENGELHARDT. 140

Xix



TABELA 28. CARACTERISTICAS CROMATOGRAFICAS DAS FASES SI-ZR(PMTDS) E SI-TI(PMTDS)
OBTIDAS PELAS MISTURAS-TESTE DE TANAKA. 143
TABELA 29. PERCENTAGEM DE MATERIAL LIGADO OU IMOBILIZADO AO SUPORTE CROMATOGRAFICO,

NAS FASES ESTACIONARIAS PREPARADAS NO LABORATORIO E COMERCIAIS, ANTES E APOS O
TESTE DE ESTABILIDADE. 158
TABELA 30. CARACTERISTICAS E APLICAGOES DAS FASES ESTACIONARIAS SI-ZR(PMTDS) E SI-

TI(PMTDS) PREPARADAS NESTE TRABALHO. 166

XX



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. TIPOS DE GRUPOS SILANOIS E LIGACOES SILOXANO NA SUPERFICIE DA SILICA AMORFA. 3
FIGURA 2. REACOES PARA O PREPARO DE FASES ESTACIONARIAS QUIMICAMENTE LIGADAS. 13
FIGURA 3. AGENTES SILANOS EMPREGADOS NA ORGANOSSILANIZAGAO DE FASES ESTACIONARIAS,
MONOFUNCIONAL (A), BIFUNCIONAL (B) E TRIFUNCIONAL (C). [R = CHj3; R = NORMALMENTE,
CsH17 OU C4gH37; X = GRUPOS METOXI OU ETOXI OU CLORO]. 14

FIGURA 4. TIPOS DE DEPOSICAO POLIMERICA NOS POROS DO SUPORTE CROMATOGRAFICO,
RECOBRIMENTO DAS PAREDES DOS POROS (A) OU PREENCHIMENTO DO VOLUME DOS POROS

(B 18
FIGURA 5. ESTRUTURA POLIMERICA DO PMTDS. 27
FIGURA 6. O CROMATOGRAMA E SUAS INFORMAGOES CARACTERISTICAS. 29
FIGURA 7. MEDIDA E CALCULO DO FATOR DE ASSIMETRIA DO PICO. 31
FIGURA 8. CURVA DE VAN DEEMTER'®%. 33

FIGURA 9. PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL PARA DUAS VARIAVEIS. (@) PLANEJAMENTO

FATORIAL 22, (+) PONTO CENTRAL E (@) PLANEJAMENTO AXIAL. 35
FIGURA 10. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM IRRADIADOR DE COBALTO-60 '¢2. 51
FIGURA 11. COLUNA CROMATOGRAFICA E SUAS CONEXOES. 56
FIGURA 12. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SISTEMA DE ENCHIMENTO DE COLUNAS. 57
FIGURA 13. ESTRUTURA QUIMICA DOS AGROQUIMICOS ESTUDADOS. 64
FIGURA 14. ESTRUTURAS QUIMICAS DOS FARMACOS AVALIADOS NESTE ESTUDO. 66

FIGURA 15. SUPERFICIE DE PERCENTAGENS DE ZIRCONIO INCORPORADAS A SUPERFICIE DA SILICA. 72
FIGURA 16.GRAFICO NORMAL DOS EFEITOS. (e) VARIAVEIS PRINCIPAIS OU INTERAGCOES ENTRE DUAS
OU MAIS VARIAVEIS. 75

FIGURA 17. SUPERFICIE DE PERCENTAGENS DE TITANIO INCORPORADAS A SILICA CROMATOGRAFICA.
78
FIGURA 18. FOTOMICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA COM AMPLIAGAO DE 2.000 VEZES DOS

SUPORTES (A) DE SILICA NUA, (B) DE SILICA ZIRCONIZADA E (C) DE SILICA TITANIZADA. EM
DETALHE NO CANTO SUPERIOR ESQUERDO DAS IMAGENS: AMPLIACAO DAS PARTICULAS EM 7.000
VEZES. 81

FIGURA 19. IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA DA SUPERFICIE DE UMA PARTICULA DE
SILICA ZIRCONIZADA (A) E DE UMA PARTICULA DE SILICA TITANIZADA (B). 82

FIGURA 20. TERMOGRAMAS DOS SUPORTES DE SILICA ZIRCONIZADA (A) E TITANIZADA (B). 83

XXi



FIGURA 21. ESPECTROS DA REGIAO DO INFRAVERMELHO PARA OS SUPORTES DE SILICA NUA, SILICA
ZIRCONIZADA E SILICA TITANIZADA. 84

FIGURA 22. ESPECTROS DE ABSORCAO NO UV-VIS COM REFLETANCIA DIFUSA DE ZRO, PURO, DA
AMOSTRA DE SILICA ZIRCONIZADA E DE UMA MISTURA MECANICA DE SIO, E ZRO.. 86
FIGURA 23. ESPECTROS DE UV-VIS COM REFLETANCIA DIFUSA DE TIO, PURO, DA AMOSTRA DE SILICA
TITANIZADA E DE UMA MISTURA MECANICA DE SIO; E TIO.. 86

FIGURA 24. ESPECTROS DE EFX PARA O O 1S DAS AMOSTRAS DE (A) SILICA ZIRCONIZADA

(21,6 % ZR) E (B) MISTURA FISICA SI0,/ZR0O; (22 % ZR). 88
FIGURA 25. ESPECTROS DE EFX PARA O O 1S DAS AMOSTRAS DE (A) SILICA TITANIZADA (7,8 % TI) E
(B) MISTURA FISICA SIO,/TIO; (8 % T1). 89
FIGURA 26. TERMOGRAMA DO POLI(METILTETRADECILSILOXANO). 920

FIGURA 27. ESPECTRO DA REGIAO DO INFRAVERMELHO PARA O POLI(METILTETRADECILSILOXANO). 92
FIGURA 28. CROMATOGRAMA DE PERMEAGCAO EM GEL DO POLI(METILTETRADECILSILOXANO).
CONDICOES CROMATOGRAFICAS: COLUNA ULTRASTYRAGEL 7,8 x 30 MM; FASE MOVEL:
TETRAIDROFURANO; VAZAO: 1,0 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA: 200 pl; TEMPERATURA DE
40 °C E DETECGAO POR INDICE DE REFRAGAO. 93

FIGURA 29. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE | POR UMA FASE SI-ZR(PMTDS)
IMOBILIZADA TERMICAMENTE A 120 °C POR 12 H, EMPREGANDO DIFERENTES CONDIGOES DE
FASE MOVEL. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: VAZAO DE FASE MOVEL: 0,3 ML MIN'; VOLUME DE
AMOSTRA INJETADA: 5 ulL; DETECCAO A 254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS
ANALISADOS: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3) BENZENO, (4) TOLUENO E (5) NAFTALENO.__ 94

FIGURA 30. CURVA DE VAN DEEMTER PARA UMA FASE DE SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADA
TERMICAMENTE. 95

FIGURA 31. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE | PELAS FASES SI-ZR(PMTDS)
IMOBILIZADAS TERMICAMENTE E SUBMETIDAS AOS DIFERENTES PROCEDIMENTOS DE EXTRAGCAO.
CONDIGCOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA 70:30 (V/V), VAZAO DE
0,3 ML MIN""; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3) BENZENO, (4) TOLUENO E (5)
NAFTALENO. 97

FIGURA 32. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGCAO DA MISTURA-TESTE | PELAS FASES SI-ZR(PMTDS)
AUTO-IMOBILIZADAS. CONDIGOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(70:30, v/V); 0,3 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 ulL; DETECGAO A 254 NM E
TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3) BENZENO,
(4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. 929

XXii



FIGURA 33. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGCAO DA MISTURA-TESTE Il PELAS FASES SI-ZR(PMTDS)
AUTO-IMOBILIZADAS. CONDIGOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(70:30, v/V); 0,3 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 ulL; DETECGAO A 254 NM E
TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL, (3) N,N-DIMETILANILINA,
(4) NAFTALENO E (5) ACENAFTENO. 102

FIGURA 34. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE | PELAS FASES SI-TI(PMTDS)
AUTO-IMOBILIZADAS. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(70:30, V/V); 0,3 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 ulL; DETECCAO A 254 NM E
TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3) BENZENO,
(4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. A DIFERENCA NAS INTENSIDADES DOS PICOS DE UM MESMO
COMPOSTO NOS CROMATOGRAMAS SE DEVE AO PREPARO DE DIFERENTES MISTURAS-TESTE AO
LONGO DESTE ESTUDO. 103

FIGURA 35. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGCAO DA MISTURA-TESTE Il PELAS FASES SI-TI(PMTDS)
AUTO-IMOBILIZADAS. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(70:30, v/V); 0,3 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 ulL; DETECGAO A 254 NM E
TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL, (3) N,N-DIMETILANILINA,
(4) NAFTALENO E (5) ACENAFTENO. A DIFERENCA NAS INTENSIDADES DOS PICOS DE UM MESMO
COMPOSTO NOS CROMATOGRAMAS SE DEVE AO PREPARO DE DIFERENTES MISTURAS-TESTE AO
LONGO DESTE ESTUDO. 105

FIGURA 36. EFEITOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS, E DA RESPECTIVA INTERAGAO, NA EFICIENCIA DE
COLUNA DAS FASES ESTACIONARIAS SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS TERMICAMENTE. 107
FIGURA 37. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE | EMPREGANDO AS FASES SI-
ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS TERMICAMENTE. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL
METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,3 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL; DETECGAO A
254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3)
BENZENO, (4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. 108

FIGURA 38. CROMATOGRAMAS DA SEPARACAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE |l PELAS FASES
SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS TERMICAMENTE. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL
METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,3 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL; DETECGAO A
254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL, (3) N,N-
DIMETILANILINA, (4) NAFTALENO E (5) ACENAFTENO. 110

FIGURA 39. SUPERFICIES DE RESPOSTAS DA IMOBILIZACAO TERMICA DE PMTDS SOBRE PARTICULAS
DE SILICA ZIRCONIZADA. (A) EFICIENCIAS DE COLUNA E (B) FATORES DE ASSIMETRIA, MEDIDOS
PARA O PICO DO NAFTALENO. 113

XXiii



FIGURA 40. CROMATOGRAMAS DA SEPARACAO DA MISTURA-TESTE | EMPREGANDO AS FASES SI-
TI(PMTDS) IMOBILIZADAS TERMICAMENTE. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL
METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,2 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL; DETECGAO A
254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BENZONITRILA, (3)
BENZENO, (4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. 116

FIGURA 41. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE |l PELAS FASES
SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS TERMICAMENTE. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL
METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,2 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL; DETECCAO A
254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL, (3) N,N-
DIMETILANILINA, (4) NAFTALENO E (5) ACENAFTENO. A DIFERENGCA NAS INTENSIDADES DOS PICOS
DE UM MESMO COMPOSTO NOS CROMATOGRAMAS SE DEVE AO PREPARO DE DIFERENTES
MISTURAS-TESTE AO LONGO DESTE ESTUDO. 117

FIGURA 42. SUPERFICIES DE RESPOSTAS DA IMOBILIZAGAO TERMICA DE PMTDS SOBRE PARTICULAS
DE SILICA TITANIZADA. (A) EFICIENCIAS DE COLUNA E (B) FATORES DE ASSIMETRIA, MEDIDOS
PARA O PICO DO NAFTALENO. 120

FIGURA 43. CROMATOGRAMAS DA SEPARACAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE | PELAS FASES
SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS POR RADIACAO GAMA. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE
MOVEL METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,3 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL;
DETECCAO A 254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2)

BENZONITRILA, (3) BENZENO, (4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. 123
FIGURA 44. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE |l PELAS FASES
SI-ZR(PMTDS) IMOBILIZADAS POR RADIAGAO GAMA. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE
MOVEL METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,3 ML MIN"'; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL;
DETECCAO A 254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL,
(3) N,N-DIMETILANILINA, (4) NAFTALENO (5) ACENAFTENO. 124

FIGURA 45. CROMATOGRAMAS DA SEPARACAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE | PELAS FASES
SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS POR RADIACAO GAMA. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE
MOVEL METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,2 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL;
DETECCAO A 254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2)
BENZONITRILA, (3) BENZENO, (4) TOLUENO E (5) NAFTALENO. 127

FIGURA 46. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DOS COMPOSTOS DA MISTURA-TESTE |l PELAS FASES
SI-TI(PMTDS) IMOBILIZADAS POR RADIACAO GAMA. CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE
MOVEL METANOL:AGUA (70:30, V/V); 0,2 ML MIN"; VOLUME DE AMOSTRA INJETADA: 5 pL;

XXiv



DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE 25 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) FENOL,
(3) N,N-DIMETILANILINA, (4) NAFTALENO (5) ACENAFTENO. 128
FIGURA 47. TERMOGRAMAS TiPICOS DAS FASES (A) SI-ZR(PMTDS) E (B) SI-TI(PMTDS)._ 132
FIGURA 48. ESPECTROS DA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO SUPORTE DE SILICA ZIRCONIZADA E DAS

FASES SI-ZR(PMTDS) (A) E DO SUPORTE DE SILICA TITANIZADA E DAS FASES SI-TI(PMTDS) (B).

134

FIGURA 49. ESPECTROS DE RMN DE #SI DAS FASES SI-ZR(PMTDS) E DE UMA FASE SI(PMTDS)
IMOBILIZADA TERMICAMENTE. 135
FIGURA 50. ESPECIES DE SILICIO PRESENTES NAS FASES ESTACIONARIAS. 136
FIGURA 51. ESPECTROS DE RMN DE ?°S| DAS FASES SI-TI(PMTDS). 137

FIGURA 52. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE DE ENGELHARDT E JUNGHEIM
PELAS FASES SI-ZR(PMTDS). CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(55:45, V/V); 0,3 ML MIN""; VOLUME DE AMOSTRA: 5 uL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
40 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) ANILINA, (3) FENOL, (4) N,N-DIMETILANILINA, (5)
TOLUENO, (6) ETILBENZENO E (*) IMPUREZAS. 139

FIGURA 53. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGCAO DA MISTURA-TESTE DE ENGELHARDT E JUNGHEIM
PELAS FASES SI-TI(PMTDS). CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(55:45, VIV); 0,2 ML MIN'""; VOLUME DE AMOSTRA: 5 uL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
40 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) ANILINA, (3) FENOL, (4) N,N-DIMETILANILINA, (5)
TOLUENO, (6) ETILBENZENO E (*) IMPUREZAS. 141

FIGURA 54. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGAO DA MISTURA-TESTE A DO PROTOCOLO DE TANAKA
PELAS FASES SI-ZR(PMTDS). CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(80:20, V/V); 0,3 ML MIN""; VOLUME DE AMOSTRA: 5 uL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
40 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BUTILBENZENO, (3) PENTILBENZENO, (4) O-
TERFENIL E (5) TRIFENILENO. 142

FIGURA 55. CROMATOGRAMAS DA SEPARACAO DA MISTURA-TESTE A DO PROTOCOLO DE TANAKA
PELAS FASES SI-TI(PMTDS). CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(80:20, V/V); 0,2 ML MIN'""; VOLUME DE AMOSTRA: 5 uL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
40 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) BUTILBENZENO, (3) PENTILBENZENO, (4) O-
TERFENIL E (5) TRIFENILENO. 144

FIGURA 56. CROMATOGRAMAS DA SEPARAGCAO DA MISTURA-TESTE B DO PROTOCOLO DE TANAKA
PELAS FASES SI-ZR(PMTDS). CONDICOES CROMATOGRAFICAS: FASE MOVEL METANOL:AGUA
(30:70, V/V); 0,3 ML MIN""; VOLUME DE AMOSTRA: 5 uL; DETECGAO A 254 NM E TEMPERATURA DE
40 °C. COMPOSTOS TESTES: (1) URACILA, (2) CAFEINA E (3) FENOL. 145

XXV
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Anizio Marcio de Faria

1. INTRODUGAO

Em muitos laboratdrios, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se tornou uma
técnica indispensavel para a analise de amostras, determinagdo de constantes fisicas e
isolamento de componentes de misturas complexas. Atualmente, a CLAE encontrou uma ampla
aceitacdo como técnica analitica de escolha em muitas areas cientificas e de aplicagao, tais
como: ciéncias da vida, alimentos, polimeros sintéticos e quimica ambiental. O desenvolvimento
ainda continuo e a disponibilidade de fases estacionarias (FE) de alta qualidade e
equipamentos de alto desempenho se apresentam como fatores primordiais para o crescente
interesse de pesquisas e aplicagdes em CLAE.

Embora o desenvolvimento da modalidade de fase reversa (FR) da CLAE tenha iniciado
ha quase quatro décadas atras, pesquisas e aplicagcdes envolvendo tal modalidade ainda
ocupam um lugar proeminente na literatura. A grande popularidade da CLAE-FR se deve
principalmente as suas inumeras vantagens, tais como: uso de fases moveis de menor custo,
devido a presenca de agua em sua composigao; rapido equilibrio da coluna apds a mudanca de
fase moével (FM); possibilidade da conducéo de separagcdes no modo de eluigdo por gradiente,
resultando em maior rapidez e melhor separacdo nas analises; boa repetibilidade dos tempos
de retencdo; amplo campo de atuacédo, devido a possibilidade de separagdo de compostos de
diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades; dentre outras’?.

Sistemas de CLAE-FR consistem de FE de carater menos polar que a FM.
Normalmente, as fases estacionarias sdo constituidas de espécies organicas ligadas

9,10

quimicamente®® ou imobilizadas®® ou apenas sorvidas®'® em um suporte cromatografico,

convencionalmente um éxido inorganico, tal como a silica.

1.1. Suportes cromatograficos

As fases estacionarias reversas normalmente sdo compostas de um liquido estacionario
sorvido, ligado ou imobilizado a um suporte cromatografico. O material a ser utilizado como
suporte, no entanto, necessita de alguns requisitos para que a FE apresente desempenho
satisfatério nas separacdes cromatograficas. Um material ideal, para ser utilizado como suporte,

deve apresentar as seguintes caracteristicas'""%:
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e Ser suficientemente poroso, a fim de permitir que o liquido seja absorvido pelos seus
poros;

e Possuir didmetro de poro entre 5 e 100 nm. Poros muito estreitos tornam dificil a
transferéncia de massa, podendo ocorrer efeitos de exclusdo por tamanho. Poros muito
largos impedem a fixagao do liquido estacionario por forcas capilares, e, desta forma, o
liquido pode ser removido com a passagem da FM;

e Possuir uma alta concentracdo de grupos ativos em sua superficie para facilitar a
adsorcao do liquido estacionario ou a reacao de fixagdo do mesmo;

e Possuir area superficial suficientemente grande para aumentar a capacidade de
aceitagdo da amostra;

¢ Inércia quimica, para nao reagir com os componentes da amostra;

e Resisténcia mecanica alta, a qual seja capaz de resistir as altas pressdes necessarias em
CLAE;

Apods quase 40 anos de aplicacbes da CLAE-FR com diferentes materiais, organicos e
inorganicos, utilizados como suporte, ainda nao foi encontrado aquele que preenchesse todos
estes requisitos e, portanto, ndo existe um suporte cromatografico ideal.

Os primeiros materiais empregados como suporte cromatografico foram os 6xidos
inorganicos de silicio (SiO, — silica) e de aluminio (Al,O; — alumina). A silica, na sua forma
amorfa tem sido, desde entdo, o material mais empregado como suporte, quase a totalidade
das aplicacdes da CLAE-FR fundamentam-se em suportes & base de silica’. Esta ampla
utilizacdo esta relacionada as suas propriedades altamente favoraveis para aplicagbes
cromatograficas, em especial de CLAE-FR. Dentre as principais caracteristicas da silica, podem
ser destacadas: particulas pequenas e esféricas disponiveis em uma ampla variedade de
didmetro (1 a 20 um, a maioria com distribuicdo de tamanho reduzida) e tamanhos de poros
(6 a 400 nm); particulas altamente porosas com grande area superficial (100 a 500 m? g™"); forca
mecanica (elevada rigidez) adequada para resistir as altas pressdées necessarias em CLAE; e
facilidade de modificacao de sua superficie, devido a presenca de grupos hidroxilas (silandis)

bastante reativos '

, principalmente por reagdes dos grupos silandis com reagentes, tais como
triclorooctadecilsilano ou clorodimetiloctadecilsilano que produzem ligagdes do tipo =Si-O-Si-C=.

A silica amorfa, com estrutura porosa, possui pelo menos trés tipos de grupos silanois
em sua superficie (Figura 1). E possivel, por técnicas espectroscopicas, determinar estes
diferentes tipos de silandis. Por exemplo, o infravermelho com refletancia difusa (DRIFT)
possibilita a distingdo entre silandis isolados e vicinais, enquanto que a ressonancia magnética

nuclear de ?°Si com rotagdo em angulo magico e polarizacdo cruzada (CP-MAS-NMR #Si)
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distingue entre os silandis isolados e os geminais. A superficie da silica também contém

ligacdes siloxano (Si-O-Si) expostas, estas ligacoes sdo altamente estaveis e sdo a base da

estrutura rigida do éxido™"®.

H H H H
0 oo 0 O-H 0
ol 0-Si__._Si-0 _Si Si S
O4- i 07 N 00 04 o4
D 0 ..... D O ‘O o I'I n 0 0 ..... " D DL"\.
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Isolado Vicinal Geminal Ligacao siloxano

Figura 1. Tipos de grupos silanois e ligagdes siloxano na superficie da silica amorfa.

As propriedades que fazem da silica um 6xido altamente interessante, capaz de interagir
com as mais diversas espécies organicas, fornecendo FE de diferentes seletividades, sdo
determinadas (i) pela alta atividade quimica da superficie — esta atividade depende da
concentragdo e distribuicéo dos diferentes grupos silandis, e nao das ligagdes siloxano®; e (i)
pela estrutura porosa da silica™.

A concentragdo superficial de grupos silandis na silica pode ser determinada por
métodos quimicos como (a) troca isotrépica por deutério' ou tritio'®; (b) titulagdo com NaOH"
na presenga de sal; (c) reagdo com alquillitio’®, entre outros. Os métodos mais confiaveis de
determinacgéo da concentracao dos grupos silandis totais, principalmente a troca isotropica por
D,0O, fornecem resultados de 8,0+ 1,0 umol m?2, sendo este, o valor mais aceito para
concentragdo de OH na superficie da silica'®. A concentracdo e distribuicdo dos diferentes
grupos silandis é altamente dependente do tipo de pré-tratamento (acido,® basico?' ou
térmico') pelo qual a silica foi submetida. Em especial, tratamentos térmicos foram
amplamente discutidos por Zhuravlev'®, que sugeriu um modelo fisico-quimico para a
concentracao de grupos silandis da superficie da silica. Em linhas gerais o modelo descreve as
etapas ocorridas a partir da desidratacdo até uma completa desidroxilacdo da silica, indicando
os principais tipos de silandis presentes em cada estagio do modelo. Uma informacao
importante abstraida do modelo de Zhuravlev é a faixa de temperatura em que a superficie
apresenta um grau maximo de hidroxilagao, 25 — 190 °C, sob vacuo.

Se por um lado a elevada atividade quimica da superficie da silica é desejavel para a
interagdo com diversas moléculas apolares, proporcionando FE de diferentes seletividades, por
outro, é estimado que, por problemas de impedimento estérico, apenas 50 % dos grupos

silandis sdo capazes de se ligar quimicamente aos modificadores organicos?, restando um
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grande numero de silandis residuais. A presenga destes grupos residuais nas fases
estacionarias afeta o mecanismo cromatografico de retencdo®. Devido a acidez elevada dos
grupos silandis € possivel que eles interajam fortemente com compostos basicos (grande
maioria dos farmacos, compostos bio-organicos, etc.) de forma reversivel ou irreversivel.
Quando ocorre o fenbmeno de adsorcédo reversivel tem-se como resultado picos
cromatograficos assimétricos, dificultando a quantificacdo dos compostos. Quando irreversivel
ocorre restricao a transferéncia de massa, devido ao bloqueio de alguns sitios de interacao
hidrofébica e esta forte interacdo entre soluto e suporte pode levar & deterioragdo da coluna?.
Este problema esta associado principalmente as fases quimicamente ligadas e uma das formas
de minimizar a presenca de sitios residuais tém sido o preparo de FE obtidas pela deposi¢do ou
imobilizagdo de um polimero pré-sintetizado sobre o suporte cromatografico®’.

Porém, além de silandis residuais, a silica e as fases estacionarias baseadas em silica
apresentam estabilidade quimica limitada a uma faixa relativamente estreita de pH, entre 2 e 8.
Desta forma, o emprego de FM mais acidas ou basicas torna-se mais complicado, limitando o
campo de aplicacdo da CLAE-FR, uma vez que FM com valores fora desta faixa s&o
amplamente recomendadas para analises de diversos compostos, contendo em suas estruturas
grupos acidos ou basicos, tais como os encontrados em muitas classes de agroquimicos e de
farmacos®?.

Quando o pH da fase mével € menor que 2, a hidrdlise, catalisada por acido, das
ligacdes Si-C entre a superficie da silica e 0 material ligado quimicamente torna-se significante.
Isto resulta em continua perda da fase ligada, concomitante, com a perda de retencgao
cromatografica. Em fases moveis basicas, com valores de pH acima de 8, ocorre rapida
dissolucao da silica devido a exposi¢cao de parte do suporte que nao reagiu com o modificador
organico (silandis residuais) e, conseqientemente, a fase ligada é clivada do suporte. A
dissolucdo da silica leva a uma progressiva e rapida perda de desempenho cromatografico,
produzindo um vao no topo da coluna e uma acentuada queda de press&do®.

Estas duas limitacbes de materiais a base de silica, juntamente com a necessidade de
suportes para CLAE-FR de maior estabilidade, seletividade e eficiéncia levou a utilizagdo de
materiais alternativos, inorganicos ou organicos, como suportes cromatograficos®. Dentre os
materiais inorganicos; alumina, titania e zircbnia foram os mais utilizados devido a maior
estabilidade hidrolitica destes 6xidos em uma faixa de pH mais ampla. Além disso, as
superficies destes 6xidos (principalmente os grupos OH) possuem menor capacidade adsortiva

comparadas a superficie da silica apds as respectivas modificacdes quimicas?’.
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1.2. Suportes cromatograficos alternativos

Dentre os primeiros materiais empregados como suportes alternativos a silica, que
foram sintetizados e comercializados se destaca a alumina. Este oOxido &€ amplamente
empregado como fase estacionaria normal (FN) em cromatografia de coluna e tem como
vantagem principal a boa estabilidade em uma faixa ampla de pH, nominalmente de 1 a 13, fato
este que o tornou altamente atrativo como substituto a silica®®.

Esta elevada estabilidade da alumina permite separagdes cromatograficas em valores
de pH nos quais compostos basicos ndo se encontram na forma ionizada, assim a separacao é
baseada somente no mecanismo de interagao hidrofébica, sem interferéncia do mecanismo de
interacdo i6nica. Varias FE baseadas em alumina foram preparadas e comercializadas, seja
pela modificacdo quimica do suporte?® ou por recobrimento das particulas com polimeros
organicos?’. Apesar das FE & base de alumina terem apresentado estabilidade numa faixa de
pH mais ampla, em muitos casos as propriedades de retengdo ndo foram significativamente
diferentes quando comparadas a materiais similares de silica. Além disso, o baixo desempenho
cromatografico nas separagbes obtido com este material aliado a disponibilidade comercial
limitada de formas, tamanhos e grau de porosidades das particulas contribuiram para a
modesta difusdo da alumina como suporte cromatografico®>262%%.

Outros materiais que vém sendo amplamente empregados como suportes alternativos a
silica sdo os oxidos de zirconio e titdnio. A elevada estabilidade destes 6xidos metalicos em
quase toda a faixa de pH e em temperaturas mais extremas (> 150 °C, no caso da zircbnia) tem
sido um dos focos de interesse de importantes cromatografistas?2°33,

A zirconia (ZrO,) é utilizada como suporte na sua forma monoclinica, a qual o atomo de
zircbnio esta coordenadamente ligado a sete atomos de oxigénio vizinhos. Trata-se um 6éxido
anfétero, com propriedades de trocador de anions e cations, quando em solugdes neutras e
acidas ou alcalinas, respectivamente®>?. A estabilidade intrinseca do suporte de zirconia faz
dele a melhor escolha para separacdes da CLAE-FR em condi¢des extremas de pH (> 11) ou
de temperatura (> 60 °C)®?°32 Dentre as principais fases reversas empregando a zirconia
como suporte, destacam-se as fases de zirconia-poli(butadieno) (zircénia-PBD)*** e zirconia-
octadecilsilano  (zircénia-ODS)**®. As fases estacionarias de zirconia-PBD  foram
extensivamente estudadas e aplicadas a diferentes compostos, tais como substancias polares e
apolares, proteinas e peptideos, permitindo rapidas separacoes e estabilidade acima de cinco
mil volumes de coluna com a passagem de fase mével metanol:NaOH a 1,0 mol L' 32 A

zircbnia-PBD também exibiu retencdo, seletividade e eficiéncia muito similares a fases
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comerciais ODS (silica-octadecilsilano) para analitos n&o-eletrolitos®*. Particulas de zirconia
ligada a grupos octadecil (C18), assim como a zircénia-PBD, também apresentaram
mecanismos de retengdo similares aqueles observados em fases quimicamente ligadas
baseadas em silica’. Outras aplicacdes empregando a zircénia como suporte cromatografico
também foram descritas, como o recobrimento com fina camada de carbono que resultou em
fases reversas igualmente estaveis a zirconia-PBD, porém de baixa eficiéncia para solutos
como alquil-fenonas e nitroaromaticos®. Materiais de zircdnia-poliestireno também foram
investigados, em detalhes, quanto a seletividade cromatografica de uma série homédloga de
aromaticos apolares de isomeria posicional. O material exibiu diferencas substanciais na
seletividade de analitos polares e apolares quando comparado a zirconia-PBD e, também,
estabilidade térmica em temperaturas elevadas, tal como 160 040,

Apesar da obtencdo de FE altamente estaveis com suportes de zirconia, este material
apresenta uma importante desvantagem. A sua superficie apresenta, sob determinadas
condigobes, sitios ativos (atomos de Zr (IV) que se encontram coordenadamente insaturados)
que se comportam como acidos fortes de Lewis. Desta forma, analitos contendo em sua
estrutura bases fortes de Lewis; como fosfatos, hidroxidos, fluoretos, etc., podem interagir
fortemente com estes sitios produzindo picos cromatograficos com caudas acentuadas. Estas
interacdes indesejaveis podem ser controladas pela adicdo de fluoretos ou fosfatos na FM, os
quais irdao competir com os grupos basicos dos analitos pelos sitios acidos, da mesma forma
que ocorre para fases estacionarias baseadas em suportes de silica®®.

Um outro aspecto desfavoravel ao uso deste material como suporte é a necessidade de
se evitar a presenca de didxido de carbono, tanto na fase mével quanto na amostra, pois sua
ligagdo com o dioxido de zirconio pode alterar as propriedades do suporte durante as analises,
afetando os parametros de retencéo®'.

A titania (TiO,) tem atraido diversos interesses para utilizagdo como material de suporte
cromatografico. O oxido de titAnio possui propriedades fisicas e mecanicas similares a silica,
porém apresenta estabilidade quimica e hidrolitica superior. A titania é um oOxido metalico
anfétero e possui propriedades de troca de anions em baixos valores de pH e propriedades de
troca de cations em valores elevados de pH*. Assim como a silica, a titania possui em sua
superficie diferentes grupos OH (titandis), sendo que, apds a ligacdo de espécies quimicas, os

sitios residuais podem interferir nos mecanismos de retengdo de analitos basicos®?°.

|42,43

Estudos sobre o comportamento cromatografico da titdnia em fase norma e

reversa***® comprovam a potencialidade deste 6xido como suporte cromatografico para CLAE-

FR.
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Tani e Suzuki*? investigaram o comportamento da retencdo cromatografica de titania
pura e modificada com octadeciltrietéxissilano sob condicbes de fase normal e reversa,
respectivamente. Estes autores observaram que, em cromatografia de fase normal (FN), a
titdnia apresentou propriedades basicas, retendo fortemente o fenol (composto acido) e eluindo
0 pico da piridina (composto basico) sem caudas. Entretanto, em cromatografia de fase reversa
(FR), com o uso de uma solugao tampao de acido acético/acetato de sddio na FM, a titania se
comportou como um trocador de anions e a influéncia do suporte na retengao sé6 foi reduzida
com o aumento do grau de modificagdo de sua superficie com grupos octadecil.

Winkler e Marmé** compararam as propriedades fisico-quimicas da titania com silica,
alumina e zirconia utilizados como adsorventes em FN, fornecendo exemplos de separagdes
cromatograficas. Eles observaram que a presenga de grupos titandis levemente acidos na
superficie da titania possibilitava uma boa separacdo de moléculas basicas (cloroanilinas,
flumetrinas, a- e p-endosulfan, etc.) por cromatografia em fase normal, apresentando picos
bastante simétricos para os compostos. Em um outro trabalho empregando fases de titania
ligadas com octadecil** foram também obtidos picos simétricos para trés diferentes misturas-
teste, contendo hidrocarbonetos aromaticos, anilinas e fenilalquilaminas. Os resultados para as
duas ultimas misturas indicaram a presenga de poucos grupos titandis residuais nas fases

1% avaliaram fases estacionarias C30 utilizando diferentes materiais

estacionarias. Pursch et a
inorganicos como suportes. Eles observaram que, apesar destas fases apresentarem menor
eficiéncia e maior fator de assimetria de picos, quando comparadas a fases monoméricas de
C18, as fases de C30 foram superiores na separagéo de isbmeros de carotendides (p-caroteno
e zeaxantina). As fases de titania e zircénia ligadas ao grupo C30 apresentaram boa
seletividade na separacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, carotendides e tocoferois.
Segundo os autores, isto se deveu ao maior comprimento da cadeia alquila e ao carater
cristalino destes 6xidos, fornecendo uma alternativa ao uso de silica para esta aplicacdo em
especifico.

Apesar de resultados promissores nas aplicagdes da titAnia como suporte, assim como
os demais 6xidos ela também apresenta algumas limitagdes. Sua superficie apresenta grupos
titandis acidos que se assemelham aos silandis, podendo também adsorver fortemente

10,29

compostos basicos O desempenho cromatografico das fases a base de titania séo

inferiores aos obtidos por fases baseadas em silica. Além disso apresenta disponibilidade
comercial limitada de formas, tamanhos e porosidades de particulas.
Outros 6xidos inorganicos também foram avaliados como materiais alternativos ao uso

|47

de silica como suporte cromatografico, tais como: Florisil*, céria®®, etc. Porém, algumas
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propriedades inadequadas para uso em CLAE e o baixo desempenho cromatografico das fases
baseadas nestes 6xidos impossibilitaram maiores desenvolvimentos.

Materiais organicos poliméricos também foram estudados extensivamente como
suportes alternativos a silica. Estes materiais apresentam estabilidade quimica em uma faixa de
pH de 1 — 13 e picos simétricos para compostos basicos devido a auséncia de grupos reativos
em sua superficie. Dentre os polimeros usados como suporte cromatografico, destaca-se o
poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB) que apresentou parametros de retencdo similares aos
obtidos por fases estacionarias comerciais de silica-C18*°. O grande inconveniente apresentado
pelos polimeros organicos quando empregados como suportes cromatograficos € a baixa
resisténcia mecanica das particulas poliméricas, restringindo a sua utilizagcdo a pressdes
elevadas. Outro inconveniente, ndo menos importante, € o alargamento de pico que ocorre
devido a ndo homogeneidade do fluxo da fase movel nestes materiais, podendo ocorrer
dilatacdo e compressdo quando da mudanca do modificador organico da fase mével>*%%",

Um outro material organico empregado como suporte cromatografico foi o carbono
grafitizado poroso, que apresenta elevada resisténcia aos solventes organicos. Ele foi usado
principalmente na separagcdo de compostos de estruturas similares, incluindo
estereoisdmeros®?, derivados da anilina® e diversas drogas®. Quando comparados com fases
comerciais de silica-C18, os suportes de carbono grafitizado apresentaram boa estabilidade até

%5  porém, as fases baseadas em carbono

pH 12 e em temperaturas mais elevadas
apresentam baixa capacidade de aceitacdo de amostras e desempenho cromatografico
bastante limitado®’.

De acordo com as publicagbes encontradas na literatura, observa-se que as
caracteristicas do suportes cromatograficos permanecem um tanto quanto distantes do ideal e,
por isso, este topico da CLAE-FR tem sido explorado com afinco pelos principais
cromatografistas. Mais recentemente, uma alternativa bastante promissora que vem sendo
investigada é a utilizacdo de o6xidos mistos como suportes cromatograficos. Apesar de
amplamente difundidos em outras aplicagdes, tais como a catalise, estes materiais receberam
pouca atengao para aplicacao em fases estacionarias para CLAE.

O Laboratério de Pesquisas em Cromatografia Liquida do Instituto de Quimica da
Unicamp (LabCrom), no intuito de unir as propriedades da silica, apropriadas para finalidades
cromatograficas, com a maior estabilidade quimica dos 6xidos metalicos, tais como a zirconia e
a titdnia, vem propondo a utilizagdo de um suporte contendo uma mistura destes Oxidos —
suporte de silica metalizada. O objetivo principal é incorporar a estrutura porosa e rigida da

silica a elevada estabilidade da zircbnia ou da titania, possibilitando a separacdo de solutos
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basicos em condicbes de FM com altos valores de pH. Alguns trabalhos realizados no

58-60 61,62

LabCrom, empregando suportes de silica titanizada e silica zirconizada recobertas com
poli(metiloctilsiloxano) (PMOS), ja foram relatados, apresentando boa simetria e eficiéncia para
solutos basicos em FM com pH 10.

Outros grupos de pesquisadores também vém aplicando suportes de 6xidos metalicos
mistos para as mesmas finalidades. Os primeiros a sugerirem a utilizagao de 6xidos mistos
como fases estacionarias na modalidade de fase normal da CLAE foram Aue e
Wickramanyake®. Estes autores produziram particulas de silica de 10 um com camadas de
crOmia ligadas a sua superficie. O desempenho cromatografico das fases baseadas neste
material foi satisfatério, porém as separagodes indicaram que a seletividade foi completamente
diferente das FE baseadas em suporte de silica nua.

Feng e colaboradores®°®

estudaram o comportamento cromatografico de particulas de
silica-zirconia em cromatografia liquida de fase normal. Eles separaram uma mistura-teste com
diferentes FM e obtiveram bom desempenho cromatografico para solutos basicos e acidos com
estes Oxidos mistos. A FE exibiu melhor desempenho cromatografico para solutos acidos que
as fases de zirconia pura®. Estes autores vém produzindo também suportes de dxidos mistos,

6566 zirconia-alumina®’, céria-zircdnia®®, com aplicagdes bem sucedidas

como magnésia-zircbnia
na analise de solutos basicos, tanto no modo de fase reversa quanto de fase normal. Kaneko e
colaboradores® também empregaram diferentes 6xidos mistos, por exemplo silica-zirconia,
silica-titdnia, etc., como suportes cromatograficos com desempenho bastante promissor.
Ohta’®"" estudou o comportamento de particulas de silica-zircdnia como fases estacionarias
para cromatografia de exclusdo de ions, obtendo separa¢cdes com alta detectabilidade para

compostos acidos, como fenol e acidos carboxilicos.

1.2.1. Métodos de preparo de oOxidos mistos como suportes para
CLAE-FR

O método de preparo dos Oxidos mistos € um fator de interesse relevante para
finalidades cromatograficas. O resultado cromatografico final pode ser altamente dependente
das condigdes iniciais que estes materiais foram submetidos, e, portanto, merecem maiores
consideragdes. Existem varios métodos utilizados para sintese de 6xidos mistos, principalmente
para finalidades cataliticas. Porém, para finalidades cromatograficas este numero ainda é

limitado.
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De uma forma geral, os principais métodos de preparo de 6xidos mistos que foram

descritos na literatura para estas finalidades sao:

1.2.1.1. Reacao com alcoxidos metalicos

Trata-se da reacdo de um Oxido (matriz desejada, normalmente a silica) com um
alcoxido do metal que se deseja incorporar a superficie da matriz. A reagdo pode ser realizada
sob refluxo ou em banho termostatico, com tempo e temperatura controlados. Esta reagéo é
freqientemente realizada na auséncia de ar/O,. Normalmente, o material € submetido a
lavagens sucessivas para a remogao de residuos do alcoxido e de outras substancias nao
incorporadas a matriz. O sodlido resultante pode ser submetido a uma etapa de secagem ou
calcinacdo (dependendo do tipo de aplicagado) para a obtencao do 6xido misto na forma de um

+58,61,62,69

po

1.2.1.2. Co-precipitacao de silicato de sédio com cloretos metalicos

Este método foi desenvolvido por Kaneko e colaboradores® %"

que relataram a
obtencao de 6xidos mistos para uso como suportes cromatograficos (FR) ou fases estacionarias
(FN) para CLAE. Estes materiais s&o obtidos pela precipitagdio de uma mistura de
metassilicatos de sédio acidificados e cloretos metalicos, pelo ajuste de pH da solugédo para um
valor apropriado, com adicdo de hidréxido de sodio. A mistura é deixada sob agitacéo e o
precipitado obtido é, posteriormente, separado da solucédo por filtragcdo. O material sélido é
submetido a etapas sucessivas de lavagem com agua destilada, e em seguida, seco a uma
temperatura apropriada. O material cristalizado é triturado e peneirado para obtencdo de

particulas com estreita distribuicao de tamanho.

1.2.1.3. Emulsao em oleo

Neste método, os 6xidos mistos que se deseja preparar sao obtidos pela dissolugao de
cloretos, nitratos, etc. dos dois elementos em agua destilada. Em seguida, a mistura é
adicionada a uma emulsao de éter de petréleo e surfactantes, sob agitagdo, com controle de

temperatura. Aditivos também sao adicionados a emulsao para iniciar a reagao de gelificagcao.

10
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O hidrogel obtido é submetido a estagios multiplos de lavagem com solventes de diferentes
polaridades para a remocdo de substancias residuais. Pode-se selecionar uma estreita
distribuicio do tamanho de particulas através de etapas seqlienciais de
sedimentacao/identificacao/re-suspensao. As particulas de 6xidos mistos obtidas sao filtradas e
aquecidas para converter o hidrogel em xerogel. O xerogel pode ser submetido a altas

temperaturas, por exemplo 600 °C, para a remocéo de residuos organicos®®">7®.

1.2.1.4. Reacao com cloretos metalicos

Basicamente, o procedimento € 0 mesmo realizado para o preparo de 6xidos mistos com
alcéxidos metalicos, porém, substituindo o grupo alcéxido por cloretos®®. A reacdo pode
também acontecer em temperaturas elevadas, superiores a 500 °C, para depositar cloretos de
oOxidos metalicos na silica, obtendo materiais praticamente puros e sem necessidade de

estagios de lavagem com solventes organicos para remocao de residuos®.

1.2.1.5. Técnica da deposicao auto-organizada de camadas de oOxidos

metalicos

Recentemente, Dun et al.”” desenvolveram um método para o preparo de particulas de
silica-zircOnia a partir da imobilizagdo de um agente surfactante (Triton X-114) na superficie da
silica e subseqlente incorporacdo de nanoparticulas de zircdnia. O material foi submetido a
uma etapa posterior de sinterizagéo, a temperaturas superiores a 500 °C, para a combustao dos
componentes organicos, fornecendo um material de silica com uma camada de nanoparticulas
de zirconia. Este método permitiu a incorporagdo de varias camadas de zirconia na superficie
da silica pela simples repeticdo do procedimento experimental, tantas vezes se fagam
necessarias. Os autores obtiveram oito camadas de nanoparticulas de zircénia sobre a silica.
De maneira similar, Ge et al.”® prepararam um suporte de silica-titania com varias camadas de
tithnia sobre a silica, empregando dodecilsulfato de soédio como agente surfactante e

temperaturas de 525 °C para a combustao dos componentes organicos do material.

11
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1.3. Fases estacionarias

1.3.1. Fases estacionarias quimicamente ligadas

O desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia esta diretamente
associado ao desenvolvimento da tecnologia de preparo das fases estacionarias. Em especial
na CLAE-FR, este desenvolvimento foi impulsionado pela introducdo das fases estacionarias
quimicamente ligadas (FEQL). Anteriormente, o recheio da fase estacionaria era constituido de
um liquido estacionario de baixa massa molar apenas sorvido ao suporte cromatografico. A
manutencao da concentragao constante do liquido estacionario no suporte se mostrava dificil e
ineficiente com o emprego de vazdes mais altas da fase moével. Para a conducdo das
separagdes cromatograficas fazia-se necessario a pré-saturagdo da FM com a FE e o controle
rigido da temperatura da coluna cromatografica. Tais necessidades impossibilitavam
separagdes no modo de eluicdo por gradiente, as quais eram freqlientemente desejadas para
separacao de misturas complexas. A eliminacdo de muitos destes problemas tornou-se possivel
com o advento das FEQL para CLAE-FR, na qual cadeias orgénicas foram ligadas
covalentemente a superficie do suporte, fornecendo alta estabilidade hidrolitica ao liquido
estacionario’.

Diversos métodos foram sugeridos para modificar covalentemente a superficie do
suporte de silica. A esterificacdo® foi o primeiro passo para obtengdo das FEQL. Neste método,
as fases foram preparadas pela esterificacdo direta de grupos silandis (Si-OH) da silica com
uma camada organica monomolecular de um alcool (R-OH), como ilustrado na Figura 2a.

No entanto, os ésteres de silicato apresentaram baixa estabilidade hidrolitica e com a
popularizacdo das fases mdveis aquosas o uso da silica esterificada tornou-se rapidamente
obsoleto para separacdées em CLAE-FR™.

Em um outro método, as FEQL foram preparadas pela reagédo dos grupos Si-OH da
silica com cloreto de tionila seguida pela reagdo com um reagente de Grignard apropriado, para
produzir liga¢des do tipo Si-C ou pela reacdo com aminas para fornecer estruturas com ligagoes
do tipo Si-N (Figura 2b). Estes materiais apresentaram estabilidade hidrolitica superior as fases
estacionarias esterificadas. Entretanto, reacdes de Grignard freqientemente resultam em
baixas concentragdes do ligante na superficie do suporte e presencga de residuos indesejaveis

no recheio apds a reacgdo. As fases do tipo Si-N sao restritas a uma faixa muito limitada de pH
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(4 a 8) quando fases médveis aquosas sao empregadas. Estas diferentes limitagdes restringiram

o uso das fases estacionarias Si-Ph ou Si-N para CLAE-FR'"'279,

a) Esteres de silicato
=Si—O0H + R—OH —»  =Si—OR 4+ HO

b) Ligacoes de silica-carbono e silica-nitrogénio

MgBr

H
HNCH,CH,NH> |

—=Si—OH 4+ SOCl, — » —=Si—Cl

c) Ligacées siloxano

CISiR,R'
—Si—OH + ou —— >  =Si—O0—SIiRR
ROSIRR'

Figura 2. Reagdes para o preparo de fases estacionarias quimicamente ligadas.

Atualmente, o método mais utilizado para o preparo das FEQL & a organossilanizagéo®'
(Figura 2c). Neste método, as fases ligadas s&o preparadas pela reagédo dos grupos silandis da
silica com reagentes organossilanos, resultando em fases estacionarias com ligagdes do tipo
siloxano (Si-O-Si-C). As FE deste tipo sdo as mais estaveis hidroliticamente e as colunas
recheadas com este material exibem eficiéncias mais altas devido ao rapido processo de
transferéncia de massas'?. O agente silano pode ser monofuncional, bifuncional ou trifuncional
(Figura 3). Dependendo destas funcdes as fases apresentam caracteristicas fisicas e

cromatograficas bastante distintas. Outro fator importante é a auséncia ou presenca de agua
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durante a sintese que podem resultar em fases com ligantes monoméricos ou poliméricos,

respectivamente.

A B C

¥ ¥ ¥
X*S\i*R X*S‘ifR X*L’T‘.ifX

R X X

Figura 3. Agentes silanos empregados na organossilanizacdo de fases estacionarias, monofuncional (A),
bifuncional (B) e trifuncional (C). [R = CHz; R’ = normalmente, CgHq7 ou C4gH37; X = grupos metdxi ou
etoxi ou cloro].

Os ligantes monomeéricos sado obtidos com organossilanos mono, bi ou tri funcionais na
auséncia absoluta de moléculas de agua. O método mais comum de preparo das fases ligadas
monomeéricas envolve a reacdo de clorodimetilalquilsilanos (normalmente, alquil = CgH47 ou
CisHs7) com os grupos silandis da silica. A grande vantagem deste método € a alta
repetibilidade do preparo das fases, uma vez que cada grupo silanol reage com uma molécula
do silano. Estas fases sdo também conhecidas como fases do tipo escova devido a estrutura
orientada obtida pelo ligante'. As colunas cromatograficas recheadas com a fase monomérica
apresentam as mais altas eficiéncias devido a cinética favoravel envolvendo a rapida difusédo
dentro e fora da camada orgénica fina da FE. No entanto, o principal inconveniente do preparo
deste tipo de fase € que mais de 50 % dos grupos silandis da silica permanecem sem reagir
(silandis residuais), apdés o processo de sintese. Esta baixa concentracdo do ligante na
superficie esta associada ao impedimento estérico ocasionado pelos volumosos agentes
silanos empregados na reagdo. Embora os silandis residuais ndo estejam disponiveis para a
reacdo com o0s agentes silanos, alguns sao suficientemente acessiveis para interagir com
componentes da amostra durante a separagdo cromatografica. Os silandis residuais sdo os
principais responsaveis pelo aumento da retengdo e alargamento de pico de compostos
basicos®.

Diversos procedimentos sao relatados na literatura para a obtencido de fases
estacionarias reversas de maior estabilidade, minimizando as interacbes indesejaveis dos
silandis, tais como:

e Fases poliméricas quimicamente ligadas®*®. As FE s&do obtidas pela reacdo de agente
silano bi ou trifuncional na presenca de tragos de agua. Apesar da maior estabilidade

hidrolitica desta fase, a dificuldade de controlar a reagcdo de entrecruzamento e a
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espessura da camada resultante torna o processo pouco reprodutivel, sendo raramente
formada uma camada uniforme;

Capeamento'"2®

— Apés a ligagao das espécies quimicas (CgH47 ou C4gH37) na superficie
da silica, a FE é submetida a uma segunda reagcao com um agente sililante apropriado,
normalmente trimetilclorossilano e/ou hexametildissilazano, proporcionando melhor
protecao do suporte cromatografico e maior estabilidade a FE;

Fases com polimerizacdo horizontaf”™® — Neste método, monocamadas auto-
organizadas de silanos trifuncionais de cadeias longas (CgH47, C1gH47) € curtas (CH3) sédo
obtidas sobre as particulas de silica, melhorando a estabilidade hidrolitica das fases com
substancial redugcdo do acesso aos silandis residuais. Além disso, o processo de
obtencao destas fases é altamente reprodutivel, principalmente se comparado a fases
poliméricas convencionais.

Fases estericamente protegidas®?"%

S&0 obtidas pela reagdo de um reagente
organossilano contendo a espécie quimica (CgH4i7z ou CygHs7) na cadeia lateral e dois
grupos alquilas volumosos (isopropil ou isobutil) que restringem o acesso de solutos
basicos aos grupos silandis residuais. Desta forma, ha um aumento da estabilidade
quimica das fases. Comparativamente as fases de mesma cadeia alquila lateral, as
estericamente protegidas apresentam menor densidade de ligagédo, devido a limitagao
estérica durante o processo de silanizagao®.

Fases estaciondrias com grupos polares embutidos®®’

— Trata-se de um método
alternativo para a reducdo da atividade silanofilica das FE, pois a insercdo de grupos
polares (como amida, amina, uréia, carbamato) promovem uma competicdo destes com
solutos basicos pelos silanéis residuais.

Fases estaciondrias bidentadas®®® —

Preparadas a partir de silanos bifuncionais,
proporcionam maior restricdo do acesso de componentes da amostra aos silandis
residuais e maior estabilidade quimica quando empregadas fases moveis acidas ou
basicas.

Suportes  hibridos'*""

Apresentam em sua estrutura um correto balancgo
organico/inorganico, com propriedades intermediarias a grupos organicos e inorganicos
na forma pura. Estes suportes sdo comercializados com o nome de X-Terra. O suporte
mais comum contém unidades de metilsiloxano, tanto na estrutura interna quanto na
superficie das particulas de silica. Este material apresenta uma boa estabilidade entre pH
1 e 12, com aumento do recobrimento superficial nas fases quimicamente ligadas e

reducao da atividade silandfilica.
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e Uso de silicas mais puras'®'%

— Conhecidas como silicas do tipo B, que apresentam
apenas tracos de impurezas metalicas, tornando os silandis residuais menos acidos'®.
Em aplicagdes cromatograficas, estas silicas promovem separagdes de melhor
desempenho, principalmente para compostos basicos. Atualmente, quase todas as fases
estacionarias disponiveis comercialmente sdo preparadas a partir da silica tipo B, exceto
0s que partiram dos suportes hibridos.
Embora alguns destes procedimentos tenham oferecido melhor prote¢cdo do suporte

cromatografico, resultando em maior estabilidade quimica em fases médveis alcalinas, as fases

estacionarias preparadas, aplicando estas estratégias nao resolveram completamente o

problema dos grupos silanois residuais.

1.3.2. Fases estacionarias com polimeros sorvidos ou imobilizados
em suportes de silica

Uma outra estratégia desenvolvida para evitar as interagdes indesejaveis de
componentes da amostra com os grupos silandis residuais, oriundos das FEQL com baixa
concentracao de ligantes, foram as FE recobertas com polimeros. Idealmente, as fases
estacionarias quimicamente ligadas nao protegem suficientemente os analitos de interagdo com
os silanodis residuais, assim, uma protecdo mais eficiente pode ser alcangcada com a
imobilizagdo de macromoléculas na superficie e nos poros da silica®”'°.

Em principio, as fases estacionarias recobertas com polimeros combinam as
propriedades mecénicas de 6xidos inorganicos (tais como: silica, zirconia, titania, etc.) com a
inércia quimica e a seletividade de polimeros organicos”?. Estas fases apresentam uma série
de vantagens que as tornam extremamente atrativas para uso em CLAE-FR, tais como: melhor
protecédo dos silandis residuais (silica) ou de sitios 4cidos de Lewis (zircOnia, titnia, alumina)
comparado as FEQL, evitando interagcbes indesejaveis com componentes da amostra; protecao
mais eficaz da matriz do suporte inorganico contra o ataque quimico de fases moveis

72 Além disso, a seletividade destas fases

agressivas; maior facilidade de preparo; etc.
depende essencialmente dos grupos funcionais do polimero imobilizado. Devido a
disponibilidade de uma vasta gama de polimeros com diferentes funcionalidades, as fases
recobertas com polimeros permitem o ajuste flexivel da seletividade cromatografica dentro de

uma ampla faixa, dependendo apenas da escolha do polimero apropriado para a separagao.
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Uma grande variedade de polimeros foi empregada no preparo de fases estacionarias

recobertas para CLAE-FR, dentre estes se destacam: o poli(etileno)'®; o poli(butadieno)®*'5-1%°;

#0110 o " principalmente, os polissiloxanos — poli(dimetilsiloxano) (PDMS)"""""2,

9,58,60,61,111,113-119 8,120,121

o poli(estireno)
poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) e poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS)

A forma mais simples de preparo das fases recobertas com polimeros é realizada pelo
meétodo de evaporagao estatica do solvente sem etapas posteriores de imobilizagdo da camada
polimérica no suporte cromatografico'>'"®. Para isto, o polimero é apropriadamente dissolvido
em um solvente, no qual ele seja completamente soltvel (solvente “bom”) e a esta solugdo com
polimero € adicionada a matriz do éxido inorganico. Em seguida, evapora-se o solvente obtendo
a fase estacionaria sorvida. A sorcdo do polimero no suporte cromatografico € um processo
complexo governado por um balanco muito sutil entre fatores energéticos e entrépicos e deve
ser controlado cuidadosamente para a obtencdo de fases estacionarias confiaveis e

122

reprodutiveis ““. A quimica da superficie do suporte também tem uma influéncia significativa na

sor¢do dos polimeros. Os grupos reativos superficiais agem como pontos de ancoragem, nos

27,123,124

quais os polimeros podem se ligar covalentemente ou apenas interagir

fracament88,58,60,61,115-117,121.

Outro ponto a ser destacado na preparacédo destas fases é a quantidade de polimero
depositado na superficie do suporte. Se por um lado, uma quantidade maior de polimero
fornecera um material com maior protecdo dos silandis ou sitios acidos de Lewis, contra
interacdes indesejaveis com a amostra, por outro, resultara em uma camada mais espessa e
bloqueio dos poros do suporte. Desta forma, resultara em um processo de transferéncia de
massa mais lento e, portanto, fases estacionarias com baixo desempenho cromatografico.
Portanto, a preparagdo das fases recobertas com polimeros € uma etapa critica que tem por
finalidade a obtencao de duas propriedades idealizadas:

e Um filme fino que n&o bloqueie ou restrinja a entrada dos poros, para manter a estrutura
geral e a conectividade, resultando em rapida transferéncia de massa nos poros € no
filme polimérico;

e Uma camada polimérica uniforme, para recobrir completamente os sitios ndo especificos
de interagdes indesejaveis e, se possivel, impermeavel aos analitos a serem separados.

Existem varios formas de se fazer o recobrimento. Os mais comumente empregados
consistem na adsorcgdo fisica de um polimero pré-sintetizado, com composi¢cdo quimica bem
definida sobre o suporte cromatografico®”'°. Alternativamente, o polimero pode ser depositado

pela polimerizagao in situ de uma solugdo de mondmeros ou oligbmeros, iniciada ou propagada

17



Introdugéao

na superficie do suporte'®'?". A primeira forma é preferida por fornecer maior reprodutibilidade
no preparo das fases estacionarias'®.

Basicamente, o polimero sorvido pode formar um filme fino na superficie da silica
(Figura 4A) ou preencher todo volume do poro (Figura 4B), é possivel também haver uma
combinagao destas duas formas. Em ambos os casos, as cadeias poliméricas podem apenas
recobrir (por mecanismo de adsorcdo) as paredes dos poros sem entrecruzamento e sem
ligacdo a superficie (parte esquerda da Figura 4A e 4B), podem formar uma camada
densamente entrecruzada sem ligacdo quimica com a superficie dos poros (parte central) ou
entdo podem se ligar quimicamente as paredes dos poros (lado direito da Figura)’. Porém se a
sorcdo do polimero ao suporte for governada por interagido fraca, ele podera ser facilmente
removido durante a passagem da fase movel. Faz-se necessario, portanto, uma etapa de
imobilizagcao posterior a sorgdo para melhor “ancoragem” do polimero no suporte, fornecendo

uma maior estabilidade a FE.
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Figura 4. Tipos de deposicao polimérica nos poros do suporte cromatografico, recobrimento das paredes
dos poros (A) ou preenchimento do volume dos poros (B)'.

Ry
AAAAAALALALLAALLAALAARRANY N
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\j’g‘
SRR
SAAALALLAARLLARLAARLA RSN \v

3
3
3

Os métodos atuais de imobilizagao de polimeros sao originarios de varias técnicas para
a criacao de camadas poliméricas em materiais de vidro, da experiéncia em deposi¢ao de fases
estacionarias poliméricas em suportes para cromatografia gasosa e das varias técnicas para

modificacdo de suportes para cromatografia liquida classica, antes do desenvolvimento da
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CLAE. Porém, o grande avango conquistado nos procedimentos de imobilizagdo de polimeros
aconteceu com o advento da introducdo de microparticulas de silica macroporosas, pois
minimizou o risco de entupimento dos poros e possibilitou eficiéncias altas nas separacoes,
comparadas as silicas modificadas com ligantes de massa molar baixa’.

Atualmente, as FE imobilizadas sao obtidas por reagdes entre as moléculas individuais
da fase liquida sorvida, catalisadas, ou nao, por processos de entrecruzamento. Estas reagdes
de entrecruzamento resultam em camadas estaveis, quando comparadas com as FE apenas
sorvidas'"® e sdo insollveis nas fases méveis comumente empregadas em CLAE-FR. Varios
meétodos, quimicos ou fisicos, sdo empregados para que estas reagdes ocorram, tais como:

reticulagdo induzida por agentes quimicos como peréxidos e azocompostos®''*'?°: tratamento

8,9,119,128,129,131. 61,62,113,130,131
)

térmico radiacdo ionizante (radiagdo gama) e radiacao

microondas®® 109129131,
Ao longo dos ultimos 15 anos, o LabCrom tem direcionado esforgos para o preparo de

)107-109

fases estacionarias com polimeros, principalmente o poli(butadieno e diversos

8,112,129

polissiloxanos sorvidos e imobilizados por diferentes tratamentos sobre suportes de

108,111,112,118 58,60-62,109

silica e silica metalizada , sem a utilizacdo de agentes quimicos para indugao
do entrecruzamento das cadeias poliméricas. O principal foco destes estudos tem sido a
obtencdo de fases estacionarias com maior estabilidade quimica em condicbes drasticas de
fase mével.

A seguir é descrito o principio dos procedimentos fisicos mais comumente empregados

para a imobilizagdo dos polimeros sobre os suportes cromatograficos:

1.3.2.1. Radiacao gama

A radiagdo gama é uma radiagdo eletromagnética de origem nuclear, altamente
energética, que lhe confere um grande poder de penetragdo e uma alta capacidade de

132 Os radionuclideos cobalto-60 e césio-137

interacdo com espécies atdbmicas ou moleculares
sdo as principais fontes emissoras de radiacdo gama disponiveis comercialmente, sendo o
cobalto-60 o mais empregado por liberar raios gamas mais energéticos’>.

Quando a radiagdo gama incide na matéria, ocorrem processos tais como excitagéo
eletrénica e ionizacdo. As moléculas excitadas ou ionizadas podem sofrer cisbes ou reagirem
com outras espécies, através de radicais livres ou ions, produzindo novas substancias

quimicas. Assim, o efeito mais marcante da radiagdo gama em polimeros pode ser resumido na
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formacédo de produtos menores (degradacdo) ou maiores (entrecruzamento)'. A degradacdo
de um polimero resulta em mudangas em suas propriedades fisicas causadas por reagdes
quimicas que envolvem cisbes na cadeia polimérica. Estas reagdes quimicas levam a
diminuicdo do comprimento da cadeia. No entrecruzamento, as cadeias poliméricas sao ligadas
umas as outras, resultando em estruturas ramificadas tridimensionais de massa molar mais alta,
com propriedades fisicas caracteristicas'*.

No LabCrom, uma série de fases estacionarias foi preparada pela imobilizagdo via
radiacdo gama sem o emprego de agentes quimicos para indugdo do entrecruzamento

polimérico. O poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) foi imobilizado em suportes de silica™®, silica

59,60 61,62

titanizada e silica zirconizada”'""°, empregando radiacdo gama proveniente de uma fonte de
cobalto-60. Os resultados cromatograficos foram bastante satisfatérios e, em especial, as fases
baseadas em suportes de silica metalizada recobertas com PMOS apresentaram excelente
estabilidade quimica mesmo apds a passagem de 10.000 volumes de coluna empregando fase
movel em pH 12%°.

Outra possibilidade é o emprego da radiagdo gama juntamente com um iniciador radical
para induzir o entrecruzamento das cadeias poliméricas na superficie do suporte. Schomburg et
al.""® empregaram a radiagdo gama na presenca de metacrilato de alila para a imobilizagéo e
entrecruzamento das cadeias de polibutadieno (PBD), PMOS e PMODS em silica nua e silica
pré-silanizada (pré-capeada). Os autores obtiveram fases com bom desempenho
cromatografico e recobrimentos poliméricos de acordo com a quantidade de metacrilato de alila

adicionado.

1.3.2.2. Radiacao microondas

A radiagdo microondas é um tipo de energia n&o ionizante e, portanto, insuficiente para
romper ligagdes quimicas. Porém o aquecimento rapido induzido por ela pode ser utilizado
eficientemente na imobilizagao de polimeros sobre suportes cromatograficos. O mecanismo de
acao da radiagdo microondas baseia-se na transformacgao da energia eletromagnética em calor.
Basicamente, esta transformacao ocorre por duas formas diferentes: conducgao ibnica e rotacao
dipolar. A conducgido idbnica é uma forma de migracdo condutiva (eletroforética) de ions
dissolvidos em um campo elétrico aplicado. A rotagao dipolar é originada quando se aplica um
campo elétrico alto, ocorrendo o alinhamento de moléculas com dipolos permanentes ou

induzidos, presentes no meio. Quando o campo elétrico decresce devido a sua propria
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oscilagao, as moléculas alinhadas retornam ao estado inicial de desordem, produzindo uma
energia associada. Na freqliéncia de um forno de microondas comercial (2,45 GHz), o
alinhamento e a desordem ocorrem cerca de 5x10° vezes por segundo, proporcionando um
aquecimento muito rapido’>.

Alguns trabalhos desenvolvidos no LabCrom empregando a radiagao microondas como
forma de imobilizacdo de PMOS sobre suporte de silica’™ e silica-titanizada® e de

109,136

poli(butadieno) sobre particulas de silica titanizada resultaram em fases estacionarias com

bom desempenho cromatografico e boa estabilidade em condicdes alcalinas de fase movel.

1.3.2.3. Tratamento térmico

O tratamento térmico é uma fonte de energia empregada para as mais diversas
finalidades. Este vem sendo o principal procedimento para a obtencdo de fases reversas

imobilizadas com® ou sem?®118119.131.137

0 uso de agentes quimicos de entrecruzamento. O
principio da imobilizagao térmica baseia-se no aquecimento da amostra por condugao de calor,
no qual o recipiente contendo a amostra é aquecido e ocorre a transferéncia de calor para a
amostra. O tratamento térmico é empregado para acelerar a imobilizagdo do polimero nos

"9 A auto-imobilizagdo é

suportes cromatograficos, auxiliando no processo de auto-imobilizagao
um processo lento de imobilizagdo a temperatura ambiente, sendo necessario um longo periodo
de tempo, dependendo do tipo de fase e de suporte, para que ocorra o rearranjo das moléculas
do polimero na forma de uma camada estavel sobre a superficie dos poros do suporte'’.

Bottoli et al.® prepararam fases de PMOS e de PMODS termicamente imobilizadas em
particulas de silica, empregando temperaturas na faixa de 80 a 220 °C. Os autores observaram
que, em temperaturas mais baixas, 120 °C para o PMOS e na faixa de 80 a 100 °C para o
PMODS, as fases apresentam melhores desempenhos cromatograficos devido a formagao de
uma monocamada polimérica. Em temperaturas mais elevadas, o desempenho cromatografico
€ inferior, devido a formacdo de uma camada polimérica mais espessa, resultando em um
processo mais lento de transferéncia de massa. A imobilizacdo térmica foi empregada também
para o preparo de fases estacionarias baseadas em suportes de silica metalizada,
apresentando comportamento cromatografico semelhante as fases baseadas em silica nua®.

Fases estacionarias imobilizadas termicamente a temperaturas mais elevadas também
ja foram descritas na literatura. Ohmacht et al.® imobilizaram PMOS em particulas de silica

empregando temperaturas superiores a 300 °C na presenga de peroxido de benzoila para
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promover a reticulacdo do polimero sobre o suporte. As fases preparadas a 400 °C
apresentaram o melhor desempenho cromatografico e boa estabilidade quimica em fase moével
a pH9,0.

Porém, ainda nao existe uma fase estacionaria ideal, e cada tipo de fase tem seus pros
e contras. A principal desvantagem das fases recobertas (sorvidas ou imobilizadas) com
polimeros é a dificuldade de se obter uma camada polimérica uniforme ou bem definida na
superficie dos poros do suporte cromatografico. Nawrocki et al.?° sugeriram que o recobrimento
polimérico resultante, de uma forma geral, é invariavelmente retalhado e desigual (nao

homogéneo). Collins et al.”"’

mostraram que a deposi¢ao na forma de um filme polimérico fino e
uniforme ao longo de uma area superficial muito grande é energicamente desfavoravel e que,
preferencialmente, ocorrera a formagao de “plugs” dispersos ao longo de toda extensdo da
superficie da silica. Desta forma, a ndo homogeneidade do recobrimento resultara em
exposicao dos grupos silanodis residuais e, consequentemente, havera interagao indesejavel do
suporte com solutos da amostra e locais suscetiveis ao ataque quimico de fases moveis
alcalinas, acelerando a dissolugéo da silica. O grande desafio do preparo de fases recobertas
com polimeros hoje é a obtencdo de fases estacionarias com numero reduzido de sitios de
interacdes residuais, € o desenvolvimento de suporte estavel em uma faixa de pH ampla. O
LabCrom vem explorando estas duas linhas através do estudo da imobilizacdo de diferentes

polimeros sobre suportes de silica metalizada com camadas de 6xidos de titanio ou zircénio.

1.3.3. Fases estacionarias baseadas em suportes alternativos

recobertos com polimero

Como discutido anteriormente, 6xidos inorganicos como alumina, zirconia e titania
apresentam estabilidade hidrolitica numa faixa de pH bem mais ampla que a silica e, por este
motivo, a utilizagdo destes como suportes cromatograficos se tornou o foco de varios estudos
para a obtencdo de FE mais estaveis. Varias tentativas foram realizadas para modificar
covalentemente os suportes de titdnia, alumina e zirconia com ligantes orgéanicos comumente
empregados para o preparo de fases quimicamente ligadas baseadas em silica. No entanto, as
fases quimicamente ligadas baseadas nestes suportes alternativos, além de fornecerem
densidade de ligacao inferior, também nao asseguraram estabilidades quimicas comparaveis a

silica®**"®_ No intuito de contornar estes inconvenientes e empregar os suportes de maior
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estabilidade hidrolitica, um quantitativo nimero de estudos foi realizado para o recobrimento
polimérico destes materiais.
Carr e colaboradores tém empregado suportes de zircbnia recoberta com diversos

32106139140 ¢ polimeros aromaticos'’, incluindo o

polimeros, tais como: o poli(butadieno)
poli(estireno) (PS)*, como fases estacionarias reversas. A preparacdo, as propriedades e a
avaliagdo cromatografica das fases de zircbnia recoberta com PBD foram extensivamente

descritas por Carr e colaboradores® %390,

Estas fases apresentam comportamento
cromatografico, principalmente com relagéo a retencao e a separagdo de compostos neutros,
muito similares as fases reversas baseadas em silica. Porém, foram observadas diferencas
substanciais para compostos polares ou idnicos. As principais vantagens das fases de zircénia
recobertas com polimeros sédo as estabilidades térmica e quimica elevadas. Por exemplo, as
fases de zirconia recobertas com um polimero aromatico™’ foram estaveis em condicdes acidas
e alcalinas de fase mével a 160 °C. Fases de zirconia recobertas com PBD podem ser utilizadas
para analises por pelo menos 5.000 volumes de coluna em fase mével a pH 14 e também a
195 °C sem que ocorra a deterioragéo do leito cromatografico’®.

Jiang et al.’® estudaram o comportamento de retencdo de fases estacionarias de titania
recobertas com PBD e compararam os resultados com fases ligadas de silica-C18. Os autores
observaram que as fases de PBD baseadas em titania tém comportamento de retencdo muito
similar as baseadas em silica-C18, ou seja, a separagao de compostos nas fases titania-PBD &
governada por mecanismos de particdo. De uma forma geral, nas fases de titdnia-PBD a
retengdo dos compostos é um pouco maior que na silica-C18. Outros pesquisadores’"
estudaram a viabilidade e a estabilidade de fases de alumina recobertas com polimeros, e
obtiveram resultados similares aos descritos para fases a base de titania e zircénia, com
desempenho cromatografico satisfatério para compostos apolares, porém com baixo

desempenho para compostos polares, acidos e basicos.

1.3.4. Historico e perspectivas das fases estacionarias baseadas em
suportes de silica metalizada

Desde os primeiros estudos realizados com as fases estacionarias baseadas nos
suportes de silica metalizada foram obtidos resultados muito promissores para solucionar um
histérico problema da cromatografia liquida de alta eficiéncia: a estabilidade quimica limitada de

suas fases estacionarias, convencionalmente baseadas em silica, a uma faixa estreita de pH, 2
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a 8. A tentativa de substituigdo do suporte de silica por um outro material mais estavel, organico
ou inorganico, se esbarra no baixo desempenho cromatografico das fases baseadas nestes
suportes alternativos, apesar da obtencao de fases estacionarias estaveis em faixas mais
amplas de pH. A alternativa encontrada pelos pesquisadores do LabCrom foi a unido, em um
unico material de suporte, das propriedades da silica, apropriadas para finalidades
cromatograficas, a estabilidade quimica maior de 6xidos metalicos.

As primeiras fases estacionarias baseadas em suportes de silica metalizada foram
preparadas no LabCrom pela sorcdo de PMODS™? e PMOS'™® sobre silica zirconizada. O
suporte de silica zirconizada foi preparado pela reacao sob refluxo de tetracloreto de zircénio
(IV) com silica cromatografica em temperaturas brandas. No entanto, a quantidade de zircénio
incorporada a silica foi extremamente baixa, apenas 1,5 %. A este suporte de silica zirconizada
foi sorvida uma camada de PMODS"? ou de PMOS' e as fases estacionarias resultantes
apresentaram desempenhos cromatograficos similares aos obtidos por fases baseadas em
suportes de silica nua. Este fato por si s6 trouxe grande perspectiva para o uso deste material
como suporte cromatografico. Porém, os pardmetros de retengdo dos compostos nestas fases
apresentaram baixa estabilidade com a passagem continua de fase moével. Para o aumento da
quantidade de zircdnio incorporada & silica, Melo et al.®"®? empregaram temperaturas mais
elevadas (150 °C) e substituiram o tetracloreto por tetrabutoxido de zircénio no processo de
sintese, resultando em aproximadamente 15 % de zircOnio na silica. Além disso, os autores
imobilizaram o PMOS na silica zirconizada através da radiacdo gama para aumentar a
estabilidade dos parametros de retencdo dos compostos durante as analises cromatograficas.
Os primeiros testes de estabilidade quimica das fases baseadas em silica zirconizada também
foram realizados por estes autores, mostrando boa estabilidade dos parametros
cromatograficos destas fases em condigbes alcalinas.

Simultaneamente ao desenvolvimento das fases com PMOS sorvido e imobilizado por

raios gama sobre a silica zirconizada, Silva et al.**%°

prepararam um novo tipo de fase
estacionaria baseada na imobilizagdo do PMOS sobre silica titanizada. O procedimento de
obtencao do suporte de silica titanizada foi similar ao obtido para a silica zirconizada, contudo, a
quantidade de titanio incorporada a silica foi muito inferior, apenas 5 %. Os autores também
imobilizaram, por radiagdo gama, uma camada de PMOS sobre este suporte, a fase
estacionaria resultante apresentou desempenho cromatografico similar as fases baseadas em
suportes de silica nua com boa estabilidade dos parédmetros cromatograficos em condigdes

alcalinas drasticas, tal como em pH 12 (0,01 mol L™' NaOH).
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Apb6s os bons resultados obtidos com as fases de PMOS baseadas na imobilizacao
sobre particulas de silicas metalizadas (zirconizada e titanizada) esforgos foram direcionados
para o estudo de outros polimeros e novos procedimentos de imobilizagdo, como por exemplo:

Morais %913

estudou o comportamento de fases estacionarias obtidas pela sorgcdao e
imobilizagao por radiagdo microondas de PBD sobre particulas de silica titanizada, a qual foi
sintetizada a partir de alcéxidos metalicos, obtendo cerca de 9 % de titanio incorporado a silica;

e Fonseca et al.%®'%

empregaram o tratamento térmico e a radiagdo microondas como
procedimentos de imobilizagdo do PMOS sobre particulas de silica contendo cerca 9 % de
tithnio. Em todos os casos, foram obtidas fases estacionarias de bom desempenho
cromatografico e estabilidade quimica, em condi¢bes alcalinas de fase mével, superior a obtida
por fases similares baseadas em suportes de silica nua.

Mais recentemente, os estudos do grupo tém se voltado para o desenvolvimento de
fases estacionarias baseadas em suportes de silica metalizada de seletividades variadas, tal
como a imobilizagcdo de misturas de polimeros de polaridades distintas e de polimeros com

%5 As fases estacionarias reversas resultantes tém apresentado um

caracteristicas mais polares
compromisso interessante, em termos de seletividade, entre as fases reversas convencionais e
as fases estacionarias normais'®. Outro foco de pesquisas tem sido o desenvolvimento de
fases estacionarias quimicamente ligadas baseadas nos suportes de silica metalizada™®'*. O
processo de sintese baseado na reacdo sob refluxo de alcéxidos de titanio para o preparo do
suporte de silica titanizada vém resultando em quantidades altas de titanio sobre a silica,
aproximadamente 15 %. Além disso, as fases estacionarias quimicamente ligadas com estes
suportes tém apresentado estabilidade quimica, em condicbes alcalinas, superiores a uma
vasta gama de fases estacionarias disponiveis comercialmente. Ambos os estudos tém
empregado um numero maior de camadas de Oxidos metalicos sobre o suporte de silica
cromatografica, o qual tem mostrado um aumento significativo na estabilidade quimica das
fases se comparada a estabilidade de fases baseadas em suporte com apenas uma camada de
6xido metalico incorporada 4 silica'®.

Cada um destes trabalhos contribuiu significativamente para que as fases estacionarias
preparadas no LabCrom alcangassem, atualmente, um nivel adequado de qualidade. No
entanto, muitos estudos ainda se fazem necessarios, como por exemplo: o desenvolvimento de
um método que possibilite o recobrimento mais uniforme das particulas do suporte para eliminar
as interagdes indesejaveis de grupos residuais altamente acidos com componentes polares da
amostra; bem como a avaliagdo de novos 6xidos metalicos que possam ser incorporados a

superficie da silica (tais como: crbmia, céria, alumina, etc.) e de novos polimeros, os quais

25



Introdugéao

possibilitem ajustar a fase estacionaria a um determinado problema analitico € ndo o contrario,
como comumente é realizado; o preparo de suportes com mais camadas de 6xidos metalicos;

etc.

1.4. Seletividade da fase estacionaria, poli(metiltetradecil-

siloxano)

Uma questao frequentemente é levantada, “Por que as fases estacionarias baseadas em
grupos octadecil sdo as mais empregadas?. Segundo Kirkland”® existem vérias razdes para
isto, mas a principal é a tradicao. As fases estacionarias baseadas em C18 foram as primeiras a
serem preparadas devido a disponibilidade e baixo custo do reagente silano de C18. Os
reagentes silanos baseados em grupos C18 foram usados para outras finalidades e foram
fornecidos, naquela época, por diversas fontes. Portanto, era natural que os pesquisadores
empregassem este reagente em seus experimentos. Desta experiéncia surgiram as primeiras
colunas comercialmente disponiveis para CLAE-FR. Uma outra razdo para a popularidade do
C18 é a quantidade orgénica relativamente alta que se reagia com os suportes de silica (fases
densamente ligadas). Este fato foi muito importante no inicio do desenvolvimento da CLAE, pois
se utilizavam suportes de silica superficialmente porosa ou suportes peliculares, que
apresentavam pequena area superficial, a qual limitava a retencdo do componente da amostra.
Portanto, uma alta porcentagem organica no suporte era necessaria para uma retencdo mais
forte dos analitos a serem separados. Uma outra vantagem potencial era o comprimento da
cadeia organica do C18 que protegia mais eficientemente o suporte do ataque de fases moéveis
mais acidas e também mais basicas, comparado aos ligantes de cadeias mais curtas. Esta
estabilidade das colunas C18 foi de extrema importancia naquela época, pois desta forma, os
cromatografistas poderiam focar a atencdo na reprodutibilidade da separagao’®.

Entretanto, existem algumas desvantagens relacionadas as fases baseadas em C18.
Recheios cromatograficos densamente ligados, como descritos acima, podem exibir o colapso
da fase quando se empregam fases madveis contendo percentagem aquosa alta. Além disso,
fases estacionarias com ligantes de cadeias mais curtas podem apresentar eficiéncia de coluna
ligeiramente maior para alguns compostos. Recheios cromatograficos com grupos funcionais
mais curtos podem re-equilibrar mais rapidamente apés as separagdes empregando eluicbes

por gradiente.
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Portanto, uma outra questdo pode ser aqui colocada. Existe alguma fase estacionaria
alquila ideal, em geral, com as melhores caracteristicas para separagcbées no modo de fase
reversa? Segundo Kovats e colaboradores' a resposta é sim. Estes autores determinaram em
seus estudos que o grupo C14 proporciona, de uma forma geral, as propriedades 6timas para
uma fase estacionaria, pois, fases estacionarias com o grupo C14 resultardo em separagbes no
modo de fase reversa com boa eficiéncia, estabilidade, picos simétricos e caracteristicas
apropriadas de retencdo. Embora este e outros estudos sugiram que grupos C14 (ou C12)
apresentem caracteristicas cromatograficas mais apropriadas que o C18, este ultimo
juntamente com o grupo C8 ainda sao os mais populares. Curiosamente, ndo se encontram
relatos do uso das “fases 6timas” baseadas em C12 e C14 nos dias de hoje.

Um dos objetivos deste trabalho foi verificar as caracteristicas cromatograficas do
poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS). O PMTDS é um polissiloxano com cadeias poliméricas
contendo 14 atomos de carbono em média (Figura 5) e possui um alto grau de compatibilidade
de hidrocarboneto. Assim, como qualquer outro polissiloxano, apresenta boa estabilidade
térmica e termo-oxidativa, elasticidade a baixas temperaturas, temperatura de transicao vitrea
baixa e resisténcia quimica e mecanica, enquanto a seletividade é dependente do grupo

tetradecil presente na estrutura polimérica'".

o
C‘:Hs <(‘:H2 3 (‘:Hs
CH37‘Si70 7?i70 7?iiCH3
CH, CH; |, CH,

Figura 5. Estrutura polimérica do PMTDS.

1.5. Testes cromatograficos de caracterizacao

A grande utilizagdo de fases reversas levou a introducdao de uma ampla faixa de
diferentes fases estacionarias, como visto, de alta qualidade que, juntamente com um grande
numero de ferramentas para controle e otimizacdo das separagdes, contribuiram para a sélida
popularizacdo da CLAE-FR. Entretanto, as varias centenas de fases reversas, em muitos casos
nominalmente idénticas, disponiveis atualmente dificultam a selecdo de uma melhor coluna
para um problema especifico de separacdo. Este problema se estende tanto as fases

quimicamente ligadas quanto as fases recobertas por polimeros. Desta forma, para que a
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selecao da coluna contendo a fase estacionaria apropriada, para a separagao em questao, nao
se torne um problema, uma completa caracterizagcdo da fase estacionaria é extremamente
desejavel para  diferenciar  caracteristicas  aparentemente  similares’. Métodos
espectroscopicos'?, termogravimétricos' e fisico-quimicos para a caracterizagdo sao
freqientemente empregados. Porém, estes métodos destroem a fase estacionaria durante a
analise. Uma alternativa mais apropriada € o uso de testes cromatograficos que avaliam a
qualidade, as caracteristicas e a viabilidade analitica das fases com base em interagdes
intermoleculares entre o analito, a fase estacionaria e a fase moével, sem a destruicdo da
coluna™*.

Um grande numero de testes cromatograficos tem sido discutido na literatura. Apesar da
maioria dos protocolos testes sugeridos fornecer apenas um sistema de qualificagcao interna das
proprias fases, que em nada contribuem para um sistema objetivo de caracterizagdo geral,
alguns protocolos testes simples para avaliagdo de fases estacionarias reversas foram
sugeridos para tal propdsito. Estes testes permitem a comparagéo das propriedades (tais como:
retencdo, hidrofobicidade, seletividade estérica, atividade silanofilica, capacidade de troca
ibnica e habilidade de formar ligacdes de hidrogénio, além da eficiéncia da coluna) de uma
determinada fase em relacdo a uma outra em especifico, ou, em relagao a valores encontrados
na literatura’™*'*®. Os mais conhecidos e freqiientemente empregados foram sugeridos por
Tanaka e colaboradores'’, Engelhardt e Jungheim'® e Neue et al.”®'®°. Além da simplicidade
e da possibilidade de uma comparagdo geral entre fases aparentemente idénticas, também

contribuem para um entendimento mais detalhado da retencéo e seletividade em CLAE-FR.

1.6. Avaliacao cromatografica de fases estacionarias

O cromatograma da separacao de uma determinada mistura-teste, contendo compostos
previamente selecionados, pode ser utilizado para fornecer informagdes a respeito do
desempenho de uma coluna cromatografica. Para isto, alguns parametros cromatograficos sao
calculados a partir de dados caracteristicos dos compostos obtidos no cromatograma, como

mostrado na Figura 6:
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Figura 6. O cromatograma e suas informagdes caracteristicas.

no qual:
W € a largura do pico na linha de base;
Wy € a largura do pico a meia altura;
tw € o tempo de retencdo de um composto nao retido pela fase estacionaria, isto €, o tempo
gasto pela fase mével, na qual a amostra injetada se encontra diluida, para percorrer a coluna
cromatografica e conexdes até a cela do detector.
tr € o tempo de retengdo do composto, isto €, o tempo que o composto leva para percorrer o
sistema cromatografico desde o momento de sua injecao até o registro do maximo de seu pico.
Dois componentes s6 poderao ser separados se tiverem tempos de retencao diferentes
na fase estacionaria. O tempo que um composto fica retido na fase estacionaria, tempo de
retencdo ajustado (t'r), € obtido pela diferenga entre o tempo total gasto pelo composto no
sistema cromatografico (ir) e o tempo em que ele se encontra na fase moével (ty), t'r = tr - tu.
O tempo de retengdo € uma fungao de algumas variaveis, dentre as quais se destacam:
a vazao da fase mével e do comprimento da coluna. Se a fase mdvel tiver uma vazao muito
baixa ou se a coluna for muito longa, tanto o ty quanto o tg serdo muito altos. Portanto, o tg ndo
€ apropriado para caracterizar um determinado composto. Neste caso, é preferivel utilizar o
fator de retencéo (k), pois este parametro é independente do comprimento da coluna e da
vazao da fase movel e representa a razao molecular do composto nas fases estacionaria e
movel, como sugerido pela Equacao 1, onde ns e ny sdo os numeros de moléculas retidas na

FE ou percorrendo a coluna na FM, respectivamente.
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k = Ns _ (tﬁj = 'R Equacéo 1
M tM

O fator de retengao deve compreender valores de 2 a 10, preferivelmente. Se os valores
de k sdo muito baixos, o grau de separagao pode ser inadequado, valores de k muito altos
resultam em tempos de analises muito longos'#'®".

Dois componentes em uma mistura ndo podem ser separados se apresentarem o
mesmo valor de k. O grau de separacdo entre dois compostos adjacentes em um
cromatograma normalmente é verificado pelo fator de separacéo (a)'", conforme mostrado na

Equacao 2:

k1  tR1-tR2

Equacgao 2
com k, > ki. Se a = 1, nenhuma separagao ocorre porque os tempos de retengdo dos
compostos sao idénticos. O fator de separacdo € uma medida do potencial do sistema
cromatografico para a separagdo de dois compostos, ou seja, sua seletividade, que é
totalmente dependente das fases estacionaria e mével empregadas'”.

A resolucado (Rs) de dois compostos adjacentes é definida pela razdo da distancia entre
0s maximos dos dois picos correspondentes (ou seja, a distdncia entre os dois tempos de

retencao, tr) e a média aritmética das larguras a linha de base dos dois picos:

t —t t -t
Rs =2 [M} ~1177 [M} Equacdo 3
Wph1+Wp2 Wh1+Wh2

Quando Rs = 1, os picos nao estdo completamente separados, mas € possivel observar
a presenca de dois componentes. Resolucédo de 1,25 representa uma separagao ideal de dois
compostos adjacentes, sem nenhuma superposicdo dos picos se estes sdo perfeitamente
simétricos".

A simetria de um pico no cromatograma € determinada pelo fator de assimetria (As). O
fator de assimetria é calculado a partir da razdo da distancia horizontal do ponto central até o

fim do pico (CB) pela distancia horizontal do inicio até o ponto central do pico (AC), conforme
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mostrado na Figura 7. Por razdes praticas, como problemas de estabilidade da linha de base,

esta medida é realizada a 10 % da altura do pico.

I 10 % da altura do
pico

Figura 7. Medida e calculo do fator de assimetria do pico.

Segundo a literatura, os valores de As devem estar entre 0,9 e 1,2, sendo admitido
valores de até 1,6'"'2.
Finalmente, o cromatograma pode ser utilizado para calcular o nUmero de pratos, N, em

uma coluna, conforme sugere a Equacéo 4:

tR 2 tR 2
N=16 (—j =554 (—j Equacéo 4
Wh Wh

A partir da Equacéo 4, nota-se que a eficiéncia de uma coluna sera maior quanto mais
estreito for o pico cromatografico. Além disso, outros fatores podem alterar o numero de pratos
de uma coluna como, por exemplo: tamanho das particulas do recheio estacionario, condi¢des
de enchimento da coluna, tipo de soluto, comprimento da coluna, etc. Normalmente, a eficiéncia
de uma coluna usada em CLAE é expressa em numero de pratos por metro (N/m), pois, desta
forma, é possivel comparar a eficiéncia cromatografica de colunas de diferentes comprimentos.

A medida da altura de um prato (H) € uma outra forma de se comparar o desempenho

de colunas cromatograficas diferentes. H pode ser obtida de acordo com a Equacéo 5:
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H= Equacdo 5

L
N
onde: L é o comprimento e N o numero de pratos da coluna.

Outra forma de expressar a eficiéncia de uma coluna cromatografica é através da

equacao de van Deemter, Equacgao 6:
H=A+%+Cp Equagéo 6

onde: p é a velocidade linear da fase moével (u =L/ ty). O termo A da equagéao esta relacionado
a difusao turbilhonar, que resulta em alargamento dos picos devido aos diferentes caminhos
percorridos pelas moléculas do analito. Uma das formas de minimizar o efeito do termo A na
equacéo de van Deemter é a utilizagdo de colunas com didmetros internos reduzidos, com boa
compactacdo do recheio cromatografico constituido de particulas uniformes e de tamanho
reduzido. O termo B esta relacionado a difuséo longitudinal, na qual as moléculas do analito séo
espalhadas na fase mével. A forma mais simples de minimizar este efeito é a utilizacdo de
velocidades lineares altas de fase movel. Este termo tem contribuicdo de pouca relevancia em
CLAE, pois o coeficiente de difusdo de um dado composto no liquido € muito baixo. O termo C
esta relacionado ao efeito de transferéncia de massa, o qual quantifica a dificuldade de
transferéncia das moléculas do analito entre a fase movel e a fase estacionaria. Para minimizar
a contribuicdo deste efeito na equacdo de van Deemter pode-se reduzir a espessura do filme
polimérico ligado/imobilizado/adsorvido a superficie das particulas do suporte. Quanto maior a
espessura deste filme, maior sera a contribuicio do termo C para a equacido e,
consequentemente, menor sera a eficiéncia da coluna.

A equacao de van Deemter, contendo a contribuicdo dos termos A, B e C, pode ser

representada graficamente, conforme ilustrado na Figura 8.
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E
iy H=A+B/u+Cpu
Cu
I_lml'nimo -
A

B/u

Velocidade linear da FM (m s)

= 5 -

“étima

Figura 8. Curva de van Deemter'®.

A curva de van Deemter mostra que existe uma vazdo otima (f) de fase movel,
relacionada a velocidade linear (u), que resulta em um valor maximo de eficiéncia de coluna ou

em um valor minimo de H.

1.7. Planejamento e Otimizacao de Experimentos

O planejamento e a otimizagcado de experimentos sdo ferramentas usadas para examinar
sistematicamente diferentes tipos de problemas nos mais diversos setores de pesquisa,
desenvolvimento e producido. Quando os experimentos sao realizados de forma aleatdria € de
se esperar que os resultados também sejam obtidos de forma aleatéria. Por isso, faz-se
necessario o planejamento de experimentos para que a informagédo de interesse possa ser
obtida.

Em qualquer procedimento experimental, algumas varidveis podem influenciar o
resultado de forma positiva ou negativa. Quando a lista de variaveis a serem investigadas esta
completa, um planejamento experimental é escolhido para estimar a influéncia das diferentes
variaveis nos resultados. O planejamento fatorial permite determinar a influéncia de todas as
variaveis experimentais, bem como os seus efeitos de interagdo na resposta investigada. Para

se fazer um planejamento fatorial completo, os experimentos devem ser realizados em todas as
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possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. Desta forma, para k variaveis investigadas em
dois niveis cada, serdo necessarios, pelo menos, 2* experimentos. Ou seja, para duas variaveis
investigadas sdo necessarios, no minimo, 4 experimentos. Porém, quando se conhece pouco
sobre o procedimento experimental faz-se necessaria uma triagem das variaveis que realmente
influenciam os resultados, de forma significativa. Neste caso, se a quantidade de variaveis a
serem investigadas é muito grande, torna-se inviavel o uso de um planejamento fatorial
completo. Por exemplo, se tiverem 7 (sete) variaveis a serem estudadas, serdo necessarios 2’
= 128 experimentos. No entanto, planejamentos fatoriais fracionarios permitem o estudo de um
grande numero de variaveis realizando apenas um numero limitado de experimentos sem
perder as informacdes de interesse'®'®*. Este tipo de planejamento é aplicavel, principalmente,
em triagens de variaveis.

Muitas vezes a determinagdo das variaveis que influenciam nos resultados e a
intensidade desta influéncia sao apenas uma das etapas do processo. Principalmente em
quimica analitica, a otimizacao de um procedimento experimental € uma necessidade, seja para
a reducao de gastos ou de tempo, entre outros. Uma excelente ferramenta para otimizagéo de
um procedimento analitico é a utilizacdo de metodologia de superficie de resposta. A
metodologia de superficies de respostas € uma boa forma de ilustrar graficamente a relacdo
entre diferentes variaveis experimentais e as respostas. A Unica exigéncia que se faz para a
determinagédo do ponto de 6timo (melhor resultado) é que a fungéo polinomial que explica os
resultados contenha termos quadraticos. Para ajustar os dados experimentais a um modelo
quadratico, normalmente aplica-se o planejamento composto central'®*'%. Este planejamento é
divido, basicamente, em trés partes:

¢ Planejamento fatorial completo ou fracionario, para determinacdo das variaveis que
influenciam significativamente os resultados;

e Experimentos no ponto central. O ponto central é a condi¢ao intermediaria aos niveis de
todas as variaveis estudadas;

¢ Planejamento axial (ou estrela), que sdo experimentos realizados em pontos axiais, com
distancia + o da origem. Este tipo de planejamento pode ser melhor entendido quando
ilustrado graficamente. A Figura 9 apresenta um sistema de coordenadas situando cada

etapa do planejamento composto central.
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-oo -1 0 +1 +a
Figura 9. Planejamento composto central para duas variaveis. () planejamento fatorial 22, (+) ponto
central e (@) planejamento axial.

O planejamento experimental permite conclusdes apenas dentro da regido investigada
(superficie de resposta), porém, é uma ferramenta bastante util e confiavel para otimizacao de

processos em quimica analitica.
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2. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve por objetivo principal o desenvolvimento de FE para serem
empregadas em CLAE-FR, baseadas na imobilizagdo do polimero PMTDS na superficie e
poros de particulas de silicas metalizadas (silica zirconizada e silica titanizada) de 5 um. Para
justificar as suas competitividades, as FE desenvolvidas deverdo apresentar desempenho
cromatografico similar e estabilidade maior quando comparadas as fases disponiveis
comercialmente.

Para alcangar os objetivos delineados, foram realizadas as seguintes etapas:

e Sintese dos suportes de silica metalizada, através da modificacdo da superficie da silica
com tetrabutdxido de zircOnio ou titanio, otimizando a percentagem do metal incorporado
a silica.

e Caracterizagao textural e estrutural das particulas de silica metalizada, empregando
métodos fisicos e quimicos.

e Preparagao das fases estacionarias, empregando o método de evaporagao estatica do
solvente e, aplicando, para a imobilizacdo do PMTDS sobre as particulas de silica
metalizada, a radiacdo gama e o tratamento térmico.

¢ Avaliacdo da adsorcao do PMTDS sobre os suportes de silica metalizada, fenédmeno da
auto-imobilizacdo™*°.

e Otimizacdo das condi¢cdes de imobilizacdo das fases estacionarias para a obtencéo de
colunas cromatograficas com bom desempenho cromatografico.

e Caracterizagdo das fases estacionarias sorvidas e imobilizadas, empregando testes
quimicos, fisicos e cromatograficos.

e Avaliagdo da estabilidade quimica das fases estacionarias otimizadas em condi¢des
alcalinas de fase mével e comparagcdo com a estabilidade de fases estacionarias
similares baseadas em suportes de silica nua, nas mesmas condic¢oes.

¢ Avaliacdo da aplicabilidade das fases estacionarias na separacido de diferentes classes

de compostos.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

- Acenafteno, 99 %, Aldrich.

- Acido Nitrico, p.a., Synth.

- Agua Deionizada Milli Q Plus, Millipore.

- Anilina, 99,5 %, Fluka.

- Benzeno p.a., Synth.

- Benzilamina, 99 %, Merck.

- Benzonitrila, Riedel — de Haen.

- Butilbenzeno, 98 %, Merck.

- Butanol, grau cromatogréfico, Tedia.

- Cafeina, 100 % USP, Aldrich.

- Cloroférmio p.a., Tedia.

- Diclorometano, grau cromatografo, Tedia.

- Diclorometano, p.a., Merck.

- Etilbenzeno, Merck.

- Fenol, 99 %, Aldrich.

- Hexano, grau cromatografico, Tedia.

- Isopropanol p.a., Tedia.

- Metanol grau cromatografico, Tedia.

- Naftaleno, Carlo Erba.

- N,N-Dimetilanilina, 98 %, Fluka.

- o-Terfenila, 99 %, Merck.

- Oxido de titanio, 99,7% de pureza, Alfa Aesar.

- Oxido de zirconio, 99,7% de pureza, Alfa Aesar.
- Peneira molecular de 30 nm, Alfa Inorganics Ventron.
- Pentilbenzeno, 98 %, Merck.

- Poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS), United Technologies.
- Silica Kromasil, particulas de 5 ym, Akzo Nobel.
- Tetrabutoxido de titanio, 97 %, Sigma Aldrich.
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- Tetrabutoxido de zircénio, 99 %, Aldrich.
- Tolueno p.a., Merck.

- Trifenileno, 98 %, Fluka.

- Uracil, 98 %, Aldrich.

3.2. Fases estacionarias comerciais

3.2.1. Recheadas no laboratoério

Kromasil-C18, com particulas esféricas, didmetro médio de 5 um, de silica-C18, Eka
Chemicals. Coluna de 60 x 3,9 mm de d.i.

Lichrosorb-RP18, fase estacionaria constituida por particulas irregulares de silica-C18,

didmetro médio de 10 um, Agilent Technologies. Coluna de 60 x 3,9 mm de d.i.

Rainin-ODS, fase estacionaria constituida por particulas irregulares de silica-C18, diametro

médio de 5 um, Varian. Coluna de 60 x 3,9 mm de d.i.

Spherisorb ODS, fase estacionaria constituida de particulas esféricas de silica-C18, diametro

médio de 10 um, Waters. Coluna de 60 x 3,9 mm de d.i.

3.2.2. Colunas comerciais prontas

- Kromasil-C18, com particulas esféricas, diametro médio de 5 um, de silica-C18, recheando
uma coluna de 125 x 4,6 mm de d.i., Eka Chemicals.

- Chromolith-C18, coluna monolitica de silica-C18 com dimensdes de 100 x 4,6 mm de d.i.,
Merck.

- Luna-C8, coluna com dimensées de 125 x 4,6 mm de d.i. recheada com particulas esféricas

de silica-C8, Phenomenex.
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3.3. Agroquimicos e farmacos

3.3.1. Agroquimicos

- Atrazina, 97,7 %, adquirido na Novartis.

- Carboxim, 99,0 %, adquirido na BASF.

- Cianazina, 98,0 %, adquirido na Cyanamid.

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

- Imazetapir, 99,0 %, adquirido na ChemService.

- Linurom, 99,5 %, adquirido na Hoescht.

3.3.2. Farmacos

- Acido acetilsalisilico, doado pela Medley.
- Alprazolam, doado pela Medley.

- Amitriptilina, doado pela Medley.

- Cafeina, doado pela Medley.

- Cefalexima, doado pela Medley.

- Ibuprofeno, doado pela Medley.

- Lorazepam, doado pela Medley.

- Paracetamol, doado pela Medley.

- Prilocaina, doado pela Medley.

- Metilparabeno, doado pela Medley.
- Propilparabeno, doado pela Medley.
- Butilparabeno, doado pela Medley.

3.4. Equipamentos

- Agitador magnético, Corning modelo PC351.
- Agitador roto-torque, Cole-Parmer modelo 7637-01.
- Agitador Vortex, Phoenix modelo AP56.

41



Experimental

- Analisador elementar, Perkin-Elmer modelo 2400.

- Analisador termogravimétrico, TA Instruments modelo TGA-2050.

- Balanga analitica, Fischer Scientific modelo A-250, precisdo de 0,0001 g.

- Banho termostatizado, Marconi modelo MA120.

- Banho ultra-som, Thornton modelo T14.

- Bomba para enchimento de colunas, Haskel modelo 51769.

- Centrifuga, Fischer Scientific modelo 225.

- Cromatografo a liquido, Shimadzu, composto de uma bomba de alta pressdo, Shimadzu
modelo LC-10 AD; detector UV-Vis, Shimadzu modelo SPD-10 AV utilizado em A = 254 nm;
valvula de injecéo (alca de amostragem de 5 uL), Rheodyne modelo 8125; Softwares usados
para aquisicdo de dados - ChromPerfect for Windows 3.52 e Report Write Plus (Justice
Innovations).

- Cromatégrafo a liquido, Shimadzu, equipado com uma bomba de alta pressao, Shimadzu
modelo LC-10AD; detector UV-vis, Shimadzu modelo SPD-10A utilizado em 254 nm; forno
de coluna CTO-10AS; injetor automatico SIL-10AD e um sistema controlador SCL-10A. Os
dados foram adquiridos e processados empregando o software CLASS-VP da Shimadzu.

- Cromatégrafo a liquido para permeacdo em gel, Waters, equipado com uma bomba de alta
pressdao modelo 510; sistema de detecgao por indice de refragdo modelo 410; sistema de
injecao U6K; forno para coluna e sistema de aquisicdo de dados Millenium.

- Espectrémetro de fluorescéncia raios X, Shimadzu, modelo EDX-700, energia 4,5 eV, fonte de
rodio.

- Espectrometro fotoeletronico de raios X, McPherson-30, com anodo de aluminio
(Al, = 1486,6 eV).

- Espectrémetro de absorgéo no infravermelho, Perkin-Elmer modelo FTIR 1600.

- Espectrometro de ressonéncia magnética nuclear Varian, modelo INOVA 500.

- Espectrofotbmetro de absor¢do no UV-vis, Varian modelo CARY 5G, com acessorios de
refletancia difusa.

- Estufa a vacuo, Yamato modelo ADP21.

- Forno tubular, EDG modelo 10P-S.

- Microscopio eletronico de varredura Jeol modelo JSM-6360LV.

- Microscopio de forca atdbmica, DINanoscope modelo llla.

- pHmetro, Digimed modelo DM 21.

- Porosimetro, Micromeritics ASAP 2010.

- Sistema de deionizacao de agua, Milli-Q plus, Millipore.
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- Sistema para extragdo do excesso de polimero, composto por uma bomba cromatografica
Waters modelo 510 e um forno com controle de temperatura, Eldex Laboratories modelo CH-
150.

3.5. Sintese do suporte de silica metalizada

As sinteses dos suportes cromatograficos, de silica zirconizada e de silica titanizada,

foram realizadas segundo uma adaptagdo do método de Gushikem e colaboradores'®*"®

que
sintetizaram o6xidos mistos com finalidades cataliticas. Os procedimentos sdo baseados na

reacao de particulas de silicas com alcéxidos metalicos.

3.5.1. Silica zirconizada

Frascos contendo silica Kromasil foram colocados em estufa a 150 °C por 12 horas para
ativacao antes do uso. Outras porgcdes nao sofreram ativacdo. Em tubos de reacido foram
pesados 2,5 g de silica e adicionados 20 mL de solugdo de tetrabutdxido de zircdnio em
solvente anidro (butanol ou tolueno) (adicionando peneiras moleculares dentro dos frascos do
solvente). A mistura foi deixada por tempos e temperaturas pré-estabelecidos em banho
termostatico. A cada 30 minutos a mistura era retirada do banho e agitada em agitador vértex
por um minuto. Apds o periodo da reagdo, a mistura foi centrifugada por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sélido resultante submetido a cinco etapas sucessivas de
lavagem com o solvente anidro, para a remogao de residuos organicos. Cada etapa de lavagem
consistiu da adicdo de 15 mL de solvente anidro, agitacdo em voértex, centrifugacdo por 15
minutos e descarte do sobrenadante. Apds esta etapa, o material foi seco com gas nitrogénio
(N2). Ao solido seco, dentro do tubo de reagdo, foram adicionados 15 mL de solugdo aquosa de
HNO; 10 mol L™, para hidrélise dos grupos alcéxidos residuais do sélido. A mistura foi agitada
em vortex e centrifugada por 15 min. Novamente a parte sélida foi lavada, desta vez com agua
deionizada, por quatro vezes. Apds o descarte do sobrenadante no ultimo estagio da lavagem
com agua, o material sélido foi colocado em estufa a 120 °C por 12 horas. Para a incorporagao
de uma dupla camada de Oxido de zircbnio a superficie da silica, no dia seguinte o
procedimento foi novamente repetido.

Para otimizar o processo de “zirconizagdo” da silica foi utilizado o planejamento

composto central. As etapas envolvidas foram:
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e Planejamento fatorial fracionario 2°2 para selecdo das variaveis (fatores) que afetam
significativamente a incorporagao de zirconio a superficie da silica;
e Planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central;
¢ Planejamento estrela.
As variaveis e os niveis estudados pelo planejamento (Tabela 1) foram selecionados
61,62,142

segundo trabalhos anteriores desenvolvidos no LabCrom , empregando método

univariado.

Tabela 1. Variaveis e niveis estudados para a otimizagao da zirconizagéo da silica.

Variaveis Nivel baixo (-)  Nivel alto (+)
1 Silica n&o ativada ativada
2  Solvente anidro butanol tolueno
3  Tempo de reacéo (h) 4 6
4  Temperatura (°C) 30 50
5 Quantidade de reagente (g) 6,0 7,6

As quantidades de tetrabutdxido de zircébnio avaliadas neste estudo, 6,0 e 7,6 g,

equivalem a 25 e 35 mmol de Zr para cada grama de silica, respectivamente.

3.5.2. Silica titanizada

O procedimento para a sintese da silica titanizada foi similar ao da silica zirconizada,
diferindo apenas nas condi¢des avaliadas para a otimizagcdo do processo de “titanizagao”. Todo
0 processo também foi repetido, no dia seguinte, para obten¢cdo de quantidades maiores de
titdnio na silica. O planejamento composto central foi utilizado para otimizar o procedimento, as
etapas envolvidas foram:

e Planejamento fatorial fracionario 2*', para selecdo dos fatores mais importantes na
incorporacgao de titanio a silica;

e Planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central;

¢ Planejamento estrela.
As variaveis e seus respectivos niveis foram determinados de acordo com trabalhos

58,59,60,109

anteriores do LabCrom , que empregaram método univariado para a sintese deste
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suporte. A silica empregada neste estudo nao foi ativada, pois, de acordo com o procedimento
de zirconizagdo, a presenca de tragos de agua adsorvidos na silica favorece a incorporagao
(por hidrélise) do 6xido metalico. A Tabela 2 apresenta as condicbes analisadas para a

otimizacao da sintese do suporte de silica titanizada.

Tabela 2. Variaveis e niveis estudados para a otimizagao da titanizagédo da silica.

Variaveis Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
1 Solvente butanol tolueno
2 Tempo de reacéo (h) 3 5
3 Temperatura (°C) 30 50
4  Quantidade de reagente (g) 50 6,4

As quantidades de tetrabutoxido de titdnio avaliadas neste estudo, 5,0 e 6,4 g,

equivalem a aproximadamente 25 e 35 mmol de Ti para cada grama de silica, respectivamente.

3.5.3. Caracterizacao fisico-quimica dos suportes de silica metalizada

Apesar de alguns trabalhos ja terem sido desenvolvidos no LabCrom empregando os
suportes de silica zirconizada e titanizada, as propriedades texturais e estruturais destes
materiais ainda ndo foram bem definidas. Neste trabalho foi desenvolvido um estudo detalhado
sobre estas propriedades. Diversas técnicas foram utilizadas para a obtencdo de um maximo de
informacado possivel sobre os novos suportes cromatograficos. Todas as medidas foram

realizadas em triplicatas.

3.5.3.1. Espectroscopia de fluorescéncia de raios X

A espectroscopia de fluorescéncia de raios (FRX) permite avaliar quantitativamente a
extensdo da incorporacdo de zirconio e titanio na superficie da silica. Para tal, foram
preparadas duas curvas analiticas, uma para a analise das amostras de silica zirconizada e
outra para a silica titanizada. Cada ponto da curva analitica foi obtido pela analise de 100 mg de

padrdo contendo uma mistura mecanica de SiO,/ZrO, ou SiO./TiO,, na faixa de concentragao
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de 0 a 21 % em massa. As concentracdes de zirconio e titdnio foram determinadas pela analise
de 100 mg das amostras, contidas em microcelas especificas, em um espectrofotdmetro de

fluorescéncia de raios X.

3.5.3.2. Area superficial especifica, volume especifico e diametro de poros

As amostras de silica zirconizada e titanizada foram submetidas a determinacéo da area
superficial especifica, volume e didmetro de poros. Estas medidas foram obtidas pela adsorcao
e dessor¢cdo de nitrogénio a -1955 °C. Porém, antes das medidas, as amostras foram
desgaseificadas a 100 °C por 24 h sob vacuo. A area superficial especifica foi calculada de
acordo com o método BET'®" a pressées relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25, na qual p e po sdo,
respectivamente, pressdo de equilibrio e pressdo de saturacdo do nitrogénio a -195,5 °C. O
volume total de poro foi determinado empregando o método do ponto Unico, pela conversao do
volume de nitrogénio adsorvido na p/p, de 0,995 para o volume do adsorbato liquido. O
diametro médio dos poros foi calculado a partir dos valores de volume total de poro e da area
superficial BET (4 V/Sger).

3.5.3.3. Microscopia eletrénica de varredura e de forca atdmica

A morfologia das particulas de silica zirconizada e titanizada foi avaliada por duas
técnicas microscoépicas, eletrénica de varredura (MEV) e forca atémica (MFA).

Na MEV, as particulas foram fixadas em porta-amostras por uma fita dupla face de
carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o metal foi
bombardeado com atomos de argdnio sob alto vacuo por 120 s, para a formagdo de uma
camada de aproximadamente 10 nm de espessura. As fotomicrografias das particulas foram
obtidas com resolucdes de até 7.000 vezes.

Na MFA, as particulas foram colocadas sob discos metalicos (~25 mm de didmetro) e
fixadas com esmalte, para evitar desprendimento de particulas durante as medidas. As
amostras foram analisadas em um microscopio de forgca atdmica nas instalagdes do Laboratorio

Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), empregando o método do contato.
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3.5.3.4. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica das silicas metalizadas foi avaliada por analise termogravimétrica,
na qual 10 mg de amostra foram submetidas a um aquecimento na faixa de temperatura de
25 °C até 1.000 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min™". As medidas foram realizadas sob
ar atmosférico em um analisador termogravimétrico, no qual foi medida a percentagem de perda

de massa da amostra, empregando uma microbalanga, com o aumento da temperatura.

3.5.3.5. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

As amostras foram prensadas com brometo de potassio sob vacuo, na proporgao de
10:1, formando pastilhas adequadas para analises na regido do infravermelho (IV). Os
espectros de IV foram obtidos no intervalo espectral de 4.000 a 400 cm™, empregando uma

resolucdo de 4 cm™ e uma taxa de 20 varreduras por minuto.

3.5.3.6. Espectroscopia de absorcao no UV-vis com refletancia difusa

Os suportes de silica metalizada foram analisados na regido do ultravioleta, na faixa de
190-400 nm de comprimento de onda. A utilizagao de acessoério de refletancia difusa se justifica
devido a grande area superficial das particulas de silica modificada que gera grandes
perturbacbes nos espectros de absor¢ao, advindas do espalhamento de luz. Sulfato de bario
(BaS0,) foi utilizado como refletdncia padrao para as medidas, pois apresenta baixo nivel de
ruido. Os espectros de cada amostra foram corrigidos pelo branco. Foram analisadas misturas
mecanicas de SiO./ZrO, e SiO,/TiO,, preparadas pela simples mistura dos 6xidos em agitador
vortex sem qualquer tratamento posterior, para comparagdo de seus espectros com os

espectros das amostras.

3.5.3.7. Espectroscopia fotoeletronica de raios X

As medidas de espectroscopia fotoeletronica de raios X (EFX) foram realizadas usando
radiacao K caracteristica do anodo de Al, para excitar as amostras. Um analisador hemisférico,

de raio médio de 100 mm, operou com uma passagem de energia constante de 44 eV, o qual
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resulta em um pico com largura a meia altura (FWHM) de 1,6 eV para a linha 4f do Au. Uma
determinada quantidade de cada amostra foi pressionada entre dois pratos de ago inox para
formar uma pastilha fina, que foi fixada ao porta-amostra com fita condutora dupla face. As
analises foram realizadas a uma pressdo de 5x10* mPa e efeitos de carregamento foram
corrigidos pela mudanga dos espectros para que a linha C 1s estivesse a 284,6 eV. Antes do
ajuste dos dados, usando Gaussiana, foi subtraida uma linha de base Shirley. Para efeitos de
comparacgao, foram realizadas medidas por EFX de misturas mecénicas de SiO./ZrO, e
SiO./TiO..

3.6. Caracterizacao fisico-quimica do PMTDS

O PMTDS foi caracterizado fisico-quimicamente por analise termogravimétrica e
espectroscopia no infravermelho, conforme descrito nos itens 3.5.34 e 3.5.3.5,

respectivamente, e também por cromatografia por permeagao em gel.

3.6.1. Cromatografia por exclusao

A cromatografia por exclusdo, na modalidade de permeagdo em gel, avalia as
caracteristicas do polimero, fornecendo informagdes sobre a distribuicdo da massa molar e o
indice de polidispersividade. Para as medidas foi empregada uma coluna American Polymer
Standard Corporation 1.000 — 20.000, com dimensdes de 300 mm de comprimento por 7,8 mm
de diametro interno. Para construcdo da curva analitica foram empregados padrdes de
poliestireno de massas moleculares 5,0 x 10% 2,6 x 10% 6,4 x 10% 1,8 x 10* e 4,3 x 10*
dissolvidos em tetraidrofurano. Foram injetados 250 uL de cada padrao, empregando como fase
movel tetraidrofurano a uma vazao de 1,0 mL min™ e uma temperatura de 40 °C para a coluna e
para o detector por indice de refragcdo. Para a avaliagdo do PMTDS, as amostras foram

preparadas a partir da dissolu¢do do polimero em tetraidrofurano, 0,5 % (v/v).
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3.7. Preparo da fase estacionaria

3.7.1. Sorcao da fase liquida ao suporte

O poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS) foi sorvido a superficie e poros dos suportes de
silica zirconizada e silica titanizada, empregando o método de evaporagao estatica do
solvente''>""®. Quantidades apropriadas de PMTDS foram dissolvidas em hexano, de maneira a
obter uma solugéo 10 % (m/v) do polimero. A esta solugdo, foram adicionadas quantidades
apropriadas da silica metalizada, previamente ativada a 140 °C por 12 h, obtendo uma carga de
polimero (massa de polimero em relagdo a massa do suporte) de 45 % (m/m). Esta carga foi
calculada a partir do produto da densidade do PMTDS (dpuros = 0,89 g cm™) e do volume total
de poros da silica metalizada (V,), X = dpmrps X Vp, €m que X representa a quantidade minima
de PMTDS necessaria para preencher todos os poros da silica metalizada. Fazendo-se os
célculos, foram obtidos valores inferiores a 35 % (m/m) para os suportes de silica zirconizada e
de silica titanizada. Sendo assim, todas as fases estacionarias foram preparadas com excesso
de carga, 45 % (m/m), evitando, desta forma, problemas devido a perdas do polimero durante o
preparo.

O béquer com a mistura foi fechado com papel aluminio contendo pequenos furos para
facilitar a evaporagdo do solvente e impedir a contaminacao de pequenas particulas. Em
seguida, a mistura foi agitada brandamente por 3 h a temperatura ambiente e deixada em
repouso, na capela, para evaporagao do solvente, resultando em uma fase (fase sorvida), na

qual o PMTDS se encontra adsorvido a superficie e poros do suporte cromatografico.

3.7.2. Processo de imobilizacado do polimero ao suporte

cromatografico

Apods a sorcdo do PMTDS ao suporte de silica metalizada, o material foi submetido aos
procedimentos de imobilizagdo. Esta etapa se faz necessaria, pois aumenta a intensidade da
interagao do polimero com o suporte, evitando a sua lixiviagdo com a passagem continua de
fase movel. Dois diferentes tratamentos foram avaliados, imobilizacdo térmica e irradiagdo com
raios gama provenientes de uma fonte de cobalto-60 e, também, o fendbmeno de auto-

imobilizagao do PMTDS nas particulas dos suportes de silica metalizada.
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3.7.2.1. Tratamento térmico

Porcdes de 1,2 g da fase sorvida foram colocadas em um tubo de aco inoxidavel (150 x
10 mm) e este conectado a um forno tubular, de maneira a obter um fluxo de nitrogénio através
do tubo. O tempo e a temperatura de imobilizacdo, apropriados para obtencdo de fases
estacionarias de bom desempenho cromatografico, foram determinados de acordo com um
planejamento composto central para duas variaveis. As diferentes condi¢cdes de imobilizacao
para a fase estacionaria baseadas nos suportes de silica metalizada recoberta com PMTDS, Si-
Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), foram avaliadas de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Matriz do planejamento composto central para as condigbes de tempo e temperatura de
imobilizagédo das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS). Para converter os valores reais em valores
codificados utilizam-se as equacgdes: x; = (T — 100)/20 e x, = (t — 12)/4, na qual T e t sdo os valores reais
de temperatura e tempo, respectivamente.

Valores reais Valores codificados
Experimentos
Temperatura (°C) Tempo (h) X4 Xo
1 80 8 -1 -1
2 120 8 +1 -1
3 80 16 -1 +1
4 120 16 +1 +1
5 100 12 0 0
6 100 12 0 0
7 100 12 0 0
8 72 12 -1,4 0
9 128 12 +1,4 0
10 100 6,4 0 -1,4
11 100 7,6 0 +1,4

50



Anizio Marcio de Faria

3.7.2.2. Radiacao gama - fonte de cobalto-60

Porcdes de 2,0 g da fase sorvida foram colocadas em ampolas de vidro pirex e
subsequientemente seladas. As ampolas foram enviadas a Empresa Brasileira de Radiacao
(EMBRARAD), na cidade de Cotia-SP, e a Companhia Brasileira de Esterilizacédo (CBE), na
cidade de Jarinu-SP, para a aplicagao das doses de radiagédo y provenientes de uma fonte de
cobalto-60 para as fases com suporte de silica zirconizada e silica titanizada, respectivamente.
O material foi irradiado em doses de 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 e 120 kGy para as fases com
suporte de silica zirconizada e de 60, 80, 100, 120 e 140 kGy para as fases com suporte de
silica titanizada.

A Figura 10 mostra uma representacdo esquematica de um irradiador comercial de

cobalto-60 "8,
Camara de
irradiagcao
amostras
Fonte de
Cobalto-60

Figura 10. Representacdo esquematica de um irradiador de cobalto-60 "®.

No processo de imobilizagdo das silicas metalizadas por raios gama, os materiais,
devidamente embalados nas ampolas de vidro, foram colocados dentro da camara de
irradiacdo, por meio de um sistema de transporte (Figura 10), e foram expostos a energia
ionizante, que agiu diretamente na cadeia polimérica do PMTDS, provocando a quebra de suas

moléculas e/ou promovendo o entrecruzamento das mesmas.
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3.7.2.3. Auto-imobilizacao das fases estacionarias

Além do tratamento térmico e da radiagao vy, foram preparadas fases estacionarias sem
qualquer etapa de imobilizagao apds a sor¢géo do polimero ao suporte. Para tal, um lote maior
do material foi preparado e deixado por até 100 dias na capela sendo avaliado periodicamente
quanto ao desempenho cromatografico das fases estacionarias. Aproximadamente 1,0 g do
material sorvido de Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), quantidade necessaria para o enchimento

de uma coluna cromatografica, foi retirado em periodos de 15 em 15 dias para esta avaliago.

3.7.3. Extracao do excesso do polimero

Ap6s a etapa de imobilizacdo, nem todo o PMTDS adicionado inicialmente foi
imobilizado na superficie dos poros da silica metalizada. A quantidade n&o imobilizada
(excesso) deve ser removida antes do enchimento da coluna cromatografica. Uma consideravel
melhora nos parémetros cromatograficos da fase é alcancada quando da realizagdo desta
etapa, devido a obtencdo de uma camada polimérica mais fina, permitindo maior rapidez na
velocidade de transferéncia de massa do soluto entre a FE e a FM. Para isto, o tubo de ago inox
(150 x 10 mm) contendo o material imobilizado ou auto-imobilizado foi colocado dentro de um
forno e conectado a uma bomba reciproca de alta pressao de pistdo duplo. O hexano foi
escolhido como solvente de extracéo por solubilizar completamente o PMTDS (“solvente bom”),
permitindo assim uma completa remogdo do PMTDS nao imobilizado no suporte. Para tal, o
hexano foi bombeado para dentro do tubo a uma vazao de 0,5 mL min™ por 4 h, mantendo a
temperatura do tubo a 50 °C. Apds a extragao a fase foi transferida do tubo para um béquer e

deixada sob um fluxo brando de N, até a completa secura.

3.8. Caracterizacao fisico-quimica das fases estacionarias

3.8.1. Analise elementar

Todas as fases estacionarias preparadas neste trabalho foram submetidas a analise

elementar para a determinacdo da percentagem de carbono apds a etapa de imobilizacéo,
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avaliando-se, desta forma, o grau de recobrimento efetivo do suporte cromatografico com o
PMTDS. O método empregado utiliza a combustdo do material devidamente seco para
converter os elementos da amostra em gases simples, como CO,, H,O e N,. Estes gases sao
homogeneizados e controlados em condigbes exatas de pressao, temperatura e volume. Em
seguida, os gases sdo despressurizados através de uma coluna, separados e detectados em
funcdo das respectivas condutividades térmicas, sendo convertidos em percentagem de
carbono, hidrogénio e nitrogénio'®.

Sabendo-se que o PMTDS contém 70 % (m/m) de carbono, as percentagens de carbono

obtidas pela analise elementar foram convertidas em percentagens de PMTDS pela Equacéo 7:

% PMTDS = %07# Equacéo 7
Além disso, as percentagens de carbono também foram convertidas em massa de
polimero (Mewtps) por grama do suporte (Msuporte), denominada de massa especifica (Mpy7ps );

de acordo com a Equacéo 8:

m _ Mpmrps _ _ %C
PMTDS Msuporte 70-%C

Equacao 8

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

cromatografico, empregando a Equagao 9:

5 Equacao 9

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

O valor de F foi determinado a partir da Equacao 10.
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F_ M pMTDS imobilizado

— : Equacao 10
M pMTDS poroscheios

A massa de PMTDS necessaria para encher os poros do suporte, Mpyrps poros cheios -

foi determinada a partir do volume especifico de poro da silica metalizada (silica zirconizada =
0,68 mLg" e silica titanizada = 0,73 mL g") e da densidade do PMTDS, p = 0,89 gmL",

conforme apresentado na Equagéo 11:

_ 1 1 ~
MpwTps poros cheios = YPsuporte (ML 977 ) X ppyrps (9 ML™)  Equagéo 11

Logo, para a silica zirconizada, a Mpy7ps poroscheios — 0,60 g de PMTDS e, para a

silica titanizada, a M py1ps poros cheios = 0,65 g de PMTDS por g do suporte.

3.8.2. Area superficial especifica, volume especifico e diametro de
poros

Estas medidas baseiam-se na adsorgédo/dessor¢ao de nitrogénio nos poros e superficie
das amostras e os resultados s&o obtidos pela analise das isotermas de adsor¢céo e dessorgéo
na temperatura do nitrogénio liquido. O procedimento empregado foi similar ao descrito no item
3.5.3.2.

3.8.3. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica das fases estacionarias imobilizadas pelos diferentes tratamentos
sobre as particulas de silica metalizada foi avaliada empregando analises termogravimétricas

de acordo com o procedimento descrito no item 3.5.3.4.
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3.8.4. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

A avaliagdo qualitativa da presenga de grupos funcionais caracteristicos nas fases
estacionarias foi realizada por espectroscopia de absor¢ao no infravermelho. Os espectros de

transmissao foram obtidos de acordo com o procedimento descrito no item 3.5.3.5.

3.8.5. Ressonancia magnética nuclear de *°Si

As fases estacionarias foram analisadas por ressonancia magnética nuclear com
polarizacdo cruzada com rotacdo em um angulo magico (CP-MAS) no ntcleo de #°Si. Estas
analises foram realizadas com o intuito de avaliar possiveis alteragdes quimicas causadas na
superficie do suporte de silica metalizada apds a aplicagao dos diferentes procedimentos de
imobilizacdo do PMTDS.

Para a obtencdo dos espectros de 2°Si RMN-CP-MAS foi utilizado um rotor de ZrO, com
7 um de didmetro interno e uma freqiiéncia de rotagdo de 3500 Hz, na qual foram colocadas
aproximadamente 300 mg das fases estacionarias. O tempo de contato de polarizagao cruzada
foi de 5 ms e o tempo de intervalo de pulso de 1 s. Foram acumulados 1,5 decaimentos livres
induzidos (FID — Free Induction Decay) com tempo de aquisicdo de 30 ms em numero de
pontos de 1 kb, que foram preenchidos até 8 kb, antes da transformada de Fourier. O

alargamento da banda utilizado foi de 30 Hz e a largura espectral de aproximadamente 20 kHz.

3.9. Preparo das colunas cromatograficas

3.9.1. Polimento das paredes internas das colunas

Para a avaliagdo das FE preparadas neste trabalho foram empregados tubos de acgo
inoxidavel 316 de formato cilindrico com 60 mm de comprimento e 3,9 mm de didmetro interno,
sem costura. A coluna e suas conexdes terminais, apresentadas na Figura 11, foram
construidas na oficina de mecanica fina do Instituto de Quimica da Unicamp. Como os tubos
apresentavam inicialmente uma superficie interna altamente rugosa e repleta de estruturas

microporosas, fez-se necessario o polimento desta, uma vez que os tubos com superficies
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rugosas podem levar a uma redugdo do numero de pratos da ordem de dez vezes,
especialmente quando sdo empregadas particulas inferiores a 20 um'"'"°. Portanto, realizou-se
o polimento da superficie interna dos tubos empregando um procedimento desenvolvido no
LabCrom'”®. Brevemente, conectou-se verticalmente uma haste de metal envolvida por uma
palha de aco e pasta de polimento (carborundum 360F) ao suporte de uma furadeira elétrica,
passando a haste inumeras vezes, em alta rotagdo, por dentro do tubo até a obtencdo de uma
superficie interna espelhada. Tomou-se o devido cuidado para manter o diametro uniforme, pois
o diametro interno de uma coluna cromatografica € um dos fatores que afetam o seu

desempenho. Quanto maior o didmetro interno da coluna menor sera a eficiéncia do sistema.

3,1cm

EEL

6,0 cm

Figura 11. Coluna cromatografica e suas conexdes.

Apods o polimento, os tubos foram colocados em solugdo de HNO; a 50 % (v/v), por
30 min. Em seguida foram submetidos a etapas sucessivas de lavagem com agua, etanol,
hexano e tetraidrofurano para a remog¢ao completa de residuos provenientes da construgéo e

do polimento.

3.9.2. Suspensao da fase estacionaria

Apos a extragao e com o material devidamente seco, preparou-se uma suspensio da
fase estacionaria em um solvente de densidade e viscosidade apropriadas (cloroférmio) para o
subsequente recheio da coluna cromatografica. A fungéo principal do cloroférmio (solvente de
suspensdo) é evitar uma sedimentagcdo rapida e/ou aglomeragédo das particulas, pois, nestas

condigbes, a FE tem o desempenho cromatografico afetado negativamente.
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Para o preparo da suspensdo, pesaram-se 0,70 g das fases Si-Ti(PMTDS) e Si-
Zr(PMTDS) em um tubo de ensaio com tampa e adicionaram-se 14 mL de cloroférmio
previamente filtrado, obtendo uma concentragédo da fase na suspensao de 5,0 % (m/v). Outras
concentragdes de suspensdo foram avaliadas, tais como 10 e 15 % (m/v), porém com estas
fases estacionarias obtiveram-se picos apresentando caudas frontais acentuadas, que somente
foram reduzidas ou eliminadas com o preparo de suspensdo a 5 % (m/v). A massa de fase
estacionaria utilizada para o preparo da suspensdo foi a quantidade necessaria para o
enchimento de uma coluna cromatografica (60 mm x 3,9 mm de d.i.). Em seguida, o tubo de
ensaio contendo a suspensdo foi colocado em um agitador roto-torque e agitado
mecanicamente por um periodo minimo de 12 h antes do enchimento da coluna cromatografica,

para evitar a sedimentacao das particulas.

3.9.3. Recheio das colunas com a fase estacionaria

As colunas cromatograficas foram recheadas utilizando o método de suspensao a alta

pressao, como ilustrado na Figura 12.

M)
Reservatorio h_ SuSpenséo c’ia.
fase estacionaria
Solvente
propulsor
. Reservatoério
Valvula
do \QI]LeJ'\s BOMBA _H_ de suspensao
] HASKEL
N, ! !

Controlador da Valvula do
pressdo do gas  solvente propulsor
n Coluna
n n cromatografica

80 mL n

Figura 12. Representacdo esquematica do sistema de enchimento de colunas.
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De acordo com a Figura 12, para o enchimento das colunas cromatograficas, o
reservatorio do solvente (1) foi preenchido com metanol previamente filtrado (solvente
propulsor). Em seguida, ajustou-se a pressdo da bomba (2 e 3) para um valor fixo de 5.500 psi
(38 MPa) para as fases estacionarias baseadas no suporte de silica zirconizada e de 7.000 psi
(52 MPa) para as fases estacionarias baseadas no suporte de silica titanizada. Esta maior
pressdo, empregada para as fases baseadas na imobilizacado do PMTDS sobre a silica
titanizada, foi necessaria devido a problemas de compactacdo do recheio cromatografico
utilizando pressbes mais baixas. Ao reservatoério de suspensio (6) foi conectada a coluna
cromatografica (7) e adicionada a suspensao da FE (5), completando o volume do reservatorio
com cloroférmio filtrado. Na etapa seguinte, a valvula do solvente propulsor (4) foi aberta e a
pressdo exercida pelo gas N, empurra a suspensao para o interior da coluna ficando retido
apenas as particulas devido a presenga de um filtro (didmetro de poro de 2 um) na extremidade
inferior da coluna. O sistema € mantido sob presséo até a passagem de 80 mL de solvente (8).
A manutencdo de uma pressdo constante durante todo o procedimento de recheio da coluna
resultara em um leito homogéneo e com boa compactacao. Depois de terminado o enchimento,
o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do reservatério, fechando
apropriadamente sua extremidade superior com um filtro terminal, reservando o excesso da FE,

encontrado nas conexdes do reservatoério, para testes subseqlientes.

3.9.4. Condicionamento da fase estacionaria

Apos 0 enchimento, a coluna deve ser condicionada para que seja atingido o equilibrio
entre a FE e a FM na composi¢ao a ser empregada nas analises e para eliminar os residuos do
solvente de propulsdo. Para o condicionamento, a coluna foi acoplada apenas ao sistema de
injecao, evitando, desta forma, a obstrucao de tubulagdes e da cela de detecgdo, uma vez que
impurezas podem ser removidas de dentro do leito cromatografico nesta etapa. Todas as
colunas preparadas neste trabalho foram submetidas & pelo menos uma hora de
condicionamento com vazao de FM de 0,3 mL min™ e a etapa foi repetida, se a linha de base no

cromatograma nao se apresentasse estavel.
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3.10. Caracterizacao cromatografica das fases estacionarias

3.10.1. Preparo das fases moveis

Para a avaliacdo das fases estacionarias foram utilizadas diversas fases moéveis, de
acordo com a mistura a ser analisada. Os solventes das fases moveis foram volumetricamente
medidos e filtrados, de forma individual, em membrana hidrofilica de 0,45 um de tamanho de
poros. Em seguida, os solventes da fase movel filtrados foram misturados, sempre adicionando
0 componente aquoso (agua ou solugcado tampdo) ao organico (metanol). Apés a mistura dos
componentes e rotineiramente antes da sua utilizacao, as fases méveis foram desgaseificadas
em ultra-som por 20 minutos. Para fases moéveis tamponadas procedeu-se a filtracdo antes e

apos a mistura dos componentes.

3.10.2. Testes preliminares de avaliacao

Todas as colunas foram avaliadas cromatograficamente com base na separagido dos
compostos de duas misturas-teste comumente empregadas no LabCrom. A primeira mistura,
mistura-teste |, constituida de compostos neutros de polaridades variadas: uracila (1 mg L"),
benzonitrila (30 mg L™), benzeno (30 mg L™), tolueno (30 mg L™") e naftaleno (30 mg L™"); foi
empregada para avaliagdo da seletividade e hidrofobicidade das fases estacionarias. A segunda
mistura, mistura-teste I, constituida por compostos acidos, basicos e neutros: uracila (1 mg L™),
fenol (20 mg L"), N,N-dimetilanilina (20 mg L"), naftaleno (30 mg L") e acenafteno (50 mg L")
foi empregada para avaliacdo da interacdo dos analitos, principalmente o de carater basico,
com o suporte cromatografico. Estas informagdes sdo obtidas pelo tempo de retencdo e pela
simetria de pico destes compostos. As duas misturas foram preparadas qualitativamente em
fase movel metanol:agua (60:40, v/v) e armazenadas em geladeira. A uracila foi adicionada as
misturas para a obtencao do ty essencial para o calculo dos parametros cromatograficos. O ty é
0 tempo necessario para que a fase movel passe através de toda a extensdao do sistema
cromatografico, desde o momento da injecdo até o registro do maximo do pico da uracila pelo

sistema de deteccao.
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3.10.3. Mistura-teste de Engelhardt

Um conjunto dos compostos da mistura-teste de Engelhardt e Jungheim'®® foi utilizada
para a caracterizacdo de algumas das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) preparadas sob
diferentes procedimentos de imobilizagdo. A mistura foi composta por uracila (1 mg L), anilina
(15mg L™), fenol (20 mg L"), N,N-dimetilanilina(20 mgL™), tolueno (30 mgL™) e etilbenzeno
(30 mg L™). Para a avaliacdo da mistura foi empregada fase mével metanol:agua (55:45, viv), a
uma vazdo 6tima de 0,3 mL min™, temperatura de analise de 40 °C e detecgdo a 254 nm. As

principais informacgdes fornecidas por este teste sao:

e - Seletividade hidrofobica. Esta propriedade € obtida pela razdo entre os fatores de
retengéo do etilbenzeno e do tolueno (ochz = Ketibenzeno / KTolweno), que diferem entre si por
um grupo CH,, também denominada de seletividade metilénica. O valor de acp, fornece

informacdes a respeito da hidrofobicidade das fases estacionarias.

o - Atividade silanofilica. Medida pelo fator de assimetria do pico da N,N-dimetilanilina a
10 % de sua altura e também pela ordem de eluicdo dos compostos basicos (anilina e
N,N-dimetilanilina). Para uma coluna com baixa atividade silanofilica, a anilina deve eluir
antes do fenol. Em alguns casos pode haver a co-eluigdo destes dois compostos: A N,N-
dimetilanilina deve ser eluida antes do tolueno. Além disso, a razdo entre os fatores de

assimetria para o pico da anilina e do fenol deve ser inferior a 1,3 '*%.

3.10.4. Misturas-teste de Tanaka

No teste de Tanaka e colaboradores'’, quatro misturas-teste foram avaliadas
empregando uma determinada composicdo de fase movel para cada uma destas misturas.
Todas as misturas foram analisadas a 40 °C, empregando uma vazao de fase movel 6tima de
0,3 mL min" e detecgdo a 254 nm. As misturas e suas respectivas fases moveis utilizadas

foram:

Mistura _A: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila e trifenileno. Fase movel:

metanol:agua (80:20, v/v).
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Mistura B: uracila, cafeina e fenol. Fase mével: metanol:agua (30:70, v/v).

Mistura C: uracila, benzilamina e fenol. Fase mével: metanol:0,020 mol L' de KH,PO,/K,HPO,
pH 7,6 (30:70, v/v).

Mistura D: uracila, benzilamina e fenol. Fase mdvel: metanol:0,020 mol L' de KH,PO./H;PO,
pH 2,7 (30:70, v/v).

Com a realizacdo deste teste foi possivel avaliar cinco diferentes propriedades
cromatograficas das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS):

e Hidrofobicidade ou seletividade hidrofébica (acrz). Medida pela razao dos fatores de
retencdo do pentilbenzeno e do butilbenzeno, ach, = kps / kgs. Esta € uma medida do
recobrimento superficial da fase, pois a seletividade entre alquilbenzenos, diferenciados

por um grupo CH,, é dependente da quantidade de polimero imobilizado.

o Seletividade estérica (ar0). Medida pela razdo entre os fatores de retengao do trifenileno
e da o-terfenila, ato = kt / ko. O a0 € uma medida da seletividade estérica, a qual é

influenciada pelo espagamento dos ligantes e também pela funcionalidade do polimero.

e Capacidade de ligacao de hidrogénio (acp). Esta propriedade é obtida pela razédo entre
os fatores de retencédo da cafeina e do fenol, oacp = ke / kp. O acp € uma medida do
numero de grupos silandis disponiveis para formarem ligacdes de hidrogénio com os

constituintes da amostra.

e Capacidade de troca ibnica total (agp oH 76). Propriedade medida pela razdo entre os
fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, agpe o1 76 = ks / ke. O valor obtido € uma

estimativa da atividade silanofilica total da fase estacionaria.
e Capacidade de troca ibnica em meio acido (agp pH 27). Propriedade medida pela razéo

entre os fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, agp pH27 = ks / ke. O valor obtido

€ uma estimativa da acidez dos grupos silandis residuais.
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3.11. Avaliacao da estabilidade quimica das fases estacionarias

A estabilidade quimica das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS),
preparadas nas condigdes 6timas dos diferentes procedimentos de imobilizacdo, foi avaliada
em condicdo alcalina de fase modvel, metanol:0,050 mol L' Na,COs/NaHCO; a pH 10
(70:30, v/v). Os resultados foram comparados com a estabilidade de fases estacionarias de
PMTDS imobilizadas sobre suportes de silica nua, Si(PMTDS), empregando os mesmos
procedimentos de imobilizacao aplicados nas fases baseadas em silica metalizada, e, também,
de fases estacionarias quimicamente ligadas disponiveis comercialmente.

A estabilidade quimica em condi¢des alcalinas foi avaliada pelo monitoramento de
paradmetros cromatograficos, como eficiéncia, fator de assimetria calculado a 10 % da altura do
pico e fator de retencdo para o composto mais retido (acenafteno) da mistura-teste I, utilizada
para este estudo. Para tal, a fase mével metanol:0,050 mol L' Na,COs/NaHCO; a pH 10
(70:30, v/v) foi eluida através das colunas cromatograficas contendo as fases estacionarias a
uma vazdo de 1,0 mL min”', empregando uma temperatura de 50 °C. O pH do componente
aquoso da fase movel foi ajustado com uma solugdo de NaOH diluida antes de ser adicionado
ao componente organico. As colunas foram periodicamente avaliadas quanto ao
comportamento cromatografico pela mistura-teste 1l do laboratério (uracila, fenol, N,N-
dimetilanilina, naftaleno e acenafteno), empregando a mesma fase moével na vazao étima de
trabalho, 0,3 mL min™. A estabilidade de cada fase estacionaria foi determinada em funcao do
namero de volume de colunas eluido através de cada coluna cromatografica. O volume de
coluna corresponde ao volume de fase mével que ocupa os espagos dentro da coluna, os quais
nao sao ocupados pelo recheio cromatografico — volume de coluna cheia (V). O volume de
coluna foi calculado a partir do ty (tr da uracila) e da vazao da fase mével, conforme a Equacao
12:

Vg = fxty Equacéo 12

na qual f é a vazao da fase movel e ty € o tempo de retengdo do composto néo retido (uracila).
O valor de V¢, calculado foi igual a 0,40 mL de fase movel.

Foram avaliadas as estabilidades das fases de Si-Zr(PMTDS), Si-Ti(PMTDS) e
Si(PMTDS) imobilizadas, sob condigdes 6timas, pelos diferentes procedimentos e de quatro

fases estacionarias quimicamente ligadas: Kromasil-C18, Lichrosorb-RP18, Rainin-ODS e
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Spherisorb ODS. As condigbes empregadas neste teste aceleram a deterioracdo da coluna,
possibilitando avaliagcbes mais rapidas com a utilizacdo de uma quantidade menor de fase

movel em tempo reduzido de funcionamento do cromatégrafo'””.

3.12. Avaliacao da aplicabilidade das fases estacionarias

A aplicabilidade das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foi avaliada na
separacdo de compostos com caracteristicas acidas e basicas, tais como agroquimicos e
farmacos. Para estes estudos foram empregadas colunas cromatograficas de 60 mm de
comprimento contendo as fases estacionarias preparadas nas condicbes otimizadas de

imobilizagao.

3.12.1. Separacao de agroquimicos

Uma fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada termicamente a 100 °C por 12 h foi utilizada para a
separagdo de seis agroquimicos, imazetapir (2,0 mg L"), cianazina (2,0 mg L"), atrazina
(2,0 mg L"), carboxim (2,0 mg L™, diurom (2,0 mg L") e linurom(2,0 mg L™); cujas estruturas
quimicas estao ilustradas na Figura 13. Para a obtencdo de uma separacgao satisfatoria e rapida
destes agroquimicos, foi empregada uma fase mével metanol:agua (50:50, v/v) com vazao de
0,3 mL min™, temperatura de 25 °C e detecgdo UV a 254 nm. Inicialmente, os agroquimicos
foram analisados individualmente para a determinagéo do tempo de retencao e, em seguida, foi
preparada uma mistura contendo todos os agroquimicos em fase movel metanol:agua
(40:60, v/v). Esta mistura de agroquimicos foi separada também por uma coluna de
60 x 3,9 mm de d.i. recheada com uma fase comercial, Kromasil-C18, com particulas de 5 pum,
empregando as mesmas condi¢cdes de analises utilizadas para a separacao na coluna de Si-
Zr(PMTDS).
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Figura 13. Estrutura quimica dos agroquimicos estudados.

3.12.2. Separacao de farmacos

As fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) imobilizada por raios gama a 120 kGy e Si-
Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 110 °C por 12 h foram empregadas na separagao de
algumas misturas de farmacos com caracteristicas acidas e/ou basicas.

A fase de Si-Zr(PMTDS) foi utilizada para a separagao de quatro farmacos; paracetamol
(14 mg L™, ibuprofeno (18 mg L"), lorazepam (15 mg L") e alprazolam (15 mg L),
empregando fase mével metanol:0,020 mol L' K.HPOL/K3PO, a pH 11 (50:50, v/v), com uma
vazdo de 0,6 mL min™', temperatura de 25 °C e detecgdo UV a 254 nm. O pH do componente
aquoso da fase movel foi ajustado com uma solucéo diluida de KOH.

A fase de Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente foi aplicada na separacido de trés
misturas de farmacos, empregando trés diferentes condi¢des de analises. A primeira mistura,

contendo um composto acido, acido acetilsalisilico (4,0 mg L"), e dois compostos ligeiramente
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basicos, paracetamol (14,0 mg L") e cafeina (17,0 mg L™) foi separada empregando fase mével
metanol:agua (50:50, v/v) a uma vazdo 0,3 mL min”'. A segunda mistura contendo trés
conservantes da classe dos benzodiazepinicos que apresentam caracteristicas acidas; metil-
(23,0 mg L"), propil- (35,0 mg L") e butil-parabeno (17,0 mg L") foram separadas empregando
fase moével metanol:agua (40:60, v/v) a uma vazao de 0,7 mL min™. A terceira mistura contendo
trés farmacos com carater basico bastante acentuado; cefalexina (2,0 mg L™), prilocaina
(40mg L' e amitriptlina (0,3 mg L"), foi separada empregando fase movel
metanol:0,020 mol L' K,HPO,/K5PO, a pH 12 (80:20, v/v) a uma vazao de 0,3 mL min™. O pH
da fase moével foi ajustado com KOH. Em todas as analises foram empregadas temperatura de
25 °C e deteccao UV a 254 nm. Estas trés misturas foram separadas também por uma coluna
(125 x 4,6 mm de d.i.) recheada com uma fase comercial quimicamente ligada, Luna C8, com
particulas de 5 um. As condi¢cdes de analises empregadas para a separagdo das diferentes
misturas pela fase comercial foram: para a primeira mistura, fase mével metanol:agua pH 2,5
(30:70, v/v) a uma vazdo de 1,0 mL min™; para a segunda mistura, fase mével acetonitrila:agua
(50:50, v/v) a uma vazao de 0,6 mL min”', e, para a terceira mistura, fase movel metanol:agua
pH 7,0 (65:35, v/v) a uma vazdo de 1,0 mL min"'. Os valores de pH foram ajustados com
solugdes diluidas de H3PO4 ou KOH.

As estruturas quimicas de cada um dos farmacos avaliados neste estudo estdo

apresentadas na Figura 14.
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Figura 14. Estruturas quimicas dos farmacos avaliados neste estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese do suporte de silica zirconizada

4.1.1. Planejamento fatorial fracionario 2°2

Apesar de alguns trabalhos ja realizados no LabCrom, empregando métodos
univariados, para a obtenc¢ao do suporte de silica zirconizada, pouco se sabe sobre as variaveis
que afetam de forma significativa o processo de incorporagdo de zircénio na silica
cromatografica. Neste estudo, uma etapa de triagem das variaveis mais importantes (Tabela 1)
foi realizada para determinar quais destas afetam a zirconizagdo da silica. Para tal, um
planejamento fatorial fracionario 2°2 foi empregado para determinar o grau de influéncia destes
fatores, dentro dos niveis investigados, sobre o processo de zirconizagao da silica. Neste tipo
de planejamento a realizagdo de apenas um quarto dos experimentos do planejamento fatorial
2° completo, oito experimentos, é necessaria para avaliagdo dos fatores sem que ocorram

perdas de informacdes importantes'®®%.

A funcao objetivo (resposta) avaliada foi a
percentagem de zircénio na silica obtida por FRX.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e de forma aleatéria (para evitar
que desvios atipicos sejam associados a determinadas combinagbes de niveis). A
aleatoriedade da realizacdo dos experimentos foi determinada através de sorteio, conforme

164

sugerido pelos protocolos estatisticos ™. A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento fatorial

fracionario 2°2? e a percentagem de zirconio obtida para cada um dos oito experimentos
realizados. A matriz de planejamento foi construida segundo as fungdes geradoras'®'®* | =
1234 e | = 125, isto é, as colunas dos fatores 1, 2 e 3 foram preenchidas normalmente com os
sinais indicativos dos niveis destes fatores, enquanto que as colunas dos fatores 4 e 5 foram

preenchidas segundo o produto dos sinais dos fatores 1x2x3 e 1x2, respectivamente.
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Tabela 4. Percentagens de zircénio incorporadas na silica de acordo com os experimentos do
planejamento fatorial fracionario 2°.

Fatores
Exp. % Zr S?
1 2 3 4 5

1(6e14) - - - - + 11,1 2,4
2(3e11) - + - + - 11,1 2,0
3(2e 16) - + - + - 14,6 2,6
4(8e9) + + - - + 13,4 2,3
5 (7 e 15) - - + + + 10,5 1,9
6 (4 e 10) + - + - - 8,0 1,4
7(1e13) - + + - - 17,1 3,2
8(5e12) + + + + + 7.4 1,3

% Zr: percentagem média de zirconio (n = 2). S;*: variancia individual dos experimentos. Valores entre
parénteses: ordem de realizacdo dos experimentos.

Os efeitos (contrastes) principais foram determinados para as cinco variaveis segundo a
Equacao 13. Somente o efeito principal foi considerado como relevante, rejeitando os valores
de interagdes entre as variaveis, pois, o objetivo foi determinar apenas aquelas que afetam a

resposta de forma significativa.
Ef =% Zr(+) - % Zr(_) Equacéo 13

onde Ef é o efeito (contraste) principal para cada variavel; % Zr,,) € a média das respostas no
nivel alto e % Zr, € a média das respostas no nivel baixo.
A estimativa do erro para o efeito de cada variavel foi calculada a partir das variancias

164

individuais obtidas em cada experimento, seguindo os protocolos estatisticos ™. Os valores e a

estimativa do erro dos efeitos para cada variavel estudada sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Efeitos das variaveis do planejamento fatorial fracionario 2°2 e estimativa do erro dos efeitos.

Fatores Efeitos S
1 - 3,32 +0,73
2 + 2,94 +0,73
3 -1,77 +0,73
4 - 1,50 +0,73
5 -2,12 +0,73

S: estimativa do erro dos efeitos.

A partir dos valores dos efeitos, sdo consideradas estatisticamente significativas apenas
aquelas variaveis cujos efeitos ndo estejam dentro de um intervalo de confianga, o qual é
determinado pelo produto do erro padrdo (em valor absoluto) pelo ponto da distribuicdo de

Student () a 95 % de confianga (valor tabelado)'®

. O intervalo de confianga = tg 959 X Sefeito) =
2,306 x 0,73 = 1,68. Portanto, de acordo com a Tabela 5, apenas a variavel 4 (temperatura da
reacdo) ndo € relevante na incorporagdo do zircénio na silica, pois o valor de seu efeito
encontra-se dentro do intervalo de confianga, +1,68. Em outras palavras, pode-se usar
qualquer temperatura dentro da faixa de 30 a 50 °C para a reagao, que nenhuma mudanca
significativa ocorrera na percentagem de zircénio.

O sinal positivo do efeito da variavel 2 (tipo de solvente) indica sinergismo, aumento da
quantidade de zircbnio no nivel alto desta variavel. Os sinais negativos para os fatores 1
(ativagao da silica), 3 (tempo de reagao) e 5 (quantidade de reagente) indicam efeito antagbnico
na resposta, aumento da quantidade de zircénio no nivel baixo das respectivas variaveis.

A partir da Tabela 5 observa-se que quatro variaveis afetam de forma significativa o
processo de zirconizagdo da silica cromatografica e, portanto, devem ser otimizadas. Duas
destas, a ativacao da silica e o tipo de solvente, sdo variaveis discretas (ou pertencem a uma
categoria ou a outra) e, para a proxima etapa da otimizacdo, devem-se fixar o nivel que
proporcionou a maior percentagem de zirconio. Portanto, foram fixados o nivel baixo (silica nao
ativada) da variavel 1 e o nivel alto (tolueno) da variavel 2, restando apenas duas variaveis
continuas (podem assumir qualquer valor dentro de uma determinada faixa), tempo de reacao e
quantidade de reagente, para serem otimizadas. Para tal, aplicou-se um planejamento

composto central para duas varidveis e a metodologia de superficie de respostas.
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4.1.2. Planejamento composto central

Nesta etapa da otimizacao da incorporacéo do zircbnio na silica, foram realizados onze
experimentos, quatro referentes ao planejamento fatorial 22 completo, trés experimentos no
ponto central e quatro experimentos referentes ao planejamento axial. As percentagens de
zircbnio obtidas para cada um dos experimentos estdo apresentadas na Tabela 6. A

temperatura nesta série de experimentos foi fixada em 40 °C.

Tabela 6. Percentagens de zircénio para o planejamento composto central. x; e x5 representam os

valores das duas variaveis codificados pelas equagbes X, = % e Xg = m&g,S .

Experimentos t(h) m (g) X3 X5 % Zr
1(5) 4 6,0 -1 -1 13,4
2(1) 6 6,0 +1 -1 16,3
3(4) 4 7,6 -1 +1 17,4

4 (7) 6 7,6 +1 +1 19,5
5(3) 5 6,8 0 0 20,5

6 (6) 5 6,8 0 0 19,4
7(2) 5 6,8 0 0 21,7

8 (11) 3,6 6,8 -1,4 0 12,8
9(9) 6,4 6,8 +1,4 0 15,7

10 (8) 5 57 0 -1,4 13,8

11 (10) 5 7,9 0 +1,4 16,8

Valores entre parénteses: ordem de realizagdo dos experimentos.

Admitindo que a superficie de resposta na regiao investigada seja uma fungao polinomial

das variaveis, as respostas poderdo ser estimadas por uma equagdo quadratica do tipo
y =by +b,X; +b,X5 +byx5 +b,X2 +bsXsX,, €M que X3 € Xs representam as varidveis
codificadas para o tempo de reagdo e a quantidade de tetrabutdxido de zirconio (IV),

respectivamente, e by, b4, by, bs, by € bs s&o os estimadores dos parametros do modelo. A partir

dos resultados de percentagem de zircénio na Tabela 6 foi ajustado um modelo quadratico,

70



Anizio Marcio de Faria

determinando os valores dos estimadores dos parametros pelo método dos minimos
quadrados'® e as respectivas estimativas de erro, para explicar as variagdes das respostas
durante o processo de incorporagdo de zirconio nas particulas de silica. Empregando um
programa estatistico, tal como o STATISTICA®, obtém-se o modelo da Equacdo 14 que melhor

se ajusta as respostas obtidas.

% Zr = 20,5+ 11X+ 14X, — 2,7X5— 2,2X2— 0,2X ;X5 Equagéo 14
£09 06 06 10  +10 0,8

Pela analise da equacdo quadratica ajustada para a percentagem de zircénio
incorporada a silica, Equagao 14, pode-se observar que o parametro de interagdo das variaveis,
X3Xs, NAo foi estatisticamente significativo no nivel de 95 % de confianga, e, portanto, pode ser

removido da equagao. O modelo quadratico entdo se resume a:

% Zr = 20,5+ 11X 5+ 14X 5 — 2,7X5— 2,2X2 Equaggo 15
+0,9 +0,6 +0,6 +1,0 +1,0

Para verificar a validade do ajuste deste modelo (Equagdo 15) as percentagens de
zircOnio obtidas, foi realizada a analise da variancia (ANOVA) que, por sua vez, foi obtida

através de um programa estatistico. Os resultados da ANOVA estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Analise da variancia do modelo quadratico ajustado as percentagens de zirconio.

Fonte de Variacao Soma quadratica Graus de Média quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regressao 78,00 5 15,60
Residuos 11,57 5 2,31
Falta de ajuste 8,92 3 2,97
Erro puro 2,65 2 1,32
Total 89,57 10

% de variagdo explicada: 87,1

% de variagdo explicavel: 97,0
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O modelo quadratico ndo apresenta falta de ajuste pela ANOVA, pois a raz&o entre a
media quadratica da falta de ajuste e o erro puro experimental (MQg,/MQ¢, = 2,25) foi menor
que 0 Fj3.9594 tabelado = 19,16, conforme sugerido pelos protocolos estatisticos para se
confirmar a validade de um determinado modelo polinomial164. Além disso, a regresséo €
estatisticamente significativa, pois a razao entre a média quadratica da regressao e a média
quadratica dos residuos (MQg/MQ.s = 6,75) € maior que o valor do teste F tabelado (Fs5 5,959 =
5,05). Isto implica que o modelo quadratico, ajustado aos dados de percentagem de zircénio
obtidos para os experimentos, explica bem as variagdes ocorridas nos resultados. Conforme a
Tabela 7, aproximadamente 87 % das variagdes ocorridas nas respostas € explicada pelo
modelo da Equacao 15.

O modelo quadratico ajustado pode ser representado graficamente através de uma
superficie de resposta para as percentagens de zirconio obtidas pelos experimentos do
planejamento composto central. A Figura 15 apresenta a superficie de percentagem de zircénio

para as variaveis estudadas, tempo de reacdo (x;) e quantidade de tetrabutéxido de zircénio

(IV) (xs)-

o i NI
2 LA =

Figura 15. Superficie de percentagens de zirconio incorporadas a superficie da silica.
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Numa simples andlise da superficie de respostas apresentada na Figura 15, pode-se
observar que o apice, correspondente ao ponto de 6timo, esta dentro da regido investigada. O
ponto de 6timo trata-se das condigbes de tempo de reagdo (xs;) e quantidade de tetrabutdxido
de zircOnio (xs) que resultardo na maior incorporagdo de zircénio a superficie da silica. Os
valores nestas condigbes de reagdo podem ser determinados pela derivada da equagao
quadratica, (dy/ox3 e 0yloxs). Efetuando a derivada encontram-se as condigdes otimas, em
valores codificados, para o tempo de reacao e a quantidade de reagente, x3 = 0,21 e x5 = 0,33.
Substituindo os valores de x3 € x5 na equacao 14, obtém-se 20,9 % de zircbnio na matriz de
silica, valor maximo previsto pelo modelo. Estes valores -codificados correspondem,
respectivamente, a 5 h 10 min de tempo de reacéo e 7,1 g de tetrabutéxido de zircénio para
reagir com 2,5 g de silica (ou 30 mmol de Zr por g de silica). Portanto, com a otimizacao destas
duas variaveis continuas, todas as variaveis inicialmente estudadas para otimizacdo do
processo de zirconizagao da silica foram otimizadas.

Em sintese, as condi¢gdes 6timas obtidas para a sintese do suporte de silica zirconizada
foram: silica ndo-ativada, solvente tolueno, 5 h 10 min de reacdo a uma temperatura de 40 °C e
7,1 g de reagente (tetrabutdxido de zircénio). Nestas condigbes, a percentagem de zircénio
prevista € de 20,9 % bem maior que a determinada em trabalhos anteriores do LabCrom®'%?,
aproximadamente 15 %, empregando uma otimizacao pelo método univariado.

Depois de otimizado o processo de zirconizagao da silica cromatografica, foi realizada a
sintese de uma amostra de silica zirconizada, em ftriplicata. A percentagem média de zircénio
destas amostras foi de 20,6 + 1,3 %, medida por fluorescéncia de raios X. Este valor é muito
similar ao tedrico previsto pelo modelo, de 20,9 %, indicando a eficiéncia do processo de

zirconizacéao da silica.

4.2. Sintese do suporte de silica titanizada

A otimizagao das condicbes de sintese do suporte de silica titanizada foi realizada de
forma similar a obtida para o processo de zirconizagao da silica. Inicialmente foi realizada uma
triagem das variaveis que afetam, de forma significativa, o processo de titanizagcao através de
um planejamento fatorial fracionario 2", no qual foram avaliadas quatro variaveis em dois
niveis cada (Tabela 2). Os niveis estudados foram selecionados de acordo com as condigdes

empregadas em trabalhos anteriores utilizando-se de métodos univariados®®%1%°.
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4.2.1. Planejamento fatorial fracionario 2*"

Para a otimizacdo do processo de titanizacdo da silica deve-se, primeiramente,
determinar as variaveis que afetam significativamente a incorporagao de titanio na silica. Para
tal, foi empregado um planejamento fatorial fracionario 2*', que requer apenas metade dos
dezesseis experimentos de um planejamento fatorial 2* completo. Os experimentos foram
realizados de forma aleatoria e sem replicatas. A matriz de planejamento foi construida segundo
a relagao geradora | = 1234, isto &, os sinais da variavel 4, dispostos na Tabela 8, foram obtidos
pelo produto dos sinais das variaveis 1x2x3 para cada experimento. A percentagem de titanio
foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia de raios X. Os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Percentagem de titanio incorporadas na silica de acordo com os experimentos do planejamento
fatorial fracionario 2*”.

Fatores
Exp. % Ti
1 2 3 4
1(7) - - - - 4,7
2(1) + - - + 7,3
3(2) - + - + 5,0
4 (4) + + - - 6,8
5(3) - - + + 4,7
6 (6) + - + - 7,1
7 (5) - + + - 2,8
8 (8) + + + + 4,2

Valores entre parénteses: ordem de execugao dos experimentos.

A partir dos resultados de percentagem de titdnio foram calculados os efeitos das
variaveis na incorporacao do titanio a silica. O calculo foi realizado segundo a Equacédo 13. Os
resultados dos efeitos para cada variavel estudada estdo apresentados na Tabela 9. Os efeitos

das interagdes entre as variaveis foram desconsiderados uma vez que o objetivo deste estudo
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foi apenas selecionar as variaveis que atuam significativamente na incorporacao de titanio na

silica cromatografica.

Tabela 9. Valores dos efeitos para as variaveis estudadas no processo de titanizagao da silica.

Variaveis Efeitos
1 2,05
2 -1,25
3 -1,25
4 -0,05

Como os experimentos nao foram realizados em replicatas, o erro dos efeitos nao pdde
ser estimado a partir de varidncias individuais dos experimentos. Porém, uma outra forma de
estimar o erro dos efeitos é realizada pela analise do grafico normal dos efeitos'®, no qual os
efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual a zero sdo estatisticamente
significativos. Por outro lado, aqueles que se aproximam deste valor ndo possuem influéncia
significativa na resposta. O grafico normal dos residuos para os experimentos do processo de

titanizacao da silica esta ilustrado na Figura 16.

1,2 - 1
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Efeitos

Figura 16.Grafico normal dos efeitos. () variaveis principais ou interagdes entre duas ou mais variaveis.
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Pelo grafico dos residuos, apenas a variavel 4 (quantidade de tetrabutdxido de titanio)
nao foi estatisticamente significativa, no nivel de 95 % de confianga e, portanto, ndo afeta a
incorporacao de titdnio na silica cromatografica, dentro dos niveis estudados. As demais
variaveis estudadas possuem influéncia na resposta e necessitam de otimizacdo. Como o tipo
de solvente (variavel 1) € uma variavel discreta, sua otimizagao foi realizada pela fixagdo do
nivel que proporcionou a maior percentagem de titanio na silica. Neste caso, como o seu efeito
é precedido pelo sinal positivo, o nivel alto (tolueno) foi o que proporcionou melhores resultados
para titanizacdo. Para a otimizacao das duas variaveis continuas restantes, 2 (tempo de reagao)

e 3 (temperatura de reacao) foi realizado um planejamento composto central.

4.2.2. Planejamento composto central

Para a otimizacdo da quantidade de titanio incorporado a superficie da silica foram
realizados onze experimentos de acordo com o planejamento composto central. Nestes
experimentos a quantidade de tetrabutéxido de titanio (1V) foi fixada em 5,0 g. As percentagens
de titdnio medidas para cada experimento e a matriz do planejamento estdo dispostas na
Tabela 10.

Tabela 10. Percentagens de titdnio para o planejamento composto central. x; e x3 representam os valores

dos dois fatores, codificados pelas equagdes X, = % e X5 = %

Experimentos t(h) T (°C) Xo X3 % Ti
1(3) 3 30 -1 -1 7,3
2(7) 5 30 1 -1 6,8

3 (6) 3 50 -1 1 7.1

4 (1) 5 50 1 1 4,2
5(2) 4 40 0 0 7,8

6 (4) 4 40 0 0 7,8

7 (5) 4 40 0 0 7,5

8 (11) 2,6 40 -1,4 0 7,5
9(8) 54 40 1,4 0 7,2

10 (10) 4 25 0 -1,4 7,1

11 (9) 4 55 0 1,4 7,0
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A partir dos resultados de percentagens de titAnio para os experimentos do
planejamento composto central foi ajustado um modelo quadratico (Equacdo 16), para
determinar as condicbes otimas de tempo e temperatura de reacdo que resultem em uma

percentagem maxima de titdnio na silica cromatogréafica.

% Ti= 7,71-0,48x,— 0,37x,— 0,405 - 0,55x5 - 0,60, X, Equacéo 16
+003 +0,04 + 0,04 +0,07 +0,07 +0,08

Todos os pardametros do modelo sdo estatisticamente significativos, uma vez que as
respectivas estimativas de erro nao incluem nenhum dos coeficientes dos parémetros. A
validade deste modelo no ajuste das percentagens de titdnio incorporadas na silica foi

determinada pela ANOVA. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Andlise da varidncia do modelo quadratico ajustado as percentagens de titanio.

Fonte de Variacao = Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regressao 6,39 5 1,28
Residuos 3,41 5 0,68
Falta de ajuste 3,35 3 1,12
Erro puro 0,06 2 0,03
Total 9,08 10

% de variacdo explicada: 65,2

% de variacdo explicavel: 99,4

Apesar de a razdo MQg/MQ, (37,33) ser maior que o Fszg59 (19,16) tabelado, e
portanto, o modelo apresentar falta de ajuste, esta equagao foi considerada adequada para o
ajuste dos nossos resultados de incorporagao de titanio a silica, pois, aproximadamente 65 %
das variacbOes ocorridas durante a execucado dos experimentos puderam ser explicadas pelo

modelo da Equacgéao 16.
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O modelo ajustado para os resultados de titanizacdo da silica pode ser representado
graficamente por uma superficie de resposta. A Figura 17 apresenta a superficie de

percentagens de titanio para as duas variaveis estudadas, tempo e temperatura de reacao.

% Ti

Figura 17. Superficie de percentagens de titanio incorporadas a silica cromatogréfica.

Pela superficie de resposta, observa-se que a regido de maximo esta dentro dos niveis
investigados. Este valor pode ser determinado pela derivada da equagao quadratica ajustada as
percentagens de titanio. As condi¢des étimas, de tempo e temperatura de reagéo, obtidas foram
em valores codificados, x, = 0,59 e x3 = -0,02, respectivamente. Em valores reais estas
condi¢cbes correspondem a um tempo de reacdo de 4 h 40 min e temperatura de,
aproximadamente, 40 °C. Nestas condi¢bes, a percentagem maxima de titanio incorporada a
superficie da silica, prevista pelo modelo, foi de 7,8 %.

As condi¢cbes otimizadas para a titanizagdo da silica foram: solvente tolueno, 5,0 g de
tetrabutoxido de titanio para 2,5 g de silica ndo ativada (ou 25 mmol de Ti por g de silica),

tempo de reacdo de 4 h 40 min e temperatura de reacdo de 40 °C. Empregando estas
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condi¢cdes no processo de titanizacdo da silica foi realizada a sintese de uma amostra em
triplicata. A percentagem média de titdnio destas amostras foi de 7,6 + 0,2 %. Este valor é
similar ao teérico previsto pelo modelo, de 7,8 %, indicando a eficiéncia do processo de
titanizagcao otimizado pela metodologia de superficie de resposta e pelo planejamento de

experimentos.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica dos suportes de silicas

metalizadas

4.3.1. Area superficial especifica, volume especifico e diametro médio
de poros

Os valores de area superficial especifica (Sger), volume especifico de poros (v,) e
didmetro médio de poros (d,) foram realizadas pelas medidas de adsorgdo e dessor¢do de N, a
-195,5 °C. As medidas das amostras de silica zirconizada e de silica titanizada foram realizadas
em friplicatas de acordo com os respectivos processos de metalizagdo otimizados. Os
resultados obtidos para as amostras de silica zirconizada e silica titanizada (média das trés

amostras) e silica nua estao dispostos na Tabela 12.

Tabela 12. Area superficial especifica, volume e diametro de poros da silica pura, zirconizada e

titanizada.
Amostras Area sgp(arficial Volume ge_Poros Diametro de poros
(m“g”) (cm>g™) (nm)
Silica Kromasil 309 0,89 11,70
Silica zirconizada 336 7 0,68 + 0,01 8,0+£0,5
Silica titanizada 292+3 0,73 £ 0,05 9,56+0,7

As amostras de silica zirconizada e silica titanizada apresentaram reducédo do volume e
didmetro de poros das particulas, sugerindo que a deposicdo dos Oxidos metalicos ocorreu
dentro dos poros das particulas de silica, porém sem obstrui-los. Esta reducdo ndo compromete

as caracteristicas do material, uma vez que os valores resultantes correspondem a mais de
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70 % do valor inicial dos paradmetros de poros da silica cromatografica nua. A redugdo do
volume e didmetro de poros foi menor nas particulas de silica titanizada que nas particulas de
silica zirconizada, provavelmente devido a menor quantidade de titdnio depositado nos poros da
silica, 7,8 %, contra 20,6 % de zirconio.

Outra caracteristica importante das particulas dos suportes de silica metalizada é a area
superficial especifica. As amostras de silica zirconizada tiveram sua area superficial aumentada,
em comparagao a da silica nua, apés a deposicao do zirconio, enquanto que a area superficial
especifica das particulas de silica titanizada apresentou uma reducgao, inferior a 5 %, da area
inicial das particulas de silica nua. Provavelmente, a maior area superficial especifica da silica
zirconizada ocorreu devido a deposicdo do oOxido de zirconio dentro dos poros da silica
formando pequenas rugosidades nas paredes internas sem bloquea-los. Estes valores de area
superficial especifica para os suportes de silica zirconizada e titanizada sao bastante
apropriados para as finalidades cromatograficas'', mostrando que a sintese da silica metalizada
nao altera, de forma significativa, as propriedades apropriadas da silica. Propriedades estas que

o torna um material de suporte quase ideal.

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura e de forca atébmica

A morfologia das particulas do suporte de silica metalizada foi avaliada, apds o processo
de sintese, por técnicas microscépicas: microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
microscopia de forca atdmica (MFA). A Figura 18 apresenta as fotomicrografias eletronicas de
particulas de silica nua, silica zirconizada e silica titanizada.

As fotomicrografias mostram claramente que nao houveram quaisquer alteragcdes quanto
a forma esférica, o tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas de silica zirconizada e
silica titanizada em relacdo a silica nua. E possivel notar também que as etapas de lavagens
sucessivas com tolueno e agua, no processo de sintese dos suportes, foram eficientes para
remocado do material organico residual, pois ndo ha presencga de residuos de reagentes ou de

aglomerados das particulas das silicas metalizadas.
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Figura 18. Fotomicrografias eletrénicas de varredura com ampliagao de 2.000 vezes dos suportes (A) de
silica nua, (B) de silica zirconizada e (C) de silica titanizada. Em detalhe no canto superior esquerdo das
imagens: ampliacao das particulas em 7.000 vezes.

As caracteristicas morfoldgicas das superficies das amostras de silica zirconizada e
silica titanizada foram avaliadas por fotomicrografias de MFA, empregando o modo “tapping
mode” de obtengdo das imagens. Imagens tipicas das superficies das particulas de silica

zirconizada e titanizada estao ilustradas na Figura 19.
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400 nm

Figura 19. Imagens de microscopia de forga atébmica da superficie de uma particula de silica zirconizada
(A) e de uma particula de silica titanizada (B).

Pelas imagens das superficies das silicas metalizadas obtidas por MFA, observam-se
que as particulas apresentam um alto grau de porosidade, pontos mais escurecidos da Figura
19A, com alguns poucos macroporos e mesoporos e, predominantemente, um grande numero
de microporos, de acordo com as definicdes da International Union Pure and Applied Chemistry

(IUPAC)'2. Segundo a IUPAC, os microporos séo poros com didmetros que néo excedem a
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2nm (20 A), os macroporos sdo definidos como poros com didmetros superiores a 50 nm

(500 A), e os mesoporos s&o poros de tamanhos intermediarios a estes, 2 a 50 nm. Além disso,

as superficies das particulas das silicas metalizadas apresentam um alto nivel de rugosidade,

conforme pode ser conferido pela imagem ilustrada na Figura 19B.

4.3.3. Analises termogravi

meétricas

As estabilidades térmicas dos suportes de silica metalizada foram avaliadas por medidas

termogravimétricas. A Figura 20 apresenta termogramas tipicos obtidos para as particulas de

silica zirconizada e titanizada.
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Figura 20. Termogramas dos suportes de silica zirconizada (A) e titanizada (B).
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As perdas de massas estao relacionadas principalmente aos processos de desidratacao
e desidroxilagdo das particulas de silicas zirconizada e titanizada. Nos quais, moléculas de
agua fracamente adsorvidas sao evaporadas e, portanto, desprendidas da superficie dos
suportes, até aproximadamente 150 °C. Entre 150 e 600 °C as perdas de massas séao
referentes a evaporacado de moléculas de agua fisicamente adsorvidas nos suportes. A partir de
600 °C ocorre o processo de desidroxilacdo nos materiais devido a remocdo de grupos
hidroxilas da silica, da zircbnia e da titania. A perda de massa total foi inferior a 7 % da massa
inicial das silicas metalizadas, indicando uma boa resisténcia térmica destes suportes
cromatograficos.

4.3.4. Espectroscopia de absorcao no Infravermelho

A caracterizagao estrutural dos suportes cromatograficos antes e apds a incorporagao
dos éxidos metalicos foi realizada por técnicas espectroscdpicas de analises. Medidas na regido
do infravermelho foram realizadas para as amostras de silicas nua, zirconizada e titanizada. Os

espectros obtidos para as amostras sdo apresentados na Figura 21.

§ Si-Ti
3 3
o
[8)
= -
<E M é‘ .
E m Sizr
(/2]
c
N
l—

———
Sio,

T T T T T T
3600 3000 2400 1800 1200 600

Numero de onda (cm™)

Figura 21. Espectros da regido do infravermelho para os suportes de silica nua, silica zirconizada e silica
titanizada.
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De acordo com os espectros dos suportes cromatograficos, as principais bandas
ocorrem em 3.450, 1.100 e 980 cm™. A banda larga em 3.450 cm™ é atribuida & presenca de
grupos silandis, grupos hidroxilas da zircénia (zircondis) e da titania (titandis) e agua adsorvida
ao material. A banda acentuada em 1100 cm™ é atribuida ao estiramento das ligacdes siloxano,
Si-O-Si. Os espectros de silica zirconizada e titanizada sdo bastante similares ao da silica nua
com excecdo do pequeno ombro referente a vibragdes dos grupos silandis livres em 980 cm™.
Este sinal desaparece nos espectros de silica zirconizada, indicando que a incorporagdo do
zircbnio na silica ocorreu, principalmente, nestes grupos silanéis. Diferentemente da silica
zirconizada, o sinal em 980 cm” permaneceu inalterado apds o processo de titanizacéo,
provavelmente, devido a quantidade relativamente baixa de titanio incorporado a silica (~8 %),

comparada a maior percentagem de zircénio presente na silica.

4.3.5. Espectroscopia de UV-vis com refletéancia difusa

A espectroscopia de absorcdo no UV-vis é freqlientemente usada para caracterizacao
superficial de 6xidos em catalise’*""’. Os espectros de UV-vis fornecem informacdes a respeito
do estado de oxidacao de ions dos metais de transi¢ao, podendo, desta forma, inferir no tipo de
ligacdo que estes Oxidos formam com a matriz de silica nos suportes de silicas zirconizada e
titanizada.

As amostras de silicas zirconizada e titanizada foram submetidas as analises por
espectroscopia no UV-vis com refletancia difusa, juntamente com misturas mecanicas dos
oxidos, sem qualquer etapa posterior de tratamento, e de 6xidos de zircdnio e de titanio puros.
Todas as medidas foram realizadas em ftriplicatas. Espectros tipicos das amostras a base de
zircbnio estdo apresentados na Figura 22.

Os espectros da mistura fisica (SiO./ZrO,) e do 6xido de zircbnio puro apresentaram
comportamento semelhante. Ambos apresentam uma banda intensa proxima a 230 nm que é

173,174

atribuida a ligagdes Zr-O-Zr , ha qual o zircdnio encontra-se em sua forma monoclinica,
apresentando uma configuragdo octaédrica'’®. As amostras de silica zirconizada apresentaram
um deslocamento desta banda para a regido de 204 nm, o qual é atribuido a transferéncia de
carga do ligante (O%) para o orbital do metal (Zr**)"*""®. O zircénio, nesta regido, se encontra
em geometria tetraédrica'’’, evidenciando a formagdo de ligagbes Si-O-Zr nas amostras de

silica zirconizada.
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Figura 22. Espectros de absor¢édo no UV-vis com refletancia difusa de ZrO, puro, da amostra de silica
zirconizada e de uma mistura mecanica de SiO; e ZrO,.

Os espectros das amostras de silica titanizada (Figura 23) apresentam uma banda

178-180

intensa em 365 nm que, de acordo com a literatura , indica a presenca de fases separadas

de titania na sua forma cristalina anatase. Bandas na regido de 220 nm'"®'®°

, as quais sao
atribuidas a ligagdes quimicas entre os 6xidos (Si-O-Ti) devido a transferéncia de carga do
ligante (O%) para o orbital vazio d do Ti**, ndo foram detectadas nos espectros de silica
titanizada. Estes resultados indicam que a titdnia foi depositada, na sua forma cristalina

anatase, na superficie da silica sem interagdo quimica entre os dois 6xidos.
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Figura 23. Espectros de UV-vis com refletancia difusa de TiO, puro, da amostra de silica titanizada e de
uma mistura mecéanica de SiO, e TiO,.
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4.3.6. Espectroscopia fotoeletrénica de raios X

As formas de ligacado do zircénio e do titdnio na superficie da silica foram obtidas por
espectroscopia fotoeletrdnica de raios X. Amostras de silica zirconizada e silica titanizada foram
medidas em triplicata. Misturas mecéanicas dos Oxidos e amostras dos Oxidos de zirconio e
tithnio também foram analisadas. As energias de ligacdo dos picos de fotoemissao estado

apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Energias de ligagdo dos elementos nas amostras de silicas metalizadas.

Energias de Ligacao (eV)

O1is
Amostras Zr3d®?/Ti2d Si2p

O-Zrou O-Ti O-Si
Silica zirconizada 182,7 102,4 530,7 532,7
Mistura mecénica (SiO,-ZrO5) 182,5 104,4 530,3 533,0
*Si0,-ZrO, (Si-O-Zr) 182,8 102,9 531,0 532,7
*ZrO; (Zr-O-Zr) 182,4 - 530,2 -
*SiO, (Si-O-Si) - 103,4 - 532,7
Silica titanizada 459,1 103,6 530,3 532,3
Mistura mecanica (SiO.-TiO,) 4593 103,6 530,3 532,3
*Si0,-TiO, (Si-O-Ti) 459,3 103,4 531,5 532,3
*TiO, (Ti-O-Ti) 459,3 - 530,3 -

*valores de referéncia na literatura.

As informagdes mais relevantes a respeito da ligagdo entre os 6xidos nas amostras sao
obtidas dos resultados da energia de ligagao do orbital 1s do oxigénio (O 1s). De acordo com a
literatura, em uma ligacado quimica do tipo Si-O-Zr ou Si-O-Ti, as energias de ligagcdo do O 1s no
Zr-O/Ti-O sofrem deslocamentos quimicos convergindo para um valor intermediario de energia

178

de ligacao aos dois extremos dos oxidos puros'*". O valor da energia de ligagdo do O 1s mais
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descrito como representativo das ligagdes Si-O-Zr é de 531,0 eV'” e das ligacdes Si-O-Ti é de
531,5 eV'®.

Pode ser observado na Tabela 13 que a amostra de silica zirconizada apresentou
deslocamento quimico da energia de ligacao do O 1s para um valor de 530,7 eV, mostrando
evidéncias da formacéao de ligagbes quimicas entre a silica e a zirconia. A Figura 24 apresenta
os espectros de EFX do O 1s da amostra de silica zirconizada e também da mistura fisica entre

a silica e a zircbnia, na qual podem ser observados os picos referentes as ligagdes Si-O e Zr-O.
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Figura 24. Espectros de EFX para o O 1s das amostras de (A) silica zirconizada (21,6 % Zr) e (B) mistura
fisica SiO./ZrO, (22 % Zr).

A maior intensidade do pico do orbital 1s do oxigénio na ligacdo Zr-O da mistura fisica
Si0,/ZrO,, a qual contém praticamente a mesma percentagem de Zr da amostra de silica
zirconizada, esta relacionado, possivelmente, a presenca de maior quantidade de atomos de Zr
na superficie deste material. Nas amostras de silica zirconizada, os atomos de Zr depositados
dentro dos poros da silica ndo sao detectados pelas medidas de EFX, fazendo com que a
intensidade deste sinal seja menor. No entanto, na Figura 24 pode ser observado o
deslocamento da energia de ligagdo na amostra de silica zirconizada comparada a energia de
ligacao da mistura fisica SiO,/ZrO,, a qual é idéntica a da zircOnia pura (ZrO,), Tabela 13.

Por sua vez, este deslocamento quimico da energia de ligagdo do O 1s nao foi
observado nas amostras de silica titanizada. Conforme os resultados apresentados na Tabela
13 e ilustrados na Figura 25, as energias de ligagdo do O 1s das amostras de silica titanizada e

da mistura fisica SiO,/TiO, sao idénticas a energia de ligacdo do 6xido de titdnio puro. O valor

88



Anizio Marcio de Faria

de energia de ligacao do orbital 1s do oxigénio da ligacdo O-Ti obtidas para estas amostras foi
igual ao valor de referéncia para a titania na sua forma cristalina anatase, 530,3 eV'""'®?, Estes
resultados de EFX corroboram os obtidos por UV-vis, indicando que houve apenas a deposicao
de 6xido de titanio na superficie e poros da silica cromatogréafica. E importante ressaltar que
todas as amostras foram realizadas em triplicatas e, em nenhuma delas houve deslocamento

quimico do O 1s da ligagao Ti-O.
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Figura 25. Espectros de EFX para o O 1s das amostras de (A) silica titanizada (7,8 % Ti) e (B) mistura
fisica SiO./TiO; (8 % Ti).

4.4. Sumario das caracterizacoes dos suportes de silica

zirconizada e titanizada

O suporte de silica zirconizada apresenta-se como um soélido na forma de particulas
esféricas contendo aproximadamente 21 % de zirconio na superficie e poros da silica
cromatografica. A silica zirconizada possui uma grande area superficial especifica e
propriedades de poros (volume especifico e didmetro médio) adequadas para as finalidades
cromatograficas. O zirconio esta ligado a silica, principalmente, pelos grupos silandis isolados,
sendo esta uma ligacdo quimica do tipo Si-O-Zr, a qual se credita uma maior estabilidade
quimica frente a condi¢des mais drasticas de fase mével.

O suporte de silica titanizada apresenta-se na forma de particulas esféricas com
propriedades texturais, tais como area superficial especifica, volume e didmetro médio de poros

bastante similares a silica Kromasil. Aproximadamente 8 % de titanio estdo depositados na
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forma de um Oxido cristalino (anatase) na superficie e poros da silica cromatografica por
interacdes fracas governadas pelas for¢as de van der Waals.

Os dois materiais apresentaram diferengas quanto ao tipo de ligagdo com a silica,
provavelmente, devido a maior quantidade de zirconio incorporado, favorecendo a formacao de
ligacdo quimica de maior estabilidade do tipo Si-O-Zr. Por outro lado, apesar dos Oxidos
estarem ligados fracamente por forgas de van der Waals no material de silica titanizada, este
também se apresenta promissor como uma alternativa aos suportes cromatograficos a base de

silica nua.

4.5. Caracterizacao fisico-quimica do PMTDS

4.5.1. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica do PMTDS foi avaliada por analise termogravimétrica. As perdas
de massas do PMTDS ocorreram principalmente a partir de 130 °C, inicio da degradagao do

polimero, como pode ser visto na Figura 26.
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Figura 26. Termograma do poli(metiltetradecilsiloxano).
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Como o PMTDS é constituido também por mondémeros e oligbmeros de comprimentos
de cadeias carbdnicas variadas (desde as mais curtas como CH; as mais longas como C3gHe+),
podem ser observados varios picos de degradacgao (curva pontilhada) dentro da faixa de 130 a
600 °C. A 600 °C todo o polimero é degradado, deixando um depdsito de silica. Diante destes
resultados, a faixa de aplicagao do PMTDS para a utilizagdo como fase estacionaria fica
limitada a uma temperatura maxima de 120 °C, para garantir que a sua estrutura inicial nao seja

afetada pela alteracdo da temperatura durante o preparo da fase estacionaria.

4.5.2. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

A presenca de bandas caracteristicas dos grupos funcionais da estrutura do PMTDS foi
avaliada qualitativamente por analises na regido do infravermelho. Um espectro tipico de
transmissdo do PMTDS na regido do infravermelho estd ilustrado na Figura 27. As principais
bandas do espectro estdo indicadas na Figura. A pequena banda em 3.420 cm™ refere-se ao
estiramento (v) de grupos hidroxilas (Si-OH) do polimero, indicando que, mesmo apés a
imobilizacdo do PMTDS sobre o suporte cromatografico, estes grupos podem atuar no processo
de retencdo das fases estacionarias ou podem se envolver no processo de imobilizacao do
polimero sobre o suporte. O tripleto na regido de 2.900 cm™ estéa relacionado & vibragado C-H de
grupos CH, e CH; do PMTDS, e as bandas em 1.460 e 1.260 cm™ sdo atribuidas as
deformacdes C-C e C-H de grupos alquilas, respectivamente. O dupleto na regido espectral de

1.010 e 1.100 cm™ & atribuido a ligagdes siloxanos (Si—-O-Si).
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Figura 27. Espectro da regido do infravermelho para o poli(metiltetradecilsiloxano).

4.5.3. Cromatografia por exclusao

Através da cromatografia por exclusdo, na modalidade de permeacdo em gel, foi
possivel determinar os valores de massa molar numérica média (M,) € massa molar ponderal
média (M,,) do PMTDS. Estes dados foram obtidos a partir do cromatograma de PMTDS, o qual
esta ilustrado na Figura 28. O indice de polidispersividade (IP) do PMTDS foi obtido pela razéo
dos valores de M,, e M,,, IP = M,,/M.,..

Conforme pode ser observado na Tabela 14, a massa molar numérica média do PMTDS
foi de 7.957 daltons e o seu indice de polidispersividade de 3,47. Estes valores sao muito
similares aos determinados para outros polissiloxanos, tais como: PMOS e PMODS, em
trabalhos anteriores do LabCrom'°'®. Desta forma, espera-se que o desempenho
cromatografico das fases estacionarias com PMTDS também seja similar aos obtidos pelas
fases baseadas em PMOS e PMODS.
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Figura 28. Cromatograma de permeagéo em gel do poli(metiltetradecilsiloxano). Condigbes
cromatograficas: coluna Ultrastyragel 7,8 x 30 mm; fase moével: tetraidrofurano; vazao: 1,0 mL min™;
volume de amostra: 200 pL; temperatura de 40 °C e detecgao por indice de refragao.

Tabela 14. Caracteristicas fisicas do PMTDS obtidas por cromatografia por permeagdo em gel.

Polimero M, (Daltons) M,, (Daltons) IP
PMTDS 7.957 27.633 3,47
PMOS™ 6.168 15.543 2,52

M,: massa molar numérica média. M,,: massa molar ponderal média. IP: indice de polidispersividade.

4.6. Determinacao das condicoes cromatograficas de analises
para avaliacao das fases estacionarias

A vazao 6tima de fase moével e a sua composicao ideal para analise das fases de Si-
Zr(PMTDS) e de Si-Ti(PMTDS) foram determinadas como etapas iniciais dos estudos do
desempenho cromatografico das fases estacionarias. A percentagem do componente organico
na fase movel ideal para a avaliagdo das fases estacionarias foi determinada pela avaliagdo da
mistura-teste | (uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno). Fases modveis de

metanol:agua em composicdes de 60:40; 70:30 e 80:20 (v/v) foram empregadas com uma fase
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estacionaria de Si-Zr(PMTDS) termicamente imobilizada a 120 °C por 8 h (condi¢gbes 6timas de
trabalhos anteriores com PMOS®). Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura
29.

A fase moével considerada como ideal para a avaliacio das fases estacionarias foi a de
composi¢ao metanol:agua (70:30, v/v), pois nesta composi¢cao tem-se um tempo adequado de
analise, de aproximadamente 10 minutos para a fase estacionaria em questdo, com boa
separacao de todos os compostos da mistura, obtendo um fator de retengdo de 3,0 para o
composto mais retido, o naftaleno. O mesmo nao ocorreu para as fases modveis com
composicao de 60:40 e 80:20 (v/v) que apresentaram fatores de retengcio superiores a 16 e
inferiores a 1,5 para o naftaleno, respectivamente, ficando fora da faixa considerada como
adequada, entre 2 e 10'"'?. Esta composicdo de fase moével foi adotada também para as fases
estacionarias de PMTDS imobilizadas sobre particulas de silica titanizada, pois fases
estacionarias com o mesmo polimero imobilizado sobre suportes de silicas titanizada ou
zirconizada apresentam caracteristicas de retengao similares, principalmente, para compostos

apolares®®®2.

(A)
metanol:agua (60:40, v/v)

1 3 4 >

(B)
34 metanol:agua (70:30, v/v)

Resposta do detector

4 (©)
metanol:agua (80:20, v/v)

0 10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 29. Cromatogramas da separagdo da mistura-teste | por uma fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada
termicamente a 120 °C por 12 h, empregando diferentes condi¢des de fase mével. Condicdes
cromatograficas: vazao de fase mével: 0,3 mL min”"; volume de amostra injetada: 5 uL; deteccao a
254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos analisados: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4)
tolueno e (5) naftaleno.
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A vazao 6tima da fase mével metanol:agua 70:30 (v/v) foi definida com base na curva de
van Deemter, que relaciona a altura de um prato (H) a velocidade linear da fase mével (u). A
vazao otima determina a velocidade linear da fase movel que proporciona a maxima eficiéncia
de coluna (menor valor da altura de um prato, H), localizada no ponto minimo da curva. Os
termos H e p foram obtidos a partir do valor de eficiéncia para o pico do naftaleno, do
comprimento da coluna (L) e do tempo de retencao da uracila, Equacgdes 4, 5 e 6. A Figura 30

mostra a curva de van Deemter para a fase de silica zirconizada com PMTDS imobilizado
termicamente a 120 °C por 8 h.

2,14 7
/‘
1,8
3 .
~— 1,5“ //
T ® g
“. /‘
1,24 7
\\\ ’///
\ Y
09{ ©-8--
T T T T T 1
0 l 5 10 15 20 25 30

0,2 ou 0,3 mL min”' u(cm min™)

Figura 30. Curva de van Deemter para uma fase de Si-Zr(PMTDS) imobilizada termicamente.

O ponto minimo da curva, correspondente a maxima eficiéncia de coluna, apresenta
altura de um prato (H) equivalente a 0,9 um (ou eficiéncia de coluna de 67.000 pratos m™') para
0 composto mais retido pela fase estacionaria Si-Zr(PMTDS) avaliada. Esta maxima eficiéncia
da fase estacionaria foi obtida em vazdo de fase mével na faixa de 0,2 a 0,3 mL min™
(velocidade linear de aproximadamente 3 cm min™'). A vazdo de 0,3 mL min™ foi escolhida para
o desenvolvimento do trabalho por resultar em um tempo de analise menor para a avaliacao

das fases estacionarias com PMTDS imobilizada sobre os suportes de silicas zirconizada e
titanizada.
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4.7. Extracao do PMTDS nao-sorvido ou nao-imobilizado do
suporte

As fases estacionarias foram preparadas a partir de uma carga de polimero de 45 %
(m/m). Esta carga é necessaria para que o PMTDS possa recobrir toda a superficie e preencher
completamente todos os poros dos suportes de silica zirconizada e de silica titanizada, restando
um excesso de polimero para que perdas durante o processo de preparo das fases
estacionarias ndo possam impedir o recobrimento polimérico completo do suporte. Porém, apos
a sorcao e/ou imobilizacao do polimero apenas uma determinada quantidade ficara realmente
sorvida ou imobilizada no suporte. Faz-se necessaria uma etapa para extracdo do polimero
nao-sorvido ou nao-imobilizado no suporte, pois este podera ser lixiviado para o sistema
cromatografico com a passagem continua de fase moével. Esta perda de polimero com a
passagem da fase movel resultara em alteragcdo continua dos parametros de retencdo. Trés
processos de extragcdo previamente otimizados no laboratério foram avaliadas para a extragao
do PMTDS nao-sorvido ou nao-imobilizado nos suportes cromatograficos. Para tal, diferentes
porcdes das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente a 120 °C por 8 h foram submetidas

aos seguintes procedimentos de extracao:

e Extracdo por 2h com metanol a 1,0 mL min™’, seguido de extragdo por 2h com
cloroférmio a 1,0 mL min™, empregando temperatura de 25 °C.

e Extracdo por 4 h com hexano a uma vazao de 0,5 mL min™ e temperatura de 50 °C.

e Extracdo com 120 mL de hexano empregando a bomba de enchimento a uma pressao de
34,5 MPa.

As fases foram avaliadas quanto ao desempenho cromatografico e a percentagem de
PMTDS antes e apds as respectivas etapas de extracdo. Os resultados de percentagem de
PMTDS, calculados pela Equacéo 7, estdo apresentados na Tabela 15. Os cromatogramas das

fases Si-Zr(PMTDS) obtidos apds as etapas de extracao estdo ilustrados na Figura 31.
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Tabela 15. Percentagens de PMTDS, antes e apds a extragao do polimero ndo imobilizado na silica
zirconizada, obtidas pelos diferentes procedimentos empregados.

Procedimentos de Extracao % PMTDS antes % PMTDS depois

Cloroférmio/metanol 38,1+1,2 20,3+0,6
Hexano a 50 °C 40,4 +1,7 19,1 +1,1
Hexano a alta presséao 40,6 +1,6 20,6 £ 0,3

Todos os trés procedimentos de extracdo se mostraram satisfatérios na remocédo do
PMTDS nao imobilizado do suporte de silica zirconizada, uma vez que houve boa repetibilidade
do comportamento cromatografico entre as inje¢oes e alta estabilidade dos tempos de retencao

dos compostos da mistura-teste avaliada nas fases estacionarias apds as etapas de extragéo.

) Hexano (0,5 mL min™ por 4 h a 50°C)

Cloroférmio (1,0 mL min™ por 2h)
Metanol (1,0 mL min™ por 2h)

Resposta do detector
Resposta do detector

12 14
Tempo (min)

Resposta do detector

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Figura 31. Cromatogramas da separagédo da mistura-teste | pelas fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas
termicamente e submetidas aos diferentes procedimentos de extragdo. Condi¢ces cromatograficas: fase
movel metanol:agua 70:30 (v/v), vazdo de 0,3 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 pL; detecgdo a
254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e
(5) naftaleno.
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Os resultados da Figura 31 e da Tabela 15 mostram que os trés procedimentos
apresentaram resultados cromatograficos e percentagens de PMTDS extraidas bastante
similares paras as fases. Como os volumes de solventes extratores empregados nos trés
procedimentos também foram idénticos, o critério de escolha para a determinacdo das
condigcbes otimas de extracdo do PMTDS n&o-sorvido ou nao-imobilizado no suporte de silica
zirconizada foi a simplicidade de execugdo do procedimento. Desta forma, a extragdo com

hexano a 0,5 mL min™ empregando temperatura de 50 °C foi o procedimento selecionado.

4.8. Avaliacao cromatografica dos procedimentos de imobilizacao

do PMTDS sobre suportes de silica metalizada

4.8.1. Estudo da sorcao do PMTDS sobre silica zirconizada

Trabalhos anteriores''®'%137.18¢ desenvolvidos no LabCrom mostraram que a sorgdo de
PMOS sobre suportes de silica nua, sem qualquer etapa posterior de imobilizagdo, pode
resultar em fases estacionarias com propriedades cromatograficas bastante similares aquelas
obtidas por polimeros fisicamente imobilizados sobre o suporte. Porém, faz-se necessario um
determinado periodo de tempo para que uma quantidade minima do polimero, uma
monocamada, fique sorvida mais fortemente ao suporte cromatografico. Este processo foi
denominado de auto-imobilizagéo''®"¥".

Nesta etapa do trabalho, foi avaliado o fendbmeno da auto-imobilizacao do PMTDS sobre
a superficie e nos poros de particulas de silica zirconizada e de silica titanizada. Para tal, um
lote maior de PMTDS sorvido em particulas de silica Kromasil metalizada (5 um) com carga de
polimero de 45 % (m/m) foi preparado e periodicamente avaliado, de 15 em 15 dias, quanto ao
desempenho cromatografico por um periodo de 100 dias. Todas as fases foram submetidas a
etapa de extracdo com hexano a 50 °C apds os periodos previamente determinados de sorgéo,
para avaliar a quantidade efetiva de PMTDS que ficou sorvida (ou auto-imobilizada) aos
suportes de silicas metalizadas. As fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram avaliadas a
partir do sexto dia do inicio do experimento, pois este foi o tempo necessario para que o
hexano, solvente empregado no preparo das fases estacionarias, fosse completamente

evaporado a temperatura ambiente.
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O desempenho cromatografico das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) auto-
imobilizadas e o grau de recobrimento foram avaliados pelas mistura-testes | e Il e por analise
elementar, respectivamente. Os cromatogramas da separagcédo da mistura-teste | pelas fases Si-

Zr(PMTDS) estao apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Cromatogramas da separagédo da mistura-teste | pelas fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizadas.
Condi¢bes cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v); 0,3 mL min"; volume de amostra
injetada: 5 pL; deteccao a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila,
(3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

De acordo com os cromatogramas da Figura 32, ja a partir da primeira avaliagao, sexto
dia de estudo, a fase estacionaria Si-Zr(PMTDS) resultou em uma boa separagao,
apresentando boa eficiéncia para o naftaleno, composto mais retido da mistura, como mostrado
na Tabela 16. A quantidade de PMTDS sorvida no suporte de silica zirconizada nos primeiros
seis dias de experimento foi exatamente a mesma da quantidade de PMOS, em termos de

percentagem de carbono, sorvida no suporte de silica Kromasil pura (silica de alto grau de
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pureza) nos experimentos de Bottoli et al.'"® apds 51 dias do seu preparo. Com base em seus
estudos', os autores propuseram que a presenca de tragos de impurezas metalicas no suporte
de silica aumenta indiretamente a atividade dos sitios ativos (grupos silandis) da silica,
acelerando o rearranjo e, por conseguinte, a imobilizagdo do PMOS na sua superficie e poros.
Esta conclusao foi baseada em estudos no quais os autores mostraram que silicas Rainin e
Davisil, com maior teor de impurezas metalicas que a Kromasil, promovem a formagao mais
rapida de uma monocamada polimérica. A camada de PMOS de aproximadamente 1 nm de
espessura foi obtida apés 5 e 40 dias de auto-imobilizacdo sobre as silicas Rainin e Dauvisil,
respectivamente, comparadas a obtida na silica Kromasil, que necessitou de 100 dias para que
houvesse a formagdo da camada polimérica de mesma espessura. Portanto, a presenca de
zircdnio, aproximadamente 21 % (m/m), na superficie da silica Kromasil, neste estudo, pode ter
sido o fator primordial para a rapida auto-imobilizagdo do PMTDS no suporte cromatografico,
resultando no bom desempenho da fase logo no inicio do experimento. Porém, este ndo deve
ser considerado o unico fator para a imobilizagao mais rapida do PMTDS na silica zirconizada,
uma vez que a imobilizacdo de polimeros em sdlidos € um processo complexo influenciado por

contribuicdes dos mais diversos tipos'®.

Tabela 16. Resultados cromatograficos das fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizadas.

Experimentos Parametros Cromatograficos

% PMTDS 1 (nm)

(dias) N/L ® As® As® k® Rs®

6 74.100 1,1 2.2 17 39 12,7 0,51
15 82.100 11 19 23 42 14,4 0,60
30 81.500 10 29 32 50 15,7 0,67
45 54.400 12 27 29 39 15,9 0,68
60 73.900 11 34 37 49 17,6 0,78
75 66.400 1,2 38 33 45 19,7 0,93
90 67.700 16 4,1 36 44 20,3 0,96
100 77.400 10 47 39 48 20,6 0,98

2 Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° ty, medido a partir do
tempo de retencdo da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno.
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A quantidade de polimero sorvida no suporte aumenta com o aumento do tempo de
repouso e, provavelmente, a auto-imobilizacdo se dara por completa quando todo o polimero
adicionado inicialmente for fortemente sorvido ao suporte, conforme pode ser observado na
Tabela 16. Porém, & importante que o processo de auto-imobilizagdo do PMTDS seja
interrompido, pois, a partir de um determinado momento, a quantidade de polimero auto-
imobilizada no suporte pode resultar em uma fase estacionaria de camada polimérica muito
espessa que, por sua vez, tornara lento o processo de transferéncia de massas do soluto entre
as fases estacionarias e movel''®.

As fases Si-Zr(PMTDS) apresentam um maximo de eficiéncia de coluna no inicio do
estudo (entre 15 e 30 dias), devido a formacdo de uma camada mais fina de PMTDS na
superficie da silica zirconizada. Com este periodo de imobilizacdo, as fases estacionarias Si-
Zr(PMTDS) auto-imobilizadas resultaram em eficiéncias de colunas superiores a
80.000 pratos m”. O desempenho cromatografico das fases ndo apresentou comportamento
uniforme ao longo do estudo, a eficiéncia de coluna alterna entre valores mais altos e mais
baixos neste periodo. Provavelmente, ocorre a formagao de pontos (ou “plugs”) mais espessos
no filme polimérico auto-imobilizado, seguido da redistribuicdo e reorganizagao destes pontos,
retomando uma configuragdo de filme com espessura uniforme ao longo da superficie e nos
poros da silica zirconizada®.

A metodologia para o calculo da espessura de camada de PMTDS & um procedimento
empirico, pois dificlmente ocorre uma distribuigdo homogénea do polimero na superficie € nos
poros do suporte. Desta forma, alguns grupos silandis ficardo expostos e a interagdo destes
com solutos polares, principalmente basicos, sera até mais intensa que os silandis residuais de
suportes de silica nua devido a presenca de um atomo de metal adjacente a um grupo silanol
residual, ndo recoberto com o polimero, aumentando a atividade (acidez) deste silanol livre'®.
Além disso, os grupos zirconois (Zr-OH) residuais apresentam caracteristicas de acidos de
Lewis e também reterdo fortemente compostos basicos. Esta interacdo mais forte com
compostos polares, principalmente com aqueles de carater basico, foi observada pela avaliacao
da separacao da mistura-teste Il, que contém um composto acido (fenol) e um composto basico
(N,N-dimetilanilina) e compostos neutros (naftaleno e acenafteno). Os cromatogramas da
separacao desta mistura-teste obtidas pelas fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizadas estao

ilustrados na Figura 33.
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Figura 33. Cromatogramas da separagao da mistura-teste Il pelas fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizadas.
Condigdes cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v); 0,3 mL min™"; volume de amostra
injetada: 5 pL; deteccao a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol,

(3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

Observa-se pela Figura 33 e pela Tabela 16 que o pico da N’N-dimetilanilina foi eluido
com um fator de assimetria bastante elevado nas fases auto-imobilizadas, independente do
tempo de sorcédo, devido a interagcao mais forte de substancias basicas com o suporte de silica
zirconizada. Este comportamento também foi observado em outros trabalhos do grupo
empregando PMOS imobilizado em suportes de silica metalizada com 6xido de zirconio®'®?.
Interessantemente, o fator de assimetria para o pico da N,N-dimetilanilina aumenta com o

aumento da percentagem de polimero sorvida no suporte.
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4.8.2. Estudo da sorcao do PMTDS sobre silica titanizada

Para as fases estacionarias com PMTDS auto-imobilizado sobre particulas de silica
titanizada, o processo de sor¢ao do polimero foi muito mais lento se comparado ao obtido sobre
silica zirconizada. Somente apds o 75° dia de experimento foi possivel obter uma perfeita
separagcao dos componentes da mistura-teste |, conforme pode ser observado na Figura 34.
Este fato pode estar relacionado a maior reatividade do zirconio se comparada a do titanio, de
acordo com a escala de reatividade da tabela periddica, tornando a superficie o suporte

cromatografico mais susceptivel (mais reativa) a adsor¢ao do PMTDS.
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Figura 34. Cromatogramas da separacgado da mistura-teste | pelas fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas.
Condigbes cromatograficas: fase moével metanol:agua (70:30, v/v); 0,3 mL min”™"; volume de amostra
injetada: 5 pL; detecgao a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila,
(3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno. A diferenga nas intensidades dos picos de um mesmo composto
nos cromatogramas se deve ao preparo de diferentes misturas-teste ao longo deste estudo.
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A separacao ineficiente dos compostos da mistura-teste | é devido a quantidade
reduzida de polimero sorvida na silica titanizada no inicio do estudo (Tabela 17). A medida que
maiores quantidades de PMTDS séo fixadas (ou auto-imobilizadas) nas particulas de silica
titanizada melhores resolucao e separacdo dos picos sido obtidas. Apds 75 dias de estudo, o
grau de separagao cromatografica das fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas se assemelharam
ao obtido pelas contrapartes baseadas em suportes de silica zirconizada.

O desempenho cromatografico das fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas aumentaram
proporcionalmente ao aumento da quantidade de polimero auto-imobilizada no suporte
cromatografico, conforme pode ser observado na Tabela 17. O desempenho maximo, em
termos de eficiéncia de coluna, ocorreu nas fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas por um
periodo de 90 e 100 dias, nas quais eficiéncias de colunas acima de 80.000 pratos m™' para o
naftaleno foram obtidas com parametros de retengcdo adequados para compostos apolares. A
quantidade de PMTDS auto-imobilizada aumentou com o aumento do tempo de sorcao da fase
estacionaria, resultando em espessuras de camadas poliméricas sobre a silica titanizada de

aproximadamente 1 nm ao final do experimento.

Tabela 17. Resultados cromatograficos das fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas

Experimentos Parametros Cromatograficos

% PMTDS < (nm)

(dias) N/L ® As® As® k* Rs®

6 41.200 i ; 13 0,1 4.9 0,19
15 42.900 ; ; 16 0,3 6,2 0,25
30 55300 0,8 i 26 1,0 12,4 0,56
60 58.300 1,1 18 34 16 13,7 0,62
75 56400 08 17 37 20 15,6 0,73
90 81500 09 17 43 20 17,2 0,83
100 84400 09 12 46 272 18,3 0,90

2 Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° ty, medido a partir do
tempo de retencdo da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Diferentemente das fases Si-Zr(PMTDS), as fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas
apresentaram fator de assimetria para compostos basicos, representado pela N,N-dimetilanilina

na mistura-teste |l, similares aos obtidos por fases estacionarias com polissiloxanos
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imobilizados sobre suportes de silica nua'*'¥"'83.184 (Tapela 17). Este fato pode estar associado
a menor reatividade da superficie do suporte de silica titanizada e também a presenca de uma
quantidade menor do titdnio no suporte, <8 %, comparado aos quase 21 % de zircbnio
incorporado na silica. Além disso, a quantidade de PMTDS auto-imobilizada também é um fator
que contribuiu significativamente para a redugdo do fator de assimetria para a N,N-
dimetilanilina. No inicio do estudo, com a menor quantidade de PMTDS, o pico da N,N-
dimetilanilina foi eluido posteriormente ao do naftaleno (06 dias de auto-imobilizagdo), e em
outras situagdes os dois componentes co-eluiram (15 e 30 dias de auto-imobilizagdo), como
mostrado na Figura 35. Com o aumento continuo da quantidade de PMTDS auto-imobilizado na
silica titanizada, o composto basico retomou a sua ordem de eluicdo, apresentando caudas

cromatograficas cada vez menores, como pode ser observado na Tabela 17 e Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste Il pelas fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizadas.
Condigbes cromatograficas: fase movel metanol:agua (70:30, v/v); 0,3 mL min™"; volume de amostra
injetada: 5 pL; detecgéo a 254 nm e temperatura de 25 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3)

N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno. A diferenca nas intensidades dos picos de um mesmo
composto nos cromatogramas se deve ao preparo de diferentes misturas-teste ao longo deste estudo.
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A mudanga da ordem de eluigdo entre a N,N-dimetilanilina e o naftaleno ja havia sido
relatada em outro trabalho desenvolvido por Fonseca'*, empregando fases estacionarias com

PMOS imobilizado termicamente sobre particulas de silica titanizada.

4.8.3. Avaliacao da imobilizacao térmica do PMTDS sobre silica

zirconizada

Todas as fases estacionarias foram preparadas a partir de uma carga de PMTDS de
45 % (m/m). O material, apds seis dias de sor¢ao a temperatura ambiente, foi submetido a uma
etapa de imobilizagao via tratamento térmico, empregando um planejamento composto central
(planejamento fatorial 2° + triplicata no ponto central + planejamento estrela). O tempo e a
temperatura de imobilizacdo foram as variaveis estudadas neste trabalho. O dominio
experimental (intervalos de tempo e de temperatura estudados) foi definido de acordo com
trabalhos anteriores do grupo, empregando o meétodo univariado para a imobilizagédo térmica de
outros polissiloxanos na superficie da silica’'3"'818 As fases Si-Zr(PMTDS) foram
submetidas a etapa de imobilizagdo térmica de acordo com a matriz de planejamento
apresentada na Tabela 3. Apds a etapa de imobilizacio, todas as fases foram submetidas ao
procedimento de extracdo para a remogdo do PMTDS ndo imobilizado sobre as silicas
metalizadas. As espessuras das camadas (t) de PMTDS imobilizada termicamente, sob
diferentes condi¢des, nas particulas de silicas metalizadas e os resultados cromatograficos das
fases de Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente estdo apresentadas na Tabela 18.

O desempenho cromatografico das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente foi
muito bom, com uma variagéo de eficiéncias de colunas de 74.000 a 84.000 pratos m™, e 6timo
fator de assimetria para compostos apolares (Tabela 18), medido para o naftaleno, dentro dos
limites aceitaveis, entre 0,8 e 2,0'®. A Unica excecdo foi observada no experimento 9, no qual o
fator de assimetria para o naftaleno foi de 2,7. Este maior fator de assimetria provavelmente
esta relacionado ao inicio da degradacao de alguns oligbmeros presentes no PMTDS, uma vez
que a temperatura de imobilizacdo empregada (128 °C) foi proxima deste acontecimento,
conforme indicado por analises termogravimétricas. Apesar do inicio da degradacdo do
polimero, nesta condigdo obteve-se a maior quantidade de PMTDS imobilizada sobre o suporte,

apresentando uma camada polimérica de 1 nm de espessura.
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Tabela 18. Pardmetros cromatograficos das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente de acordo
com o planejamento composto central para duas variaveis.

Parametros cromatograficos
Experimentos % PMTDS < (nm)

N/L 2 As? AsP® k &° Rs ¢

1-80°C/8h 83.800 0,9 2,5 3,0 4,8 13,3 0,54
2-120°C/8h 79.900 1,9 3,1 4,4 5,1 19,7 0,93
3-80°C/16h 74.400 0,9 2,6 2,5 4,2 15,1 0,64
4-120°C/16h 76.800 1,2 5,1 4,3 5,1 19,7 0,93
5-100°C/12h 78.800 1,1 3,3 3,3 4,9 17,9 0,80
6-100°C/12h 82.100 1,1 4.1 3,5 4,9 15,4 0,66
7-100°C/12h 81.000 1,0 4,5 3,0 4,8 17,1 0,75
8-72°C/12h 83.100 1,2 4,5 3,1 4,7 16,0 0,69
9-128°C/12h 75.800 2,7 54 4,3 4,8 21,0 1,00
10-100°C/6,4 h 82.800 1,2 4.1 3,0 4,7 17,6 0,78
11-100°C/17,6 h 79.700 1,3 44 3,6 4,7 19,3 0,90

2 Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° ty, medido a partir do
tempo de retengao da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Estatisticamente, a quantidade de PMTDS imobilizada no suporte de silica zirconizada
aumenta mais acentuadamente com o aumento da temperatura do que com o aumento do
tempo de imobilizagdo dentro do periodo avaliado, de acordo com o grafico de Pareto (Figura
36).

Intervalo de Confianga no
nivel de 95 %

Tempo
Interagédo

Temperatura

6 -4 -2 0 2 4 6
-1,68 1,68

Figura 36. Efeitos das variaveis estudadas, e da respectiva interagéo, na eficiéncia de coluna das fases
estacionarias Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente.
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Os parémetros cromatograficos da Tabela 18 foram medidos a partir dos
cromatogramas, referente aos experimentos do planejamento composto central, das fases Si-
Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente, os quais estdo dispostos na Figura 37. Nestes
cromatogramas pode ser observado que a fase estacionaria obtida pelo experimento 9 (128 °C /
12 h) apresentou caudas para os picos de todos os compostos. As demais fases estacionarias
apresentaram excelente desempenho cromatografico, com elui¢cdes relativamente rapidas para

os compostos, inferior a 12 minutos.
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Figura 37. Cromatogramas da separagédo da mistura-teste | empregando as fases Si-Zr(PMTDS)
imobilizadas termicamente. Condi¢des cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);
0,3 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 ulL; detecgédo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

A repetibilidade do preparo das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente foi
verificada pela realizagdo de trés experimentos no ponto central do planejamento delineado,

empregando as mesmas condi¢oes (exp. 5, 6 e 7). A estimativa do desvio padrao relativo (RSD)
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medida para estes experimentos foi inferior a 2 %, em termos de eficiéncia de coluna para o
pico do naftaleno, e de aproximadamente 6 %, em termos de percentagem de PMTDS sobre a
silica zirconizada (grau de recobrimento polimérico). Este resultado é bastante satisfatério
levando-se em consideragao que este grau de repetibilidade é, pelo menos, similar aos obtidos
para as fases estacionarias disponiveis comercialmente. Por outro lado, uma caracteristica
peculiar das fases estacionarias baseadas no suporte de silica zirconizada é o alto fator de
assimetria para compostos polares, principalmente, basicos. A separagdo da mistura-teste Il
empregando as fases imobilizadas termicamente esta apresentada na Figura 38. A presenca do
6xido de zirconio na superficie da silica acentua a acidez dos grupos silandis residuais (nao
recobertos pelo PMTDS), além de atuar como acido de Lewis®. Desta forma, estas duas formas
indesejaveis de interagdo atuam simultaneamente retendo fortemente compostos basicos, como
pode ser comprovado pelo alto fator de assimetria obtido para o pico da N,N-dimetilanilina na
Tabela 18 e, também, visualmente pelos cromatogramas da Figura 38. Estas caudas
acentuadas para a N,N-dimetilanilina sao indicios de que o recobrimento polimérico ndo é
uniformemente homogéneo em nenhuma das fases imobilizadas termicamente. Este fato
reforgca a idéia da formacdo de uma camada polimérica retalhada na superficie e nos poros do
suporte cromatografico, na forma de “plugs” (ou gotas)'”, deixando partes da superficie do
suporte de silica zirconizada expostas as interagcbes indesejaveis com componentes da
amostra. Além disso, compostos acidos eluem mais rapidamente devido a maior acidez da fase
estacionaria, quase simultaneamente ao composto ndo retido (uracila), como pode ser
observado em todos os cromatogramas da separagcdo da mistura-teste Il. De acordo com a
Figura 38, para temperaturas de imobilizagcado mais elevadas (exp. 2, 4 e 9), maiores que
100 °C, a cauda do pico da N,N-dimetilanilina aumenta consideravelmente se comparada as
fases imobilizadas a temperaturas inferiores a 100 °C (exp. 1, 3 e 8). Possivelmente, grupos
silandis residuais provenientes do proprio PMTDS foram gerados com o aquecimento do
material, uma vez que o PMTDS apresenta varias ligagbes Si-O-Si-C em sua estrutura, das

quais algumas podem ter sido quebradas durante a imobilizagao térmica®.
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Figura 38. Cromatogramas da separagédo dos compostos da mistura-teste Il pelas fases Si-Zr(PMTDS)
imobilizadas termicamente. Condi¢gdes cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);
0,3 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 ulL; detecgdo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno.

A partir dos resultados de eficiéncia de coluna e fator de assimetria para o pico do
naftaleno obtidos para as fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente, foram ajustados os
respectivos modelos quadraticos para determinar uma condicdo ou uma regido o6tima de
imobilizacdo. Estes modelos foram ajustados as respectivas respostas, empregando um
software de tratamento estatistico de dados, tal como o STATISTICA®. As equagbes que
explicam as variagbes ocorridas na execugao dos experimentos, no nivel de 95 % de confianga,

estao apresentadas abaixo:

N/m =80,6 - 15x, — 2,1x, — 1,0x? — 0,15 + 1,6X,X, Equag&o 17

As =11+ 0,4x, — 0,1x, + 0,3x? — 0,2X,X, Equag&o 18
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A validade das equagdes ajustadas para as eficiéncias de coluna e fatores de assimetria
obtidas pelas fases Si-Zr(PMTDS) foram avaliadas pela analise da varidancia (ANOVA). Os

dados da ANOVA para as eficiéncias de coluna estao dispostos na Tabela 19.

Tabela 19. Analise da varidncia do modelo quadratico ajustado as eficiéncias de coluna para o pico do
naftaleno obtidas pelas fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente.

Fonte de Variacao Soma quadratica Graus de Média quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regresséao 69,09 5 13,82
Residuos 28,69 5 5,74
Falta de ajuste 23,04 3 7,68
Erro puro 5,65 2 2,82
Total 97,78 10

% de variacdo explicada: 70,7

% de variagdo explicavel: 94,2

De acordo com a ANOVA, a regressao quadratica realizada para os dados de eficiéncias
de coluna das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente nao foi estatisticamente
significativa, pois a razdo entre a média quadratica da regressao e a média quadratica dos
residuos (MQ,eo/MQres = 2,41) foi menor que o valor do teste F tabelado (Fss959 = 5,05). Porém,
o0 modelo quadratico nao apresentou falta de ajuste pela ANOVA, pois a razdo entre a média
quadratica da falta de ajuste e o erro puro experimental (MQs,/MQ., = 4,08) foi menor que o
F3,2.959 tabelado = 19,16. Isto implica que o modelo quadratico ajustado aos dados de eficiéncia
de coluna obtidos para as diferentes condi¢gdes de imobilizacdo térmica do PMTDS sobre o
suporte de silica zirconizada explica de forma satisfatéria as variagcées ocorridas nos resultados.
Conforme a Tabela 19, aproximadamente 71 % das variagdes ocorridas nas respostas €&
explicada pelo modelo da Equacéao 17.

A ANOVA dos resultados de fator de assimetria para o pico do naftaleno, obtidos pelas
fases Si-Zr(PMTDS), esta apresentada na Tabela 20.
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Tabela 20. Andlise da varidncia do modelo quadratico ajustado aos fatores de assimetria para o pico do
naftaleno obtidos pelas fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente.

Fonte de Variacao Soma quadratica Graus de Média quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regressao 2,36 5 0,47
Residuos 0,47 5 0,09
Falta de ajuste 0,45 3 0,15
Erro puro 0,02 2 0,01
Total 2,83 10

% de variagdo explicada: 83,3

% de variagdo explicavel: 99,8

A regressdo quadratica realizada para os dados de fator de assimetria das fases Si-
Zr(PMTDS) foi estatisticamente significativa, de acordo com a ANOVA. A razdo entre as médias
quadraticas da regressdo e dos residuos foi de 5,22, este valor é ligeiramente superior ao
obtido pelo teste Fs 505, 5,05 (valor tabelado)'®*. Além disso, o modelo proposto (Equagéo 18)
nao apresentou falta de ajuste, uma vez que a razdo entre as médias quadraticas da falta de
ajuste e do erro puro experimental foi menor que o valor tabelado do teste F3595%, 15,0 vs.
19,16, respectivamente. Portanto, os dois modelos ajustados para os parametros eficiéncias de
coluna e fatores de assimetria das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente sao validos
para explicar as variagdes ocorridas nas respectivas respostas.

Para a determinagdo de uma condicao o6tima de imobilizagdo do PMTDS sobre as
particulas de silica zirconizada, os dois modelos ajustados respectivamente para as eficiéncias
de coluna e fatores de assimetria foram representados graficamente por superficies de

respostas, conforme pode ser observado na Figura 39.
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Figura 39. Superficies de respostas da imobilizacéo térmica de PMTDS sobre particulas de silica
zirconizada. (A) Eficiéncias de coluna e (B) fatores de assimetria, medidos para o pico do naftaleno.
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A regido vermelha do gréafico de eficiéncias de coluna indica as condi¢cdes de
imobilizacao onde se obtém fases Si-Zr(PMTDS) com melhor desempenho cromatografico,
superiores a 80.000 pratos m™. A regido verde escura do grafico de fatores de assimetria indica
as condi¢cdes de imobilizagdo térmica que devem ser empregadas para se obter fases
estacionarias com picos simeétricos para compostos apolares. As condigdes O6timas de
imobilizacado térmica das fases foram determinadas pela superposicao das duas superficies. A
regido 6tima foi compreendida por eficiéncias de coluna superiores a 80.000 pratos m™ e
fatores de assimetria entre 0,9 e 1,1 para o pico do naftaleno. Para satisfazer estas condicoes,
a regido 6tima foi delimitada por faixas de tempo e temperatura de imobilizacdo, em valores
reais, de 8 a 13 h e 75 a 105 °C, respectivamente. Como, teoricamente, qualquer ponto dentro
desta regido o6tima representa uma condicdo de tempo e temperatura de imobilizacdo que
resultara em uma fase estacionaria com excelente desempenho cromatografico, a condi¢cao
6tima foi definida como temperatura de 100 °C e tempo de imobilizacdo de 12 h. Nestas
condicbes, fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente foram preparadas para

caracterizagdes fisico-quimicas e cromatograficas e estudos de estabilidade e aplicacéo.

4.8.4. Avaliacao da imobilizacao térmica do PMTDS sobre silica
titanizada

As fases Si-Ti(PMTDS) foram obtidas de forma similar as fases Si-Zr(PMTDS),
empregando o planejamento composto central para duas varidveis (Tabela 3). Os onze
experimentos realizados correspondentes as diferentes condicbes de tempo e temperatura de
imobilizacdo previamente planejadas resultaram em onze diferentes fases estacionéarias Si-
Ti(PMTDS). Os resultados cromatograficos obtidos pelas fases estacionarias na separagéo das
misturas-teste | e |l estdo apresentados na Tabela 21.

De uma forma geral, as fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram desempenho cromatografico
inferior, em termos de eficiéncias de coluna, as fases baseadas em silica zirconizada, na faixa
de 55.000 a 69.000 pratos m™'. Os compostos apolares foram eluidos nestas fases com fatores
de assimetria de picos dentro da faixa aceitavel, entre 0,8 e 2,0"® como pode ser observado na
Figura 40. A repetibilidade do preparo das fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente foi
determinada pela realizacdo dos experimentos 5, 6 e 7, empregando as mesmas condi¢des de
imobilizagao. O procedimento de imobilizagdo térmica do PMTDS sobre a silica titanizada

apresentou boa repetibilidade, a estimativa de desvio padrdo relativo (RSD) foi de
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aproximadamente 3 % em termos de eficiéncia de coluna e de 8 % em termos de quantidade de

PMTDS imobilizada (grau de recobrimento).

Tabela 21. Paradmetros cromatogréficos das fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente de acordo
com o planejamento composto central para duas variaveis.

Parametros cromatograficos
Experimentos % PMTDS 1 (nm)

N/L 2 As? As® k? Rs‘

1-80°C/8h 57.800 1,6 - 1,0 2,4 6,9 0,28
2-120°C/8h 64.900 1,2 1,8 1,9 3,0 13,8 0,63
3-80°C/16h 59.300 0,9 3,6 1,3 2,6 11,9 0,52
4-120°C/ 16 h 63.600 1,1 2,8 2,1 3,2 14,4 0,66
5-100°C/12h 69.300 0,8 1,3 1,3 2,9 12,2 0,54
6-100°C/12h 68.300 1,1 24 1,5 3,0 11,6 0,50
7-100°C/12h 65.600 1,2 2,3 1,7 3,3 13,3 0,60
8-72°C/12h 55.300 1,3 1,8 1,3 2,5 10,9 0,47
9-128°C/12h 65.000 1,3 2,6 2,4 3,5 15,7 0,74
10-100°C/6,4 h 56.000 1,2 1,8 0,9 2,2 8,3 0,34
11-100°C /17,6 h 65.100 1,0 - 1,6 3,1 12,4 0,56

@ Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° ty medido a partir do
tempo de retengao da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno.

Todas as fases estacionarias resultantes dos experimentos do planejamento composto
central separaram de forma apropriada todos os compostos da mistura-teste | (Figura 40). Além
disso, a eluicdo destes compostos foi mais rapida, em média, que nas fases Si-Zr(PMTDS). Isto
ocorreu devido a baixa quantidade de PMTDS imobilizada termicamente na silica titanizada,
como pode ser observado na Tabela 18 pelos baixos valores de espessura de camada e de
fator de retengao (k). A menor reatividade da superficie do suporte de silica titanizada pode ser
o fator responsavel por este baixo grau de recobrimento polimérico. As maiores percentagens
de PMTDS foram obtidas pelas fases estacionarias imobilizadas em temperaturas mais
elevadas, acima de 100 °C (experimentos 2, 4 e 9), indicando que o aumento da quantidade de

PMTDS imobilizado no suporte € mais expressivo com o aumento da temperatura se
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comparado ao aumento do tempo de imobilizagcdo. Nos referidos experimentos, observa-se

pelos cromatogramas que os compostos apresentaram melhores fatores de separagéo.

Resposta do detector
Resposta do detector
Resposta do detector
Resposta do detector

o
o

3.6 9 12 15 0 3 6 9 12 15 3.6 9 12 15 3.6 9 12 15
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

o

2 5 s 5

Resposta do detector
'
Resposta do detector

Resposta do detector

Resposta do detector
=

o

3 6 9 12 15 3_6 9 12 15 3 6 9 12 15 0 3 6 9 1
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

o
o

2 15

Resposta do detector

° Resposta do detector
5 Resposta do detector

o

3_6 9 12 15

. 3.6 9 12 15
Tempo (min) Tempo (min)

3.6 9 12 15
Tempo (min)

Figura 40. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste | empregando as fases Si-Ti(PMTDS)
imobilizadas termicamente. Condi¢des cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);
0,2 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 ulL; detecgéo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

O melhor recobrimento do suporte de silica zirconizada com o PMTDS em temperaturas
mais elevadas também pbde ser observado na separagédo dos compostos da mistura-teste II,

Figura 41.
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Figura 41. Cromatogramas da separagédo dos compostos da mistura-teste |l pelas fases Si-Ti(PMTDS)
imobilizadas termicamente. Condi¢des cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);

0,2 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 uL; detecgao a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno e (5) acenafteno. A diferencga
nas intensidades dos picos de um mesmo composto nos cromatogramas se deve ao preparo de
diferentes misturas-teste ao longo deste estudo.

As fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas a temperaturas maiores resultaram em elui¢gdes de
picos menos assimétricos (com menor cauda) para o composto basico avaliado, a N,N-
dimetilanilina. Nas fases imobilizadas a temperaturas inferiores a 100 °C, a interacdo da N,N-
dimetilanilina com o sitios residuais do suporte foi tio acentuada que a sua ordem de elui¢ao foi
alterada com o naftaleno, como pode ser observado nos cromatogramas dos experimentos 1 e
3 da Figura 41. Esta interacdo forte da N,N-dimetilanilina com o suporte esta relacionada
principalmente com a quantidade reduzida de PMTDS na silica titanizada e ndo com a
reatividade do suporte. Nas fases com maior quantidade imobilizada de polimero os fatores de
assimetria para a N,N-dimetilanilina foram bem menores que os obtidos pelas fases Si-

Zr(PMTDS) imobilizadas termicamente, ao redor de 2.
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As condig¢des 6timas de tempo e temperatura de imobilizacdo para o PMTDS sobre o
suporte de silica titanizada foram determinadas a partir dos resultados de eficiéncia de coluna e
fator de assimetria para o pico do naftaleno obtidos para os experimentos do planejamento
composto central delineado. Para tal, foram ajustados os respectivos modelos quadraticos,
empregando um software de tratamento estatistico de dados'®’. As equagdes que explicam as
variagdes ocorridas na execugao dos experimentos, no nivel de 95 % de confianga, estédo

apresentadas abaixo:
N/m =677 +17x, + 3,0x, — 3,5x% —3,4x5 — 0,7X,X, Equacéo 19

As =103 -0,03x, —0,14x, + O,14x12 + 0,03x§ +0,15x,X, Equacéo 20

Através da ANOVA foi verificada a validade destas equacbes para as eficiéncias de
coluna e fatores de assimetria obtidas pelas fases Si-Ti(PMTDS) para o pico do naftaleno. A
Tabela 22 apresenta a analise da variancia do modelo ajustado para as eficiéncias das fases Si-

Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente segundo o planejamento composto central.

Tabela 22. Andlise da varidncia do modelo quadratico ajustado as eficiéncias de coluna para o pico do
naftaleno obtidas pelas fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente.

Fonte de Variacao Soma quadratica Graus de Média quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regresséao 201,68 5 40,34
Residuos 33,56 5 6,71
Falta de ajuste 26,23 3 8,74
Erro puro 7,33 2 3,66
Total 235,24 10

% de variacdo explicada: 85,7

% de variagdo explicavel: 96,9

Pela ANOVA, foi possivel observar que, no nivel de 95 % de probabilidade, a regressao
quadratica realizada para os resultados de eficiéncias de coluna foi estatisticamente

significativa, indicando que a equacgao ajustada explica mais de 85 % das variagbes ocorridas
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nas respostas. Além disso, 0 modelo da Equagao 19 também nao apresentou falta de ajuste
para os dados, uma vez que o resultado da razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste
e do erro experimental (2,39) foi inferior ao valor do teste F3, 954 tabelado (19,16).

A ANOVA para a equacao ajustada aos fatores de assimetria obtidos pelas fases Si-

Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente esta apresentada na Tabela 23.

Tabela 23. Analise da variancia do modelo quadratico ajustado aos fatores de assimetria para o pico do
naftaleno obtidos pelas fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas termicamente.

Fonte de Variacao Soma quadratica Graus de Média quadratica
(FV) (SQ) liberdade (v) (MQ)
Regresséao 0,34 5 0,07
Residuos 0,13 5 0,02
Falta de ajuste 0,04 3 0,01
Erro puro 0,09 2 0,04
Total 0,47 10

% de variacdo explicada: 73,4

% de variagdo explicavel: 81,4

De acordo com a ANOVA, a regressao quadratica dos dados de fator de assimetria ndo
foi estatisticamente significativa, no nivel de 95 % de probabilidade, pois a razao entre as
médias quadraticas da regressao e dos residuos foi igual a 3,5 e, este valor & inferior ao valor
tabelado do teste Fss5959 = 5,05. Porém, quase toda a variagédo foi explicada pelo modelo da
Equacdo 20 que, por sua vez, ndao apresentou falta de ajuste. A razdo entre as médias
quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQ:/MQg, = 0,25) foi muito menor que o valor
tabelado para o teste F32959 = 19,16.

Desta forma, os dois modelos ajustados para as eficiéncias de coluna e fatores de
assimetria obtidas pelas fases Si-Ti(PMTDS) foram validos, sendo possivel prever com
confiabilidade as condi¢des 6timas de imobilizagao. Para facilitar a determinagao das condigdes
6timas de tempo e temperatura de imobilizagao, os modelos foram representados graficamente

pelas respectivas superficies de respostas, como mostrado na Figura 42.
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Figura 42. Superficies de respostas da imobilizagédo térmica de PMTDS sobre particulas de silica
titanizada. (A) Eficiéncias de coluna e (B) fatores de assimetria, medidos para o pico do naftaleno.

Observa-se pelo grafico de eficiéncias de colunas que a condicdo 6tima de tempo e

temperatura de imobilizagdo que resulta em uma maxima eficiéncia de coluna para as fases Si-
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Ti(PMTDS) encontra-se dentro dos dominios experimentais estudados. Esta condicédo é
representada pelo apice da superficie, regido vermelha escura na Figura 42A, que corresponde
a aproximadamente 68.000 pratos m™, empregando tempo e temperatura de imobilizacdo mais
elevados. Porém, para se obter fases estacionarias que resultem em picos simétricos para
compostos apolares, regido verde escura da Figura 42B, € necessario empregar tempo de
imobilizacdo mais curto e temperatura de imobilizacdo mais baixa. A otimizacdo destas
condicbes foi realizada pela superposicdo das duas superficies delimitando uma regido 6tima,
na qual se obtém fases estacionarias com eficiéncias de coluna superiores a 65.000 pratos m™
e picos com fatores de assimetria entre 0,9 e 1,1. Esta regido 6tima, em valores reais foi
delimitada pelas faixas de tempos e temperaturas de imobilizacdo do PMTDS sobre a silica
titanizada de 8 a 12 h e 100 a 130 °C, respectivamente. Como qualquer ponto dentro desta
regido é estatisticamente equivalente, a condicao 6tima foi definida como temperatura de
120 °C e tempo de imobilizacdo de 12 h. Esta condicdo mais extrema da regidao 6tima foi
escolhida devido a maior quantidade de PMTDS imobilizada sobre a silica titanizada, resultando
em uma melhor protegado do suporte e, consequiientemente, picos menos assimétricos para a
N,N-dimetilanilina, conforme apresentado pela Tabela 21 e Figura 41. Nestas condi¢des, fases
estacionarias Si-Ti(PMTDS) foram imobilizadas termicamente para testes fisico-quimicos e

cromatograficos de caracterizacao, estudos de estabilidade e aplicacao.

4.8.5. Imobilizacao de PMTDS por raios gama sobre silica zirconizada

Nesta etapa, a imobilizagcao do PMTDS nas silicas metalizadas foi realizada pela
radiacdo gama proveniente de uma fonte de cobalto-60. A radiagdo gama tem um alto poder
ionizante e facilmente promove o entrecruzamento de cadeias poliméricas através da formacao
de radicais livres. Este entrecruzamento pode fornecer camadas poliméricas mais uniformes e,
consequentemente, uma melhor protegdo dos sitios ativos do suporte contra interagdes
indesejaveis com componentes das amostras.

As fases estacionarias foram submetidas a diferentes doses de irradiagdo, as quais
foram previamente definidas de acordo com trabalhos anteriores®*®%'?' do LabCrom. Para as
fases Si-Zr(PMTDS) foram avaliadas oito doses diferentes no intervalo de 50 a 120 kGy. A
eficacia da radiagdo gama na imobilizacdo do PMTDS sobre particulas de silicas zirconizada,
nas diferentes doses aplicadas, foi avaliada cromatograficamente pela separagédo das misturas-

teste | e Il. O grau de recobrimento polimérico, para cada dose de radiagdo aplicada, foi

121



Resultados e Discusséao

determinado por andlise elementar. Os resultados cromatograficos das fases Si-Zr(PMTDS)

imobilizadas por raios gama estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Pardmetros cromatograficos das fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas por diferentes doses de

raios gama.
Dose de Parametros cromatograficos
irradiacao % PMTDS 1 (nm)
(kGy) N/L? As? As® k ¢ Rs ¢
50 69.800 0,9 3,7 3,6 4.7 19,3 0,90
60 73.300 1,1 3,9 3,9 4,8 19,7 0,93
70 66.400 1,2 3,7 4.1 4.4 19,9 0,94
80 69.300 1,3 4.4 4,2 4,5 19,9 0,94
90 68.600 1,2 3,8 4.4 4,5 20,3 0,96
100 60.500 0,9 3,9 4,5 4,5 20,6 0,98
110 59.800 0,7 3,5 4.7 4.3 21,6 1,06
120 68.800 1,0 4.8 4.8 4.7 22,0 1,09

2 Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° ty, medido a partir do
tempo de retengao da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno. Em cada dose de irradiacéo
foram preparadas triplicatas das fases estacionarias.

A quantidade de PMTDS imobilizadas pela radiagdo gama nas particulas de silica
zirconizada sdo maiores, em media, que as obtidas para as fases Si-Zr(PMTDS) imobilizadas
termicamente e auto-imobilizadas. Como mencionado anteriormente, o entrecruzamento das
cadeias poliméricas do PMTDS fornece um grau de recobrimento superior comparado as outras
formas de imobilizagdo. A percentagem de PMTDS e o fator de retengcdo para o pico do
naftaleno aumentam progressivamente com o aumento da dose de irradiagcdo no material,
resultando em camadas poliméricas mais espessas, como apresentado na Tabela 24. Esta
maior espessura da camada de PMTDS na superficie da silica zirconizada resultou em
eficiéncias de colunas mais baixas, entre 60.000 e 73.000 pratos m”', quando comparadas as
fases imobilizadas termicamente, devido ao processo mais lento de transferéncia de massa.
Apesar de afetar a eficiéncia de coluna, o comportamento cromatografico das fases de Si-
Zr(PMTDS) nao foi comprometido com a maior quantidade do polimero no suporte
cromatografico. De acordo com os cromatogramas da Figura 43, todas as fases Si-Zr(PMTDS)

apresentaram separacdo adequada dos compostos da mistura-teste |, obtendo picos simétricos
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e boa resolugédo entre os compostos. Somente a fase estacionaria irradiada a 110 kGy

apresentou fator de assimetria para o pico do naftaleno fora da faixa aceitavel, segundo a

literatura'®, provavelmente devido a algum problema proveniente da irradiagdo, uma vez que

este valor € a média obtida por trés colunas cromatograficas e, em nenhum dos casos, foi

obtido fator de simetria acima de 0,9.
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Figura 43. Cromatogramas da separagédo dos compostos da mistura-teste | pelas fases Si-Zr(PMTDS)
imobilizadas por radiagdo gama. Condi¢des cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);
0,3 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 ulL; detecgdo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

As eficiéncias de coluna para as fases Si-Zr(PMTDS) apresentaram valores aleatérios

com aumento da dose de irradiagcdo. De uma forma geral, as fases obtiveram eficiéncias de

coluna por volta de 68.000 pratos m™, com excegdo para as fases irradiadas a 100 e 110 kGy.

A maior eficiéncia de coluna foi obtida pelas fases irradiadas a 60 kGy, em média, superior a
70.000 pratos m™.
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Apesar da maior quantidade de PMTDS imobilizada pela radiagdo gama no suporte de
silica zirconizada alguns grupos reativos do suporte ndo foram recobertos pela camada
polimérica, resultando em interacdes indesejaveis com os componentes polares da mistura-
teste Il. Esta interacdo residual resultou em caudas acentuadas principalmente para a N,N-
dimetilanilina, composto basico da mistura, conforme apresentado nos cromatogramas da
Figura 44.
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Figura 44. Cromatogramas da separacédo dos compostos da mistura-teste Il pelas fases Si-Zr(PMTDS)
imobilizadas por radiagdo gama. Condigdes cromatograficas: fase movel metanol:agua (70:30, v/v);
0,3 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 pL; detecgéo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno (5) acenafteno.

Observa-se pela Figura 44 que o pico da N,N-dimetilanilina apresentou caudas
acentuadas para as fases Si-Zr(PMTDS), independentes da dose de irradiacdo aplicada.
Apesar da maior percentagem de PMTDS, a fase Si-Zr(PMTDS) irradiada a 120 kGy resultou
em interagdo mais intensa com o composto basico. Este fato pode estar associado a longa

exposicao do material a irradiagdo gama (altas doses), pois, além da possibilidade de aumento
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da estrutura do polimero com o entrecruzamento das cadeias, a radiacdo gama pode, em
alguns casos, promover a degradagdo da estrutura do polimero. A degradacdo de
polissiloxanos pode resultar na formagdo de grupos silandis residuais provenientes do
rompimento de ligagdes Si-O-Si-C de suas estruturas. Com isto, o numero total de grupos
silandis residuais aumenta e se tornam mais acidos devido a presenga de atomos de zircénio
no suporte cromatografico, uma vez que grupos silandis adjacentes a tragcos de metais tém a
sua acidez consideravelmente aumentada'®. A seletividade da fase de PMTDS imobilizado por
radiagdo gama nas particulas de silica zirconizada foi idéntica a obtida para as fases auto-
imobilizadas e imobilizadas termicamente, mostrando o excelente comportamento
cromatografico das fases Si-Zr(PMTDS) independentemente do procedimento de imobilizacédo
aplicado. Para estudos de caracterizagdes fisico-quimicas e cromatograficas e avaliagdo da
estabilidade quimica das fases Si-Zr(PMTDS), foi selecionada a fase irradiada a 120 kGy. Esta
fase foi selecionada por apresentar bom desempenho cromatografico e maior percentagem de
PMTDS imobilizada no suporte de silica zirconizada, resultando, teoricamente, em melhor

recobrimento dos grupos silandéis.

4.8.6. Imobilizacao de PMTDS por raios gama sobre silica titanizada

O PMTDS também foi imobilizado sobre particulas de silica titanizada empregando
radiagdo gama, proveniente de uma fonte de cobalto-60, por um irradiador industrial. Para tal,
foram preparadas 5 (cinco) porgdes de fase sorvida de PMTDS sobre silica titanizada e, cada
uma destas porgoes, foi submetida a uma dose diferente de irradiagao: 60, 80, 100, 120 e 140
kGy. A principal vantagem da radiagdo gama, em relagdo aos demais procedimentos de
imobilizacdo, € o seu alto poder ionizante que promove o0 entrecruzamento das cadeias
poliméricas sobre o suporte, resultando em uma maior quantidade de polimero nas fases
estacionarias, como visto anteriormente para as fases Si-Zr(PMTDS). Os resultados
cromatograficos e o grau de recobrimento polimérico das fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas por

radiacdo gama estido apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25. Pardmetros cromatogréficos das fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas por diferentes doses de

raios gama.
Dose de Parametros cromatograficos
irradiacao % PMTDS 1 (nm)
(kGy) N/L? As? As® k ¢ Rs ¢
60 68.600 1,0 1,7 2,1 3,5 16,6 0,79
80 70.000 0,9 1,9 2,2 3,7 16,9 0,81
100 58.300 1,0 1,8 1,9 3,1 17,9 0,88
120 - - - - - 18,6 0,92
140 - - - - - 18,9 0,94

2 Calculado para o pico do naftaleno; ° Calculado para o pico da N,N-dimetilanilina; ° t,, medido a partir do
tempo de retencado da uracila; 4 Calculado para o par tolueno-naftaleno. Em cada dose de irradiagéo
foram preparadas triplicatas das fases estacionarias.

O desempenho cromatografico de algumas das fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas por
radiacdo gama foi similar ao obtido pelas fases estacionarias com o PMTDS imobilizado
termicamente sobre o suporte de silica titanizada e ao obtido pelas fases Si-Zr(PMTDS)
imobilizadas por raios gama. No entanto, as fases estacionarias imobilizadas com doses mais
baixas de irradiacdo apresentaram melhores eficiéncias de coluna. Por exemplo, a fase
estacionaria imobilizada a 80 kGy resultou na maior eficiéncia de coluna, em média, de
70.000 pratos m™. Por outro lado, a medida que se aumentou as doses de irradiacdo, o
processo de transferéncia de massa nas fases foi prejudicado a ponto de ndo ser possivel a
separagdo dos componentes das misturas-teste | e Il. Na dose de 100 kGy, ocorreu uma
diminuicdo em valores absolutos dos parametros de retencdo da fase, reduzindo também a
resolucido e o fator de separacido dos picos. Nas fases imobilizadas a doses mais altas, tais
como 120 e 140 kGy, nao foi possivel obterem boas fases estacionarias, pois as mesmas
resultaram na eluicdo dos compostos da mistura-teste | na forma de picos duplos bastante
alargados, conforme pode ser observado na Figura 45. Este comportamento das fases para a
separagao dos compostos indica perdas das caracteristicas do recheio cromatografico que
possivelmente foram ocasionados por problemas na irradiacao das fases, haja vista que todo o
procedimento empregado para o preparo destas fases foi idéntico ao aplicado as demais fases
estacionarias avaliadas neste trabalho. Desta forma, a obtencdo de fases estacionarias com
PMTDS imobilizados por raios gama sobre particulas de silica titanizada fica limitada a
aplicacao de doses de irradiagcdo gama, provenientes de uma fonte de cobalto-60, inferiores a
100 kGy.
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Figura 45. Cromatogramas da separagdo dos compostos da mistura-teste | pelas fases Si-Ti(PMTDS)
imobilizadas por radiagédo gama. Condigdes cromatograficas: fase movel metanol:agua (70:30, v/v);
0,2 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 pL; detecgéo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno.

As fases imobilizadas a 60, 80 e 100 kGy resultaram em fatores de assimetria para
compostos apolares adequados, como pode ser observado na Figura 45 e na Tabela 25. De
uma forma geral, a quantidade de PMTDS imobilizada pela radiagdo gama sobre a silica
titanizada foi superior a quantidade do polimero imobilizada pelo tratamento térmico, resultando
numa protecdo mais eficiente do suporte cromatografico as interagdes indesejaveis com
componentes polares da mistura-teste. Apesar disto, a quantidade de PMTDS imobilizada na
silica titanizada ainda foi inferior a imobilizada na silica zirconizada, indicando a maior
reatividade dos grupos superficiais deste ultimo suporte em comparagcdo ao primeiro. Estes
resultados podem ser comprovados pela Tabela 25 e também pelos cromatogramas para os

compostos acido e basico da mistura-teste Il apresentados na Figura 46.
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Figura 46. Cromatogramas da separagédo dos compostos da mistura-teste |l pelas fases Si-Ti(PMTDS)
imobilizadas por radiagdo gama. Condi¢des cromatograficas: fase mével metanol:agua (70:30, v/v);
0,2 mL min™"; volume de amostra injetada: 5 ulL; detecgédo a 254 nm e temperatura de 25 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) N,N-dimetilanilina, (4) naftaleno (5) acenafteno.

De acordo com os cromatogramas da Figura 46 as fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas nas
doses mais baixas de raios gama apresentam excelente fator de simetria para o pico da N,N-
dimetilanilina, similares aos obtidos para as fases baseadas em suportes de silica nua'. A
menor reatividade dos grupos superficiais da silica titanizada possibilita este menor efeito dos
grupos silanéis na retencao, sobretudo, de compostos basicos. Quanto melhor o recobrimento
da superficie da silica titanizada, maior percentagem de PMTDS imobilizada, mais simétrico é o
pico do composto basico. Porém, as fases Si-Ti(PMTDS) também apresentam caracteristicas
mais acidas devido a presencga da titnia no suporte cromatografico, retendo mais fortemente a
N,N-dimetilanilina principalmente nas fases com menor grau de recobrimento polimérico, como
pode ser observado no cromatograma da fase estacionaria imobilizada a 100 kGy. Além disso,
em todos os cromatogramas das fases Si-Ti(PMTDS) pode ser observado a rapida eluicdo do
composto acido da mistura-teste Il, o fenol, quase simultaneamente a uracila, composto nao
retido pela fase estacionaria, indicando a caracteristica acida destas fases. As fases Si-
Ti(PMTDS) imobilizadas a 80 kGy foram selecionadas para estudos de caracterizagcéo e

estabilidade por apresentarem melhor desempenho cromatografico.
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4.8.7. Seletividade das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-
Ti(PMTDS)

E importante ser relatado que a seletividade das fases estacionarias baseadas na
imobilizacdo do PMTDS sobre os suportes de silica metalizada é praticamente idéntica a
apresentada pelas fases baseadas na imobilizagcdo de PMTDS sobre suporte de silica nua,
Si(PMTDS). Tonhi'® estudou o comportamento cromatografico de fases estacionarias
baseadas na imobilizacdo do PMTDS sobre particulas de silica nua, obtendo excelente
desempenho para tais fases. A seletividade e os parametros de retencdo apresentados neste
trabalho pelas fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram idénticos aos obtidos pelas fases de
PMTDS imobilizado sobre a silica nua, especialmente para compostos apolares. O
desempenho cromatografico das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) também foram similares
aos obtidos pelas fases Si(PMTDS) em termos de eficiéncia de coluna, fator de assimetria para
compostos apolares e resolugdo entre os picos. As principais diferencas foram observadas
quanto ao comportamento de retencéo diferenciado para compostos polares, principalmente
basicos, devido a presenga do zirconio e da titdnia na estrutura do suporte cromatografico,
fornecendo um carater mais acido as fases estacionarias. Além disso, a quantidade de PMTDS
imobilizada no suporte de silica titanizada foi menor comparada a obtida na silica zirconizada
que, por sua vez, foi menor que a obtida na silica nua'**. Este fato se deve, provavelmente, &
diminui¢ao da reatividade dos grupos silandis com a incorporacado dos 6xidos metalicos. Apesar
da menor quantidade de PMTDS na superficie da silica titanizada, a eluicdo de compostos
basicos nas fases Si-Ti(PMTDS) resulta em picos com caudas menores se comparados aos
eluidos nas fases Si-Zr(PMTDS). Em alguns casos, as fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram
fatores de assimetria para compostos basicos similares aos obtidos por fases Si(PMTDS). As
caudas mais acentuadas para picos de compostos basicos nas fases Si-Zr(PMTDS) estao
associadas a alta atividade dos grupos silandis, adjacentes aos atomos de zirconio no suporte
cromatografico, que nao foram recobertos pela camada polimérica. Esta atividade dos grupos
superficiais do suporte de silica zirconizada, provavelmente relacionada a maior quantidade de
6xido de metal depositada, foi bem maior que a dos grupos superficiais do suporte de silica

titanizada, e, por este motivo, resultou na interagao mais forte com compostos basicos.
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4.9. Caracterizacao fisico-quimica das fases estacionarias

A caracterizacao fisico-quimica das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) preparadas
sob os diferentes procedimentos de imobilizacdo foi realizada apenas para as fases
estacionarias otimizadas ou as que apresentaram melhor desempenho cromatografico, em cada
um dos procedimentos estudados. Desta forma, as fases selecionadas para a caracterizagao e

as respectivas nomenclaturas empregadas foram:

Si-Zr(PMTDS)

Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizada por 100 dias a temperatura ambiente — Si-Ti(PMTDS) Al;
Si-Zr(PMTDS) imobilizada termicamente a 100 °C por 12 h — Si-Zr(PMTDS) TT;
Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h — Si-Ti(PMTDS) TT;
Si-Zr(PMTDS) imobilizada por raios gama a 120 kGy — Si-Zr(PMTDS) RG;
Si-Ti(PMTDS) imobilizada por raios gama a 80 kGy — Si-Ti(PMTDS) RG.

auto-imobilizada por 100 dias a temperatura ambiente — Si-Zr(PMTDS) Al;

4.9.1. Area superficial especifica, volume especifico e diametro médio
de poros

Todas as fases estacionarias foram preparadas em quantidades superiores as
necessarias para o enchimento das respectivas colunas cromatograficas, o excesso de material
foi recolhido apropriadamente para os testes de caracterizagdo. Portanto, cada amostra de fase
estacionaria caracterizada neste trabalho foi previamente submetida as etapas de imobilizagao,
extracdo do PMTDS néao imobilizado nos suportes, suspensao e enchimento, representando
integralmente as caracteristicas do material compactado dentro das colunas cromatograficas.

As caracteristicas fisicas das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram
medidas pela adsor¢do/dessor¢cédo do nitrogénio. Os resultados estdo apresentados na Tabela
26.
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Tabela 26. Propriedades fisicas das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) e dos suportes de
silicas metalizadas.

Fases Area Superficial Volume de poros Diametro de

estacionarias (m?g™") (cm®g™) poros (nm)
Silica zirconizada 336 +7 0,68 + 0,01 8,0 +0,5
Si-Zr(PMTDS) Al 177 £ 8 0,37 + 0,01 6,2+0,2
Si-Zr(PMTDS) TT 166 + 2 0,36 £ 0,02 6,1+0,1
Si-Zr(PMTDS) RG 102 + 11 0,26 + 0,01 58+04
Silica titanizada 292 + 3 0,73 +0,05 9,5+0,7
Si-Ti(PMTDS) Al 167 +5 0,41 +0,02 8,0+0,2
Si-Ti(PMTDS) TT 186+ 9 0,49 + 0,01 8,4+0,6
Si-Ti(PMTDS) RG 154 £ 9 0,43 £0,03 7,0£0,9

A deposicdo do PMTDS ocorre, principalmente, nos poros dos suportes de silicas
zirconizada e titanizada. As areas superficiais especificas das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-
Ti(PMTDS) apresentaram valores similares, ao redor de 160 m? g, com excegéo para as fases
Si-Zr(PMTDS) imobilizadas por raios gama que apresentou uma redugédo de aproximadamente
70 % do valor inicial da area superficial do suporte de silica zirconizada. Esta tendéncia também
foi acompanhada pelos volumes e didmetros de poros, sugerindo que a maior quantidade de
PMTDS imobilizada por raios gama ocorreu principalmente dentro dos poros da silica
zirconizada. De uma forma geral, as fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram menor redu¢ao dos
volumes de poros em relagdo ao volume de poro inicial do suporte, aproximadamente 40 %,
enquanto que nas fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizadas e imobilizadas termicamente esta
reducédo foi de 55 %. Esta menor redugédo nas fases baseadas na silica titanizada pode estar
relacionada a menor quantidade de metal presente no suporte e/ou a menor quantidade de

PMTDS imobilizada neste suporte.
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4.9.2. Analises termogravimétricas

A estabilidade térmica das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foi avaliada por analises
termogravimétricas. Independente do procedimento de imobilizagdo aplicado a estabilidade
térmica das fases Si-Zr(PMTDS) apresentou o mesmo perfil de perdas de massas ao longo da
faixa de temperatura de 25 a 1.000 °C. O mesmo aconteceu para as fases Si-Ti(PMTDS) e,
desta forma, somente um termograma de cada uma das fases estacionarias foram ilustrados na
Figura 47. Em ambas as fases estacionarias as principais perdas de massas estio relacionadas
a degradacdo do PMTDS, e a desidratacao e desidroxilagdo dos grupos superficiais (Si-OH e
Zr-OH/Ti-OH) do suporte cromatografico (ver Figuras 20 e 26). A estabilidade das fases
apresentou inicio de degradacao (perdas de massas) em aproximadamente 200 °C, superior ao

inicio da degradagao do PMTDS (como visto na segéo 4.5.1) que foi de 120 °C.
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Figura 47. Termogramas tipicos das fases (A) Si-Zr(PMTDS) e (B) Si-Ti(PMTDS).
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4.9.3. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

As fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram caracterizadas também por
espectroscopia no infravermelho para a determinacdo da presenca de grupos funcionais
caracteristicos. A Figura 48 apresenta os espectros dos suportes de silica zirconizada e silica
titanizada e das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) preparadas pelos diferentes
procedimentos de imobilizagao.

De acordo com a Figura 48, a principal diferenga entre os espectros dos suportes e das
respectivas fases estacionarias é a presenca de um tripleto na regido de 2.900 cm™ referente
ao estiramento das ligagdes CH, e CH3, com a imobilizacdo do PMTDS. Nas fases com suporte
de silica zirconizada ocorre também a diminuicdo da intensidade da banda na regido de
3.500 cm™, referente a vibracdes de grupos OH e moléculas de H,O adsorvidas na superficie
do material, em comparacdo com o espectro do suporte. A reducao deste sinal foi menos
acentuada nas fases baseadas no suporte de silica titanizada, indicando a presenga de grupos
OH - provenientes ou de grupos zirconois (Zr-OH), ou titandis (Ti-OH) e também de silandis (Si-
OH). Além disso, o pequeno ombro em 980 cm™ referente & vibragcdo de grupos silandis livres
permaneceram apds a imobilizacdo do PMTDS no suporte de silica titanizada, sugerindo a

presenca de um grande numero de grupos silanéis nas fases estacionarias Si-Ti(PMTDS).
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Figura 48. Espectros da regido do infravermelho do suporte de silica zirconizada e das fases Si-
Zr(PMTDS) (A) e do suporte de silica titanizada e das fases Si-Ti(PMTDS) (B).

4.9.4. Ressonancia Magnética Nuclear de #Si

As espécies de silicio presentes nas fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram
determinadas por espectroscopia de RMN de ?°Si empregando rotacdo em angulo magico com
polarizacdo cruzada (CP/MAS). A Figura 49 mostra os espectros de RMN CP/MAS de #°Si para
as fases Si-Zr(PMTDS) obtidas pelos diferentes procedimentos de imobilizacdo e de uma fase
Si(PMTDS) imobilizada termicamente nas condicdes otimizadas segundo Tonhi"*>.

Os espectros de RMN de ?°Si apresentam um aumento da area dos picos na faixa de
-10 a -30 ppm das fases baseadas em suporte de silica zirconizada em comparagdo com a
contraparte baseada em silica nua. O PMTDS mostra ressonancia em -21 ppm e a ocorréncia
crescente de picos em deslocamentos quimicos diferentes nesta regidao indicam a formagéo de
novas espécies de silicio relacionadas ao PMTDS presentes nas fases estacionarias. Estes
novos sinais sao atribuidos a um numero maior de interagcbes do PMTDS com o suporte de
silica zirconizada, estas interagcbes estdo associadas as cadeias do PMTDS que estao

fracamente ligadas ou fisicamente adsorvidas (D' e D'y) e também quimicamente ligadas (D?) a
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'®8 Ao que tudo indica, a presenca de zircdnio no suporte cromatografico

superficie do suporte
aumenta a atividade dos grupos superficiais do suporte, favorecendo a formagao de um numero
maior de interagbes entre o0 PMTDS e a silica zirconizada. Estes novos sinais bem como as
espécies encontradas nos espectros das fases estacionarias preparadas neste trabalho estao

apresentados na Figura 50.
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Figura 49. Espectros de RMN de 23j das fases Si-Zr(PMTDS) e de uma fase Si(PMTDS) imobilizada
termicamente.

Outras espécies de silicio foram detectadas nas fases Si-Zr(PMTDS) e Si(PMTDS), as
quais sdo descritas como Q", onde n esta relacionado ao nimero de ligagdes Si-O-Si'®®. Nos
espectros de RMN de °Si, o Q* (tetrassiloxano), o Q® (hidrossiloxano) e o Q? (diidrossiloxano)
foram detectados a -110, -101 e -94 ppm, respectivamente. De uma maneira geral, as FE
baseadas no suporte de silica zirconizada apresentam uma redug¢ao das quantidades de grupos
silandis, reducdo da razdo das espécies Q*/Q* e Q*/Q* em relagdo & FE baseada no suporte de
silica nua, como apresentado na Figura 49. A diferenga deve estar relacionada a formagao de
ligagbes Si-O-Zr e do maior numero de interagdes entre o PMTDS e o suporte de silica
zirconizada, os quais reduzem a razdo entre estes sinais. Dentre as FE baseadas em silica
zirconizada, a obtida por auto-imobilizagdo foi a que apresentou menor niumero de grupos

silandis (menor razdo Q3/Q*), provavelmente devido ao longo tempo de sorcdo ao qual o
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PMTDS fora submetido, alcangcando de forma mais eficiente os grupos silandis presentes em

poros mais dificeis de serem acessados pelo polimero.
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Figura 50. Espécies de silicio presentes nas fases estacionarias.

Os espectros de RMN de #°Si das fases Si-Ti(PMTDS), preparadas pelos diferentes
procedimentos de imobilizagdo, apresentaram as mesmas espécies de silicio detectadas nas
fases Si-Zr(PMTDS), como podem ser observados na Figura 51. No entanto, a menor area dos
picos na regiao compreendida por -10 a -30 ppm nas fases Si-Ti(PMTDS) comparada as fases
baseadas em suportes de silica zirconizada sugerem um menor grau de interagdo entre o
PMTDS e a silica titanizada. Por sua vez, estes resultados corroboram com as avaliacbes
cromatograficas destas fases, as quais apresentaram parametros de retengdo, em numeros
absolutos, inferiores a contraparte de silica zirconizada. Apesar do menor grau de interagéo,
provavelmente devido a menor reatividade dos grupos superficiais da silica titanizada, observa-
se nos espectros que foi possivel detectar a presengca de cadeias poliméricas adsorvidas
fisicamente (D' e D',y) e também ligadas quimicamente neste suporte.

Outra caracteristica importante das fases Si-Ti(PMTDS) foi a maior razao das espécies
Q%Q" e Q*/Q*, em comparagdo as obtidas pelas fases Si-Zr(PMTDS), indicando a presenga de
um numero maior de grupos silanéis geminais (Q?) e livres (Q%) nestas fases. No entanto, a
menor reatividade destes grupos com a presenca de titania no suporte, comparada ao efeito da

presenga da zircdnia, fornece caudas menos acentuadas para compostos basicos que as fases
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Si-Zr(PMTDS), como visto cromatograficamente, e, em alguns casos, similares aos fatores de
assimetria obtidos pelas fases Si(PMTDS). Comparadas a fase de PMTDS baseada em suporte
de silica nua, as fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram razdes Q%/Q* e Q%Q* inferiores, sugerindo
a presenga de um numero menor de grupos silandis livres. Dentre os procedimentos de
imobilizagdo aplicados nas fases Si-Ti(PMTDS), o que apresentou a maior razdo Q*Q* foi o
fendbmeno de auto-imobilizagdo, sugerindo maior nimero de grupos residuais (n&o recobertos

pela camada poliméricas).
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Figura 51. Espectros de RMN de #°Si das fases Si-Ti(PMTDS).
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4.10. Caracterizacao cromatografica das fases estacionarias

Os métodos fisico-quimicos empregados na avaliacao das fases estacionarias se fazem
necessarios para um melhor conhecimento das caracteristicas superficiais destas fases, porém,
sdo insuficientes e, de pequena relevancia, para a pratica cromatografica. Complementarmente,
testes empiricos simples e de carater universal, possibilitando a avaliacdo de qualquer fase
estacionaria reversa, foram desenvolvidos para medir e especificar interacées discretas entre
compostos simples, a fase estacionaria e a fase movel. Alguns destes testes foram

8 e Tanaka e colaboradores'’. Estes autores

desenvolvidos por Engelhardt e Jungheim'
propuseram misturas-teste bastante simples, que, quando analisadas em fases moéveis
adequadas, fornecem informacgdes relevantes sobre as propriedades e a conveniéncia analitica

da fase estacionaria.

4.10.1. Mistura-teste de Engelhardt

As fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), preparadas pelos diferentes
procedimentos de imobilizacao, foram aplicadas na separac¢ao de alguns compostos da mistura-
teste de Engelhardt e Jungheim'® para a caracterizagdo da atividade silanofilica (atividade dos
grupos silandis residuais) e da seletividade hidrofébica (ou hidrofobicidade) destas fases. A
Figura 52 apresenta os cromatogramas da separagdo dos compostos da mistura-teste pelas
fases Si-Zr(PMTDS).

As fases Si-Zr(PMTDS) apresentaram algumas diferencas na eluigdo dos compostos da
mistura de Engelhardt. A anilina foi eluida posteriormente ao fenol na fase imobilizada por
radiacdo gama devido a maior atividade silanofilica desta fase em relagdo as fases auto-
imobilizadas e imobilizadas termicamente. O fator de assimetria mais acentuado para o pico da
N,N-dimetilanilina nas fases imobilizadas por radiagao gama também confirma a maior atividade

dos grupos residuais nestas fases, como mostrado na Figura 52.
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Figura 52. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste de Engelhardt e Jungheim pelas fases Si-
Zr(PMTDS). Condigdes cromatograficas: fase mével metanol:agua (55:45, v/v); 0,3 mL min™"; volume de
amostra: 5 uL; detecgdo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) anilina, (3)

fenol, (4) N,N-dimetilanilina, (5) tolueno, (6) etilbenzeno e (*) impurezas.

Outros parametros cromatograficos avaliados pela mistura de Engelhardt foram a
hidrofobicidade (medida pelo fator de retencao do etilbenzeno) e a seletividade hidrofébica das
fases Si-Zr(PMTDS) (ochz = Ketibenzeno/Ktolueno)- EStes valores estdo dispostos na Tabela 27.
Observa-se que as fases apresentaram seletividade hidrofdbica praticamente idéntica,
enquanto que a hidrofobicidade das fases obtidas por radiacdo gama foi superior devido a maior
quantidade de PMTDS imobilizada na silica zirconizada. Apesar das fases imobilizadas por
radiacdo gama apresentarem maior hidrofobicidade (maior grau de recobrimento polimérico)
que as fases auto-imobilizadas e imobilizadas termicamente, o desempenho cromatografico
diante de compostos basicos foi inferior com alto fator de assimetria para a N,N-dimetilanilina,

sugerindo uma maior quantidade de sitios residuais.
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Tabela 27. Caracterizagdo cromatografica das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) pela mistura-teste de

Engelhardt.

Fases ocHz ASqanilinay/AS(tenol) AS(N,N-dimetilanitina) Ketilbenzeno %0 PMTDS
Si-Zr(PMTDS) Al 1,9 1,0 2,1 10,3 20,6
Si-Zr(PMTDS) TT 1,8 1,0 3,2 8,0 16,7
Si-Zr(PMTDS)RG 1,9 1,2 4,9 12,3 22,3
Si-Ti(PMTDS)AlI 1,6 0,9 0,9 7,4 18,3
Si-TiPMTDS) TT 1,6 2,9 3,6 5,8 17,2
Si-TiPMTDS)RG 1,5 1,0 1,6 4.6 16,9

A separacdo da mistura-teste de Engelhardt e Jungheim pelas fases Si-Ti(PMTDS),
imobilizadas pelos diferentes procedimentos, resultou em comportamentos diferentes de acordo
com o grau de recobrimento das fases (quantidade de PMTDS imobilizada). A anilina foi eluida
um pouco antes do pico fenol nas fases Si-Ti(PMTDS) auto-imobilizada e imobilizada por raios
gama, enquanto que na fase estacionaria imobilizada termicamente a anilina apresentou cauda
acentuada sendo eluida um minuto depois do fenol, como pode ser observado pelos
cromatogramas da Figura 53. Além disso, o pico da N,N-dimetilanilina nas fases auto-
imobilizadas e imobilizadas por raios gama apresentou fator de assimetria similar ao obtido em
fases estacionarias baseadas em suportes de silica nua. Nas fases Si-Ti(PMTDS) imobilizadas
termicamente a atividade silanofilica foi extremamente alta, eluindo a N,N-dimetilanilina apds o
tolueno devido ao baixo recobrimento da superficie do suporte com a camada de PMTDS. A
seletividade metilénica (acn2) das fases com suportes de silica titanizada foram muito similares
entre si, apesar de apresentarem menor seletividade se comparadas a contraparte com suporte
de silica zirconizada, em numeros absolutos (Tabela 27). A menor seletividade metilénica e
menor hidrofobicidade das fases Si-Ti(PMTDS), em comparacao as fases Si-Zr(PMTDS), esta

associada a menor quantidade de PMTDS imobilizada na superficie da silica titanizada.
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Figura 53. Cromatogramas da separagédo da mistura-teste de Engelhardt e Jungheim pelas fases Si-
Ti(PMTDS). Condicdes cromatograficas: fase mével metanol:agua (55:45, v/v); 0,2 mL min™'; volume de
amostra: 5 uL; deteccdo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) anilina, (3)

fenol, (4) N,N-dimetilanilina, (5) tolueno, (6) etilbenzeno e (*) impurezas.

4.10.2. Misturas-teste de Tanaka

O protocolo de caracterizacdo desenvolvido por Tanaka e colaboradores'’ € um método
bem estabelecido, o qual tem sido estudado por diversos grupos académicos e muitos
fabricantes para avaliar a qualidade de suas fases estacionarias. Os parametros
cromatograficos das fases medidos pelas misturas de Tanaka s&o altamente relevantes para os
cromatografistas. Dentre as propriedades avaliadas incluem-se: o recobrimento superficial, a
seletividade hidrofdbica, a seletividade espacial, a capacidade de ligagdo de hidrogénio e a
capacidade de troca idnica em pH 2,7 e 7,6. O protocolo de Tanaka foi usado neste trabalho
para avaliar propriedades sutis das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) em separagdes
cromatograficas. Os resultados encontrados para estas fases estacionarias foram comparados

com bases de dados na literatura>'*®

, Na quais sao apresentadas as propriedades de mais de
130 fases estacionarias comerciais diferentes, a base de silica e zirconia.

A hidrofobicidade (Kpentibenzeno), @ Seletividade hidrofobica (achz) € a seletividade espacial
(a0) das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram obtidas pela eluigdo da mistura A (uracila,

butilbbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenila e trifenileno) do protocolo de Tanaka. Os
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cromatogramas obtidos para as fases Si-Zr(PMTDS) preparadas pelos diferentes

procedimentos de imobilizagcao estdo apresentados na Figura 54.
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Figura 54. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste A do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Zr(PMTDS). Condices cromatograficas: fase movel metanol:agua (80:20, v/v); 0,3 mL min™'; volume de
amostra: 5 uL; detecgédo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2)
butilbenzeno, (3) pentilbenzeno, (4) o-terfenil e (5) trifenileno.

Nota-se nos cromatogramas da Figura 54 que os picos do butilbenzeno e pentilbenzeno,
mesmo com uma alta percentagem do componente organico na fase movel (80 %),
apresentaram boa resolucdo em todas as fases Si-Zr(PMTDS), as quais forneceram
seletividades hidrofébicas (acrz) idénticas (Tabela 28). A hidrofobicidade das fases foi
dependente da quantidade de PMTDS imobilizado na superficie da silica zirconizada, quanto
maior a % PMTDS maior a hidrofobicidade. A seletividade estérica (aro) das fases Si-
Zr(PMTDS) foram dependentes do procedimento de imobilizagcdo aplicado. As fases auto-
imobilizada e imobilizada termicamente apresentaram boa seletividade estérica devido a boa
resolugao entre os picos do o-terfenil e trifenileno, no entanto, ndo foi possivel obter resolugéo
adequada destes compostos nas fases imobilizadas por radiagdo gama. Provavelmente, o
maior grau de entrecruzamento das cadeias do PMTDS obtido com a imobilizagao por raios
gama sobre o suporte diminui 0 espagamento entre as moléculas do PMTDS o suficiente para

ndo se obter seletividade espacial apropriada. Engelhardt et al.’®® propuseram que um amplo
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diametro de poros é essencial para que as fases estacionarias obtenham resolucao para o o-
terfenil e o trifenileno. Como mostrado na Tabela 26, as fases imobilizadas por radiagdo gama
apresentaram didmetro de poros bem menores que as fases imobilizadas termicamente e auto-
imobilizadas. Este fato deve ter contribuido com a falta de seletividade espacial das fases Si-

Zr(PMTDS) imobilizadas por radiagao gama.

Tabela 28. Caracteristicas cromatograficas das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) obtidas pelas
misturas-teste de Tanaka.

Fases Kpb OlcH2 oT/0 OcP  OBPpH7,6 OLBPpH27
Si-Zr(PMTDS) Al 3,0 1,2 1,2 1,1 - -
Si-ZrPMTDS)TT 2.7 1,2 12 09 - -
Si-Zr(PMTDS) RG 3,3 1,2 1,0 1,1 - -
Si-Ti(PMTDS) Al 1,9 1,0 1,0 0,6 9,9 1,6
Si-Ti(PMTDS) TT 2,4 1,0 1,2 0,9 8,4 1,9
Si-Ti(PMTDS) RG 2,2 1,2 1,1 0,6 15,1 2,9

(=) ndo foi possivel a obtengao dos paradmetros.

As fases Si-Ti(PMTDS), independente do procedimento de imobilizagéo, apresentaram
seletividades hidrofébicas muito similares as fases Si-Zr(PMTDS) (Tabela 28). Os valores
obtidos para estas fases se encontram dentro da faixa determinada para fases estacionarias
comerciais & base de C8 e C18 quimicamente ligados & superficie de silica nua'"'*. Qutra
caracteristica interessante das fases Si-Ti(PMTDS) foi a seletividade espacial (ou estérica).
Somente a fase imobilizada termicamente apresentou resolucdo adequada entre os compostos
da mistura-teste A do protocolo de Tanaka. Conforme observado na Figura 55, a baixa
quantidade de PMTDS imobilizada na superficie do suporte de silica titanizada pode ser o fator
principal para a separacao ineficiente destes compostos, uma vez que a fase movel apresenta

uma alta percentagem de componente organico.
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Figura 55. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste A do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Ti(PMTDS). Condigbes cromatograficas: fase mével metanol:agua (80:20, v/v); 0,2 mL min”"; volume de
amostra: 5 uL; detecgéo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2)
butilbenzeno, (3) pentilbenzeno, (4) o-terfenil e (5) trifenileno.

A capacidade de ligacdo de hidrogénio das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foi
obtida pela razao dos fatores de retengéo da cafeina e do fenol (acp), empregando a mistura-
teste B do protocolo de Tanaka. Os resultados estdo dispostos na Tabela 28. As fases Si-
Zr(PMTDS) apresentaram uma alta capacidade de se fazer ligagdo de hidrogénio, praticamente
co-eluindo os picos do fenol e da cafeina na fase imobilizada termicamente e invertendo a
ordem de eluigdo nas fases imobilizada por raios gama e auto-imobilizada, como pode ser visto
na Figura 56. As fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram uma melhor separagdo da cafeina e do
fenol devido a baixa capacidade de formagao de ligagdo de hidrogénio (Figura 57), com valores
similares aos obtidos por fases estacionarias comerciais'**'*®. Como discutido anteriormente, o
zircbnio aumenta a atividade dos grupos residuais do suporte cromatografico, os quais nao
foram recobertos pela camada de PMTDS, de forma mais acentuada que a proporcionada pelo
titdnio, acarretando no aumento da capacidade das fases baseadas no suporte de silica

zirconizada de fazerem ligagoes de hidrogénio.
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Figura 56. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste B do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Zr(PMTDS). Condigdes cromatograficas: fase mével metanol:agua (30:70, v/v); 0,3 mL min"; volume de
amostra: 5 ul; detecgédo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) cafeina e
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Figura 57. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste B do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Ti(PMTDS). Condigbes cromatograficas: fase mével metanol:agua (30:70, v/v); 0,3 mL min”"; volume de
amostra: 5 uL; detecgdo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos testes: (1) uracila, (2) cafeina e

(3) fenol.
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As misturas-teste C e D do protocolo de Tanaka foram separadas pelas fases Si-
Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) para a determinac&o da atividade silanofilica total e da acidez dos
grupos silandis residuais das fases, respectivamente. Estas misturas sao constituidas de um
composto basico (benzilamina, pK > 9) e um composto acido (fenol) que sdo analisados em
fases moveis tamponadas com valores diferentes de pH, (mistura C: pH 7,6 e mistura D:
pH 2,7).

As fases Si-Zr(PMTDS), independente do procedimento de imobilizagao, apresentaram
atividade silanofilica total extremamente elevada. Em pH 7,6, a maioria dos grupos silandis
residuais se encontram desprotonados (Si-O7), os quais interagiram fortemente com a
benzilamina (que se encontra protonada nesta condigdo) pelo processo de troca idnica,
retendo-a irreversivelmente, como mostrado na Figura 58. Esta forte interacdo esta associada a
presenga do zirconio que direta (atuando como sitios acidos de Lewis residuais) ou
indiretamente (aumento da acidez de silandis residuais adjacentes) impossibilitou a eluicdo do
pico da benzilamina e os calculos dos valores de agp, como mostrado na Tabela 28. No
entanto, foi possivel obter a eluicdo da benzilamina nas fases Si-Ti(PMTDS), apesar de terem
apresentado caudas bastante acentuadas nestas fases (Figura 59). A atividade silanofilica das
fases Si-Ti(PMTDS) (agp) estdo apresentadas na Tabela 28. Estes resultados sugerem uma
menor quantidade de grupos silandis residuais nas fases Si-Ti(PMTDS). De acordo com os
cromatogramas da Figura 59, as fases imobilizadas por raios gama apresentam a maior
atividade silanofilica. Além disso, os valores de agp determinados para as fases Si-Ti(PMTDS)
sdo similares aos obtidos para fases comerciais baseadas em suportes de 6xidos metalicos,

como indicado na literatura para as fases estacionarias de zirconia-PBD'%>'%.
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Figura 58. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste C do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Zr(PMTDS). Condigdes cromatograficas: fase mével metanol:KH,PO4/K,HPO, 0,02 mol L’ (30:70, viv)
pH 7,6; 0,3 mL min™"; volume de amostra: 5 uL; detecgdo a 254 nm e temperatura de 40 °C. Compostos
testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) benzilamina e (*) impurezas.
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Figura 59. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste C do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Ti(PMTDS). Condigdes cromatograficas: fase mével metanol:KH,PO4/K,HPO, 0,02 mol L’ (30:70, viv)
pH 7,6; 0,2 mL min”"; volume de amostra: 5 uL; deteccao a 254 nm e temperatura de 40 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) benzilamina e (*) impurezas.
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A acidez dos grupos silandis residuais das fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foi
avaliada pela separagao da mistura-teste D do protocolo de Tanaka. Em meio acido a pH 2,7, a
benzilamina também nao foi eluida nas fases com suporte de silica zirconizada, ficando
irreversivelmente retida na coluna cromatografica (Figura 60). Isto implica que os grupos
residuais sdo extremamente acidos, sugerindo que um grande numero destes grupos ainda
esta na forma desprotonada em pH 2,7 e interagiram com a benzilamina, a qual se encontra na
forma catidnica nesta condi¢do. Esta acidez, conforme mencionado em outras oportunidades,
esta relacionada a presenga de atomos de zircénio adjacentes a grupos silanois e também aos
grupos zirconodis néo recobertos pela camada polimérica nas fases Si-Zr(PMTDS), os quais
atuam como fortes sitios de interagdes retendo irreversivelmente compostos altamente basicos,

como a benzilamina.
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Figura 60. Cromatogramas da separagado da mistura-teste D do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Zr(PMTDS). Condigdes cromatogréficas: fase mével metanol:KH,PO,/H;PO,4 0,02 mol L’ (30:70, viv)
pH 2,7; 0,3 mL min™'; volume de amostra: 5 uL; deteccao a 254 nm e temperatura de 40 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) benzilamina e (*) impurezas.

A acidez dos grupos residuais foi muito menos acentuada nas fases Si-Ti(PMTDS), o
tempo total de andlise para a eluigdo da benzilamina em pH 2,7 pelas fases Si-Ti(PMTDS) foi
inferior a 15 minutos (Figura 61). Os valores agp 27 apresentados na Tabela 28 para as fases

Si-Ti(PMTDS) sao similares as fases estacionarias comerciais baseadas em suportes de silica
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nua com maior grau de impureza metalica, conforme mostrado no estudo de Euerby e
colaboradores'®"%®. A fase estacionaria com PMTDS imobilizado por raios gama foi a que
apresentou maior acidez dos grupos residuais, enquanto que a auto-imobilizada foi a que
apresentou menor acidez, apresentando ogp 27 inferior a muitas fases disponiveis

comercialmente & base de C8 ou C18 quimicamente ligado & silica'®"*®.
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Figura 61. Cromatogramas da separagéo da mistura-teste D do protocolo de Tanaka pelas fases Si-
Ti(PMTDS). Condigbes cromatograficas: fase mével metanol:KH,PO4/H;PO,4 0,02 mol L" (30:70, viv)
pH 2,7; 0,2 mL min”"; volume de amostra: 5 uL; deteccao a 254 nm e temperatura de 40 °C.
Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) benzilamina e (*) impurezas.

4.11. Estabilidade quimica das fases estacionarias

A estabilidade quimica das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) foram
avaliadas em condi¢des alcalinas drasticas de andlise. Esta avaliagdo é comumente realizada
pela passagem continua de uma fase movel, em condi¢des previamente definidas, através das
colunas, avaliando periodicamente o desempenho cromatografico por um analito-teste ou
mistura-teste. Neste estudo, a fase mdvel metanol:0,050 mol L' K,COs/KHCO; a pH 10
(70:30, v/v) foi eluida através das colunas contendo as fases estacionarias a uma vazéo de

1 mL min™", empregando uma temperatura de 50 °C, sendo avaliada quanto ao desempenho
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cromatografico pela mistura-teste Il do LabCrom. Estes valores maiores de temperatura e de
concentracao do tampao da fase moével foram utilizados para acelerar a degradagédo da fase
estacionaria, reduzindo o tempo total da avaliacédo e, principalmente, o volume de fase moével.
Estas condicdbes permitem a obtencdo mais rapida da estabilidade quimica das fases
estacionarias, sem perdas de informagbes, comparadas a testes de estabilidades que
empregam condi¢cdes mais brandas de analise.

Para efeito de comparacdo, foi avaliada a estabilidade de fases estacionarias com
PMTDS imobilizado, pelos mesmos procedimentos, sobre suporte de silica nua — Si(PMTDS) —
e, também, de quatro fases estacionarias comerciais com grupos C18 quimicamente ligados a
superficie de silica, empregando as mesmas condicbes de analise das fases com PMTDS
imobilizadas sobre os suportes de silicas metalizadas.

A estabilidade dos parametros de retencdo das fases estacionarias foi avaliada pela
medicao periddica do fator de retencao (k) do acenafteno (analito-teste) com a passagem
continua da fase mével a pH 10. Os resultados obtidos para cada uma das fases estacionarias
avaliadas estdo dispostos na Figura 62. A evolugdo do fator de retencdo do acenafteno foi
expressa em termos de volumes de coluna (V). Cada volume de coluna corresponde a
quantidade de fase movel necessaria para preencher os espacos dentro da coluna
cromatografica ndo ocupados pela fase estacionaria, V., = 0,40 mL.

Os fatores de retencdo do acenafteno apresentaram uma pequena redugao nas fases
com PMTDS imobilizado pelos diferentes procedimentos sobre as silicas metalizadas e silica
nua, enquanto que nas fases comerciais permaneceram praticamente constantes. Esta
pequena reducao nos valores do fator de retengdo nas fases estacionarias com suportes de
silicas nua, zirconizada e titanizada indica a perda de PMTDS. Apesar desta pequena reducao
do fator de retencao nas fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), a separacao cromatografica nao
foi comprometida com o decorrer do experimento, como mostrado nos cromatogramas de uma

destas fases antes e apds o teste de estabilidade na Figura 63.
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Figura 62. Variagao do fator de retencéo das fases (A) Si-Zr(PMTDS), (B) Si-Ti(PMTDS), (C) Si(PMTDS)
e (D) comerciais quimicamente ligadas a base de C18 com a passagem de fase movel
metanol:0,050 mol L’ Ko,CO3/KHCO3 a pH 10 (70:30, v/v); vazao de 1,0 mL min™": volume de amostra:

1 uL; Temperatura do forno da coluna: 50 °C; detecgdo UV-vis a 254 nm. Analito-teste: acenafteno.

O fator de retencao nao é a forma mais adequada de avaliagao da estabilidade de fases
estacionarias, pois se percebe claramente que o desempenho da fase estacionaria no fim do
teste ndo é mais 0 mesmo do inicio, apesar de ainda haver separacao cromatografica (Figura
63). Portanto, uma melhor medida da estabilidade de uma determinada fase estacionaria é a
perda de sua eficiéncia de coluna com a passagem da fase mével. Quando a fase estacionaria
€ submetida a eluicao da fase mével em condigbes mais drasticas ocorre, em um determinado
momento, uma queda brusca da sua eficiéncia de coluna, a qual indica mudancas significativas
no leito cromatografico que o torna ineficiente para separagdes cromatograficas. Normalmente,

esta queda brusca ocorre quando a eficiéncia da coluna atinge 50 % do seu valor inicial'*°.
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Figura 63. Cromatogramas da separagédo dos compostos da mistura-teste Il, antes (A) e apds (B) o teste
de estabilidade, pela fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada por raios gama. Condigbes cromatograficas: fase
mével metanol:0,050 mol L™ K,CO5/KHCO; a pH 10 (70:30, v/v); vazao de 0,3 mL min™"; volume de
amostra 1 uL; temperatura de 50 °C; detecgdo UV-Vis a 254 nm.

A Figura 64 apresenta o comportamento da eficiéncia de coluna das fases estacionarias
com a passagem constante da fase mével tamponada em pH 10. A eficiéncia de coluna foi
medida para o pico do acenafteno eluido em cada uma das fases estacionarias. A estabilidade
das fases estacionarias avaliadas neste estudo foi melhor determinada pela variagdo da
eficiéncia em fungcdo do numero de volume de coluna passado através das colunas
cromatograficas. Empregando fase mével tamponada a pH 10 e temperatura de 50 °C, as fases
estacionarias baseadas na imobilizagdo do PMTDS sobre silica nua — Si(PMTDS) — nao
apresentaram praticamente nenhuma durabilidade nestas condicdes. A partir do inicio do teste,
se inicia também a perda de eficiéncia de coluna das fases Si(PMTDS) e, em 200 V., a fase
imobilizada termicamente perde sua habilidade de separagdo. As fases Si(PMTDS) auto-
imobilizada e imobilizada por raios gama apresentaram estabilidades quimicas idénticas,
durando cerca de 50 V., a mais que a fase imobilizada termicamente. Esta rapida queda de
eficiéncia de coluna indica a rapida dissolucdo do suporte de silica nas condi¢des alcalinas

drasticas e, conseqlientemente, perda de camada polimérica adsorvida e/ou ligada ao suporte.
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Figura 64. Variagao da eficiéncia de coluna das fases (A) Si-Zr(PMTDS), (B) Si-Ti(PMTDS), (C)
Si(PMTDS) e (D) comerciais quimicamente ligadas a base de C18 com a passagem de fase mével
metanol:0,050 mol L™ K,CO4/KHCO; a pH 10 (70:30, v/v); vazdo de 1,0 mL min™": volume de amostra:
1 uL; Temperatura do forno da coluna: 50 °C; detecgdo UV-vis a 254 nm. Analito-teste: acenafteno.

Em contrapartida, as fases estacionarias baseadas nos suportes de silicas metalizadas
apresentaram estabilidade muito maior, pelo menos quatro vezes superior, nas condi¢des
alcalinas de analise. As fases Si-Ti(PMTDS) apresentaram estabilidade quimica, mantendo bom
desempenho cromatografico, por mais de 800 V., de fase mével alcalina eluidos pelas colunas
cromatograficas, a partir dos quais se observam uma ligeira queda da eficiéncia, indicando o
inicio da degradacdo das fases estacionarias (Figura 64B). O procedimento de imobilizacéo
aplicado ao PMTDS sobre a silica titanizada nao apresentou influéncia significativa na
estabilidade das respectivas fases. A fase Si-Ti(PMTDS) imobilizada por tratamento térmico
apresentou estabilidade quimica por cerca de 80 V., a mais que as fases auto-imobilizada e
imobilizada por raios gama, as quais obtiveram estabilidades muito similares em pH 10.

As fases estacionarias com PMTDS imobilizado sobre a silica zirconizada foram ainda

mais estaveis, apresentando um longo platé de eficiéncia por mais de 1.000 V,, como pode ser
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visto na Figura 64A. A fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada por raios gama foi a que resultou na
maior estabilidade quimica, resistindo a passagem de mais de 1.300 V., eluidos pela coluna
cromatografica, enquanto que a fase imobilizada termicamente apresentou estabilidade por
1.100 V., e a fase auto-imobilizada por cerca de 1.000 V... A maior estabilidade da fase
imobilizada por raios gama esta relacionada ao maior grau de entrecruzamento obtido para as
cadeias do PMTDS sobre a silica zirconizada, se comparado ao obtido pelos demais
procedimentos de imobilizagao, fornecendo uma melhor protecao do suporte cromatografico ao
ataque da fase mével alcalina.

Com estes resultados observa-se que a presenga do 6xido metalico, zircdnia ou titania,
no suporte de silica cromatografica aumenta significativamente a resisténcia das fases
estacionarias em condi¢bes alcalinas, prolongando, desta forma, o tempo de utilizacdo das
mesmas. Este aumento de estabilidade ficou entre quatro e seis vezes. Além disso, apos o
teste de estabilidade todas as colunas foram abertas e foi observada uma cavidade no topo das
mesmas. Esta cavidade foi maior nas fases Si(PMTDS) devido a maior dissolugédo do suporte
silica, apresentando cerca de 20 mm de profundidade. As colunas contendo as fases com
suporte de silica metalizada apresentaram um pequeno vao, cerca de 3 a 5 mm de
profundidade, devido a menor dissolugdo do suporte de silica com a presenca dos 6xidos
metalicos. As fases Si-Zr(PMTDS) foram mais estaveis que as baseadas em suporte de silica
titanizada, provavelmente, devido a maior quantidade de zirconio incorporado as particulas de
silica, cerca de 20 % (m/m) contra apenas 8 % (m/m) de titanio, fornecendo maior protecdo ao
suporte cromatografico. Outro fator que pode ter contribuido para a maior estabilidade das fases
Si-Zr(PMTDS) em relacao as fases Si-Ti(PMTDS) é a formacao de algumas ligagbes quimicas
entre o zirconio e a silica (Si-O-Zr), as quais sao mais estaveis que as intera¢des fracas que
governam as ligagdes entre o titanio e a silica.

A estabilidade das fases estacionarias baseadas nos suportes de silica metalizada foi
comparada também a estabilidade de fases estacionarias disponiveis comercialmente. A
estabilidade de quatro fases estacionarias de grupos C18 quimicamente ligado a silica foi
avaliada nas mesmas condigbes empregadas para as fases preparadas no laboratério. A fase
Kromasil-C18 apresentava-se também capeada com grupos CHs;, para melhor protegcdo do
suporte cromatografico. Esta fase foi justamente a que apresentou a maior resisténcia quimica
nas condi¢coes avaliadas, sendo estavel a eluicdo de mais de 2.000 V.. As demais fases
estacionarias comerciais, sem etapa de capeamento, apresentaram estabilidade quimica um
pouco inferior as fases Si-Ti(PMTDS), por até 750 V., € bem menor que as fases Si-

Zr(PMTDS). Em todas as colunas contendo as fases comerciais também foi observada uma
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cavidade, de aproximadamente 10 mm de profundidade, devido a dissolucdo do suporte de

silica.

Outro parametro cromatografico avaliado, em fase mével tamponada em pH 10, foi o

fator de assimetria para o pico do acenafteno obtido pelas diferentes fases estacionarias. A

Figura 65 apresenta o comportamento do fator de assimetria em fungdo do numero de volumes

de coluna obtido pela passagem da fase mével a pH 10 para cada uma das fases estacionarias

estudadas.
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Figura 65. Variagao do fator de assimetria para o pico do acenafteno obtido pelas fases (A) Si-
Zr(PMTDS), (B) Si-Ti(PMTDS), (C) Si(PMTDS) e (D) comerciais quimicamente ligadas a base de C18
com a passagem de fase movel metanol:0,050 mol L Ko,CO3/KHCO; a pH 10 (70:30, v/v); vazao de
1,0 mL min™"; volume de amostra: 1 uL; Temperatura do forno da coluna: 50 °C; detecgdo UV a 254 nm.

O comportamento do fator de assimetria (As) para o pico do naftaleno nas fases

acompanha o comportamento da eficiéncia. A partir do momento que a fase estacionaria perde

a sua capacidade para analises cromatograficas ocorre uma desordem do fator de assimetria,

aumentando ou reduzindo os seus valores. Esta desordem no comportamento dos valores de
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As ocorre simultaneamente a queda abrupta dos valores de eficiéncia, como pode ser visto na
Figura 65, principalmente para as fases baseadas em silica zirconizada, silica nua e para as
fases comerciais. As fases Si-Ti(PMTDS) nao apresentou muita desordem no comportamento
dos seus fatores de assimetria, provavelmente devido ao recheio cromatografico a pressao
mais alta que as demais fases, nominalmente a 52 MPa contra 38 MPa. Desta forma, foi obtida
uma melhor compactacdo do leito cromatografico nestas fases, a qual ndo permitiu maiores
rearranjos da fase estacionaria dentro da coluna com a perda de silica e de polimero no
decorrer do teste de estabilidade. No entanto, observa-se que a partir de 750-800 V., ocorreu
um ligeiro e continuo aumento do fator de assimetria nestas fases, independente do
procedimento de imobilizacdo aplicado. O mesmo ocorreu para os valores de eficiéncia de
coluna destas fases que a partir de 750-800 V., diminuiu gradativamente com a passagem da
fase movel alcalina a pH 10.
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Figura 66. Variagao do fator de assimetria para o pico da N,N-dimetilanilina obtido pelas fases (A) Si-
Zr(PMTDS), (B) Si-Ti(PMTDS), (C) Si(PMTDS) e (D) comerciais quimicamente ligadas a base de C18
com a passagem de fase movel metanol:0,050 mol L Ko,CO3/KHCO; a pH 10 (70:30, v/v); vazao de
1,0 mL min™"; volume de amostra: 1 uL; Temperatura do forno da coluna: 50 °C; detecgdo UV a 254 nm.
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O comportamento do fator de assimetria para o pico do composto basico da mistura-
teste Il, a N,N-dimetilanilina, também foi avaliado com a passagem continua da fase mével
metanol:0,050 mol L™ K,COs/KHCO;3 a pH 10 (70:30, v/v), como pode ser visto na Figura 65.
Nesta condicdo de pH, as interagdes indesejaveis entre a N,N-dimetilanilina e os grupos
residuais presentes nas fases estacionarias sdo minimizadas, pois ambos os compostos se
encontram desprotonados, resultando em uma separagdo governada principalmente por
mecanismos de interagdes hidrofébicas. Desta forma, o comportamento dos fatores de
assimetria para a N,N-dimetilanilina obtidos nas fases preparadas no laboratério e, também, nas
fases disponiveis comercialmente (Figura 66) € muito similar ao comportamento dos fatores de
assimetria obtidos para o acenafteno (composto mais apolar da mistura), Figura 65.

A dissolucao da silica das fases estacionarias aumenta a proporgcéo de polimero ou de
grupos quimicamente ligados em relagdo ao suporte apos o término do teste de estabilidade.
Na Tabela 29 estao apresentados os valores de percentagem de PMTDS e de carbono das
fases estacionarias, preparadas no laboratério e quimicamente ligadas, respectivamente, antes
e apos o teste de estabilidade. O aumento da % C (ou % PMTDS) das fases estacionarias no
final do teste de estabilidade, em relacdo a percentagem antes do teste, indica a perda
principalmente do suporte de silica devido a sua dissolucdo na fase moével alcalina. Desta
forma, ocorre um aumento da propor¢do de material organico ligado ou imobilizado comparado
com o material inorganico (suporte), e, consequentemente, o aumento da % C nestas fases. De
acordo com a Tabela 29, as fases Si(PMTDS) foram as que apresentaram a dissolugédo de
maior quantidade do suporte de silica devido ao maior aumento da % C, implicando em uma
menor protecdo do suporte nas condigdes avaliadas se comparada as demais fases. Por outro
lado, quando ocorre uma diminuicdo da % C no final do teste, em relacdo a % inicial, implica
que, com a passagem continua da fase moével, houve maior perda de material ligado ou
imobilizado (C18 ou PMTDS) que do suporte cromatografico. As fases com suporte de silica
metalizada e as fases comerciais perderam principalmente material organico nas condigbes
drasticas de analise. As perdas de polimero nas fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), apds o
término do teste, esta relacionada a lixiviagado do PMTDS fracamente adsorvido ao suporte pela
fase mével. Estes resultados sugerem que a presenca das camadas de 6xidos metalicos no
suporte cromatografico aumenta a resisténcia do mesmo em condi¢des mais drasticas, haja
vista a menor dissolugcdo da silica nas fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS). Os suportes
cromatograficos das fases comerciais Rainin ODS, Spherisorb ODS e Lichrosorb RP18

apresentam alta percentagem de impurezas metalicas'’ e, pelo mesmo motivo das fases com

157



Resultados e Discusséao

suporte de silica metalizada, resultaram em uma menor dissolucdo da silica nas condigdes
alcalinas avaliadas. Fases estacionarias com suportes de silica de maior grau de pureza, como
€ 0 caso das fases Si(PMTDS), apresentam menor estabilidade quimica em condi¢des
alcalinas'®. Outro fator que influencia positivamente na estabilidade quimica de uma fase
estacionaria em condi¢gdes mais drasticas é a realizagdo da reacdo de capeamento apds o

preparo da fase, como visto para a fase Kromasil C18, a mais estavel entre todas as avaliadas.

Tabela 29. Percentagem de material ligado ou imobilizado ao suporte cromatografico, nas fases
estacionarias preparadas no laboratdrio e comerciais, antes e apos o teste de estabilidade.

Fases % C antes % C depois % PMTDS antes % PMTDS depois
Si(PMTDS) Al 16,6 21,1 23,7 30,1
Si(PMTDS) TT 17,1 19,8 24,4 28,3
Si(PMTDS) RG 17,2 20,4 24,6 29,1
Si-Zr(PMTDS) Al 14,4 13,5 20,6 19,3
Si-Zr(PMTDS) TT 14,9 14,8 21,3 211
Si-Zr(PMTDS) RG 15,6 11,5 22,3 16,4
Si-Ti(PMTDS) Al 11,5 7,5 16,4 10,7
Si-Ti(PMTDS) TT 13,8 10,8 19,7 15,4
Si-Ti(PMTDS) RG 14,1 9,3 20,1 13,3
Kromasil C18 20,0 19,0 - -
Rainin ODS 10,8 10,0 - -
Spherisorb ODS 5,2 4,2 - -
Lichrosorb RP18 5,2 4.4 - -
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4.12. Estudos de aplicacao das fases estacionarias

Algumas fases estacionarias preparadas pela imobilizagdo do PMTDS sobre suportes de
silicas metalizadas, nas condi¢cées previamente otimizadas, foram aplicadas na separagao de
algumas classes de compostos, tais como agroquimicos e farmacos. A potencialidade destas
fases foi avaliada pela capacidade de separagcdo de compostos que normalmente sao dificeis
de serem separados e eluidos isocraticamente com boa eficiéncia em fases estacionarias
disponiveis comercialmente. Em todas as avaliagdes, colunas cromatogréficas, de 60 x 3,9 mm
de d.i., foram recheadas com as fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) ou Si-Ti(PMTDS). Colunas
comerciais recheadas com fases estacionarias quimicamente ligadas foram utilizadas para
critério de comparacgao. As colunas empregadas para tal finalidade foram: Kromasil-C18, 5 um
de didmetro de particulas em uma coluna de 125 x 4,6 mm; coluna monolitica Chromolith-RP18,
100 x 4,6 mm; e, Luna-C8, recheada com particulas de 5 um em uma coluna com dimensdes
de 125 x 4,6 mm de d.i.

4.12.1. Separacao de agroquimicos

A aplicabilidade da fase estacionaria Si-Zr(PMTDS) imobilizada termicamente a 100 °C
por 12 h foi avaliada pela separagdo de seis agroquimicos de classes diferentes. Estes
agroquimicos sao comumente empregados para o controle de doengas e ervas daninhas nas
culturas de laranja e soja, de extrema importancia para a agricultura brasileira (ver Figura 13). O
cromatograma da separagdo destes compostos pela fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada
termicamente esta ilustrado na Figura 67. Para efeito de comparagédo, uma fase estacionaria
comercial, Kromasil-C18, foi utilizada na separagdo destes agroquimicos, empregando as

mesmas condi¢cdes de analise da fase preparada no laboratério (Figura 67).
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Figura 67. Cromatogramas da separagédo de uma mistura de agroquimicos pelas fases (A) Si-Zr(PMTDS)
imobilizada termicamente a 100 °C por 12 h e (B) Kromasil C18. Condigbes cromatograficas: fase movel
metanol:agua (50:50, v/v); vazao de (A) 0,3 mL min™ e (B) 0,8 mL min”"; volume de amostra: 5 pL;
temperatura de 25 °C; detecgéo UV a 254 nm. Compostos: (1) imazetapir, (2) cianazina, (3) carboxim, (4)
atrazina, (5) diurom, (6) linurom e (*) produto de degradagao do imazetapir. A diferenca nas
intensidades dos picos de um mesmo composto nos cromatogramas se deve ao preparo de diferentes
misturas-teste ao longo deste estudo.

Apesar da utilizagdo de uma coluna mais curta, 60 x 3,9 mm de d.i.,, a fase Si-
Zr(PMTDS) imobilizada termicamente apresentou uma separagdo com boa resolu¢do para os
seis agroquimicos, utilizando fase mével neutra e isocratica (metanol:agua 50:50, v/v). A fase
comercial também apresentou uma excelente separagdo dos agroquimicos nestas condi¢des,
no entanto, o tempo total de analise foi praticamente o dobro do tempo gasto para a eluicdo
destes compostos na fase Si-Zr(PMTDS), como pode ser observado na Figura 67, devido ao
maior comprimento da coluna. O imazetapir (pico #1) foi o primeiro composto a ser eluido na
fase Si-Zr(PMTDS), devido a caracteristica mais acida desta fase como revelado pelo protocolo
de Tanaka, enquanto que na fase comercial normalmente é necessaria a utilizacido de fases
moveis mais acidas, pelo menos a pH 3, para que a ordem de eluigdo seja mantida'®. Estes
resultados implicam que uma aplicacdo potencial da fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada
termicamente é a separacao de agroquimicos. Devido as caracteristicas similares das fases Si-
Zr(PMTDS), preparadas pelos diferentes procedimentos de imobilizacdo, esta conclusdo a
respeito da aplicabilidade da fase imobilizada termicamente na separagdo de agroquimicos
pode ser seguramente estendida as fases Si-Zr(PMTDS) auto-imobilizada e imobilizada por

raios gama.
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4.12.2. Separacao de farmacos

A separagdo de quatro farmacos de caracteristicas diferentes, duas drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais (paracetamol e ibuprofeno) e dois antidepressivos (lorazepam
e alprazolam) (ver Figura 14), foi realizada pela fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada por raios gama
a 120 kGy. Devido a alta capacidade de troca idnica das fases estacionarias baseadas em
suportes de silica zirconizada a separagao destes farmacos, alguns dos quais possuem valores
de pKa acima de 9, somente foi possivel pela utilizagcao de fases moveis com altos valores de
pH. A Figura 68 mostra o cromatograma da separagdo das quatro drogas, empregando fase
movel metanol:0,020 mol L' K,HPO,/KH,PO, pH 11 (50:50, v/v). Nesta condicdo de fase movel,
todos os compostos estdo na sua forma livre € ndo interagem com os grupos residuais da fase
Si-Zr(PMTDS) que estdo completamente desprotonados, minimizando as caudas bem como o
tempo de retencdo dos picos dos farmacos (inferior a 10 minutos), conforme pode ser

observado na Figura 68.
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Figura 68. Cromatogramas da separagéo de uma mistura de farmacos pela fase Si-Zr(PMTDS)
imobilizada por raios gama a 120 kGy. Condigbes cromatograflcas fase mével metanol:0,020 mmol L™
KoHPO4/KH,PO,4 a pH 11 (50:50, v/v); vazéo de 0,3 mL min™"; volume de amostra: 5 uL; temperatura de

25 °C; detecgdo UV a 254 nm. Compostos: (1) paracetamol, (2) ibuprofeno, (3) lorazepam e (4)

alprazolam.

Resposta do detector

A aplicabilidade das fases Si-Ti(PMTDS) foi avaliada na separagdao de farmacos de
diferentes caracteristicas, tais como: compostos altamente basicos e acidos. Trés misturas de

farmacos foram separadas pela fase Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h
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e, também, por fases estacionarias comerciais, para efeito de comparacédo. Os cromatogramas
da separacdo de uma mistura contendo trés farmacos altamente basicos pela fase Si-
Ti(PMTDS) e por uma fase contendo o grupo C8 quimicamente ligado a silica estao

apresentados na Figura 69.
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Figura 69. Cromatogramas da separagdo de uma mistura de farmacos basicos pelas fases (A) Si-
Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h e (B) Luna C8. Condigbes cromatograficas: fase
movel (A) metanol:0,020 mol L™ K,HPOL/KH,PO, a pH 12 (80:20, v/v) e (B) metanol:agua a pH 7
(65,35, v/v); vazdo de (A) 0,3 mL min™ e (B) 1,0 mL min™"; volume de amostra: 5 ulL; temperatura de
25 °C; detecgao UV a 254 nm. Compostos: (1) cefalexina, (2) prilocaina e (3) amitriptilina.

A fase contendo o PMTDS imobilizado a 120 °C por 12 h separou satisfatoriamente com
picos simétricos os trés farmacos, conforme pode ser observado na Figura 69. Para tal, foi
empregada uma fase movel tamponada em pH 12, condigdo na qual ndo ocorre a contribuicao
dos grupos residuais no mecanismo de separag¢ao, pois todos os grupos residuais e os
farmacos estdo em suas formas desprotonadas. Esta condigdo é possivel de ser empregada,
uma vez que o suporte de silica titanizada apresenta maior resisténcia e vida util em condicbes
alcalinas de fase mével que o suporte de silica nua. Além disso, a eluicao destes farmacos na
fase Si-Ti(PMTDS) foi bastante rapida, em menos de 9 minutos, enquanto que na fase
comercial a analise foi muito demorada, acima de 20 minutos, apresentando cauda acentuada
para o composto mais basico da mistura, a amitriptilina (Figura 69). Para a fase comercial foi
utilizada uma fase mével em pH 7, uma vez que a utilizagdo de condicbes mais alcalinas
provoca a destruicdo da coluna cromatografica devido a dissolugdo mais rapida do suporte de

silica.

162



Anizio Marcio de Faria

A separagao de farmacos de caracteristicas acidas também foi avaliada pela fase Si-
Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h. A mistura de farmacos foi constituida
por trés conservantes da classe dos benzodiazepinicos (metil-, propil- e butil-parabeno)
comumente encontrados em formulagdes de diversos comprimidos. A mistura foi separada pela
fase Si-Ti(PMTDS) e também por uma fase estacionaria monolitica comercial a base de C18.

Os cromatogramas obtidos estao apresentados na Figura 70.
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Figura 70. Cromatogramas da separagédo de uma mistura de farmacos acidos pelas fases (A) Si-
Ti(PMTDS) imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h e (B) Chromolith RP18. Condigbes
cromatograficas: fase movel (A) metanol:agua (40:60, v/v) e (B) acetonitrila:agua (50:50, v/v); vazao de
(A) 0,3 mL min” e (B) 0,6 mL min"; volume de amostra: 5 pL; temperatura de 25 °C; detecgdo UV a
254 nm. Compostos: (1) metil-, (2) propil-, (3) butil-parabeno. A diferenga nas intensidades dos picos de
um mesmo composto nos cromatogramas se deve ao preparo de diferentes misturas-teste ao longo deste
estudo.

As duas fases estacionarias apresentaram boa separacdo com resolucido adequada
para os trés compostos acidos, resultando em eluicbes inferiores a 4 minutos nas fases Si-
Ti(PMTDS) e a 7 minutos na fase comercial. Devido ao carater mais acido da fase Si-
Ti(PMTDS) os parabenos foram eluidos como picos mais simétricos nesta fase (As entre 1,1 e
1,3) que na fase comercial a base de C18, na qual foram obtidas caudas para os trés
compostos (As > 1,5). Pode ser observado que a separagao de compostos acidos na fase Si-
Ti(PMTDS) requer condigbes de fase mével sem a utilizagdo aditivos, como por exemplo
metanol:agua, comparavel a separagao de agroquimicos pela fase Si-Zr(PMTDS) imobilizada

termicamente (secéo 4.12.1.).
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A separagdo de uma mistura de farmacos contendo um composto acido (acido
acetilsalisilico) e dois ligeiramente basicos (paracetamol e cafeina) também foi avaliada pela
fase Si-Ti(PMTDS) imobilizada termicamente e comparada a separagédo obtida por uma fase
comercial com grupo C8 quimicamente ligado a silica. As duas fases apresentaram boa
separacao para os compostos, com eluigcbes relativamente rapidas, como mostrado nos
cromatogramas da Figura 71. Porém, a ordem de eluicao foi diferente nas fases estacionarias,
devido a maior acidez da fase Si-Ti(PMTDS), o acido acetilsalisilico foi o primeiro composto a
ser eluido nesta fase, enquanto que na fase comercial este composto foi o uUltimo a ser eluido,

€, mesmo assim, sendo necessario a utilizagado de uma fase mével em pH 2,5 para acelerar sua

eluicao.
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Figura 71. Cromatogramas da separacao de uma mistura de farmacos pelas fases (A) Si-Ti(PMTDS)
imobilizada termicamente a 120 °C por 12 h e (B) Luna C8. Condigdes cromatogréficas: fase movel (A)
metanol:agua (50:50, v/v) e (B) metanol:agua pH 2,5 (30:70, v/v); vazao de (A) 0,3 mL min” e (B)
1,0 mL min™"; volume de amostra: 5 ul; temperatura de 25 °C; detec¢ao UV a 254 nm.
Compostos: (1) acido acetilsalisilico, (2) paracetamol e (3) cafeina.
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5. CONCLUSOES

A imobilizacdo do poli(metiltetradecilsiloxano), independente do tipo de procedimento
realizado, sobre particulas de silicas zirconizada e titanizada se apresenta como uma
alternativa potencial para o preparo de fases estacionarias para utilizacdo na CLAE-FR. As
fases Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS) sao obtidas com excelente desempenho cromatografico,
em muitos casos, superiores aos das fases estacionarias baseadas em suportes de silica nua e,
também, fases estacionarias disponiveis comercialmente de mesmo tamanho médio de
particulas. Os principais atrativos destas fases sdo a praticidade e o baixo custo de preparacao,
uma vez que necessitam de materiais e reagentes relativamente mais simples e mais baratos
que os comumente empregados para a sintese de fases estacionarias quimicamente ligadas.

De acordo com os resultados cromatograficos obtidos, o PMTDS apresenta
caracteristicas estruturais muito apropriadas para ser utilizado como fase estacionaria para a
CLAE-FR. Os parametros de retengao dos diferentes compostos avaliados neste polimero
apresentaram um compromisso interessante entre os obtidos em fases estacionarias baseadas
em PMOS e PMODS, como pode ser conferido em outros trabalhos do grupo™”'8. Além disso,
a presenga de zirconio ou titdnio na estrutura do suporte cromatografico ndo afetou a
seletividade das fases imobilizadas com o PMTDS. A ordem de eluicdo de compostos apolares
€ praticamente idéntica a obtida por fases contendo o PMTDS imobilizado sobre particulas de
silica nua. Porém, para compostos basicos, as fases apresentaram um desempenho
cromatografico limitado devido ao recobrimento ndo uniforme do suporte, resultando na
exposicdo de grupos residuais de acidez aumentada, sejam grupos silandis vizinhos aos
atomos de zircénio ou titanio, ou, grupos zircondis e titandis que atuam como sitios acidos de
Lewis. As fases baseadas no suporte de silica zirconizada apresentaram caracteristicas mais
acidas que as fases a base de silica titanizada, conforme comprovado pelos testes do protocolo
de Tanaka e colaboradores'’, provavelmente associado a maior reatividade do zircénio.

Se por um lado, a presenga do 6xido metalico na estrutura do suporte cromatografico
resulta em maior acidez da fase estacionaria, por outro, proporciona maior estabilidade e
resisténcia do suporte a eluicdo de fase médvel alcalina. As fases estacionarias baseadas na
silica metalizada tém um aumento de mais de 400 % de vida util em condicbes alcalinas
drasticas se comparado a contraparte baseada em silica nua. Entre as fases com suportes de
silica metalizada, as baseadas em silica zirconizada se apresentaram 50 % mais estaveis que

as fases baseadas em silica titanizada. Esta maior estabilidade das fases a base de silica
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zirconizada em relagdo a titanizada esta associada a estrutura dos respectivos suportes
cromatograficos. De acordo com os resultados de caracterizagdo dos suportes, a silica
zirconizada apresenta algumas ligagdes quimicas que sao mais estaveis, do tipo Si-O-Zr, entre
a silica e a zircOnia, enquanto que no de silica titanizada a ligagdo entre os dois Oxidos €&
governada por interagdes fracas como, por exemplo; forcas de van der Waals. Além disso, a
quantidade de titanio foi bem menor, < 8 % de titanio, que a quantidade de zircénio incorporado
a silica, ~21% de zircbnio, apesar de ambos o0s materiais terem sido submetidos ao
procedimento de dupla metalizac&o.

As fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS), preparadas sob os diferentes
procedimentos de imobilizagdo, apresentam potencialidade na separagao de diferentes classes
de compostos, tais como de agroquimicos e de farmacos. Apesar de apresentarem
caracteristicas um pouco distintas, estas fases podem ser aplicadas a ocasides similares, como
em separagdes de compostos que normalmente sdo dificeis de serem obtidas em fases
estacionarias disponiveis comercialmente. Um sumario das caracteristicas e aplicabilidades das

fases preparadas neste trabalho pode ser observado na Tabela 30.

Tabela 30. Caracteristicas e aplicagdes das fases estacionarias Si-Zr(PMTDS) e Si-Ti(PMTDS)
preparadas neste trabalho.

Fases

SOy Caracteristicas
estacionarias

Aplicacoes

Estas FE apresentam desempenho
cromatografico para compostos apolares
pelo menos similares ao obtido por FE
disponiveis comercialmente de mesmo
tamanho de particula, 5 um. As FE Si-
Zr(PMTDS) possuem alta  acidez,
resultando em caudas acentuadas para
compostos ligeiramente basicos, retendo
irreversivelmente aqueles altamente
basicos. As FE auto-imobilizadas sdo mais
simples de serem obtidas, no entanto,
necessita de um tempo muito longo para

Podem ser empregadas em
separacbes de compostos
apolares e com caracteristicas
acidas, sem a necessidade de
utilizagdo de fases méveis em
condi¢gdes mais drasticas. No
entanto, para serem aplicadas
a separagbes de compostos
basicos necessitam de
utiizagdo de fases moveis
com valores de pH mais
elevados, condicdo esta que é

Si-Zr(PMTDS)

alcancar boa repetibilidade dos parametros
de retencdo com a eluicdo continua de
FM. As FE imobilizadas por radiagdo gama
sdo mais estaveis quimicamente em
condigbes mais drasticas de FM devido ao
maior grau de entrecruzamento das
cadeias de PMTDS que, por sua vez
oferecem melhor protecdo do suporte ao
atague da FM. Porém, apresentam

possivel de ser empregada
devido a maior estabilidade
quimica destas fases,
nominalmente entre pH 2 e
12, que as similares baseadas
em suportes de silica nua.
Exemplo de aplicagbes que
estas fases podem ser
submetidas: hidrocarbonetos
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desempenho cromatografico inferior as
demais e menor repetibilidade de preparo
devido ao longo tempo de exposicdo a
radiacdo, para as altas doses requeridas.
As FE mais viaveis de serem preparadas e
utilizadas sao as imobilizadas
termicamente, pois seu preparo é mais
pratico e repetitivel, além de apresentarem
melhor desempenho cromatografico.

poliaromaticos, diversas
classes de agroquimicos e
farmacos, etc.

Si-Ti(PMTDS)

Estas FE apresentam, em média,
desempenho cromatografico um pouco
inferior as fases Si-Zr(PMTDS) para
compostos apolares, no entanto, em
alguns casos apresentam desempenho
superior, inclusive ao obtido por fases
baseadas em suportes de silica nua, para
compostos basicos devido a menor
atividade de seus grupos residuais. Esta
menor atividade dos grupos superficiais do
suporte resulta também em uma menor
quantidade imobilizada de PMTDS e
menor estabilidade quimica em condi¢des
alcalinas, comparadas as fases Si-
Zr(PMTDS). As fases Si-Ti(PMTDS) auto-
imobilizadas sdo simples de serem
preparadas, porém demandam de um
tempo muito longo para que uma
quantidade apropriada de PMTDS seja
adsorvida ao suporte. As FE imobilizadas
por radiacdo gama apresentam bom
desempenho cromatografico, porém, com
baixa repetibilidade de preparo. As FE
imobilizadas termicamente sado preparadas
de forma mais repetitivel, e assim como a
contraparte com silica zirconizada, sao as
mais atrativas quanto ao preparo para uso
rotineiro no laboratério.

Podem ser empregadas em

separagbes de compostos
apolares e, também, com
caracteristicas acidas e/ou

ligeiramente basicas sem a
necessidade de utilizacdo de
condi¢des drasticas de fases
moveis durante a analise.

Para a aplicacao em
separagbes de compostos
altamente basicos ha a

necessidade de utilizagédo de
fases moveis com valores de
pH mais elevados. Assim
como para as fases Si-
Zr(PMTDS) apresentam maior
estabilidade  quimica em
condi¢des mais drasticas de
FM, tais como entre pH 2 e
12. Exemplo de compostos

possiveis de serem
analisados nestas fases:
hidrocarbonetos

poliaromaticos, diversas

classes de agroquimicos e
farmacos, etc.

Diante de todos os resultados e perspectivas obtidos neste trabalho, espero que “o

degrau” que aqui foi construido contribua para que o proximo passo rumo ao desenvolvimento
de uma fase estacionaria melhor, para a cromatografia liquida de alta eficiéncia, seja ainda mais

alto.
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