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FASES ESTACIONARIAS REVERSAS A BASE DE SILICA ALUMINIZADA, COM
POLI(METILOCTILSILOXANO) IMOBILIZADO TERMICAMENTE

Autora: Mariza Campagnolli Chiaradia

Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Neste trabalho foram preparadas e avaliadas fases estacionarias (FE) utilizando
silica modificada com alumina como suporte e poli(metiloctilsiloxano) (PMOS)
imobilizado por tratamento térmico em sua superficie, com o objetivo de se obter fases
estaveis e eficientes para o uso em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
em fase reversa (FR) como alternativa as FE a base de silica pura. A influéncia da
temperatura e tempo de reacdo na quantidade de alumina incorporada na superficie da
silica foram estudados. Os resultados mostraram que uma maior porcentagem de
alumina é obtida sobre a silica quando a reagdo com isopropoxido de aluminio é
realizada por 8 h a 80 °C. Para se obter uma boa cobertura polimérica dos grupos
hidroxila do suporte foram aplicados diferentes tempos e temperaturas para
imobilizagdo térmica do PMOS sobre o suporte. Os resultados cromatograficos
mostraram que é obtida uma FE com bom desempenho quando submetida a
imobilizagdo a 120 °C por 8 h. Uma FE obtida sob estas condigbes apresentou um
comportamento cromatografico semelhante a uma FE comercial a base de alumina e
uma maior estabilidade quanto a dissolugao do suporte quando submetida a passagem

de FM alcalina, se comparada a uma FE baseada em silica pura.
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REVERSED PHASES BASED ON ALUMINIZED SILICA, WITH
POLY(METHYLOCTYLSILOXANE) IMMOBILIZED BY THERMAL TREATMENT

Author: Mariza Campagnolli Chiaradia

Supervisor: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

In this work stationary phases using silica modified with alumina (as support) with
poly(methyloctylsiloxane) (PMOS) immobilized on its surface (as liquid stationary
phase) were prepered and evaluated, with the objective of obtaining stable and efficient
stationary phases (SP) for use in Reversed Phase (RP) High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), as an alternative to SP based on pure silica. The influence of
temperature and reaction time on the amount of alumina incorporated on the silica
surface was studied. The results showed that the greatest aluminium porcentage on
silica was obtained when the reaction with aluminium isopropoxide was carried out for 8
h at 80 °C. In order to obtain a good polimeric covering of the support hydroxyl groups,
different times and temperatures for the thermal immobilization of PMOS onto the
support were used. The chromatographic evaluations indicate that the SP with the best
performance was that where the PMOS was immobilized at 120 °C for 8 h. A SP
obtained under these thermal treatment conditions showed chromatographic behaviour
similar to that of a commercial alumina-based reversed-phase chromatographic column
and greater stability in a basic mobile phase than a SP prepared with silica not modified

with alumina.
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1- INTRODUGAO

Dentre os métodos cromatograficos modernos de analise quimica, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ocupa lugar de destaque por
proporcionar facilidade na separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas, por si mesma, ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise.
Utilizando-se a CLAE é possivel analisar misturas complexas de compostos organicos
e inorganicos, idnicos e ionizaveis, e substancias de alta a baixa massa molar com boa
detectabilidade, além de oferecer a possibilidade de automacao.

Gracgas a sua versatilidade, atualmente a CLAE tem sido aplicada como técnica
analitica em diversas areas cientificas e de aplicacdo orientada como ciéncias
biolégicas, alimenticia, polimeros sintéticos e quimica ambiental, assim como na
padronizacado e validacdo de métodos de analise aplicados nas areas farmacéutica e
clinica [1].

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo que consiste no
arraste da amostra por uma fase mével (FM) sobre uma fase estacionaria (FE), de
maneira que os componentes da amostra sao separados de acordo com as diferencas
em seus coeficientes de distribuicdo entre as duas fases, que leva a migracéo
diferencial destes componentes.

Em CLAE, a FM é um liquido bombeado sobre altas pressdes através de uma
pequena coluna recheada com FE, a qual pode ser um sdlido ou um liquido depositado
sobre um suporte sélido. Para detectar a composig¢ao do eluato (FM + componente da
amostra) existem varios detectores, que sdo colocados na saida da coluna, capazes de
identificar e quantificar os componentes da amostra.

As separacdes em CLAE dependem fundamentalmente da composicdo da FM e
da FE. A FE, devido as suas propriedades de superficie, exerce papel decisivo nos
mecanismos de separacao, e € o desenvolvimento destes materiais que pode resultar

em avancos tanto na eficiéncia quanto na especificidade das separacoes.



1.1- Fases estacionarias utilizadas em CLAE

As fases estacionarias utilizadas em CLAE podem ser Fases Normais (FN), as
quais sao mais polares que a FM, ou Fases Reversas (FR), que sao menos polares
que a FM.

Fases Reversas (FR) sédo as fases estacionarias mais comumente usadas em
CLAE. E estimado que em cerca de 80-90% das separacdes realizadas por CLAE s3o
empregadas FR [1]. A sua popularidade deve-se a versatilidade desta modalidade,
uma vez que proporciona um rapido equilibrio entre as fases, gera tempos de retengao
reprodutiveis e os principios basicos de retengao podem ser facilmente compreendidos
[2].

As FR sao compostas de um liquido com carater apolar € um suporte
cromatografico sélido, poroso e finamente particulado. Freqluentemente, o suporte
possui em sua superficie grupos polares, como grupos hidroxila, aos quais a parte
liguida pode estar ligada covalentemente [3,4] ou, ainda, pode estar sorvida [5-8] ou
imobilizada [9-15] como uma camada organica polimérica nos poros e na superficie do
suporte.

1.2- A silica

A maioria das FE utilizadas em CLAE sao baseadas em suportes de silica
porosa [16], pois esta € rigida, permitindo a obtengcdo de colunas com leitos
homogéneos e estaveis sob altas pressdes por longos periodos, € estavel
quimicamente frente a varios solventes, possui uma grande area superficial, é
disponivel com grande variedade de diametros de poros (6-10 nm), tamanho de
particula (1-10 um) e possui grupos silanois (=Si—OH) que possibilitam a modificagao
de sua superficie através da reagao destes grupos com reagentes apropriados, para
produzir fases estacionarias com diferentes tipos de seletividade.

Para aplicagcbes em CLAE, microparticulas porosas esféricas de 5 e 10 um de

didmetro médio de particulas e, em menor extensdo, particulas de 3 um de didmetro,
2



sdo preferidas nas modernas tecnologias de coluna, porque formam leitos
cromatograficos mais homogéneos, estaveis e permeaveis. Pequenas particulas de 1 e
2 um de diametro de particula (porosas ou ndo) tém sido introduzidas para separag¢des
rapidas de biopolimeros que, por causa de seu tamanho, tém pobres caracteristicas de
difusdo. Grandes diametros de particula, geralmente entre 10 e 25 um, sdo usados em
Cromatografia Liquida Preparativa e foram usadas inicialmente em separagbes sob
baixa pressao [17].

As particulas de silica sdo também empregadas de acordo com sua estrutura de
poros, que é caracterizada pelo didametro médio de poros, area superficial e volume de
poros. Esses parametros podem ser determinados por métodos ja bem estabelecidos
como, por exemplo, fisiosorcado de gases ou vapores. A area superficial pode ser
medida considerando-se 0s poros ou somente a area superficial externa das particulas.
Porém, quando se realiza a medida da area superficial com os poros pode-se
considerar a importante relagdo: quanto maior a area superficial, menor o didametro dos
poros [17,18].

Silicas com didmetro médio de poros entre 5 -15 nm e area superficial de 150 -
600 m? g”' sdo mais utilizadas na separacdo de compostos com baixa massa molar,
enquanto silicas com diametro médio de poros maiores que 30 nm sio aplicadas a
separacao de biopolimeros, pois assim n&o € restrito o acesso do soluto na FE.
Microporos sdo particularmente indesejaveis, porque eles podem causar o efeito de
exclusao das particulas pelo tamanho ou adsorgdo irreversivel. Sdo denominados
microporos poros com didmetro menor que 3 nm, mesoporos aqueles com didmetro de
3 a 5 nm e macroporos com didmetro maior que 50 nm [17].

A matriz da silica é formada por ligagbes siloxano e na sua superficie estao
presentes grupos silandis livres ou isolados, vicinais ou associados e geminais [19],
como ilustrado na figura 1. Desta maneira, tem-se que as propriedades da silica pura
dependem da estrutura de seus poros e da atividade quimica da sua superficie, a qual
esta relacionada a concentracao e distribuicao dos diferentes tipos de grupos silandis e

a presenca de grupos siloxanos [20].



Os diferentes tipos de silandis da superficie da silica possuem atividades
adsortivas diferentes, isto €, apresentam diferentes reatividades ou diferentes graus de
acidez. Silanodis isolados sdo considerados os mais ativos. A concentracido total de
silandis na superficie € de 8,0 + 1,0 um m™ para as silicas utilizadas em CLAE, valor
este considerado por alguns autores como constante fisico-quimica [20,21]. Mas
diferentes silicas podem conter diferentes quantidades relativas dos diferentes silandis
em sua superficie, que podem ser, até certo ponto, controladas através do processo de
reidroxilacdo da superficie da silica. Numa silica que contém sua superficie
completamente hidroxilada (maximo de hidroxilagdo da superficie) ha um maior numero
de silandis associados, pois 0s grupos silandis estdo mais préximos uns dos outros e
se unem pela ligagdo de hidrogénio, fazendo com que a acidez da superficie da silica
seja reduzida. Silicas que possuem baixas concentragdes de grupos silandis em sua
superficie contém uma concentragdo de grupos silandis livres relativamente alta, os

quais sao mais acidos [20,21].
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silanol livre silanol geminal silandis associados siloxanos

Figura 1: Espécies quimicas presentes na silica.

Estudos realizados por Nawrocki e colaboradores [22-24] mostraram a existéncia
de uma pequena populagéo de grupos silandis fortemente ativos na superficie da silica,
mais acidos que os outros tipos de silanodis, podendo ser até 50 vezes mais reativos
que um sitio comum. A causa da forte acidez apresentada por estes silandis esta,
provavelmente, relacionada a presenca de impurezas metalicas na matriz da silica que
influenciam indiretamente nas propriedades cromatograficas através do aumento da
acidez dos silandis vizinhos, ou diretamente, reagindo com reagentes complexantes

contidos na FM.



O mecanismo pelo qual as impurezas metalicas geram um aumento na acidez
de silandis vizinhos é bem conhecido em estudos de catalise, nos quais 6xidos binarios
sao utilizados em processos que necessitam de fortes sitios de adsor¢do. Elementos
multivalentes como o Al, Fe, Zr, Ti e La sdo conhecidos como agentes de sitios de forte
adsorgao, pois a fraca ligacao de hidrogénio na superficie da silica (acido de Bronsted)
compensa a menor carga formal destes atomos de metal, por exemplo, do aluminio
(+3), comparada com a do atomo de silicio (+4) da matriz da silica.

Teoricamente, uma silica pura apresenta pKa de 7,1 + 0,5, mas valores de pKa
de 1,5 até 10 podem ser observados. Essas diferengas provavelmente estéo
relacionadas com o método de sintese da silica e também com a matéria prima de
partida que pode deixar mais ou menos residuos na matriz da silica. Grandes variagbes
na acidez da silica tém sido notadas, ndo apenas de silica provenientes de diferentes

fabricantes, mas também de um lote para outro de um mesmo fabricante [23].

1.3- Fases estacionarias quimicamente ligadas

Os silandis da superficie da silica podem reagir com os mais diferentes agentes
para produzir as chamadas fases estacionarias quimicamente ligadas (FL). As FL
consistem de hidrocarbonetos ou outros grupos organicos ligados covalentemente aos
grupos do suporte. Estas fases foram introduzidas por Kirkland e colaboradores [25,26]
na década de 70 pois, até entdo, utilizava-se liquidos imisciveis na FM e depositados
em um suporte soélido, como fases estacionarias havendo, portanto, a dificuldade de se
manter o liquido sobre o suporte devido as altas pressdes a que é submetida a FE no
processo cromatografico.

Um dos primeiros métodos desenvolvidos para obtencdo de FL consistia na
modificagdo de um suporte a base de silica com uma camada organica monomolecular
de um alcool, como ilustrado na figura 2(a) [27]. Estas fases eram frequentemente
preparadas pela esterificacdo direta dos grupos silandis da silica (Si-OH) com um
alcool (R-OH) ou pela cloragéao do suporte com cloreto de tionila, para posterior reagcéo

com o alcool. A esterificacdo da silica com alcool resultava em fases denominadas
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"brushes" (escovas), as quais apresentavam boa eficiéncia para as separagdes por
CLAE. Porém, a pobre estabilidade hidrolitica destas fases limitou sua utilizagcao

quando CLAE-FR com FM aquosa tornou-se popular [27].

(a) silica esterificada
=Si -OH + HOR —» =Si-OR

(b) silica-carbono e silica-nitrogénio

O o

=Si-OH + SOCl, —
H,NCH,CH:NH;

ESI —HN—CH2CH2N Hz

(c) siloxanos

=Si -OH + CISiR; ou ROSiR; — =Si -0 -SiR;

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

Simultaneamente ao desenvolvimento das fases de silica esterificada, foram
desenvolvidas as fases estacionarias de silicone polimérico com diferentes
funcionalidades, boa estabilidade térmica e hidrolitica. Porém, estas fases possuiam
uma densa camada polimérica que ocasionava uma lenta transferéncia de massa dos
solutos, resultando em eficiéncia reduzida e picos menos simétricos, especialmente
sob alta velocidade de fluxo da FM [27].

FE com ligagdes Si—-C ou Si-N foram desenvolvidas na tentativa de eliminar
algumas das desvantagens das fases de silica esterificada. Este tipo de FE era
preparado pela cloragao dos grupos silandis da silica com cloreto de tionila, seguido da

reagao com um reagente de Grignard para produzir ligagdes Si—C ou com aminas para



se obter ligagdes Si-N, como mostrado na figura 2(b) [27]. Estas FE possuiam uma
melhor estabilidade hidrolitica que as fases de silica esterificada. Porém as reacdes
com compostos de Grignard resultavam em relativamente baixas concentragbes de
ligantes na superficie do suporte, além de deixar residuos indesejaveis na FE obtida.
Ja as FE com ligacdo Si—-N tinham sua aplicacao limitada ao intervalo de pH de 4 a 8

quando FM aquosas eram utilizadas.

1.4- Fases estacionarias quimicamente ligadas a base de

siloxanos

As FE mais amplamente utilizadas sdo as FL a base de siloxanos [27]. Estas
fases sao preparadas pela reacao entre os grupos silandis da superficie do suporte de
silica com reagentes organossilanos, formando ligagdes siloxano, como é mostrado na
figura 2(c). Estes reagentes possuem grupos reativos como cloro ou alcoxido e grupos
R, na sua maioria formados por 8 ou 18 atomos de carbono [28].

As colunas comerciais mais utilizadas sado recheadas com FL a base de
siloxanos obtidas a partir de reagentes monofuncionais, como mostrado na figura 3(a).
Colunas recheadas com fases monofuncionais apresentam elevada eficiéncia por que
a configuragédo espacial da camada polimérica formada favorece a rapida cinética de
difusdo do analito para dentro e para fora da camada orgénica. Mas algumas fases
comerciais sdo obtidas a partir da reagdo do suporte com silanos bifuncionais ou
trifuncionais, como ilustrado na figura 3(b) e 3(c).

FE poliméricas s&do, muitas vezes, mais estaveis que as tradicionais fases
monofuncionais. Porém, é dificil a produ¢do de FE poliméricas uniformes, de maneira
que a sua retencdo e seletividade sdo mais variaveis que das fases monofuncionais
[27].

Era de se esperar que a utilizagcdo de reagentes monofuncionais levasse a
reagao destes reagentes com o maximo numero de grupos silandis da superficie da
silica. Porém, geralmente mais de 50% dos grupos silandis do suporte permanecem

sem reagir devido ao impedimento estérico gerado pelos grupos laterais das cadeias
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dos organossilanos [27]. Os silandis que permanecem sem reagir com a fase organica
sao denominados silandis residuais, os quais sdo acessiveis a interacdo com os
analitos durante a separagao cromatografica [21,29]. Por serem acidos, os silandis
residuais interagem fortemente com solutos basicos, gerando picos com cauda [21] e,

em casos extremos, podem adsorver irreversivelmente estes compostos.

(@) =Si-OH + CI-Si(CH;);R — =Si-O-Si(CH;).R

(b) si _oH Xsio
1 — —_—S1

7 + CIsSiR —» 7 \Si —CIR
N\ N\ /
—Si -OH —Si -0
/ /
N N

(c) — Si—OH —si —o\
N ~ /
—Si -OH —Si-0
/ /

Figura 3: Reacbes quimicas utilizadas para a obtencdo de fases estacionarias
quimicamente ligadas. Reacdo dos silandis da superficie da silica com (a)

clorodimetilsilanos; (b) silanos trifuncionais; (c) alcoxisilanos trifuncionais.

Além do problema com os silandis residuais, as FL a base de siloxanos que
utilizam silica como suporte tém sua aplicagéo limitada a um pequeno intervalo de pH,
uma vez que em fases méveis com pH maiores que 8 a silica pode se solubilizar
rapidamente, causando um decréscimo drastico na eficiéncia da coluna, aumento da
assimetria do pico e, eventualmente, gerando o colapso do leito da coluna [19]. Ja em
solugéo acida as fases quimicamente ligadas sofrem hidrolise da ligagao siloxano [1] e,
por isso, nao devem ser utilizadas em pH menor que 2. Desta forma, as FL a base de
siloxanos que utilizam a silica como suporte tém seu uso restrito a uma faixa de pH no

intervalo de 2 a 8.



1.5- Fases estacionarias reversas alternativas

Na busca por colunas com alta eficiéncia, boa estabilidade e possibilidade de
regeneragdo, surgiram varias alternativas para minimizar os problemas das fases
reversas convencionais (fases reversas quimicamente ligadas a base de siloxanos
utilizando silica como suporte), a partir de modificagdes realizadas na fase liquida e/ou
no suporte, assim como no procedimento de adigdo de fase organica na superficie do
suporte.

Buscou-se o melhoramento da estabilidade das fases a base de siloxanos por
meio de varios processos cujo objetivo era reduzir a vulnerabilidade das ligagcbes
siloxano em meio acido. Um desses processos foi denominado capeamento [27], o qual
consistia na realizagdo de uma segunda reagao de silanizagdo do suporte com grupos
de baixa massa molar, como triclorometilsilanos e trimetilclorosilanos. Em geral, o
processo de capeamento aumenta o tempo de vida util das fases a base de siloxanos,
porém, diferengcas encontradas em estudos de estabilidade aos quais foram
submetidas fases capeadas nominalmente idénticas, indicam que somente o
capeamento ndo é capaz de melhorar a estabilidade quimica destas fases. Ou seja, a
estabilidade quimica das fases a base de siloxanos depende também de outros fatores
como a natureza da silica utilizada como suporte e da cobertura polimérica formada
sobre a superficie da silica [1].

Outra tentativa de melhorar a estabilidade das fases a base de siloxanos foi a
obtencéo de fases monomeéricas estericamente protegidas através da substituicdo dos
grupos metila, laterais as cadeias dos reagentes organosilanos utilizados na obtencgao
de fases monoméricas, por grupos volumosos como isopropil ou terc-butil. Estes
grupos, gragas ao seu volume, protegem estericamente a ligagao siloxano da hidrolise
em meio acido [1], assim como reduzem a interagdo silanofilica aumentando a
estabilidade destas fases em meio alcalino [11].

Fases estacionarias com grupos polares embutidos na cadeia da fase ligada,
como amidas, carbamatos, sulfamidas e uréias, podem melhorar a eficiéncia e a

estabilidade da coluna. Recentemente, Kirkland desenvolveu uma fase estacionaria



com grupos alquilamida embutidos e protegida estericamente. Esta fase apresentou
boa resisténcia a hidrélise em pH baixo e, ao mesmo tempo, boa performance e
estabilidade em FM com pH intermediario [27].

Uma outra alternativa para obtencdo de fases estacionarias com maior
estabilidade é pela sorcao e imobilizagdo de um polimero liquido na superficie de um
suporte apropriado usando temperatura, radiagao y, adicdo de perdxidos ou outros
processos de entrecruzamento [9]. Os polisiloxanos [5-11], como o
poli(metiloctilsiioxano) (PMOS) e o poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS), 0s
poliestirenos [30,31], os polibutadienos [13,14,32] e os poliacrilatos [32] sdo exemplos
de fases liquidas poliméricas usadas na preparacao destas fases estacionarias.

Bottoli e colaboradores [33] observaram que, em temperatura ambiente, o PMOS
sorvido nos poros da silica aumenta sua retengdo a medida que aumenta o tempo de
repouso entre a preparagao da FE e o enchimento da coluna. Este processo leva a
formagdo de uma camada de PMOS imobilizada sem uso de agente externo,
presumidamente devido ao rearranjo das moléculas de PMOS em uma configuragao
favoravel a adsorsdo por multi-pontos ao suporte, por isso foi denominado auto-
imobilizacdo [12]. Imobilizagdes térmicas realizadas durante 2 e 4 horas, de FE
sorvidas, utilizando diferentes temperaturas, mostraram que até 120 °C é promovida a
formacdo de uma monocamada polimérica sobre o suporte, produzindo fases com
melhores eficiéncias [11,16]. Entretanto para temperaturas maiores que 150 °C foram
obtidas bicamadas, resultando em um decréscimo no desempenho cromatografico,
uma vez que a densa camada polimérica formada bloqueia os poros do suporte
dificultando a difusdo do analito através da FE [10].

As fases imobilizadas apresentaram um maior recobrimento da superficie do
suporte que as fases quimicamente ligadas [9]. Porém, este maior recobrimento nao é
capaz de impedir a dissolugdo do suporte das fases imobilizadas a base de silica
quando expostas a fases moveis alcalinas. Mas a estabilidade destas fases
estacionarias frente a fases médveis basicas é efetivamente aumentada quando se
utiliza como suporte a alumina [30,34,35], zircénia [30,32] e titdnia [36], assim como a

silica modificada com 6xido de zircénio ou titanio [8,15,37,38].
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Os oxidos de alumina, zirconia e titdnia s&o materiais promissores como
suportes cromatograficos devido a alta estabilidade hidrolitica destes 6xidos em uma
faixa mais ampla de pH quando comparados a silica nua [1], aliada a uma elevada
resisténcia mecanica.

A estabilidade hidrolitica apresentada pela zircénia no intervalo de pH de 0 a 14
fez com que as FR obtidas a partir deste 6xido apresentassem elevada estabilidade
quimica e térmica em varios estudos realizados. Por exemplo, fases de zircénia
recobertas com uma camada de polimero aromatico permanecem estaveis durante a
passagem de uma substancial quantidade de FM de pH acido e basico a 160 °C e
fases de zircbnia recobertas com polibutadieno podem ser utilizadas em pH 14 a 195
°C durante a passagem de até 6000 volumes de coluna de FM sem apresentar nenhum
sinal de deterioragao [1].

A titdnia, além da grande estabilidade hidrolitica, apresenta grande
homogeneidade superficial, de maneira que em um estudo realizado com uma fase de
titdnia recoberta com grupos octadecil, esta FE apresentou poucos grupos hidroxila
residuais (Ti-OH) resultando em picos simétricos na separacdo de compostos basicos
como anilinas e fenilaminas em FM neutra [39].

Outro o6xido com propriedades interessantes para fins cromatograficos é a
alumina (Al,O3), um 6xido basico, assim como os 6xidos de titanio e zirconio, e que é,
portanto, insoluvel em meio alcalino. Além disso, a alumina possui uma superficie com
acidez notavelmente reduzida, o que pode reduzir ainda mais a atividade dos grupos
hidroxila residuais, e € estavel em um grande intervalo de pH (pH 1 -13) [34]. Partindo
de particulas de alumina esféricas e utilizando o procedimento desenvolvido por
Schomburg e colaboradores, a empresa Merck GmbH (Darmstadt, Germany)
desenvolveu uma FE denominada Aluspher RP-Select B. Trata-se de uma FE de
polibutadieno imobilizado sobre as particulas de alumina que, segundo o fabricante, é
muito estavel em solugdes acidas, neutras e basicas, sendo recomendada
principalmente para a separagcao de compostos basicos [1].

Recentemente em nosso laboratério (LabCrom - Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida) foram desenvolvidas FE de PMOS imobilizado sobre particulas

de silica modificada com zircénia [8,37] e titania [15,38]. O uso de suportes de silica
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modificada com oéxidos inorganicos torna-se interessante porque possibilita aliar as
caracteristicas desejaveis da silica disponivel comercialmente, como area superficial,
porosidade e tamanho de particula, com a funcionalidade quimica da superficie de
outros 6xidos.

As FE com suporte de silica titanizada e zirconizada apresentaram uma maior
estabilidade quimica que FE a base de silica preparadas pelo mesmo procedimento
quando submetidas por longos periodos de tempo a passagem de FM alcalina sob
temperatura de 60 °C [1,11,41,42]. O desempenho cromatografico das FE a base de
silica titanizada e zirconizada também foi melhor quando comparada as fases com
suporte de silica, sendo obtidos picos mais simétricos na separacao de compostos
basicos [15]. Estes estudos indicam que o uso de suportes de silica modificada com
metais, aliados a obtencdo de uma boa cobertura polimérica por meio de técnicas de
imobilizacao, leva a reducao da atividade dos sitios acidos da superficie do suporte € a
obtengdo de FE com melhores estabilidade quimica e desempenho cromatografico que
as fases convencionais quimicamente ligadas.

A modificagcado de particulas de silica gel com alumina ja vem sendo estudada
para fins cataliticos [44] e pode se tratar de um promissor suporte para fins
cromatograficos, uma vez que a alumina é um éxido estavel em um grande intervalo de
pH, possui caracteristicas cromatograficas e de superficie similares as da titania e da

zirconia.

1.6- Caracterizacao das fases estacionarias

A necessidade de distinguir as propriedades fisicas e quimicas de tantas fases
estacionarias em desenvolvimento levou os pesquisadores a utilizarem diversas
técnicas para realizar a caracterizagdo destas fases, a fim de se determinar aquelas
mais adequadas para uma determinada separagdo. As técnicas e métodos
empregados para caracterizar as fases estacionarias podem ser divididos em:

e Técnicas quimicas: Abrangem a analise elementar e métodos quimicos de

determinagao dos grupos silandis.
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1.7-

Técnicas fisicas: Englobam as técnicas espectroscopicas (Ressonancia
Magnética Nuclear, Infravermelho, Raman e Fotoeletrénica de Raios-X),
Termogravimetria, determinacdo de area superficial, volume de poros e
Microscopia Eletronica.

Caracterizagao Cromatografica: Envolve a caracterizacdo através de
parametros cromatograficos e avaliagdo com misturas testes especificas.
Testes de Estabilidade: Submete-se as FE de interesse a condicbes
experimentais drasticas de pH, natureza e concentracdo do modificador
organico da FM e temperatura durante certo periodo de tempo. Durante o teste
sdo monitorados parametros cromatograficos como eficiéncia, assimetria e fator
de retencdo para avaliar a deterioracdo das fases em funcdo do tempo de

exposicao as condi¢des drasticas.
Parametros cromatograficos

Para se avaliar o desempenho cromatografico de uma fase estacionaria é

calculada uma série de parametros cromatograficos a partir de valores extraidos do

cromatograma. A figura 4 mostra um cromatograma tipico obtido na separagdo de uma

mistura de dois componentes.

invecKo

. ;“___J

Figura 4: Cromatograma com medidas relacionadas a determinagdo dos parametros

cromatograficos.
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e Tempo de retencao (tr): € o tempo gasto desde o momento da injecdo do
soluto até a saida do cume do pico correspondente.

e Tempo de retengao de um componente nao retido na FE (ty): € o tempo que
um composto ndo retido pela FE gasta para percorrer o sistema cromatografico,
desde a injecao até a chegada no detector.

e Tempo de retengdo ajustado (t'r): € o tempo que o soluto fica retido na FE,
calculado pela equacéo I.

trR=tr - tm ()
o Fator de retencgao (k): € calculado pela razdo entre os tempos em que o soluto
fica retido na FE e na FM, sendo obtido pela equacgéo |l.
k= (tr - tm) / tm (1
Os valores ideais de k devem variar entre 2 e 10, pois valores menores que 2
indicam pouca interagdo do soluto com a FE e valores maiores que 10 significam que
ha uma forte interagdo do soluto com a FE, provocando um longo tempo de analise
[17].

¢ Resolugao entre picos (Rs): refere-se a separacgao entre dois picos adjacentes

e pode ser calculado pela equacao lll.
Rs =2 [(tr2 - tr1) / (Wp1 + Wp2)] = 1,777 [(tr2 - tr1) / (Wh1 + Wh2)] (I
onde: tre € tr1 = tempos de retengao de dois picos adjacentes
Wp1 € Wp2 = largura dos picos na base, em unidades de tempo
Wh1 € Wh2 = largura dos picos a meia altura, em unidades de tempo
Valores de Rs acima de 1,5 sdo considerados ideais, indicando uma boa
separagao entre os picos.

o Eficiéncia (N): a eficiéncia da coluna cromatografica é avaliada através do
numero de pratos, que representa as etapas de equilibrio do analito entre a FE e
a FM. Quanto maior o numero de etapas de equilibrio em uma coluna, melhor a
separagdo. Na pratica N é uma medida do alargamento do pico que ocorre
quando o analito atravessa o sistema cromatografico. Este parametro é
calculado pela equacéo IV.

N = 5,545 (tr / Wp)? =16 (tr / Wp)? (IV)
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Como existem colunas com diferentes comprimentos, € usual expressar a
eficiéncia em numero de pratos por metro (N/m), como mostrado na equagéao V.
N/m = N/L (V)
onde: L = comprimento da coluna em metros
A avaliacdo comparativa entre colunas pode ser feita utilizando a medida da
altura equivalente a um prato (H), que é calculada pela equacgéao VI.
H=L/N (VI
Plotando-se H versus p (velocidade linear da FM) obtém-se uma curva que é
conhecida como curva de van Deemter. Esta curva mostra que existe uma vazao 6tima
(ustima), Na qual H tera um valor minimo correspondente ao valor maximo de eficiéncia
da coluna. Na pratica, determina-se a stima Variando-se a velocidade de fluxo no
sistema cromatografico.
e Altura reduzida (h): duas colunas de mesmas dimensdes recheadas com
particulas de diametros diferentes podem ter sua eficiéncia comparada utilizando-se
a altura reduzida, calculada segundo a equacéo VII.
h =H/d, (VI
onde: dpart € 0 didmetro da particula
Valores ideais de h devem estar entre 2 e 4, indicando separagdes eficientes
[45].
¢ Fator de assimetria do pico a 10% da sua altura (As): é a medida da proporgéo
entre duas partes de um pico cromatografico no sentido longitudinal a 10% da altura
do pico. Se o pico ndo € simétrico, diferentes valores serdo calculados para N
(medidas errbneas) porque a medida da largura ndo seguira a distribuigcdo
Gaussiana. O valor de As deve estar no intervalo de 0,9 a 1,2, mas valores de 0,8
até 1,6 também séo admitidos [46]. A figura 5 mostra como é realizado o calculo da

assimetria de um pico.
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Fator de assimetria do pico=B

1M0%da
altura do {
pico --

Figura 5: Determinagao da assimetria do pico.

1.8- Estabilidade das fases estacionarias

O material de recheio de uma coluna cromatografica é considerado estavel
quando suas caracteristicas cromatograficas permanecem inalteradas por um periodo
de tempo relativamente longo, diminuindo a freqiéncia de troca da coluna. O tempo de
vida 0til de uma coluna é determinado pela degradacédo da sua capacidade de
separagao cromatografica e depende da perda sofrida tanto em relagdo a retencéo
quanto a resolucdo que pode ser tolerada antes que seja necessario trocar a coluna
[41,42].

A estabilidade das FE depende fundamentalmente das condi¢gdes de analise,
como temperatura, pH, tipo e concentracdo do tampao, e do modificador orgéanico
empregado na FM [1,41,42].

Atualmente para o desenvolvimento de métodos de analise cromatografica
rapidos e eficientes sdo empregados eluentes agressivos sob condicbes de
temperatura elevadas pois, sob estas condi¢cdes, muitas vezes sao obtidas melhores

seletividade, eficiéncia, resolugdao, reducdo do consumo de solvente e tempo de
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analise. Porém, o emprego de condigdes drasticas de analise geram a necessidade do
uso de FR com maior estabilidade quimica e térmica.

Portanto, para garantir a escolha de colunas resistentes as condi¢gbes de analise,
a estabilidade quimica das FR é investigada colocando-as em contato com eluentes
agressivos. Durante o processo sao monitoradas alteragbes nos parametros
cromatograficos, como fator de retengao, eficiéncia e assimetria, para componentes
especificos de uma mistura teste [1]. Porém, ndo ha um método padréo estabelecido
para avaliar a estabilidade de FE [1,41,42], sendo que a maioria dos procedimentos
desenvolvidos utilizam grandes volumes de FM e sdo muito lentos [42].

O controle da temperatura € de grande importancia nas analises por CLAE, pois
a temperatura influencia muitos parametros fisicos relevantes, como a viscosidade,
difusibilidade do analito na FM e FE, e também a solubilidade da amostra.
Consequentemente, estes parametros determinam a pressao que devera ser aplicada
ao sistema, eficiéncia, retencao e seletividade de FE. Em temperaturas elevadas, em
consequéncia do abaixamento da viscosidade, pode ser utilizado um significativo
aumento na velocidade do eluente, resultando numa drastica diminuigdo no tempo de
retengcdo. O aumento da temperatura também ocasiona um aumento na difusibilidade
dos analitos na FM e FE, o que resulta em melhores valores de eficiéncia e assimetria.
Desta forma, o uso de elevadas temperaturas nas separagbes por CLAE geram
melhores resolucdes, diminuicao do tempo de analise e da quantidade de FM utilizada
[1]. Mas é sabido que o uso de temperaturas maiores ou iguais a 40 °C reduzem
significativamente o tempo de vida util de colunas recheadas com FR convencionais
[42].

A concentragéo e tipo de tamp&o empregado para controle do pH nas FM
também afeta a estabilidade das colunas cromatograficas. Em um estudo realizado por
Claessens e colaboradores para avaliar o efeito do tipo do tampao empregado, foi
utilizada uma coluna Zorbax RX-C18 e FM acetonitrila / solugdo tampao pH 7 (20:80
v/v) com vazao de 1,0 ml min™ & 60 °C. Neste estudo foi verificado que tampdes de
sais de borato e glicina, quando misturados ao modificador orgénico, geram altera¢des
relativamente pequenas no pH da FM, enquanto tampdes de fosfato e carbonato

causam um aumento de 0,65 e 1,4 unidades de pH, respectivamente. Desta forma, em
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pH elevados, o uso de tampdes de sais de carbonato e fosfato reduzem o tempo de
vida util das colunas recheadas com FE convencionais a base de silica, uma vez que
aceleram o processo de dissolucéo da silica [1]. O uso de elevadas concentracdes de
tampao na FM também acelera o processo de dissolucédo da silica, de maneira que é
indicado o uso de sais tampdes em concentracdes inferiores a 0,05 mol L™ [1,41].

O modificador orgénico utilizado na FM também pode ser agressivo a FE, como
por exemplo, o uso de metanol ao invés de acetonitrila como modificador orgéanico
acelera o processo de dissolugao da silica [1,41].

Recentemente, foi desenvolvido no LabCrom um método rapido de analise da
estabilidade quimica e térmica de FR quimicamente ligadas e imobilizadas, utilizando
FM com pH 8,4 ou 10,0 (metanol - 0,1 mol L™ de solugdo aquosa de NaHCOs, 50:50
volume/volume), em temperatura igual a 60 °C com velocidade de fluxo de FM de 0,6
ou 1,0 mL min™, com injecoes periddicas dos compostos testes dissolvidos na mesma
FM. Este método permite realizar analises rapidas com consumo reduzido de
reagentes [42]. Utilizando este método, Fonseca e colaboradores determinaram que
colunas comerciais de fases quimicamente ligadas (Hyperosil ODS e NovaPak C4s) se
mantiveram estaveis durante a passagem de 250 mL de FM em pH 10,0, o que é
equivalente ao volume de solvente usado durante aproximadamente 6 meses de
trabalho cromatografico de rotina em pH menor ou igual a 9,0, com concentracao de sal
de 0,01 mol L', & temperatura ambiente. J4 uma FE de PMOS, imobilizado sobre
suporte de silica modificada com Oxido de zirconio comegou a degradar apds a
passagem de 600 mL de FM sob as mesmas condi¢des, mostrando que a modificagcao
do suporte de silica com zircdnia, aliada ao entrecruzamento das cadeias do PMOS
previnem a rapida dissolugdo do suporte de silica mesmo em condigbes de elevados
pH e temperatura [42].

Para as FR convencionais (quimicamente ligadas a base de silica) o primeiro
sinal de degradacgéo da coluna em pH elevado €, normalmente, uma redugao no fator
de retengdo (k). Entretanto, para FR mais estaveis o k permanece relativamente
constante em pH basico, ainda que a dissolugao da silica tenha se iniciado. Mas sua
degradacdo pode ser identificada por perdas no desempenho cromatografico que

levam a uma reducdo da eficiéncia e aumento no fator de assimetria dos picos [41].
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Desta forma, uma maneira eficiente de se monitorar a degradagdo de uma FE é
plotando-se a eficiéncia ou assimetria para um determinado analito em funcdo dos
volumes de coluna (capacidade volumétrica da coluna cromatografica) de FM que

atravessam a coluna cromatografica avaliada.

2- OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo a sintese de fases estacionarias de PMOS
imobilizado termicamente sobre silica aluminizada, como proposta de fase estacionaria
reversa alternativa a fases estacionarias a base de silica. Para tanto, buscou-se
estabelecer as condicbes 6timas para a sintese destas fases, e realizar posteriormente
a sua caracterizagao por meio de testes quimicos, fisicos e cromatograficos, além de
se determinar a estabilidade destas fases quando submetidas a condi¢des drasticas de
analise, como pH e temperatura elevados.

Para atingir este objetivo, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:
¢ Modificagdo quimica da superficie da silica com isopropdxido de aluminio;
¢ Avaliacdo da estabilidade da silica aluminizada em solugdes acidas e basicas;
¢ Avaliagao cromatografica da silica aluminizada utilizado o modo FN;

e Sorcao do polimero na superficie do suporte de silica aluminizada;

e Estudo do efeito da temperatura e do tempo no processo de imobilizagdo térmica do
polimero sorvido no suporte para sua otimizacao;

e Avaliacdo do suporte de silica aluminizada e das FE imobilizadas através de testes
fisicos e quimicos, tais como: Espectroscopia de Absor¢cao Atdmica; determinagao
do didmetro médio e volume especifico dos poros, Microscopia Eletrénica de
Varredura, Analise Elementar, Espectroscopia no Infravermelho e Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear;

e Avaliagcdo do desempenho cromatografico das FE obtidas através do uso de
misturas padroes;

¢ Avaliacao da estabilidade da melhor FE obtida em meio basico.
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3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1- Materiais

3.1.1- Reagentes e solventes

e Acenafteno, Aldrich

e Acetona p.a., Merck

e Acido cloridrico p.a., Merck

e Acido nitrico p.a., Synth

e Agua deionizada, sistema Milli-Q Plus, Millipore
e Alcool benzilico p.a., Synth

e Benzeno p.a., Synth

e Benzoato de etila p.a., Synth

e Benzonitrila p.a.; Riedel - de Haén

e Bicarbonato de sddio p.a., Alkimia

e Cloroférmio p.a., Merck

e Diclorometano p.a., Merck

e Etanol grau cromatografico, Tedia

e Fenol p.a., Ecibra

e Hexano grau cromatografico, Tedia

e Hidroxido de sodio grau analitico, Fisher
e Isopropdxido de aluminio, Aldrich

e Metanol grau cromatografico, Mallinckrodt
¢ Naftaleno p.a., Carlo Erba

¢ N,N-dimetilanilina p.a., Quimex

e Tolueno p.a., Merck

e Uracil, Aldrich
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3.1.2- Suportes cromatograficos

As caracteristicas das silicas utilizadas como suporte cromatografico neste
trabalho encontram-se especificadas na tabela 1, de acordo com os dados fornecidos

pelos fabricantes. As silicas utilizadas apresentam formato de particulas esférico.

Tabela 1: Caracteristicas das silicas utilizadas como suporte cromatografico, segundo

dados dos fabricantes.

Tipos de silica
Especificagoes YMC-Gel Kromasil Rainin
(YMC Co.) (Eka Nobel) | (Varian)
Diametro médio de particula (um) 15,3 5 5
Area superficial especifica Sger (M g) 344 330 195
Volume de poro (mL g™) 1,02 0,89 0,6
Diametro médio de poros (nm) 12 11,3 10,0

3.1.3- Fase estacionaria liquida

Como liquido estacionario, foi utilizado poli(metiloctilsiloxano), PMOS, Petrarch
Systems - Hils America, lote n° 145-04, com viscosidade 600 a 1000 centistokes a 25
°C, densidade de 0,91 g cm™, massa molar por peso médio de 6200 (dados fornecidos

pelo fabricante).

3.1.4- Colunas e fases estacionarias comerciais

avaliadas

Utilizou-se a fase estacionaria comercial Kromasil C-8 5 um (Azo Nobel), a base

de silica, e a coluna comercial LiChroCART 250-4 Aluspher 100 RP-select B 5 um
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(Merck), a base de alumina, para comparar o desempenho cromatografico destas com
os das fases obtidas a partir da imobilizacado térmica do PMOS nos suportes de silica

aluminizada.

3.2- Equipamentos

e Agitador magnético, Corning, modelo PC-351

e Agitador roto-torque, Cole Parmer Instrument Company, modelo 7637-10

e Agitador Vértex, Phoenix, modelo AP 56

¢ Analisador Elementar, Perkin Elmer, modelo CHN-2400

e Balanga Analitica (sensibilidade de 0,0001 g), Fisher Scientific, modelo A-250

e Bomba a vacuo, Marconi, modelo 2107VG20TFEL-120A

e Bomba para extragdo, Waters, modelo 510

e Bomba de enchimento de colunas com faixa de pressao de 6,9 a 207,0 MPa (1000
a 30000 Psi), Haskel, modelo 51769

e Centrifuga, Fisher Scientific, modelo 225

e Cromatégrafo a liquido para avaliagdo cromatografica das colunas, composto por:
Bomba de alta presséo, do tipo pistdo cabeca dupla, Waters, modelo 510; Detector
UV/Vis, de comprimento de onda variavel, Alltech, modelo 450; Injetor, Rheodyne,
com alca de amostragem de 10 uL, modelo 7725i; Sistema de aquisicao de dados
composto por um microcomputador do tipo PC Pentium Il 400 MHz, com software
de aquisicado e tratamento de dados cromatograficos Crom Perfect for Windows,
versao 3.52 e Report Write Plus de Justice Innovations.

e Cromatégrafo a liquido utilizado para a realizagao dos testes de estabilidade em
condicbes agressivas, composto por: Bomba de alta presséo tipo reciproca de
pistdo duplo, Shimadzu, modelo LC-10 A; Auto injetor com amostragem programada
de 10 puL, Shimadzu, modelo SIL-10 AD; Detector espectrofotométrico de absorgéo
no UV/Vis, de comprimento de onda variavel, Shimadzu, modelo SPD-10 A; Forno

para Coluna, Shimadzu, modelo CTO-10 AS; Controlador de sistema, Shimadzu,
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modelo SCL-10 A e Sistema de aquisicdo de dados composto por um
microcomputador do tipo PC, com software de aquisigcdo de dados cromatograficos
Class VP da Shimadzu

e Espectrobmetro de Absorcao Atdmica, Varian, modelo AA 6

e Espectrometro de Infravermelho, Perkin Elmer, modelo FT-IR 1600

e Espectrometro de Ressonéncia Magnética Nuclear, Bruker AC, 300 MHz

e Estufa, Yamato, modelo ADP 21

e Forno tubular, EDG, modelo 10P-S, equipado com sistema para fluxo de nitrogénio

e Forno, Eldex, modelo CH-150

e Geladeira, General Electric

¢ Medidor da area superficial, Micromeretrics, modelo ASAP-2010

e Microscoépio de Varredura Eletrénica, JEOL, modelo JSM-T300

¢ pH metro, Digimed, modelo DC 21

e Ultra som, Thornton, modelo T 14

3.3- Otimizacao das condicoes de preparo da silica

aluminizada

Para a realizagao deste procedimento utilizou-se a silica Rainin, a qual foi seca
em estufa a 150 °C durante cerca de 24 h para remogdo da agua fisicamente
adsorvida. Em seguida, foi colocada em uma dissecador até alcangar a temperatura
ambiente, para entdo ser pesada em porgdes de 1 g em varios frascos de vidro. A cada
frasco de vidro foi adicionado 1,5 mL de uma solugéo de isopropoxido de aluminio em
tolueno 1,6 mol L™'. A mistura foi agitada em um agitador de tubos (Vértex) até que se
observou a formagdo de uma mistura uniforme e, em seguida, foi centrifugada por
cerca de 10 minutos a fim de se remover o ar do interior dos poros da silica, permitindo
entdo, que a solugcdo de reagente penetrasse nos poros. Depois, os frascos foram

colocados no ultra-som por cerca de 10 minutos, também com o intuito de eliminar o ar
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do interior das particulas de silica e permitir uma maior interacdo da solugdo de
reagente com os silandis da superficie da silica.

As misturas de silica com a solugcdo de isopropdéxido de aluminio foram
submetidas a diferentes condigbes de temperatura: 20 °C, 40 °C, 60 °C e 80 °C
(frascos mantidos em estufa). Estes frascos foram mantidos em cada uma das
temperaturas durante 8 h. Transcorrido o tempo determinado, o soélido foi lavado 3
vezes com tolueno para retirar o excesso de reagente e deixado na capela para
evaporar o solvente. Os grupos isopropéxido resultantes na superficie da silica foram
hidrolizados por meio da adicdo de uma solucdo de 1 x 10™ mol L™ de &cido nitrico. O
solido foi mantido em contato com a solugcédo de acido por cerca de 24 h e entao foi
lavado com agua deionizada e seco em estufa a 110 °C por uma noite.

As reacdes quimicas envolvidas no processo de aluminizacdo da silica sao

descritas pelas equacgdes VIl e IX.

n =SiOH + AI(OR); "> (=Si0),AI(OR)s.» + n HOR (VIII)
(=Si0),AI(OR)sn + (3-n) H20 > (2Si0)wAI(OH)s0 + (3-n) HOR (IX)

3.4- Preparo dos suportes cromatograficos de silica

aluminizada (Si-Al)

Para obtencdo dos suportes de silica aluminizada, utilizou-se o mesmo
procedimento descrito no processo de otimizacdo das condigdes de preparo de silica
aluminizada, fixando-se o tempo de reagdo em 8 h e a temperatura em 80 °C. Foram
submetidos individualmente ao processo de aluminizacao trés lotes de silica YMC-Gel,
(YMC-AI-1, YMC-AI-2 e YMC-AI-3).

Submeteu-se também ao processo de aluminizacdo um lote de silica Kromasil,
que em seguida foi dividido em duas por¢gdes. Uma das porgdes foi reservada (K-Al) e
a outra foi submetida mais uma vez ao processo de modificagdo com isopropoxido de
aluminio (K-2Al).
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3.5- Determinacao da porcentagem de aluminio na silica

aluminizada (Si-Al)

Os varios lotes de silica aluminizada obtidos foram submetidos a analise por
Espectrometria de Absor¢édo Atdbmica com Chama (FAAS) para se determinar a
porcentagem de aluminio presente em cada lote. O procedimento de determinagéo de
aluminio na silica foi desenvolvido e realizado gentiimente pelo professor José
Salvador Barone no laboratério de analises Puriquima Ltda. Trés diferentes métodos
foram utilizados para realizar a solubilizagao da silica aluminizada:

a) tratamento a quente com HNOj; e HF (3:1 v/v), secagem e posterior dissolugdo em

HCI;

b) fusdo oxidativa com NaOH e Na,O, seguida por dissolugdo em HCI;
c) digestdo em uma mistura de HCI e HNO;3 (3:1 v/v) utilizando o sobrenadante para
determinacao direta;

O volume da solugao resultante da solubilizagdo da silica aluminizada foi ajustado
utilizando-se uma solucdo de La**, cuja funcéo é ajudar no processo de atomizagao,
para entdo ser utilizada na determinagao direta da porcentagem de aluminio. A curva
analitica foi construida utilizando procedimento similar a parte de misturas mecanicas

de silica (SiO;) e alumina (Al,O3) de massas conhecidas.

3.6- Caracterizacao fisico-quimica dos suportes

cromatograficos

3.6.1- Determinacao da area superficial (Sger), volume

(vp) e diametro médio dos poros (d;)
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Determinou-se a area superficial especifica (Sget), didmetro de poro médio (d,) e
volume de poro especifico (vp) da silica aluminizada dos lotes YMC-AI-3, K-Al e K-2Al,

a partir da isoterma de adsorgao de nitrogénio a 77 K obtidas no analisador ASAP.

3.6.2- Teste de estabilidade da silica aluminizada em

solucoes acidas e basicas

Preparou-se solugdes aquosas com pH nominal igual a 2,0; 1,0 e 0,0 utilizando-
se acido nitrico, o qual foi escolhido por possuir a caracteristica de ndao complexar com
atomos de aluminio, e solugdes aquosas com pH 12,0; 11,0 e 10,0 a partir de uma
solugao aquosa concentrada de hidroxido de sodio, utilizando-se o pHmetro.

Em cada um de dois tubos de 150 mL com tampa foi adicionada uma aliquota de
125,0 mL da solugéo de pH 12,0. A um dos tubos adicionou-se 0,500 g de silica
aluminizada YMC-AI-1 e no outro tubo, a mesma quantidade de silica aluminizada
YMC-AI-2. Os tubos foram fixados no agitador roto-torque e submetidos a agitagcdo em
temperatura ambiente (22°C + 1°C). Apds 1h, 2h, 4h, 6h e 24h de agitagdo foram
retiradas aliquotas de 25 mL de cada um dos tubos, as quais foram submetidas a
centrifugacdo para eliminar a parte solida e reservou-se o liquido sobrenadante em
frascos de vidro para posterior determinagcéo da quantidade de aluminio presente em
cada aliquota. Este mesmo procedimento foi repetido utilizando-se cada uma das
solucdes preparadas com diferentes pH.

A concentracdo de aluminio presente nas amostras coletadas foi determinada
pelo professor José Salvador Barone no laboratério de analises Puriquima Ltda.,
permitindo assim se avaliar a estabilidade da silica aluminizada submetida a pH
extremo através da quantidade de aluminio desprendida durante os varios periodos de

agitacao.
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3.6.3 - Microscopia de Varredura Eletrénica (SEM)

Uma amostra de silica YMC-Gel nua foi submetida a SEM para que se pudesse
observar a forma e a distribuicdo do tamanho das particulas. O preparo da amostra
consistiu em recobri-la com uma camada de ouro (10 nm), que foi bombardeada com

atomos de argnio sob alto vacuo.

3.7- Preparo das fases estacionarias

3.7.1- Sorcgao da fase liquida

Diferentes lotes de fase estacionaria foram preparados a partir de uma massa
inicial especifica (m'swos) de aproximadamente 1 gpwos/gsia pela adigdo de
determinada massa de silica aluminizada (seca a 150 °C por 24 h) a uma solugdo de
PMOS em diclorometano. Esta mistura foi agitada lentamente por 3 h a temperatura
ambiente e em seguida o diclorometano foi evaporado a temperatura ambiente.

As FR sorvidas foram preparadas utilizando-se como suporte a silica
aluminizada YMC-AI-3, K-Al e K-2Al. Foi obtida também uma FE sorvida utilizando-se
este mesmo procedimento, porém com uma massa inicial especifica de 1,2 gemos / 1,0

Osial Sobre o suporte K-2Al.

3.7.2- Imobilizacado das fases estacionarias por

tratamento térmico

Aliquotas com cerca de 1 g de fase sorvida preparadas a partir do lote YMC-AI-3
foram submetidas a tratamento térmico 6 dias apds o preparo da fase sorvida [15].
Estas porgbes de fase estacionaria sorvida foram colocadas individualmente em tubos

de aco inoxidavel (150 mm x 10 mm) e postas no interior do forno tubular. Manteve-se
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um fluxo continuo de nitrogénio através da fase estacionaria durante seu tratamento
térmico no interior do forno.

Variou-se o tempo (8 h e 16 h) e a temperatura (100 °C, 120 °C e 140 °C) de
imobilizacao térmica, para avaliar a influencia destes fatores no desempenho
cromatografico das FE resultantes. Os tempos e temperaturas de aquecimento foram
estabelecidos com base nos resultados obtidos nos trabalhos realizados por Bottoli e
colaboradores [11].

Uma FE a base de silica aluminizada YMC-AI-3 foi obtida por imobilizagao
térmica a 120 °C por 8 h, 14 dias apds o preparo da fase sorvida, para avaliar a
influencia do tempo de auto-imobilizagao [12] no desempenho cromatografico desta FE.

Um estudo posterior foi feito imobilizando-se termicamente a 120 °C por 8 h as
fases sorvidas sobre K-Al e K-2Al com m'emos = 1,0 € m'emos = 1,2, seis dias apds o
preparo destas fases sorvidas .

Foi obtida também uma FE imobilizada termicamente seis dias apds o preparo
da fase sorvida sobre K-2Al com m'syos = 1,0 utilizando-se a técnica de pulso de
temperatura. Esta técnica consiste em manter a fase sorvida em uma temperatura
menor que aquela utilizada para imobilizagdo do polimero durante um certo periodo de
tempo, com o intuito de promover a "acomodacao" das cadeias poliméricas no interior
dos poros da silica antes da imobilizacdo. Neste trabalho manteve-se a fase sorvida a
90 °C por 24 h, submetendo-a, logo em seguida, a temperatura de 120 ° C por mais 8
h.

3.7.3- Extracao do excesso de polimero

Apds cada imobilizacao realizada, o tubo de ago inoxidavel contendo a FE foi
colocado no interior de um forno a 50°C e conectado a uma bomba cromatografica para
extragdo do PMOS nao imobilizado através da passagem de hexano no interior do tubo
por 3 h & vazdo de 0,2 mL min™. Este procedimento de extragdo foi estabelecido com
base nos resultados apresentados por um trabalho realizado anteriormente no
LabCrom [12].
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3.8- Caracterizagao fisico-quimica das fases estacionarias

3.8.1- Espectroscopia no Infravermelho

Obteve-se espectros de absorgao no infravermelho a partir de amostras de silica
YMC-Gel, silica aluminizada do lote YMC-AI-3 e da fase imobilizada termicamente por
8 h a 120 °C em silica aluminizada YMC-AI-3 sob a forma de pastilhas em brometo de
potassio, no intervalo espectral de 400 a 4000 cm™. Através da presenga de bandas
caracteristicas, avaliou-se qualitativamente a incorporacdo dos atomos de aluminio na
silica, do PMOS na silica aluminizada e o grau de recobrimento dos grupos hidroxila da

superficie do suporte pelo PMOS.

3.8.2- Determinacdao da area superficial, volume e
tamanho de poros (ASAP)

Determinou-se a area superficial especifica (Sger), didmetro de poro médio (dp) e
volume de poro especifico (vp) das fases estacionarias de PMOS imobilizado a 120 °C
por 8 h sobre os suportes K-Al e K-2Al, a partir da isoterma de adsorgéo de nitrogénio a
77K.

3.8.3- Analise elementar de carbono

As FR obtidas a partir dos lotes YMC-AI-3, K-Al e K-2Al foram submetidas a
analise elementar de carbono, que determina o teor total de carbono nas FE. A partir
das porcentagens de carbono (%C), calculou-se a massa especifica de PMOS (mpwmos),
que representa a massa do polimero imobilizada em cada grama de silica aluminizada,
utilizando a equacgédo X. Para a realizagao deste calculo, considerou-se que 62% da

massa do PMOS corresponde a massa de carbono [11].
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Mpmos = %C / (62 - %C) (X)
Sabendo-se a massa especifica de PMOS imobilizado, pode-se calcular a
espessura da camada polimérica (t) no interior dos poros do suporte pela equacéo Xl
[11].
T = - [(dy? - Fd®)*® - dp] / 2 (X1)
Para o calculo de 1, utilizou-se o valor de diametro médio dos poros do suporte
(dp) obtido por ASAP e a fracdo F, que é calculada pela equagéo XII.
F = Mpmos / Mporos cheios (X1)
A variavel Mpoos cheios COrresponde a massa de polimero necessaria para
preencher os poros do suporte. O calculo de Mporos cheios € feito utilizando-se o valor de
volume especifico de poros do suporte (v,) obtido por ASAP e a densidade do PMOS,
que é de 0,91 g mL™", como descrito pela equacgo (XIII):

Mporos cheios = (Vp X 0,91) gprmos / Jsial (Xlll)

3.8.4- Espectrometria de ressonancia magnética nuclear
(NMR)

Espectros de NMR no estado solido de ?°Si para as silicas puras YMC-Gel e
Kromasil, e para a fase estacionaria K-2Al(PMOS) foram obtidos utilizando-se a técnica
de polarizagéo cruzada e rotagéo ao angulo magico (CP / MAS). Foi utilizado um tempo

de contato de 5 ms e um intervalo de pulso de 1,5 s.

3.9- Polimento e confecgao das colunas cromatograficas

Colunas cromatograficas com 60 mm de comprimento por 3,9 mm de didmetro
interno foram confeccionadas a partir de tubos de acgo inoxidavel 316 na oficina
mecanica do Instituto de Quimica da UNICAMP. A superficie interna destes tubos foi
polida utilizando uma técnica desenvolvida no LabCrom [47], que consiste na

passagem de uma haste de metal revestida com palha de ago e pasta de polimento,
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acoplada a uma furadeira, no interior do tubos. Apds o polimento, estes tubos foram
lavados com &cido nitrico 50% v/v, agua, detergente, acetona e metanol, com o
objetivo de deixar a superficie livre de impurezas.

O polimento das colunas se faz necessario, pois colunas com a superficie
interna bem polida contribuem para enchimentos mais eficientes e um melhor

desempenho cromatografico [47].

3.10- Enchimento das colunas com as fases estacionarias

3.10.1- Preparo da suspensao de fase estacionaria para

o enchimento

Uma suspensdo de FE em cloroférmio na concentragdo de 10% (m/v) foi
utilizada para o enchimento das colunas. Esta concentragdo de suspensédo é
apropriada para evitar a formacgao indesejada de aglomerados e a sedimentacao das
particulas durante o processo de enchimento, o que pode levar a formagado de um
recheio ndao uniforme [48]. Desta maneira, preparou-se a suspensdo pesando-se em
um tubo de ensaio com tampa uma massa de FE adequada ao volume da coluna e
cloroférmio. A suspensdo foi mantida sob agitacdo continua no agitador roto-torque

durante cerca de 14 h antes de se realizar o enchimento.
3.10.2- Enchimento das colunas cromatograficas

As colunas cromatograficas foram recheadas utilizando-se o sistema descrito na
figura 6. O sistema de enchimento é constituido fundamentalmente de um cilindro de
nitrogénio, uma bomba de enchimento Haskel, um reservatoério de suspensao de 32 mL
e a coluna cromatografica a ser recheada.

O enchimento ocorre devido a passagem de um solvente propulsor (metanol), a
alta pressao, que desloca as particulas de FE da suspensao presente no reservatorio
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para o interior da coluna cromatografica. Uma pressdo de 34,5 MPa (5000 psi) foi
utilizada para impulsionar o metanol através do sistema para o enchimento das

colunas. Duas a trés colunas diferentes foram recheadas para cada FE preparada.

Suspensao
g deFE
Metanol e 2

(solvente i- '
propulsor) | 345MPa || | !

-'E,ﬁ—_ 1§ Reservatério

T Lo : suspens&o
No | e = |
valvula valvula de valvula ; !
1 ¥
i '

de controle da do
seguranga pressdo solventei || !
de N,
— coluna
- e —
cromatografica

- (60 mm x 3,9 mm)
aco inoxidavel
;] 80mL

Figura 6: Descrigdo do sistema de enchimento de colunas cromatograficas.
3.10.3- Condicionamento das colunas

Apo6s o enchimento da coluna, é necessario realizar seu condicionamento com a
FM que sera empregada na avaliagdo cromatografica da coluna, para eliminar todos os
vestigios dos solventes usados no enchimento e também para que a FE fique em
equilibrio com a FM. O condicionamento das colunas foi feito no proprio cromatografo

onde sera realizada a analise cromatografica, mas sem que a saida da coluna esteja
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conectada ao detector, pois os residuos provenientes da coluna podem contaminar e
até obstruir os capilares conectados a saida da coluna ou a cela do detector.

As colunas de CLAE-FR foram condicionadas com FM metanol-agua 70:30 (v/v)
e as colunas de CLAE-FN foram condicionadas com FM hexano/etanol 95:5 (v/v), em
ambos os casos durante 3 h a vazdo de 0,3 mL min™' [15] antes de serem avaliadas

cromatograficamente.

3.11- Preparo da fase moével

Os solventes empregados na composigdo da FM foram filtrados em uma
membrana de Nylon com 0,45 um de porosidade antes do preparo da FM, para evitar
que impurezas presentes nos solventes provocassem o entupimento dos capilares no
sistema cromatografico, danificassem bombas ou afetassem o desempenho da coluna.

A FM também foi desgaseificada em ultra-som sob vacuo antes de ser utilizada,
pois a presengca de bolhas de ar pode prejudicar o processo cromatografico,
interferindo na vazado do solvente ou promovendo instabilidade na linha de base do
sinal do detector quando se aloja na cela de detecgéao.

As FM preparadas para a realizagdo deste trabalho foram: metanol-agua 70:30
(v/v) utilizada para as analises em CLAE-FR, hexano/etanol 95:5 (v/v) empregada nas
analises por CLAE-FN e metanol/tamp&o carbonato 0,1 mol L™ 30:70 (v/v) com pH 9,0,

utilizada no teste de estabilidade.

3.12- Avaliagcao cromatografica

Neste trabalho, foram utilizadas trés diferentes misturas teste para realizar a
avaliagao cromatografica das FE:
MISTURA 1: uracil, acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno
MISTURA 2: fenol, naftaleno, N,N-dimetilanilina e acenafteno

MISTURA 3: benzeno, benzoato de etila, benzonitrila e alcool benzilico
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Nenhum destes reagentes foi purificado antes de ser utilizado, exceto a N,N-
dimetilanilina que foi purificada por destilagao.

A mistura 1 foi utilizada com o objetivo de avaliar o comportamento da coluna na
separacdo de compostos neutros com polaridades diferentes e a mistura 2, de
compostos com carater acido (fenol), basico (N,N-dimetilanilina) e neutros (naftaleno e
acenafteno). A mistura 3 foi empregada na avaliagao de colunas em CLAE-FN. O uracil
foi utilizado para medir o tempo de retengcdo de um composto ndo retido (ty) quando
utilizadas as misturas 1 e 2, e o benzeno para a mistura 3.

Para a avaliagdo das colunas utilizou-se o0s seguintes parametros
cromatograficos: fator de retencao (k), eficiéncia (N m™), altura reduzida (h), resolucéo
(Rs) e assimetria (As) a 10% (b/a). Estes parametros foram obtidos através do software
Report Write Plus contido no sistema de aquisicdo de dados cromatograficos Chrom
Perfect (Justice Innovations).

As mesmas FM utilizadas no condicionamento das colunas apds o enchimento
foram utilizadas na analise cromatografica e foram feitas de duas a trés injegdes das

diferentes misturas em cada coluna recheada.

3.13- Avaliacao da estabilidade de fases estacionarias

Com o objetivo de verificar a estabilidade de FE preparadas neste trabalho, a
coluna recheada com a fase K-2AI(PMOS) foi submetida a um estudo de estabilidade
cujo procedimento foi desenvolvido no LabCrom [42]. O procedimento utilizado
consistiu em submeter a FE a condi¢gbes agressivas de FM, sendo ela composta de
50:50 v/v metanol / tampao carbonato 0,1 mol L™", pH 9, com vazdo de 0,6 mL min™', em
temperatura de 60 °C. Estas condigdes permitem que o teste seja realizado
rapidamente (em um ou dois dias) reduzindo a quantidade de solventes utilizados e
consequentemente, de residuos gerados.

Para se avaliar a estabilidade da FE, apds a passagem de FM em vazéo de 0,6
mL min”" durante 40 min através da coluna, condicionou-se a coluna utilizando-se a

mesma FM em vazdo de 0,3 mL min™ durante 10 min. Injetou-se, em seguida, a
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mistura 1 para se avaliar possiveis modificagdes ocorridas nos parametros
cromatograficos de eficiéncia, assimetria e fator de retengdo para o composto mais

retido da mistura 1, o naftaleno, em decorréncia do contato da FE com a FM agressiva.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Otimizacdao das condicoes de preparo da silica

aluminizada

Os trés métodos de solubilizacdo da silica aluminizada levaram a resultados
muito semelhantes de porcentagem de aluminio para uma mesma amostra. Desta
maneira, devido a sua simplicidade, foi utilizado o método de digestdo da silica
aluminizada em acido cloridrico e &acido nitrico (3:1 v/v) com determinagdo da
porcentagem de aluminio diretamente no sobrenadante por FAAS para todas as
amostras de silica aluminizada.

A tabela 2 mostra os resultados do processo de aluminizagdo da silica Rainin em

funcao da temperatura, fixado o tempo de 8 horas.

Tabela 2: Porcentagens em massa de aluminio obtidas nas amostras de silica Rainin

aluminizadas em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) % Al umol Al / m? de silica | Al/silanol”
20 3,48 6,86 0,86
40 3,17 6,19 0,77
60 3,74 7,34 0,92
80 3,97 7,86 0,98

* (umol Al / m?) / (umol silanol / m?)

Considerando-se a area superficial da silica Rainin (tabela 1), a quantidade

tedrica de aluminio necessaria para reagir com o maximo numero de silandis
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disponiveis na superficie & de 4,0 %. Portanto, o resultado que mais se aproxima deste
valor foi obtido quando a aluminizagéo foi realizada na temperatura de 80 °C. Supondo
a formacado de uma monocamada de aluminio na superficie da silica, os valores de Al /

silanol sugerem que cada atomo de aluminio encontra-se ligado a um grupo silanol.
4.2- Caracterizagao fisico-quimica da silica YMC-Gel

A silica Kromasil foi utilizada como suporte cromatografico em outros trabalhos
realizados no LabCrom [9,41,50], ja a silica YMC-Gel foi empregada como suporte pela
primeira vez neste trabalho. Para conhecer melhor as caracteristicas morfologicas da
silica YMC-Gel, uma amostra desta silica foi submetida a Microscopia de Varredura
Eletrdnica e obteve-se as imagens presentes na figura 7.

Observando-se a figura 7, € possivel verificar que o didmetro das particulas de
silica YMC-Gel ndo é uniforme e, também, que existem particulas com formato néo
esférico que podem se tratar de particulas quebradas. Esta ndo uniformidade das
particulas pode afetar o desempenho das colunas cromatograficas, uma vez que a
obtencado de uma boa coluna esta baseada em seu recheio, o qual deve ser composto

por particulas com a faixa mais estreita possivel de distribuicao [49].

1, 188 {80m

Figura 7: Microscopia de Varredura Eletronica da silica YMC-Gel com aumento de a)

350 vezes e b) 1100 vezes

36



Obteve-se o espectro de 2°Si (CP/MAS) NMR da silica YMC-Gel nua, descrito na
figura 8, para observar a distribuicdo e tipos de grupos silandis presentes em sua
superficie.

Os sinais exibidos no espectro da figura 8 so referentes ao grupo siloxano (Q*)
em -111 ppm, aos silandis livres e associados (Q®) em -102 ppm e aos silandis
geminais (Q%) em -92 ppm [50,51]. Estes picos sdo caracteristicos das silicas utilizadas
como suportes cromatograficos em CLAE que, em geral, apresentam uma maior
quantidade de grupos silandis isolados, o que resulta no carater acido apresentado
pela superficie da silica. Este carater acido é responsavel pela indesejavel interacdo do

suporte das FE a base de silica com os compostos basicos do analito.

Q3

-410 —€0 -280 -1lo0 -1z0 -140 -1€0 -180 FEML

Figura 8: Espectro de ?°Si (CP/MAS) NMR da silica YMC-Gel nua.

4.3- Caracterizagcdoes fisico-quimicas dos suportes

cromatograficos de silica YMC-Gel e Kromasil aluminizadas

Na tabela 3 encontram-se os valores de porcentagem de aluminio nas silicas

YMC-Gel e Kromasil aluminizadas obtidos por FAAS.
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Tabela 3: Porcentagens em massa de aluminio e numero de atomos de aluminio por

silanol do suporte nos diferentes lotes de silica YMC-Gel e Kromasil aluminizadas.

Silica aluminizada % Al | umol Al / m? de silica| Al/ silanol*
YMC-AI-1 71 8,58 1,07
YMC-AI-2 7,7 9,35 1,17
YMC-AI-3 7,2 8,71 1,08

K-Al 4,2 4,74 0,59
K-2Al 8,9 10,5 1,31

* (umol Al / m?) / (umol silanol / m?)

Considerando-se a area superficial da silica YMC-Gel, a quantidade tedrica de
aluminio necessaria para reagir com o maximo numero de silandis disponiveis na
superficie é de 7,0 %. Supondo a formagdo de uma monocamada de aluminio na
superficie da silica YMC-Gel, os valores de Al / silanol sugerem que cada atomo de
aluminio encontra-se ligado a um grupo silanol.

Para a silica Kromasil, a quantidade tedrica de aluminio necessaria para reagir
com o maximo numero de silandis presentes em sua superficie € de 6,8 %. Desta
maneira, considerando-se que cada silanol da superficie da silica Kromasil reaja com
um atomo de aluminio para a formacao de uma monocamada, de maneira semelhante
ao que foi observado para as silicas Rainin e YMC-Gel, tém-se que em K-Al (preparada
por uma reacao de aluminizagdo) nao se obteve uma monocamada completa. A nao
obtencdo de uma monocamada de aluminio completa em K-Al pode ter sido resultado
da estrutura de poros apresentada pela silica Kromasil, uma vez que o formato dos
poros pode dificultar o acesso da solugao de reagente aos silandis presentes no interior
das particulas.

Em K-2Al a porcentagem de aluminio para obtencdo de uma monocamada foi
atingida. Porém, tendo em vista o que foi observado em K-Al, provavelmente antes da
formacao de uma monocamada completa pode ter havido o inicio da formacao de uma
segunda camada de aluminio, de maneira que os silandis mais internos aos poros

tenham permanecido sem se ligar a atomos de aluminio.
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Na tabela 4 estdo descritos os valores de area superficial especifica (Sger),
didmetro de poro médio (d,) e volume de poro especifico (v,) obtidos para YMC-AI-3, K-
Al e K-2Al pela técnica de ASAP e também os dados dos mesmos pardmetros para a
silica YMC-Gel e Kromasil antes de serem submetidas ao processo de aluminizagao.

Houve uma pequena redugdo no valor de Sger para YMC-AI-3 com relacéo a
silica YMC-Gel nua, como consequéncia da pequena redugao ocorrida nos valores de
Vp € d,. Esta alteragdo observada nos valores de Sger, Vp € dp pode ser considerada um
indicativo da formagdo de uma camada de aluminio sobre a superficie da silica YMC-

Gel apds a reagao de aluminizagéo.

Tabela 4: Valores obtidos por ASAP de area superficial especifica (Sget), didmetro de
poro médio (d,) e volume de poro especifico (vp) para YMC-AI-3, K-Al e K-2Al. Dados

de Sger, d; € v, fornecidos pelo fabricante para as silicas Kromasil e YMC-Gel.

Sger (m” g7 vp (mL g”) d, (nm)
YMC-Gel 344 1,02 12,0
YMC-AI-3 328 0,91 11,1
Kromasil 330 0,89 11,3
K-Al 322 0,89 11,1
K-2Al 298 0,87 11,1

Para K-Al e K-2Al pode ser observada uma progressiva redugao nos valores de
Sget com relagéo a silica Kromasil nua. Porém n&o houve alteragéo nos valores de v, e
dp. De acordo com os dados da tabela 4, o comportamento da silica Kromasil com
relagdo ao processo de aluminizagdo vém mais uma vez mostrar que € possivel que a
estrutura dos poros da silica Kromasil dificultem a penetragdo da solugdo de reagente
no interior das particulas. Desta maneira, os silandis presentes no interior dos poros
nao reagem efetivamente com o isopropdxido de aluminio, ndo havendo, portanto,

alteracdo dos valores de v, e d,.
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4.4- Testes de estabilidade da silica aluminizada em solugoes

acidas e basicas

A partir da concentragcdo de aluminio presente no sobrenadante em mg L
obtida por Espectroscopia de Absorcdo Atdbmica com chama, foi possivel calcular a
porcentagem de aluminio perdida pela silica aluminizada dos lotes YMC-AI-1 e YMC-
Al-2 submetida as diferentes condi¢cdes de pH. Na figura 9 ha a representacéo grafica
da perda de aluminio, expressa em % Al perdida em fungédo do tempo, para cada um
dos diferentes pH utilizados no teste.

Comparando-se as figuras 9a e 9b € possivel verificar que os lotes YMC-AI-1 e
YMC-AI-2, que possuem porcentagens iniciais de aluminio muito préximas (tabela 3),
comportaram-se de maneira semelhante quando submetidos as mesmas condi¢des de
pH.

a) - b) ® pH=0
u " PH=0 e pH=1
60 pH=1 70 . pH-2
. pH=2 65 ph=
v pH=12
50 . " pH=12 60
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g 40+ o g 45 " °
5] T 40
S5 S 3
= =
= <
R
20+ 25
R 20
° 15 e
10 v °®
v vy 104
A 4 5 vy VYV V v

T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

T T T T T
5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 9: Porcentagem de aluminio perdida pela silica aluminizada dos lotes YMC-AI-1
(a) e YMC-AI-2 (b) em fungao do tempo, nas diferentes condigdes de pH a que foram

submetidos.

Nao foi detectada perda de aluminio nos pH 10 e 11, pois os valores de % Al
foram menores que o limite de detecgdo, podendo-se apenas afirmar que a perda foi

menor que 1 pug g—. Em pH = 12, a perda apos 24 h de agitagdo nao ultrapassou 10%
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da quantidade de aluminio inicialmente presente, tanto em YMC-AI-1 quanto em YMC-
Al-2. J4 em meio acido observa-se que a quantidade de aluminio perdida aumenta com
a diminuicdo do pH, sendo que a perda de aluminio apos 24 h de agitagcdo em pH = 2
foi cerca de 22%, atingindo cerca de 66% (em média para YMC-AI-1 e YMC-AI-2) apés
0 mesmo tempo de agitagdo em pH = 0.

Estes resultados mostram que a silica aluminizada apresenta uma boa
estabilidade quando submetida a pH elevados, o que nao se repete em pH baixos, uma
vez que a quantidade de aluminio perdida em meio acido € consideravel apds longos

tempos de agitacédo.

4.5- Avaliacdes cromatograficas das fases estacionarias

comerciais

Recheou-se uma coluna com FE comercial C-8 a base de silica Kromasil 5 um
com o objetivo de utilizar os parametros cromatograficos obtidos na avaliagdo desta
fase comercial a base de silica como referéncia para avaliacdo das FE a base de silica
aluminizada. A coluna desta FE comercial foi obtida utilizando-se o mesmo método de
enchimento, condicionamento e avaliagdo cromatografica a que foram submetidas as
FE obtidas neste trabalho. Desta maneira, por meio da comparagdo entre a FE
comercial e as FE preparadas neste trabalho, buscou-se eliminar a interferéncia dos
métodos e equipamentos empregados, na avaliagao dos parametros cromatograficos.

Os cromatogramas obtidos utilizando-se a coluna recheada com FE comercial
estdo descritos na figura 10 e os parametros cromatograficos correspondentes
encontram-se nas tabelas 5 e 6.

Os valores de k das tabelas 5 e 6 foram calculados a partir da injecao de uracil

em separado da mistura teste utilizada.
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Figura 10: Cromatogramas obtidos utilizando-se uma coluna de 60 x 3,9 mm, FE:
comercial Kromasil C-8 5 um; FM: MeOH:H,O (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™;
deteccao UV a 254 nm; compostos: a)1- uracil, 2- acetona, 3- benzonitrila, 4- benzeno,
5-tolueno, 6- naftaleno b) 1- uracil, 2- fenol, 3- N,N-dimetilanilina, 4- naftaleno, 5-

acenafteno.

Tabela 5: Parédmetros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 10a
para a fase C-8 comercial a base de silica Kromasil.

Eficiéncia (N/m) | As Rs k h
2- Acetona 14000 1,4 0,9 0,1 14,3
3- Benzonitrila 23900 1,7 2,3 0,5 8,4
4- Benzeno 41800 1,3 4,4 1,2 4,8
5- Tolueno 53700 1,3 2,7 2,0 3,7
6- Naftaleno 59400 1,3 2,8 2,6 3,4
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Tabela 6: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 7b

para a fase C-8 comercial a base de silica Kromasil.

Eficiéncia (N/m) | As Rs k h
2- Fenol 18800 2,3 2,3 0,4 10,6
3- N,N-dimetilanilina 38500 2,1 1,3 1,4 5,2
4- Naftaleno 53600 1,6 2,3 24 3,7
5- Acenafteno 67800 1,4 21 4,6 29

Foi realizada também a analise cromatografica de uma coluna comercial
recheada com FE tendo como suporte particulas de alumina com 5 um de didametro
(LIChroCART 250-4 Aluspher 100 RP-select B 5 um). Esta coluna foi avaliada com o
intuito de comparar seu desempenho cromatografico com o desempenho apresentado
pelas FE a base de silica aluminizada preparadas neste trabalho.

Os cromatogramas obtidos utilizando-se a coluna comercial com FE a base de
alumina estédo descritos na figura 11, e os parametros cromatograficos correspondentes

estao nas tabelas 7 e 8.

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 11: Cromatogramas obtidos utilizando-se uma coluna de 60 x 3,9 mm, FE:
comercial & base de alumina 5 um; FM: MeOH:H,O (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™";
detecgdo UV a 254 nm; compostos: a) 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4-
tolueno, 5- naftaleno b) 1- uracil, 2- fenol, 3- N,N-dimetilanilina, 4- naftaleno, 5-

acenafteno.
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Tabela 7: Paradmetros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 11a

para a fase comercial a base de alumina 5 um.

Eficiéncia (N/m) As Rs k h
2- Benzonitrila 10800 1,3 1,9 0,2 18,5
3- Benzeno 16100 1,4 29 0,4 12,4
4- Tolueno 10600 1,3 2,1 0,7 18,9
5- Naftaleno 13800 1,5 5,2 1,4 14,5

Tabela 8: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 11b

para a fase comercial a base de alumina 5 um.

Eficiéncia (N/m) | As Rs k h
2- Fenol 17900 1,9 1,9 0,2 11,1
3- Naftaleno 8200 1,3 29 0,4 24,4
4- N,N-dimetilanilina 16800 1,8 1,8 0,7 11,9
5- Acenafteno 13200 2,0 1,7 1,4 15,1

4.6- Avaliacoes fisico-quimicas e cromatograficas das fases
estacionarias de PMOS imobilizado termicamente sobre o
suporte YMC-AI-3

4.6.1- Fases estacionarias de PMOS imobilizadas
termicamente sobre YMC-AI-3 6 dias apés o preparo da fase

sorvida

A figura 12 mostra os cromatogramas obtidos para as fases imobilizadas em

diferentes temperaturas durante 8 h. Os parametros cromatograficos obtidos a partir do
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cromatograma da figura 12b, encontram-se na tabela 9. Os valores de k da tabela 9
foram calculados a partir da injecao de uracil em separado da mistura teste utilizada.
Para os demais cromatogramas da figura 12 nao foi possivel obter os parametros
cromatograficos.

Comparando-se os cromatogramas da figura 12 é possivel observar que na
temperatura de imobilizagdo de 120 °C obteve-se a fase que gerou uma melhor
separacao entre os componentes da mistura 1. Os valores de h apresentados por esta
FE sdo muito proximos dos valores apresentados pela FE comercial a base de silica
Kromasil, indicando que a coluna de FE a base de silica aluminizada com PMOS

imobilizado a 120 °C durante 8 h realiza separagdes com boa eficiéncia.

140°C

o_
(&)
>
&
8
]
8

Tempo (min)

Figura 12: Cromatogramas correspondentes as fases de PMOS imobilizadas por 8 h a
140°C (a), 120°C (b) e 100°C (c) sobre YMC-AI-3. Condigdes cromatograficas: Coluna
de 60 x 3,9 mm; FM: MeOH:H,0 (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™; detecgdo UV a 254

nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno, 5- naftaleno.
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Tabela 9: Parametros cromatograficos obtidos para a fase YMC-AI-3(PMOS) obtida por
imobilizagéo a 120 °C por 8 h (figura 12b).

Eficiéncia (N/m) | As Rs k h
2- Benzonitrila 9100 1,2 1,4 0,5 7,8
3- Benzeno 15300 1,1 5,2 2,3 4,3
4- Tolueno 16700 1,1 3,1 3,9 3,9
5- Naftaleno 15100 1,0 1,3 4,8 4,3

Os valores de assimetria para YMC-AI-3(PMOS) estdo mais préximos do ideal
(1,0) [46] que aqueles obtidos utilizando-se a coluna recheada com a FE C-8 comercial
e a coluna contendo fase a base de alumina, mesmo para compostos hidrofébicos
como o tolueno e o naftaleno. Este comportamento indica que a camada polimérica
formada sobre a silica aluminizada foi suficiente para recobri-la, impedindo a interacao
dos grupos polares presentes na superficie do suporte (silandis =Si—-OH e alumindis
=Al-OH) com os compostos que compdem a mistura analisada.

Foram obtidos valores mais elevados de resolugdo para YMC-AI-3(PMOS) em
comparagao a FE C-8 comercial, ou seja, foi possivel obter uma melhor separagéo
entre os compostos utilizando-se a fase a base de silica aluminizada.

Na figura 13 sdo mostrados os cromatogramas obtidos utilizando-se as FE
imobilizadas termicamente por 16 h nas temperaturas de 100 °C, 120 °C e 140 °C.

Os cromatogramas da figura 13 indicam que as FE obtidas apdés 16 h de
imobilizagdo térmica ndo apresentam um bom desempenho cromatografico, pois é
observado que houve uma separagao nao efetiva entre os compostos e a obtencéo de
picos pouco simétricos. Desta maneira ndo foi possivel obter os paradmetros

cromatograficos a partir destes cromatogramas.
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Figura 13: Cromatogramas correspondentes as fases de PMOS imobilizadas por 16 h
a 140°C (a), 120°C (b) e 100°C (c) sobre YMC-AI-3. Condigbes cromatograficas:
Coluna de 60 x 3,9 mm; FM: MeOH:H,0 (70:30 v/v); vazao 0,3 mL min™'; detecgdo UV

a 254 nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno, 5- naftaleno.

Para uma melhor compreensdo do comportamento das FE obtidas nos
diferentes tempos e temperaturas de imobilizagdo térmica, cada uma delas foi
submetida a analise elementar de carbono. Os resultados da analise elementar de
carbono foram utilizados para se calcular os valores de mpyos (massa especifica de
PMOS) e t (espessura da camada de PMOS formada sobre a superficie do suporte) a
partir das equacdes X, Xl, Xl e XIII.

Os valores de mpyos € t calculados para as fases YMC-AI-3(PMOS) obtidas nas

diferentes temperaturas e tempos de imobilizagao térmica encontram-se na tabela 10.
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Tabela 10: Valores de massa especifica de PMOS e espessura da camada polimérica
formada apds a imobilizagao térmica do PMOS sobre a silica aluminizada (YMC-AI-3)

por 8 h e 16 h, seguida de sua extragdo com hexano.

massa especifica (gemos/gymc-3) | espessura da camada (t) (nm)
Temperatura (°C) 8h 16 h 8h 16 h
100 0,56 0,51 1,9 1,7
120 0,54 0,45 1,8 1,4
140 0,59 0,51 2,0 1,7

Comparando-se os valores de mpyos € T obtidos para as FE imobilizadas por 8 h
e 16 h em cada uma das temperaturas estudadas, verifica-se a diferenca entre eles é
pequena. Ou seja, os comportamentos cromatograficos distintos apresentados pelas
FE avaliadas ndo foram ocasionados pela quantidade de polimero presente sobre o
suporte.

Era esperado que aplicando-se um maior tempo de imobilizagcdo térmica as
fases sorvidas a configuragcdo da camada polimérica obtida sobre as particulas do
suporte seria mais uniforme e a obtengdo de um recobrimento uniforme das particulas
resultaria em um melhor desempenho cromatografico, pois reduziria as interagcbes
indesejaveis entre o analito e o suporte. Porém isto ndo foi observado. Desta maneira,
a partir dos resultados mostrados na tabela 10 e as figuras 12 e 13, € possivel verificar
que no caso das FE a base de silica aluminizada YMC-AI-3, um maior tempo de
imobilizagao térmica nao interfere na quantidade de PMOS imobilizado, mas pode estar
gerando uma distribuicdo das cadeias poliméricas sobre as particulas do suporte que
nao é favoravel ao bom desempenho cromatografico.

Para observar as alteragdes ocorridas na estrutura da silica YMC-Gel ap6s sua
aluminizacdo e ap6s a imobilizacdo térmica do PMOS, obteve-se os espectros de
infravermelho presentes na figura 14, cujas bandas correspondentes estdo descritas na
tabela 11.

Os espectros da silica YMC-Gel (figura 13a) e da silica YMC-Gel aluminizada

(figura 13b) apresentam praticamente as mesmas bandas, com intensidades
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semelhantes. A unica diferenga observada entre eles é que, no espectro da silica
aluminizada, a banda correspondente ao Si-OH em 971 cm™ praticamente
desapareceu, indicando ter ocorrido a reagdo destes grupos com o isopropoxido de
aluminio.

No espectro da fase de PMOS imobilizado sobre a silica aluminizada (figura 13c)
a banda de 3459 cm™ sofreu uma reducdo consideravel em sua intensidade. Esta
banda corresponde a agua adsorvida na superficie do suporte e aos grupos hidroxila
da superficie do mesmo, e a redugdo em sua intensidade mostra que a camada
polimérica formada recobriu de maneira satisfatéria a superficie do suporte, gerando
um carater hidrofébico. A auséncia de agua adsorvida na superficie do suporte apos a
formacdo da camada polimérica é confirmada pelo desaparecimento da banda em
1651 cm™ que corresponde ao grupo -OH da agua.

No espectro da figura 13c aparecem também bandas referentes aos grupos

-CH; e -CHj3, indicando a presenca do PMOS sobre o suporte de silica aluminizada.

Tabela 11: Atribuicbes [52] as bandas dos espectros de infravermelho da silica YMC-
Gel, da silica aluminizada YMC-AI-3 e da fase termicamente imobilizada a 120°C por 8
h YMC-AI-3(PMOS).

Banda (cm™)

YMC-Gel | YMC-AI-3 | YMC-AI-3(PMOS) Atribuicao
3464 3474 3459 v OH dos silanéis da agua adsorvida
---------- 3000 vas da ligagado C-H do grupo -CHs
---------- 2928 vs da ligagdo C-H do grupo -CH,
---------- 2856 Vas da ligagdo C-H do grupo -CH,
1640 1651 | - 3 OH da agua
1095 1083 1093 Vas Si-O-Si
971 | - | e v Si-OH
798 795 798 vs Si-O-Si
462 462 461 3 Si-O-Si
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Figura 14: Espectros de infravermelho da silica YMC-Gel (a), silica aluminizada YMC-
Al-3 (b) e fase de PMOS imobilizado a 120°C por 8 h sobre a silica aluminizada YMC-

Al-3(PMOS) (c).
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4.6.2- Fase estacionaria de PMOS imobilizado
termicamente sobre YMC-AI-3 14 dias apds o preparo da fase

sorvida

Segundo Bottoli e colaboradores, o bom desempenho cromatografico das FE
esta diretamente relacionado ao tempo de sor¢do do polimero sobre as particulas do
suporte (auto-imobilizagdo), pois um maior tempo de auto-imobilizacdo leva a uma
distribuicdo mais uniforme do polimero sobre o suporte [33,50]. Desta forma, buscou-se
obter uma FE com melhor desempenho cromatografico, submetendo-a a imobilizagao
térmica a 120 °C por 8 h 14 dias apos o preparo da fase sorvida.

Na figura 15 esta o cromatograma obtido utilizando-se esta FE e na tabela 12, os

parametros cromatograficos referentes ao cromatograma.

T 1 1 T 1T 1T "~ T 1T " T T 1
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo de Retengéo (min)

Figura 15: Cromatograma obtido utilizando-se uma coluna de 60 x 3,9 mm, FE: PMOS
imobilizado termicamente a 120 °C por 8 h 14 dias apds o preparo da fase sorvida
sobre YMC-AI-3 ; FM: MeOH:H,0 (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™'; deteccdo UV a 254

nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4-tolueno, 5- naftaleno.
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Tabela 12: Parametros cromatograficos obtidos para a fase YMC-AI-3(PMOS) obtida

por imobilizagao a 120 °C por 8 h, 14 dias apds o preparo da fase sorvida (figura 15).

Eficiéncia (N/m)| As Rs k h
2- Benzonitrila 10800 1,2 1,5 0,3 6,1
3- Benzeno 19600 1,1 54 1,8 3,3
4- Tolueno 21300 1,0 3,5 3,1 3,1
5- Naftaleno 19600 1,0 1,5 3,9 3,3

Os dados da tabela 12 mostram que a fase imobilizada termicamente 14 dias
apos o preparo da fase sorvida apresenta valores de eficiéncia um pouco maiores que
a fase imobilizada termicamente sob as mesmas condi¢des 6 dias apds o preparo da
fase sorvida (tabela 9). Observa-se também uma pequena melhora na assimetria e
resolucao.

Porém, 14 dias de intervalo trata-se de um tempo relativamente grande se
considerarmos que € mais que o dobro do intervalo de tempo utilizado anteriormente
para obtencdo das FE, e mesmo assim ndo gerou uma melhoria significativa nos

parametros cromatograficos.

4.7- Avaliagoes fisico-quimicas e cromatograficas das fases

estacionarias a base de silica Kromasil aluminizada

Foram obtidas FE imobilizadas termicamente utilizando-se silica Kromasil
aluminizada como suporte, pois esta silica apresenta particulas esféricas com diametro
médio de 5 um e uma distribuicdo uniforme de tamanho de particula. Para aplicagcbes
em CLAE, microparticulas porosas esféricas com didmetro médio de 5 ou 10 um séao
preferidas nas modernas tecnologias de coluna, porque formam leitos cromatograficos

mais homogéneos e estaveis [17].
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4.7.1- Avaliagdoes cromatograficas em fase normal das

fases a base de silica Kromasil aluminizada

Antes de se testar cromatograficamente as fases de PMOS imobilizados sobre
os suportes K-Al e K-2Al, utilizou-se a silica aluminizada destes dois lotes para rechear
colunas e avaliar a influéncia da quantidade de aluminio sobre a silica nas separagdes
cromatograficas em fase normal.

Os cromatogramas resultantes da analise cromatografica das colunas recheadas
com K-Al e K-2Al estao na figura 16.

Através da figura 16 é possivel verificar que uma maior quantidade de aluminio
sobre a silica faz com que haja uma melhor separagéo entre os componentes da
mistura 3, ou seja, a presenca de aluminio na silica pode levar a um aumento na
seletividade da fase. Isto € possivel porque os grupos alumindis (=AlI-OH), além de
interagirem por meio de ligagdes de hidrogénio com os solutos polares, como os
grupos silandis da silica, sao sitios acidos de Lewis que interagem com moléculas ricas
em elétrons [34]. Assim, moléculas organicas insaturadas sao retidas mais fortemente

pela silica aluminizada que pela silica pura.

T T T T T
4

o+
o0 -

Tempo (min)

Figura 16: Cromatogramas obtidos utilizando colunas de 60 x 3,9 mm, FE: K-2Al (a) e
K-Al (b); FM: hexano:etanol (95:5 v/v),; vazdo 0,3 mL min™'; detecgdo UV a 254 nm;

compostos: 1- benzeno, 2- benzoato de etila, 3- benzonitrila, 4- alcool benzilico.
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4.7.2- Avaliagoes fisico-quimicas e cromatograficas em

fase reversa das fases a base de silica Kromasil aluminizada

4.7.2.1- Avaliagcbes das fases estacionarias com

massa inicial especifica de aproximadamente 1

No processo de imobilizacdo térmica do PMOS sobre os suportes K-Al e K-2Al
utilizou-se as condigbes que geraram a FE a base de YMC-AI-3 que apresentou o
melhor desempenho cromatografico, ou seja, 120 °C e 8 h.

A figura 17 contém os cromatogramas obtidos a partir da analise cromatografica
das colunas recheadas com as fases de PMOS imobilizado termicamente sobre os
suportes K-Al e K-2Al utilizando-se a mistura teste 1. Nestes cromatogramas € possivel
verificar que, assim como nos cromatogramas da figura 16, a fase que contém a maior
porcentagem de aluminio no suporte apresentou um melhor desempenho
cromatografico.

Na tabela 13 estdo os parametros cromatograficos referentes ao cromatograma
da figura 17a. Nao foi possivel obter os parametros cromatograficos para a fase K-
AI(PMOS).

A fase K-2AI(PMOS) apresentou um desempenho cromatografico inferior ao
apresentado pela fase YMC-AI-3(PMOS) imobilizada termicamente sob as mesmas
condi¢des, de acordo com os parametros cromatograficos das tabelas 9 e 13. Esta
comparagao mostra que, apesar da nao uniformidade das particulas de silica YMC-Gel,
foi possivel obter uma FE com um melhor desempenho cromatografico que aquela
obtida a partir da silica Kromasil aluminizada. De acordo com o que é descrito na

literatura [17], este comportamento vai contra o que era esperado.
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Figura 17: Cromatogramas obtidos utilizando-se colunas de 60 x 3,9 mm, FE: (a) K-
2AI(PMOS) e (b) K-AI(PMOS); FM: MeOH:H,O (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™;

deteccao UV a 254 nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno,
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5- naftaleno.

Tabela 13: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 17a
para a fase K-2AI(PMOS).

Eficiéncia (N/m)| As Rs k h
2- Benzonitrila 10000 1,7 2,2 0,5 20,0
3- Benzeno 14800 1,5 5,6 2,4 13,5
4- Tolueno 14900 1,5 3,6 4,6 13,4
5- Naftaleno 14800 1,4 1,9 6,2 13,5

Para avaliar o comportamento das fases K-Al(PMOS) e K-2AI(PMOS) frente a
compostos com carater acido e basico, utilizou-se a mistura teste 2 na obtengdo dos
cromatogramas apresentados na figura 18.

Os parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 18a,
para a coluna recheada com a fase K-2AI(PMOS), encontram-se na tabela 14. Os

valores do fator de retengao foram calculados a partir da injegdo de uracil em separado
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da mistura teste. Nao foi possivel obter os pardmetros cromatograficos a partir do
cromatograma da figura 18b.

1

a)

o 5 1 15 2
Tempo (min)
Figura 18: Cromatogramas obtidos utilizando-se colunas de 60 x 3,9 mm, FE: (a) K-
2AI(PMOS) e (b) K-AI(PMOS); FM: MeOH:H,O (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™;
detecgcao UV a 254 nm; compostos: 1- fenol, 2- naftaleno, 3- N,N-dimetilanilina, 4-

acenafteno.

Tabela 14: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 18a
para a fase K-2AI(PMOS).

Eficiéncia (N/m) | As Rs k h
1- Fenol 5400 24 1,2 0,3 37,1
2-Naftaleno 13900 1,9 2,7 4,2 14,4
3- N,N-DMA 2800 3,5 1,0 55 71,9
4- Acenafteno 13800 1,9 2,2 9,4 14,5

Os baixos valores de eficiéncia apresentados na tabela 14 ja eram esperados,
uma vez que na analise cromatografica utilizando os compostos neutros da mistura 1
(figura 17a e tabela 13) também foram obtidas eficiéncias relativamente baixas para
esta FE.
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Na analise cromatografica utilizando a mistura 2 (tabela 14) obteve-se, também,
baixos valores de resolucao e valores elevados de assimetria para o fenol e a N,N-
dimetilanilina. O fenol € um acido fraco que pode indicar se ha ocorréncia de interagcao
polar e por ligagao de hidrogénio com a fase estacionaria, uma vez que este composto
pode interagir pela parte polar e apolar de sua estrutura com a fase estacionaria. A
N,N-dimetilanilina € um composto basico que interage fortemente com os grupos
hidroxila residuais do suporte, causando cauda no pico. Observa-se no cromatograma
da figura 18a a presencga de cauda no pico correspondente a N,N-dimetilanilina, fato
este que, associado aos valores obtidos de assimetria e resolugado para este composto
e para o fenol, indicam a presencga de grupos hidroxila residuais na FE.

Comparando-se essas colunas com a coluna comercial a base de alumina,
verificou-se que os valores de eficiéncia (tabelas 7 e 8) sao proximos aos valores
apresentados pela fase K-Al-2(PMOS) (tabelas 13 e 14) para ambas as misturas teste.

Os valores de assimetria para compostos neutros assim como para o0s
compostos com carater polar, como a N,N-dimetilanilina e o fenol, estdo mais préximos
do valor ideal (1,0) para a fase comercial do que os valores apresentados por K-Al-
2(PMOQOS), porém ainda sao valores elevados para uma coluna comercial.

A resolugao obtida entre os componentes da mistura teste para ambas as fases,
comercial e K-Al-2(PMOS), apresentou valores muito préximos, indicando que a
presenca de uma camada de alumina sobre a silica faz com que a fase de silica
aluminizada interaja com os solutos de forma muito semelhante a fase a base de
alumina na separacao dos componentes das misturas testes.

A presenca de grupos hidroxila residuais é consequéncia da obtencdo de uma
camada polimérica ndo uniforme sobre as particulas do suporte. Para verificar se os
desempenhos cromatograficos apresentados pelas fases K-1AI(PMOS) e K-2AI(PMOS)
sao resultado de uma quantidade insuficiente de PMOS imobilizada sobre o suporte,
realizou-se o calculo de mpyos € T a partir dos valores obtidos na analise elementar de
carbono, utilizando as equacgodes X, Xl, Xll e Xlll. Os valores obtidos no calculo destes
parametros, assim como os valores de area superficial especifica (Sger) € volume de
poro especifico (vp) obtidos por ASAP para as fases K-1Al(PMOS) e K-2AI(PMOS),

encontram-se na tabela 15.
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Com base nos dados da tabela 15 € possivel verificar que houve uma diminuigcéo
de mais de 50% dos valores de v, e Sger das FE com relagdo aos seus respectivos
suportes, indicando que ocorreu a imobilizacdo do PMOS sobre as particulas dos
suportes K-1Al e K-2Al.

Os valores de mpyos € t calculados para K-Al(PMOS) e K-2AI(PMOS) séao
numericamente muito proximos. Este dado vem confirmar que o desempenho
cromatografico apresentado por estas FE é diferenciado pela quantidade de aluminio
presente no suporte, ou seja, uma maior quantidade de aluminio sobre o suporte gera
FE que apresentam um melhor desempenho cromatografico.

As espessuras das camadas poliméricas (1) em K-Al(PMOS) e K-2AI(PMOS) sao
menores que em YMC-AI-3(PMOS) imobilizada termicamente a 120 °C por 8 h (t =
1,8), apesar dos suportes YMC-AI-3, K-Al e K-2Al possuirem d, e v, muito
semelhantes. Este pode ser um dos fatores que levaram a obtencdo de um melhor

desempenho cromatografico para a fase YMC-AI-3(PMOS).

Tabela 15: Valores de massa especifica (mpvos) € espessura de camada polimérica
sobre o suporte (1) calculados pelas equagdes X, Xl, Xll e XIll, a partir dos resultados
obtidos pela analise elementar de carbono das fases K-Al(PMOS) e K-Al-2(PMOS), e
valores de area superficial especifica (Sget), didmetro de poro meédio (dp) e volume de
poro especifico (vp) obtidos por ASAP para estas mesmas fases estacionarias e seus

respectivos suportes K-Al e K-2Al.

Fase massa especifica| espessurada Sger (m*g”) | vp,(mLg™)

(gPMOS/gsuporte) camada (’C) (nm)

K1Al | e 322 0,89
K-2AI | — e 298 0,87
K-Al-1(PMOS) 0,31 1,2 123 0,34
K-Al-2(PMOS) 0,37 1,5 111 0,34

Para uma melhor compreensao das alteracdes ocorridas na estrutura quimica da
silica Kromasil apds sua aluminizacdo e imobilizacdo térmica do PMOS sobre suas
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particulas, obteve-se os espectros de 2°Si (CP/MAS) NMR da silica Kromasil nua e da
fase K-2AI(PMOS), os quais encontram-se na figura 19.

No espectro da figura 19a observa-se sinais caracteristicos da silica nua,
referentes ao grupo siloxano (Q*) em -110 ppm, aos silandis isolados (Q®) em -102 ppm
e aos silandis geminais (Q%) em -92 ppm (figura 20) [50,51]. Estes sinais também esto
presentes no espectro de K-2AlI(PMOS) (figura 19b) mas em razdes significativamente
diferentes, indicando que quase todos os silandis geminais e um numero altamente
significativo dos silandis associados e livres reagem com o isopropéxido de aluminio.

Também aparecem sinais entre -22 ppm e -29 ppm, que indicam a presencga de
PMOS sorvido (D?) e quimicamente ligado (D?, D' e D'y) (figura 20). A presenca de
grupos D? em K-2AI(PMOS) mostra que o tratamento térmico promoveu a formagao de
pequenos loops pelas cadeias poliméricas sobre a superficie do suporte. Ja a presencga
de grupos D' e D'y indica que houve a quebra de algumas ligacées Si-O-Si da

cadeias do polissiloxano (PMOS) durante o processo de obtencao da FE.

Q'J

Figura 19: Espectros de *Si (CP/MAS) NMR da silica Kromasil (a) e da fase

estacionaria K-2AlI(PMOS) (b).
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Figura 20: Estrutura das espécies Q?, Q% e Q* presentes no espectro de #°Si (CP/MAS)

NMR da silica Kromasil e da fase estacionaria K-2Al(PMOS), e D', D'y, D* e D*
presentes apenas no espectro de K-2AI(PMOS) [50,51].

4.7.2.2- Avaliacobes da fase estacionaria obtida

utilizando-se uma maior massa inicial especifica

Na tentativa de melhorar o desempenho cromatografico da FE a base de silica
Kromasil aluminizada, obteve-se uma FE sorvida partindo de uma massa inicial
especifica de 1,2 g de PMOS para cada 1,0 g do suporte K-2Al. Esta FE foi submetida
a imobilizagdo térmica a 120 °C por 8 h, 6 dias apds o preparo da fase sorvida.

O cromatograma resultante da analise cromatografica realizada utilizando-se a
coluna recheada com esta FE encontra-se na figura 21 e o0s parametros
cromatograficos obtidos a partir do cromatograma estdo na tabela 16.

Comparando-se os parametros cromatograficos da tabela 16 com aqueles
obtidos para a FE K-2AI[(PMOS) com m'pmos = 1,0 (tabela 13) observa-se o
desempenho cromatografico de ambas as FE é muito semelhante, uma vez que nao se

obteve melhoria na eficiéncia para a FE em que se utilizou uma maior massa inicial
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especifica. Houve uma pequena melhoria nos valores de assimetria para K-2Al(PMOS)
com mpyos = 1,2 com relagdo a K-2AI(PMOS) com m'syos = 1,0. Assim, alguns dos
valores de assimetria da tabela 16 encontram-se dentro do intervalo ideal [46].

2

T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 21: Cromatograma obtido utilizando-se uma coluna de 60 x 3,9 mm, FE: K-
2AI(PMOS) com mewos = 1,2 ; FM: MeOH:H,O (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min™;
detecgao UV a 254 nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno,
5- naftaleno.

Tabela 16: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 21
para a fase K-2AI(PMOS) com m'pyos = 1,2.

Eficiéncia (N/m) As Rs k h
2- Benzonitrila 9400 1,5 1,4 0,3 21,3
3- Benzeno 13100 1,4 3,2 1,1 15,3
4- Tolueno 14500 1,1 2,3 1,9 13,8
5- Naftaleno 14000 1,2 1,2 24 14,3

Por meio da analise elementar de carbono de K-2AI(PMOS) com mipyos = 1,2
calculou-se que a massa de PMOS imobilizada por cada grama de silica aluminizada

presente nesta FE apds o processo de extragcdo (mpmos) € de 0,33 e a espessura da

61



camada polimérica formada sobre as particulas do suporte (t) é de 1,3. Mesmo
utilizando-se uma maior massa inicial especifica e as mesmas condicbes de
imobilizagao térmica, obteve-se valores menores de mpyos € 1 para esta FE do que os
obtidos para K-2AI(PMOS) com m'pmos = 1,0 (Mpmos = 0,37 e © = 1,5).

Estes resultados mostram que o uso de uma maior massa de PMOS na
obtengado da fase sorvida ndo gera uma FE com uma camada polimérica imobilizada
mais espessa sobre o suporte. Isto porque, quando se utiliza mpyos = 1,0 ja ha um
excesso de polimero, se considerarmos que a quantidade de PMOS necessaria para
preencher 0s poros (Mporos cheios) de K-2Al € de 0,79 gpmos / gsia, conforme pode ser
calculado utilizando-se a equagao XIII.

Desta maneira, foi possivel verificar que o uso de uma massa inicial especifica
maior nao contribuiu para obtencdo de uma FE a base de K-2Al com melhor

desempenho cromatografico.

4.7.2.3- Avaliacoes da fase estacionaria obtida a partir

da técnica de pulso de aquecimento

Uma outra tentativa de obter uma FE a base de K-2Al com melhor desempenho
cromatografico foi realizada utilizando-se a técnica de imobilizagdo térmica com pulso
de aquecimento. Esta técnica baseia-se no aquecimento da FE sorvida a uma
temperatura inferior aquela utilizada no processo de imobilizacdo térmica por um certo
periodo de tempo. Este aquecimento prévio tem por objetivo promover o
estabelecimento de uma conformacao favoravel das cadeias poliméricas sobre a
superficie do suporte, favorecendo assim, a formacdo de uma camada polimérica mais
uniforme.

O cromatograma obtido na analise cromatografica em que foi empregada a
coluna recheada com a FE obtida pela técnica de imobilizagdo com pulso de
aquecimento (K-2AI(PMOS),uso) encontra-se na figura 22 e os parédmetros

cromatograficos correspondestes a este cromatograma estdo na tabela 17.
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Tabela 17: Parametros cromatograficos obtidos a partir do cromatograma da figura 22
para a fase K-2AI(PMOS),uiso.

Eficiéncia (N/m) As Rs k h
2- Benzonitrila 12000 1,4 2,3 0,4 16,7
3- Benzeno 14200 1,3 4,2 1,6 141
4- Tolueno 15500 1,1 3,0 3,0 12,9
5- Naftaleno 15000 1,2 1,7 1,7 13,3

Tempo (min)

Figura 22: Cromatograma obtido utilizando-se uma coluna de 60 x 3,9 mm, FE: K-
2AI(PMOS)puso ; FM: MeOH:H,0 (70:30 v/v); vazdo 0,3 mL min”; detecgdo UV a 254

nm; compostos: 1- acetona, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno, 5- naftaleno.

Comparando-se os parametros cromatograficos da tabela 17 com os da tabela
13 (obtidos para K-2AI(PMOS) imobilizada pelo método tradicional) observa-se que
foram obtidos valores de eficiéncia e resolugdo muito parecidos. A fase K-
2AI(PMOS),uso apresentou melhores valores de assimetria, o que indica que foi obtida
uma camada polimérica mais uniforme. Esta FE apresentou também, menores fatores
de retencado, o que pode ser um indicativo de que a quantidade de PMOS imobilizado

sobre o suporte € menor que aquela obtida em K-2AI(PMOS).
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Para verificar a quantidade de PMOS presente em K-2AI(PMOS),yiso, realizou-se
a analise elementar de carbono desta FE, que possibilitou determinar mpyos = 0,27 e ©
=1,0. Estes valores sao inferiores aos apresentados por K-2AI(PMOS) (mpmos = 0,37 €
Tt =1,5), 0 que mostra que a diminuigdo no fator de retencdo € mesmo um indicativo de
que a FE apresenta uma menor camada polimérica.

Apesar da menor quantidade de polimero sobre o suporte, obtida pelo método
de imobilizagdo com pulso de temperatura, o desempenho cromatografico de K-
2AI(PMOS)puso foi semelhante ao de K-2AI(PMOS). Ou seja, o pulso de temperatura
realmente produz FE com camadas poliméricas mais uniformes. Porém, nao foi capaz

de produzir uma FE com melhor desempenho cromatografico, como era esperado.

4.8- Teste de estabilidade da fase estacionaria K-Al(PMOS)
em pH 9,0

A fase K-2AI(PMOS) com m'syos = 1,0 imobilizada & 120 °C por 8 h, foi testada
com relagdo a sua estabilidade em FM com pH 9. Condicbes drasticas e fatores que
incrementam a dissolucdo da silica, como temperatura elevada e concentracdo de
NaHCOgj;, foram utilizados para acelerar o teste, possibilitando obter rapidamente
informacdes sobre a estabilidade da FE.

Na figura 23 estd a representacdo grafica da variagdo da eficiéncia (a),
resolucéo (b) e fator de retencéo (c) em fungéo do volume de FM que passado através
da coluna.

Verifica-se através da figura 23 que a eficiéncia sofre um abrupto aumento com a
passagem de FM através da coluna e depois mantém-se praticamente constante,
enquanto o fator de retengcdo e a resolugdo vao diminuindo gradativamente. A

assimetria manteve-se constante e igual a 1,3 durante todo o procedimento.
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Figura 23: Teste de estabilidade (a) eficiéncia, (b) resolugao e (c) fator de retencédo em

fase movel basica de metanol: 0,1 mol L' de NaHCO3 / NaOH, pH 9 (50:50 v/v), & 60

°C e vazdo de 0,3 mL min”. Avaliages feitas para o naftaleno (a,c) e o par tolueno-

naftaleno (b).

Diminuicao da eficiéncia no decorrer de testes de estabilidade como este, séo
citadas na literatura [41,42] como consequéncia de mudangas no leito cromatografico
devido a dissolugdo do suporte. Dai, o aumento na eficiéncia observado no teste
realizado com K-2AI(PMOS) pode indicar apenas uma mudanga na distribuicdo da fase
liquida sobre as particulas de silica aluminizada e que a presenga de aluminio sobre a
silica, ndo permite que haja dissolugao do suporte, modificando o leito da coluna.

Porém, a queda no fator de retengao e na resolugao sugerem que houve perda
de fase liquida com o aumento da quantidade de FM basica percorrida através da
coluna. Ja a assimetria manteve-se constante porque, em geral, alteracbes na

assimetria sdo uma consequiéncia da diminuicdo da eficiéncia [42].
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Os resultados de testes de estabilidade descritos na figura 24, foram obtidos por

Fonseca e colaboradores [42] para a uma FE de PMOS auto-imobilizado por 2 meses

sobre particulas de silica Davisil (13 um).
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Figura 24: Teste de estabilidade para a fase SiO,(PMOS) a 60 °C em fungéo do pH da
fase movel. Condicdes do teste de estabilidade: FM metanol 0,1 mol L e solugéo
aquosa de NaHCOj3 (50:50 v/v) com diferentes pH, usando uma vazao de 1,2 mL min™.
Condicdes de avaliacdo: FM metanol-agua (70:30 v/v), vazdo 0,3 mL min". Os

parametros foram calculados para o pico do naftaleno [42].

Na figura 24, pode ser observado que independente do pH da FM utilizado,
houve queda na eficiéncia e, consequentemente, um aumento na assimetria, indicando
que ocorreu dissolugao da silica com a passagem da FM através da coluna. O fator de
retengdo manteve-se praticamente constante durante o teste (figura 24b), mostrando
que a perda da fase polimérica da coluna é minima, apesar da dissolucao da silica.

Desta forma, é possivel verificar que o comportamento da FE a base de silica é
o oposto do apresentado por K-2AI(PMOS), ou seja, a presenga de aluminio
quimicamente ligado na silica aumenta a resisténcia da silica a dissolugdo em pH

alcalino.
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5- CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer que as condi¢des que garantem a obtengdo de uma
maior porcentagem de aluminio na silica aluminizada sdo de 8 h de reacdo sob a
temperatura de 80 °C. Estas condigbes permitiram obter silica YMC-Gel e Kromasil
aluminizadas, segundo o indicado pelas medidas de Espectrometria de Absorcéo
Atdbmica em chama, area superficial, diametro e volume de poros, realizados nestes
suportes. Os valores da razdo Al / silanos, calculados para silica Rainin e YMC-Gel,
indicam que cada atomo de aluminio encontra-se ligado a um grupo silanol. Quando
considerada esta mesma proporcao Al / silanol para silica Kromasil, foi verificado que é
necesario submeté-la duas vezes a reacdo com isopropdéxido de aluminio para
obtencédo de uma monocamada de aluminio completa sobre suas particulas.

Dentre as diferentes condi¢des de temperatura e tempo de imobilizagao térmica,
utilizados para obter fases estacionarias a base de silica YMC-Gel aluminizada,
aquelas que produziram a fase com melhor desempenho cromatografico foram: 120 °C
e 8 h. A fase estacionaria de silica YMC-Gel aluminizada obtida sob estas condigdes
(YMC-AI-3(PMOS)) apresentou um bom desempenho cromatografico, uma vez que
comportou-se de maneira muito semelhante a coluna recheada com fase estacionaria
comercial a base de silica Kromasil e a coluna contendo fase a base de alumina.

As medidas de analise elementar de carbono indicaram que a quantidade de
polimero imobilizada em cada uma das condigdes avaliadas foi praticamente a mesma.
Portanto, o desempenho cromatografico apresentado pelas fases obtidas ndo esta
relacionado a espessura da camada polimérica sobre o suporte, mas sim as condi¢cbes
de imobilizagdo que sao responsaveis pela distribuicdo das cadeias poliméricas sobre 0
suporte.

Comparando-se os espectros de infravermelho da silica YMC-Gel pura e
aluminizada, verificou-se 0 desaparecimento da banda correspondente aos grupos
silandis do espectro da silica aluminizada, indicando ter ocorrido a reagdo destes
grupos com o isopropoxido de aluminio. Foi possivel verificar, também, que realmente

ocorre a imobilizacgo do PMOS sobre as particulas do suporte, devido ao
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aparecimento de bandas dos grupos -CH; e -CH; no espectro da fase YMC-AI-
3(PMOS), as quais ndo estao presentes nos espectros da silica pura e da silica
aluminizada.

A fase obtida com um maior intervalo de tempo entre a producao da fase sorvida
e a imobilizagao térmica apresentou um desempenho cromatografico pouco melhor que
a obtida com imobilizacdo térmica apdés 6 dias de sor¢do. Desta maneira pode-se
verificar que um maior intervalo pode gerar uma distribuicdo mais uniforme das cadeias
de polimero sobre o suporte. Porém o maior tempo necessario para obtencédo da fase
nao € compensado pela melhoria gerada no seu desempenho.

Através da avaliagdo em fase normal da silica Kromasil com diferentes
porcentagens de aluminio (K-Al e K-2Al), foi possivel verificar que uma maior
quantidade de aluminio sobre a silica produz colunas com melhores desempenhos
cromatograficos em fase normal. O mesmo comportamento foi observado na analise
cromatografica em fase reversa, realizada com fases estacionarias obtidas sobre os
mesmos suportes de silica Kromasil com PMOS imobilizado termicamente a 120 °C por
8 h (K-AI(PMOS) e K-2AI(PMOS)).

A fase K-2AI(PMOS), apesar de ter sido obtida sob as mesmas condi¢cées em
que foi obtida a fase com melhor desempenho cromatografico a base de silica YMC-
Gel aluminizada, teve um desempenho inferior ao apresentado por YMC-AI-3(PMOS) e,
consequientemente, inferior ao desempenho das fases estacionarias comerciais a base
de silica Kromasil ou a base de alumina. Este comportamento foi atribuido a presenca
de uma camada polimérica com menor espessura em K-2Al(PMOS) do que em YMC-
Al-3(PMOS), conforme foi verificado pela analise elementar de carbono e confirmado
pela forte interagdo com solutos basicos da mistura teste 2 apresentada por K-
2AI(PMOS).

As medidas de CP/MAS NMR realizadas para a silica Kromasil pura mostraram
as bandas caracteristicas dos diferentes silandis presentes na superficie da silica,
assim como no espectro de K-2AI(PMOS) foram observadas bandas do PMOS sorvido
e quimicamente ligado ao suporte, indicando que o tratamento térmico produz fases

estacionarias onde as cadeias poliméricas estao presentes em ambas as formas.
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Na tentativa de melhorar o desempenho cromatografico apresentado pelas fases
a base de silica Kromasil aluminizada, utilizou-se uma maior massa inicial especifica na
producédo da fase sorvida, assim como aplicou-se o método de imobilizagdo térmica
com pulso de temperatura para obtencédo das fases estacionarias. Porém, em nenhum
dos dois métodos utilizados obteve-se fases que apresentassem melhor desempenho
cromatografico que K-2AI(PMOS).

O desempenho cromatografico apresentado por uma coluna comercial recheada
com fase reversa a base de alumina foi similar ao apresentado por K-2AI(PMOS),
mostrando que as fases a base de silica aluminizada e alumina interagem com os
solutos de maneira semelhante.

A avaliagdo da estabilidade de K-2Al(PMOS) permitiu verificar que a presenca
de aluminio sobre a silica reduz a sua solubilidade em pH 9, de maneira que a fase
estacionaria a base de silica aluminizada é degradada pela perda da fase liquida e nédo
pela dissolucdo da silica, comportamento este oposto ao apresentado por fases

estacionarias a base de silica pura.
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