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RESUMO

Fases estacionarias para separacao de compostos polares tém sido o foco de desenvolvimento na
cromatografia, uma vez que essas substancias apresentam dificuldade de retencdo na modalidade
de fase reversa e retengdo irreversivel na modalidade de fase normal. Este trabalho apresenta o
preparo de nova fase estaciondria para separacdo de substancias com carater hidrofilico. Para
iss0, 0 objetivo geral desse trabalho foi preparar uma fase estacionaria baseada na imobilizacao
térmica de um copolimero, o poli(éxido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO), sobre particulas
de silica (5 um). O polimero estudado e as fases estacionérias preparadas foram caracterizadas
fisico-quimica e cromatograficamente. Os resultados de caracterizagdo fisico-quimica obtidos
pelas técnicas de microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho, analise termogravimétrica e analise elementar, indicaram que o polimero foi
imobilizado na superficie das particulas do suporte de silica. Com as analises cromatograficas
realizadas a partir da separacdo de misturas testes padréo pela fase Si(PEO), verificou-se que a
fase pode atuar na modalidade de fase reversa e também possui interacdo hidrofilica adequada
para compostos polares, pois foi capaz de separar com eficiéncia 0os compostos polares das
misturas testes do protocolo de Tanaka. Com a aplicacdo de um planejamento fatorial fracionario,
foi possivel verificar quais varidveis experimentais podem influenciar significativamente na
incorporacdo do polimero no suporte de silica (solvente do meio reacional, tempo e temperatura
de imobilizacdo, carga polimérica). Através de um planejamento composto central, foi possivel
determinar as condi¢cdes Otimas de preparo da fase estacionaria quanto a carga polimérica e a
temperatura de imobilizacdo. A partir dos resultados, considerou-se que a fase preparada em
condicdes Otimas, foi a fase Si(PEO) preparada em cloroférmio, com carga polimérica 50% m/m
do PEO, temperatura e tempo de imobiliza¢do de 100°C e 8h, respectivamente. A fase Si(PEO)
apresenta potencialidade na separacdo de substancias polares, como farmacos e residuos de
agrotoxicos, requerendo fase movel com alta composicdo de solvente aquoso, tornando-a um
material interessante para a cromatografia liquida aquosa (PALC, do inglés Per-Aqueous Liquid
Chromatography), promovendo uma reducdo significativa de residuos organicos ao final do
processo cromatografico, e consequentemente, contribuindo para a o avango da cromatografia
liquida verde. Além disso, a fase Si(PEO) possui grande atrativo de praticidade, baixo custo e

facilidade de preparacéo, requerendo materiais e instrumentacao simples e de baixo custo.

Palavras-chave: Cromatografia liquida aquosa, fases estacionarias, tratamento térmico,

poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano).



ABSTRACT

Stationary phases for separation of polar compounds have been the focus of development in
chromatography, since these substances present difficulty of retention in the reversed phase and
irreversible retention in the normal phase chromatography. This work presents the preparation of
anew stationary phase for the separation of hydrophilic substances. For this, the general objective
of this work was to prepare a stationary phase based on the thermal immobilization of
poly(ethylene oxide-co-dimethylsiloxane) (PEO) onto silica particles (5 um). The polymer
studied and the stationary phases prepared were characterized physicochemically and
chromatographically. The physicochemical characterization results were obtained by scanning
electron microscopy, infrared absorption spectroscopy, thermogravimetric analysis and elemental
analysis. These results indicated that the polymer was immobilized on silica surface. It was
verified that the Si(PEO) phase can act in the reverse phase mode and has hydrophilic interaction
suitable for polar compounds, since it was able to separate efficiently polar compounds from
Tanaka protocol. With the application of a fractional factorial design, it was possible to verify
which experimental variables can influence significantly the incorporation of the polymer in the
support of silica (solvent of the reaction medium, time and temperature of immobilization,
polymeric load). Through a central composite design, it was possible to determine the optimal
preparation conditions of stationary phase taking in account the loading of polymeric PEO and
the immobilization temperature. From the results, it was considered that the phase prepared under
optimum conditions was the Si(PEO) phase prepared in chloroform, with a loading of PEO as
50% wi/w, temperature and immobilization time of 100 °C and 16 h, respectively. The Si(PEO)
phase presents potential in the separation of polar substances, such as pharmaceuticals and
agrochemical residues, requiring mobile phase with high aqueous solvent composition, making
it an interesting material for the Per-Aqueous Liquid Chromatography, promoting a significant
reduction of organic residues from chromatographic process, and consequently contributing to
the advancement of green liquid chromatography. In addition, the Si(PEO) phase has a great
attractiveness of practicality, low cost and ease of preparation, requiring simple and low-cost

materials and instrumentation.

Keywords: Per-aqueous liquid chromatography, stationary phases, thermal treatment,

poly(ethylene oxide-co-dimethylsiloxane).
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1 INTRODUCAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica de separacdo mais versatil
e mais abrangente para separar misturas de compostos com as mais variadas estruturas quimicas.
A CLAE tem a capacidade de realizar separacGes e andlises quantitativas de uma grande
quantidade de compostos presentes em VAarios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos
minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (DEGANI; CASS; VEIRA, 1998).

O grande crescimento da CLAE deve-se a sua aplicacdo na modalidade de fase reversa
(CLAE-FR), o qual o sistema consiste em uma fase estacionéria de menor polaridade e uma fase
maovel de maior polaridade. As fases estacionarias reversas sao constituidas de espécies organicas
apolares ligadas quimicamente, imobilizadas ou apenas sorvidas a um suporte cromatogréafico,
normalmente um éxido inorganico. As diferentes combinacBes entre espécies organicas e a
variedade de Oxidos inorgénicos resultam em fases estacionarias com diferentes seletividades,
podendo ser aplicadas em varias areas cientificas, como inddstrias farmacéuticas, alimenticias,
agropecudrias e quimicas, e em agéncias reguladoras que tratam questbes ambientais
(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

A CLAE na modalidade de fase reversa impulsionou e continua impulsionando as
pesquisas em busca do aprimoramento desta técnica, principalmente referente ao
desenvolvimento de novos materiais a serem utilizados como fases estacionarias (MALDANER,;
COLLINS; JARDIM, 2010). A ampla utilizacdo desta modalidade esta associada a facilidade de
analisar substancias, desde moderadamente polares até altamente apolares, com alta eficiéncia e
em tempos relativamente curtos (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Apesar da ampla utilizacéo, a
CLAE-FR tem apresentado limitacdes importantes que tem restringido seu campo de aplicacao.
Uma das limitacdes do uso da fase reversa é a baixa retencdo de moléculas polares ou idnicas, e
para minimiza-la, uma nova modalidade da cromatografia liquida de alta eficiéncia, a
cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic interaction liquid
chromatography) tem sido proposta para separa¢des de compostos polares que ndo sdo bem
resolvidos em CLAE-FR (ROJO; BARBAS; RUPERE, 2012; BICKER et al., 2013; WELDU et
al., 2013).

A HILIC é um modo alternativo da cromatografia liquida de alta eficiéncia para separar
substancias com caracteristicas polares. O termo HILIC refere-se a afinidade pela agua e foi
empregado pela primeira vez por Alpert, em 1990, que utilizou fases estacionarias com

substancias hidrofilicas quimicamente ligadas a superficie da silica no intuito de promover a
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separagdo de amino&cidos entre outros compostos polares, obtendo eluicbes em ordem oposta
aquelas obtidas em CLAE-FR (ALPERT, 1990).

A HILIC pode ser caracterizada como uma técnica cromatografica que emprega fases
estacionarias da cromatografia liquida de fase normal (CLAE-FN) em combinacdo com fases
moveis tipicas de CLAE-FR, contendo mais de 75% de solvente organico misturado & agua
(JANDERA, 2011; BUSZEWSKI; NOGA, 2013). A ordem de eluig&o é reversa se comparada a
CLAE-FR, ou seja, compostos hidrofilicos sdo retidos mais fortemente que compostos
hidrofobicos. Portanto, a ordem de eluicdo dos compostos é similar a obtida em CLAE-FN. No
entanto, o termo HILIC foi utilizado para distinguir esta modalidade da cromatografia de fase
normal, uma vez que em CLAE-FN a fase movel é ndo aquosa, constituida de solventes imisciveis
em agua, enquanto que na HILIC a fase mdvel emprega solventes completamente misciveis em
agua, e um dos componentes ¢ a propria agua (HEMSTROM; IRGUM, 2006).

Na cromatografia liquida de fase reversa, o metanol é o solvente mais empregado em
separagdes, porém em HILIC, sua forca cromatografica é maior, o que diminui a retencdo dos
analitos. Portanto, a acetonitrila, por ser um solvente mais fraco (menor forca cromatogréafica),
foi selecionado como “solvente classico’” de HILIC. Em HILIC, a fase movel tipica utilizada nas
separagdes consiste em uma mistura contendo um solvente aprético como a acetonitrila (com
proporcdo maior que 70%, geralmente entre 70-95%) e &gua (SILVA; BOTTOLI; COLLINS,
2016).

Apesar de o acrénimo HILIC ter sido proposto em 1990, foi a partir de 2003 que houve
um aumento em estudos envolvendo esta modalidade da cromatografia liquida, devido a
necessidade de analise de compostos polares que ndo sdo bem separados por materiais de fase
reversa e 0 aumento constante da complexidade das amostras (HEMSTROM; IRGUM, 2006;
BOERSEMA; MOHAMMED; HECK, 2008). Adicionalmente, o crescimento da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizacgéo electrospray (LC-ESI-MS, do inglés
liquid chromatography electrospray ionization mass spectrometry) para medidas analiticas tem
levado a um aumento na procura por condi¢des cromatograficas que permitam um melhor
acoplamento entre essas duas importantes técnicas instrumentais (CUBBON et al., 2007). Nesta
busca, atenta-se que as condi¢des de fases moveis que sdo usadas no modo HILIC séo altamente
compativeis com a espectrometria de massas, pois a alta porcentagem de solvente organico pode
potencialmente aumentar a sensibilidade da fonte de ionizacdo ESI-MS (FOUNTAIN et al.,
2010; DOUSA et al., 2011). Além disso, a separagdo por HILIC é ortogonal a separacéo por fase
reversa, tornando-a viavel para a separacdo multidimensional (LC-LC) de amostras complexas
(SOMMELLA et al., 2012).
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Devido a necessidade crescente de separacdo de compostos altamente polares em analises
clinicas e de compostos farmacéuticos, nas areas da metabolémica, proteémica, glicomica; e de
compostos polares que apresentam baixa retencdo no modo de fase reversa, como peptideos,
acidos nucléicos e agrotdxicos, neste trabalho, a proposta fundamenta-se na preparacdo de uma
nova geracao de fases estaciondrias de interacdo hidrofilica para CLAE visando oferecer retencdo
suficiente para estes compostos polares (SILVA; BOTTOLI; COLLINS, 2016). A habilidade de
fornecer retencGes mais fortes e seletividades diferentes para compostos fortemente polares se
comparados com a CLAR-FR, estéo entre as principais raz6es para 0 aumento da popularidade
da modalidade HILIC como técnica de separacdo (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

No entanto, a técnica HILIC apresenta como principal desvantagem a utilizacdo de uma
alta porcentagem de solvente organico na fase mével, como por exemplo acetonitrila, que além
de ser um solvente de alto custo € considerado nocivo para 0 meio ambiente. Esta condi¢cdo se
contrapde aos esforgos realizados em se promover a cromatografia liquida verde, uma vez que a
CLAE é reconhecidamente uma técnica analitica consumidora de solventes organicos toxicos e
caros e geradora de grandes volumes de residuos perigosos para 0 ambiente e de dificil
recuperacdo (PLOTKA et al., 2013). Para reduzir o uso de solventes nocivos e para ajudar a
realizar uma cromatografia liquida verde e, consequentemente, proteger 0 meio ambiente dos
riscos provocados pelos residuos organicos da CLAE, um novo modo de cromatografia liquida
tem sido proposto como substituicdo dos processos HILIC para a analise e separacdo de
compostos polares que consomem altos teores de acetonitrila, a cromatografia liquida aquosa
(PALC, do inglés per-aqueous liquid chromatography) (PEREIRA et al., 2009; GRITTI, et al.,
2010; CHEN, et al., 2017). O modo PALC é denonimado o inverso de HILIC e a fase movel
contém uma elevada porcentagem de agua (70% -100%) (PEREIRA, et al. 2009).

1.1 Mecanismos de separacédo em HILIC e em PALC

Na HILIC, segundo Alpert, durante a eluicdo da fase mével aquosa as moléculas de dgua
adsorvem na superficie polar da fase estacionaria, formando uma camada. O soluto que também
possui caracteristica polar, estabelece um equilibrio de particdo com a camada de &gua
superficialmente formada por meio de interacdes hidrofilicas. A Figura 1, apresenta 0 processo
de interacdo do analito com a camada aquosa imobilizada na superficie de uma fase estacionaria
de silica (ALPERT, 1990).



18

Figura 1. Mecanismo de separacdo HILIC em uma coluna de silica. A particdo do analito (citosina) entre

a fase movel hidrofobica e a camada aquosa na superficie da fase estacionéria.
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Nesse processo, a separacdo ocorre devido as interagdes dipolo-dipolo (ligacGes de
hidrogénio) que contribuem para a particdo do analito entre a camada aquosa na superficie da
fase estacionaria e a fase movel organica. Com o aumento da concentracao de solvente organico
na fase movel, a retencdo de muitos compostos aumenta, ou seja, quanto menor a porcentagem
de agua na fase mdvel menor seré a forca de elui¢do do eluente (JIN et al., 2008).

McCalley e Neue (2008) demonstraram experimentalmente a existéncia desta camada rica
em agua na superficie da silica pela medida do tempo de retencédo do benzeno e tolueno quando
foram empregadas fases moveis com altas concentracdes de acetonitrila, acima de 70%. Os
autores observaram que uma porcentagem significativa do volume de poros da fase estacionaria
é ocupada pela camada rica em agua, sob condic¢des tipicas de HILIC, e a espessura dessa camada
aquosa aumenta conforme aumenta a quantidade de agua na fase movel.

Em PALC a retencdo é governada essencialmente pelo mecanismo de fase reversa, no
entanto as caracteristicas mais polares da fase estacionaria podem garantir uma maior interacdo
de compostos polares, fazendo com que as fases moéveis apresentem maior forca cromatografica
quando da presenca de maiores quantidades de componente aquoso. A separacdo pode ser
finamente ajustada pelo controle do pH e da forca idnica da fase movel, bem como a velocidade
de separagdo pode ser controlada pela adicdo de pequenas quantidades de um solvente ‘mais

verde’ como o etanol (PEREIRA et al., 2009).
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1.2 Suportes cromatogréaficos

As fases estacionarias em CLAE sdo constituidas de um liquido estacionario ligado,
sorvido ou imobilizado a um suporte cromatografico. Para que um material possa ser utilizado
como suporte cromatogréafico no preparo de fase estacionaria, visando melhor desempenho
cromatografico em andlises, deve possuir as seguintes caracteristicas (MEYER, 2010):

= Ser suficiente poroso, permitindo que o liquido seja absorvido pelos seus poros;

= Possuir diametro de poro entre 5 e 100 nm, pois poros muito estreitos tornam dificil a
transferéncia de massas, podendo ocorrer efeitos por excluséo de tamanho, enquanto que
poros muito largos impedem a fixacao do liquido estacionario por forcas capilares e, desta
forma, o liquido pode ser removido com a passagem da fase movel;

= Possuir uma alta concentracdo de grupos ativos em sua superficie para facilitar a adsorcao
do liquido estacionario ou a reacédo de fixacdo do mesmo;

= Possuir area superficial suficientemente grande, para aumentar a capacidade de aceitacdo
da amostra;

= Apresentar resisténcia mecanica elevada, para que o suporte seja capaz de resistir as altas
pressdes necessarias em CLAE;

= Possuir inércia quimica, para ndao reagir com 0s componentes da amostra.

Os primeiros materiais empregados como suporte cromatografico foram os o6xidos
inorganicos de silicio (SiO2 — silica) e de aluminio (Al20z — alumina). Por mais de 40 anos o
material mais utilizado como suporte cromatografico na preparacao de fases estaciondrias tem
sido a silica, pois possui caracteristicas favoraveis para aplicacfes cromatograficas, atendendo a
maioria dos requisitos citados anteriormente. Além disso, é comercialmente disponivel em uma
grande variedade de tamanho de particulas e formas (TONHI et al., 2002). Dentre as principais
caracteristicas da silica, podem ser destacadas: particulas pequenas e esféricas disponiveis em
uma ampla variedade de didmetro (1 a 20 um, a maioria com distribuicéo estreita de tamanho de
particulas) e tamanhos de poros (6 a 400 nm); particulas altamente porosas com grande area
superficial (100 a 500 m? g%); forca mecanica (elevada rigidez) adequada para resistir as altas
pressdes necessarias em CLAE, e; facilidade de modificacdo de sua superficie, devido a presenca
de grupos reativos, os silandis (Si-OH) (ZHURAVLEYV, 2000).

Ha trés tipos de grupos silanois na superficie da silica amorfa e também ligacdes siloxano
expostas (Si-O-Si), que sdo responsaveis pela estrutura rigida do éxido (ZHURAVLEYV, 2000),

conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Tipos de grupos silanois e ligagdes siloxano na superficie da silica: (A) isolado, (B) geminal,
(C) ligacdo siloxano, (D) vicinal.
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Fonte: PRADO et al., 2005.

Apesar de a silica ser o melhor material utilizado como suporte cromatografico na
preparacdo de fases estacionarias, ela possui duas limitagGes: a primeira restringe a sua utilizaco
em uma faixa de pH 2 a 8, para que ndo ocorra sua dissolucdo; a segunda, a presenca de grupos
silandis residuais em sua superficie. Em meio acido, pH menor que 2, 0s grupos organicos ligados
a silica sdo mais facilmente lixiviados, pois as ligagdes =Si-O-Si-C responsaveis por manter esses
grupos imobilizados, ficam mais susceptiveis a hidrdlise. Em meio bésico, pH maior que 8, a
exposicao da fase movel com a parte do suporte que ndo reagiu com o grupo organico (silanois
residuais) promove a dissolucdo da silica e, consequentemente, a perda do liquido estacionario e
a deterioracdo do leito cromatografico (SILVA et al., 2004).

O segundo problema associado ao uso da silica como suporte cromatografico é devido ao
incompleto recobrimento de sua superficie restando grupos ativos (Si-OH), silandis residuais,
gue ndo reagiram com o modificador organico e que podem alterar o mecanismo de separacao.

No inicio do desenvolvimento da CLAE-FR, o éxido de aluminio foi muito estudado
como substituto & silica e ainda é muito utilizado na modalidade de cromatografia de fase normal
(CLAE-FN). As particulas de alumina sdo semelhantes as particulas de silica, apresentando
elevada resisténcia mecanica sob altas pressdes e estrutura de poros similar. Além disso
apresentam estabilidade quimica na faixa de pH de 1 a 13, permitindo a separacdo de compostos
basicos sem o0 uso de reagente par ibnico ou de supressdo ionica (PARK et al., 2005;
BAHAABAD; NASSAJ, 2008). Como suporte cromatografico para CLAE-FR, a alumina
apresentou uma seérie de dificuldades com relacdo a modificacdo de sua superficie, associada a
menor reatividade dos seus grupos OH superficiais (KURGANOV et al., 1994).
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Neste trabalho, foi proposto a modificacdo da superficie da silica por possuir
caracteristicas que visam o melhor desempenho cromatografico e possuir maior atividade

quimica superficial comparada a alumina.

1.3 Fases estacionarias HILIC

De acordo com as caracteristicas de um sistema HILIC ou PALC, qualquer superficie
cromatografica com carater mais polar pode ser usada para separacfes. Fases estacionarias a base
de silica permanecem como as mais interessantes, principalmente devido as caracteristicas da
silica compativeis com sistemas cromatograficos. Por possuir alta concentracao de grupos ativos
(silandis) em sua superficie, a silica é facilmente modificada, e essa caracteristica foi de extrema
importancia para o desenvolvimento das fases do tipo siloxano, que marcaram o inicio do
desenvolvimento da tecnologia de colunas cromatogréficas em CLAE (KIRKLAND, 2004). Em
HILIC ou PALC, esta modificacdo da superficie da silica permanece como um dos pilares da
preparacdo de fases estaciondrias seletivas e que permitem rapidas transferéncias de massas no
processo de separacdo (WU; BICKER; LINDNER, 2008; JANDERA, 2011; CHEN et al., 2017).

1.3.1 Fases estacionarias quimicamente ligadas

O desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia estd associado ao
desenvolvimento da tecnologia de preparo das fases estacionarias. Este desenvolvimento foi
impulsionado pela introducéo das fases estacionarias quimicamente ligadas (FEQL), em especial,
para a cromatografia liquida da modalidade de fase reversa. Antes de surgirem esses novos
materiais, quimicamente ligados, o recheio da coluna cromatografica era constituido de um
liquido estacionario de baixa massa molar apenas sorvido ao suporte cromatografico. A
manutenc¢do da concentracdo constante do liquido estacionario no suporte se mostrava dificil e
ineficiente com o emprego de vazdes mais altas da fase movel e ndo era possivel realizar
separagbes no modo de eluicdo por gradiente, as quais eram frequentemente desejadas para
separagdo de misturas complexas. A introdugdo das FEQL para CLAE-FR, na qual cadeias
organicas foram ligadas covalentemente a superficie do suporte, fornecendo alta estabilidade ao
liquido estacionario, eliminou essas limitagdes (KIRKLAND, 2004).

Muitas colunas recheadas com particulas de silica nua, ou ndo modificada, tém sido
testadas para separagcdes de compostos polares de forma bem-sucedida, principalmente, para

analises de compostos de baixa massa molar e de amostras mais simples (GRUMBACH et al.,
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2004; MCCALLEY, 2008). No entanto, devido as adsorgdes irreversiveis de substancias na
superficie da silica nua, o que provoca baixa repetitividade de tempos de retencéo e eficiéncia de
separacdo limitada, seu uso tem sido restrito (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Fases estacionarias
com grupos polares quimicamente ligados sobre a superficie de particulas de silica tém sido
empregadas em separagOes de substancias polares mais complexas. Estas fases sdo normalmente
preparadas pela modificacdo quimica da superficie da silica gel pelas reacdes com
trialcoxissilanos, RSi(OR’)3, em que R e R’ correspondem a grupos polares e alquilas,
respectivamente (JANDERA, 2011; BUSZEWSKI; NOGA, 2012; CHEN et al., 2017).

As fases estacionarias quimicamente ligadas para separacdes de compostos polares podem
ser classificadas como zwitteridnicas, carregadas ou neutras, de acordo com caracteristicas de
carga elétrica dos grupos funcionais (HEMSTROM; IRGUM, 2006). As fases zwitteridnicas séo
uma classe relativamente nova para separacdes em HILIC, baseada no carater zwiteriénico de um
grupo funcional. Um exemplo de fase desta classe, é a sulfoalquilbetaina, que foi inicialmente
desenvolvida para a separacdo de sais inorgéanicos e pequenos compostos idnicos. Nas fases
estacionarias carregadas, os grupos funcionais suportam a faixa de pH da fase movel
normalmente utilizada em CLAE (pH 3-7). A fase amino é um exemplo tipico desta categoria e
é amplamente utilizada para separagdes de aclcares, aminoécidos, acidos carboxilicos e alguns
produtos farmacéuticos (LANCAS, 2010; BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

As fases estacionarias neutras possuem grupos funcionais polares que ndo estdo
carregados eletricamente na faixa de pH tipica das fases moveis empregadas em CLAE. A
maioria das fases quimicamente ligadas pertencem a essa categoria e apresentam uma ampla

variedade de grupos funcionais. Os principais grupos funcionais estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3. Fases estacionarias HILIC neutras tipicas: (A) ciano-, (B) amida- e (C) diol-.

(A) SiCHZCHZCHZCN
I
(B) SiCHZCHZCHZC\NHZ

OH
(C) SiCHZCHZCHZOCHZCHZCHZ
OH



23

Nesta classe, a fase amida é a mais popular e tem encontrado importantes aplicagcdes em
HILIC, como na separacdo de proteinas e peptideos. Embora as fases ciano e diol quimicamente
ligadas a silica sejam amplamente empregadas em CLAE-FN, suas aplicacfes em separacdes
HILIC ainda sdo limitadas (JANDERA, 2011). Tanto os grupos ciano quanto os grupos diol séo
diretamente ligados a superficie da silica através de um espacador propila (IKEGAMI et al.,
2008). Os grupos ciano ndo promovem ligacdes de hidrogénio e sdo também menos hidrofilicos,
ocasionando uma retencdo insuficiente para a maioria dos compostos polares, restringindo seu
uso a algumas aplicacgdes especiais (JANDERA, 2011).

Devido aos grupos diidroxilas serem mais hidrofilicos e possuirem maior capacidade de
formagéo de ligacdo de hidrogénio, as fases diol tém sido mais aplicadas em separacdes do tipo
HILIC do que as fases amida e ciano (IKEGAMI et al., 2008). Os grupos diol podem ser ligados
a silica por meio de cadeias alifaticas mais longas (espacadores), gerando uma fase estacionaria
menos hidrofilica e que resulta em menor retencdo para compostos polares que as fases diol
convencionais com espacador propila (LIU; POHL, 2008).

Uma das principais vantagens das fases estacionarias neutras para aplicacdo no modo
HILIC é o fato de atuarem preferencialmente em um Gnico modo de eluicdo/separacao, uma vez
que a presenca de cargas na superficie da fase estacionaria leva a mecanismos mistos de separacdo
devido a possivel ocorréncia de interacdo por processos de troca ibnica, como no caso de fases
estacionarias zwitteriénicas (GUO; GAIKI, 2005).

Essas fases estacionarias quimicamente ligadas, inicialmente, foram preparadas para
cromatografia de fase reversa, em que se empregava fases moveis ricas em componente aquoso
(IKEGAMI et al., 2008; JANDERA, 2011). No entanto, a baixa retencdo para solutos mais
polares nestas fases fez com que seu uso fosse restringido a apenas substancias fracamente polares
(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). Por outro lado, a maioria destas fases apresentaram
comportamento HILIC, ou seja, 0s compostos altamente polares foram retidos fortemente quando
empregaram-se eluentes com altas porcentagens de componente organico, tipicamente acima de
85%. Por este motivo, a ordem de eluicdo dos compostos é invertida nas fases HILIC se
comparada a obtida em CLAE-FR.

No entanto, as fases quimicamente ligadas tém apresentado baixas eficiéncias e
estabilidade a longo-prazo limitada (vida atil relativamente curta) (GUO; GAIKI, 2011). Este
fato pode estar associado a modificacdo incompleta dos grupos hidroxilas da superficie da silica
gue ficam expostos ao contato com substancias principalmente bésicas adsorvendo-as
irreversivelmente (BUI; VERHAGE; IRGUM, 2010).
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1.3.2 Fases estacionarias imobilizadas por polimeros

Uma alternativa para que 0s grupos silanaois reativos superficiais da silica sejam mais bem
protegidos, é o recobrimento dos mesmos com polimeros (COLLINS et al., 2009). Fases
estaciondrias baseadas no recobrimento polimérico, principalmente na modalidade de fase
reversa, possuem eficiéncias similares as fases quimicamente ligadas (FARIA; COLLINS;
JARDIM, 2009). A pretensao é a formacdo de uma monocamada polimérica que englobe toda a
superficie do suporte cromatografico, protegendo os grupos silandis e consequentemente,
protegendo a silica do contato com a fase movel.

O objetivo de produzir fases estacionarias com polimeros recobertos sobre um suporte é
combinar a resisténcia mecanica da matriz inorganica com a seletividade e inércia quimica dos
polimeros organicos (DIB; FARIA, 2014). As fases com polimeros apresentam vantagens em
relagdo as quimicamente ligadas, como maior recobrimento dos sitios ativos do suporte e a
possibilidade de maior seletividade da fase estacionaria pela escolha adequada do polimero
(JARDIM et al., 2010). Outro fator a ser considerado € o econémico, pois o preco de um quilo
dos polimeros € muito menor que poucos mililitros dos reagentes que promovem a ligacao
quimica. Além disso, a preparacdo de fases recobertas com polimeros ndo requer controle tdo
rigoroso das condi¢Bes experimentais, como é necessario na reacao da silica com 0s reagentes
gue promovem a ligacdo quimica. Esta vantagem em especial, traz significativos beneficios
guanto a obtencédo de colunas cromatogréaficas de menor custo, haja vista que colunas comerciais
para CLAE séo reconhecidamente caras.

Devido a melhor prote¢do da superficie do suporte, as fases estacionarias com polimeros
imobilizados sdo mais estaveis em uma faixa mais ampla de pH e a silica estard mais bem
protegida do ataque de fases moveis, sejam essas acidas ou basicas.

A seletividade da fase estacionaria imobilizada por polimero é diretamente influenciada
pela quantidade de grupos funcionais nas cadeias dos polimeros, pela espessura do filme
polimérico e pela area superficial e estrutura de poros do suporte (TONHI et al., 2002). A ampla
variedade de polimeros com distintas funcionalidades disponiveis comercialmente permite a
aquisicdo de materiais de fases estacionarias com ampla faixa de seletividade, tornando possivel
0 ajuste fino da seletividade ao problema analitico de separacdo (JARDIM et al., 2010). Essa
caracteristica em especial foi de interesse para esse trabalho, pois visou-se a obtencdo de uma
camada polimérica com caracteristicas mais polares que pudesse reter compostos polares de
forma diferencial, separando-0s quando presentes em misturas, desde as mais simples até as mais

complexas.
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Na preparacdo das fases estaciondrias recobertas com polimeros é importante levar em
consideragdo a quantidade de polimero imobilizado sobre o suporte. Espera-se que uma
quantidade maior de polimero sorvido ao suporte cromatografico forneca maior protecdo dos
grupos ativos (silandis) presentes, porém grandes quantidades de polimero podem também
resultar em uma camada organica mais espessa e bloquear os poros do suporte cromatogréfico.
Como consequéncia, a fase estacionéria ndo terd bom desempenho cromatogréfico devido ao
lento transporte de massa dos analitos (BOTOLLI et al., 2002). Portanto, € necessario alcancar
duas propriedades na etapa de preparacgéo das fases estacionarias: um filme fino que nao blogueie
a entrada dos poros, resultando em répida transferéncia de massa nos poros e no filme polimérico,
e; uma camada polimérica uniforme, para recobrir completamente os sitios ndo especificos do
suporte, para que ndo haja interacdes indesejaveis com o analito (FARIA; JARDIM; COLLINS,
2009).

A forma mais comum de recobrimento polimérico do suporte de silica € realizada através
da deposicdo de uma camada polimérica pré-sintetizada sobre a sua superficie. Neste caso,
mistura-se o polimero pré-sintetizado em solucdo com o suporte, recobrindo-o apenas por
mecanismos de adsorcao e, posteriormente, evapora-se o solvente (JARDIM; COLLINS K;
COLLINS C, 2004). Posteriormente ao recobrimento polimérico, se a sorcdo do polimero ao
suporte for governada por interacbes fracas, pode-se imobilizar (proporcionar melhor
“ancoragem”) o polimero no suporte, a fim de buscar camadas poliméricas mais estaveis €
insoltveis em fases moveis. A imobilizacdo de polimeros sobre um suporte poroso, como asilica,
é um processo complexo influenciado pela contribuicdo das diferentes interagdes entre o suporte
e o polimero (TONHI et al., 2002). Para o melhor recobrimento dos grupos silandis na superficie
da silica, varios métodos de imobilizacdo tém sido estudados, tais como: tratamento térmico
(MALDANER; JARDIM, 2010; DIB; FARIA, 2014); imobilizacdo via micro-ondas (LOPES et
al., 2004, CARVALHO; SILVA; FARIA, 2016); imobilizacdo via radiacdo gama (FARIA;
COLLINS K; COLLINS C, 2007), etc. Esta etapa de imobilizacdo proporciona uma maior vida
util das fases estacionarias, pois nesta etapa a energia (na forma de calor ou de radiacdo) aplicada
no material diminui a viscosidade do polimero permitindo uma melhor conformacéo sobre a
superficie das particulas da silica, produzindo uma fina camada polimérica que “encapsula” o
suporte (FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009).
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1.3.2.1 Imobilizagéo polimérica por tratamento térmico

O tratamento térmico é uma fonte de energia amplamente utilizada, no qual o0 aquecimento
ocorre por conducéo de calor, isto €, o recipiente contendo o material de suporte cromatografico
e o polimero é aquecido e, em seguida, ocorre a transferéncia de calor para a amostra. O
tratamento térmico é utilizado para acelerar a imobilizacdo do polimero no suporte de silica,
auxiliando no processo de auto-imobilizacdo (BOTTOLI et al., 2004). A auto-imobilizacdo é um
processo lento de imobilizacdo a temperatura ambiente, sendo necessario consideravel periodo
de tempo para que as moléculas do polimero se rearranjem de maneira a formarem uma camada
estavel e uniforme sobre a superficie do suporte cromatografico. O periodo de tempo para que
ocorra a imobilizacdo de forma irreversivel depende do tipo de material a ser utilizado como
suporte cromatografico e do tipo de polimero (BOTTOLI, 2002).

As principais vantagens da imobilizacdo térmica é a sua simplicidade e facilidade de
emprego, uma vez que necessita apenas de um forno com controle de temperatura, como uma
estufa, para a realizacdo do procedimento. As temperaturas e o tempo de imobilizacdo térmica
sdo as principais variaveis a serem estudadas, sendo o tempo minimo necessario normalmente
superior a 10 h (BOTTOLI et al., 2002; VIGNA, 2004).

1.3.2.2 Imobilizacao polimérica via radiacdo gama

A radiacdo gama é uma radiacdo eletromagnética de origem nuclear, altamente energética,
que lhe confere um grande poder de penetracdo e uma alta capacidade de interacdo com espécies
atdbmicas ou moleculares (SWALLOW, 1973). As fontes de radiacdo gama mais acessiveis
comercialmente sdo as que contém radionuclideos césio-137 e cobalto-60. A fonte de cobalto-60
é a mais utilizada e a preferida por liberar raios gama com maior energia (TONHI, 2004).

Quando a radiacdo gama incide na matéria, ocorrem processos tais como excitacao
eletronica e ionizacdo. As moléculas excitadas ou ionizadas podem sofrer cisbes ou reagirem com
outras espécies, produzindo novas espécies quimicas. Em polimeros, a radiacdo provoca a
degradacdo, resultando na diminuicdo da cadeia polimérica, devido a rea¢fes quimicas que
envolvem cisGes e, no entrecruzamento, quando as cadeias poliméricas sdo ligadas umas as
outras, resultando em estruturas de alta massa molar. A degradagéo e o entrecruzamento podem
ocorrer simultaneamente, portanto, a estrutura final do polimero é determinada pelo processo que
ocorrer em maior extensdo (JARDIM; COLLINS; ANAZAWA, 1999; FARIA, 2006). No
entanto, a disponibilidade de fontes de radiacdo e o longo periodo de tempo requerido para
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promover a imobilizacdo de polimeros orgénicos sobre suportes inorganicos sdo os principais
inconvenientes deste método de imobilizacdo (FARIA; COLLINS K; COLLINS C, 2007).

1.3.2.3 Imobilizacéo polimérica via irradiacdo micro-ondas

A radiacdo micro-ondas é bastante aplicada em quimica analitica. As principais aplicacdes
das micro-ondas estdo na digestdo de amostras para analise elementar, na extracdo de diversas
espécies quimicas e na dessorcdo térmica de varios compostos de matrizes diversas
(SANSEVERINO, 2002).

A micro-onda € um tipo de energia ndo ionizante, insuficiente para romper ligagdes
quimicas. Possui frequéncia que vai de 300 a 300.000 MHz e que correspondem a comprimentos
de onda no intervalo de 1 mm a 1 m (SANSEVERINO, 2002). A ac¢do da radiacdo micro-ondas
baseia-se na transformac&o da energia eletromagnética em calor através da rotacdo dipolar e da
conducdo ibnica. A rotacdo dipolar esta relacionada com o alinhamento das moléculas, que
possuem dipolos permanentes ou induzidos com o campo elétrico aplicado. Quando se retira o
campo, as moléculas voltam ao estado desordenado e a energia que foi absorvida para a
orientacdo dos dipolos é dissipada na forma de calor. Um forno micro-ondas convencional com
frequéncia de 2,45 GHz, oscila 5,0 x 10° vezes por segundo, provocando um aquecimento
extremamente rapido (TONHI, 2004). A eficiéncia do aquecimento por rotacao dipolar depende
da viscosidade da amostra e da temperatura.

No mecanismo de conducdo ibnica, a transformacao de energia eletromagnética em calor
ocorre a partir da migracdo condutiva (eletroforética) de ions dissolvidos sob acdo de um campo
eletromagnético. Os ions se movimentam provocando um fluxo de corrente que sofre certa
resisténcia devido a outras espécies com fluxo oposto ao movimento. Com a resisténcia ha a
producdo de calor, provocando um aumento da temperatura do meio e que, consequentemente,
aquece a amostra. No aquecimento, a taxa de contribuicdo dos mecanismos depende da
mobilidade e da concentragdo dos ions (BEGNINI; JARDIM, 2013).

1.4 Seletividade da fase estacionaria baseada em poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano)

Em CLAE-FR, os polissiloxanos sdo os polimeros mais empregados no recobrimento do
suporte cromatografico por possuirem caracteristicas muito parecidas com as de moléculas
individuais de organossilanos e se comportarem como liquidos retidos na superficie da silica

(JARDIM et al., 2004). Fases estacionarias baseadas no reagente organossilano Cig foram as
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primeiras a serem preparadas para CLAE-FR devido a ampla disponibilidade do reagente, em
virtude de sua utilizacdo no processo de silaniza¢do de vidro (KIRKLAND, 2004). Porém, a
desvantagem dessas fases é que somente um numero limitado de grupos silandis (grupos ativos
da superficie da silica, Si-OH) reage devido ao impedimento estérico (KIRKLAND, 2004;
ENGELHARDT; BLAY; SAAR, 2005). O impedimento estérico é gerado pelos volumosos
agentes silanos (Cg ou C1g) empregados na reacao, que ocasionam a baixa concentracgao do ligante
na superficie da silica. Os silanois que ndo reagem (silandis residuais) sdo acidos e podem alterar
0 mecanismo de retencdo, contribuindo para a retencdo e desempenho indesejados,
principalmente, de substancias polares e basicas (KIRKLAND, 2004; ENGELHARDT; BLAY;
SAAR, 2005).

Os polissiloxanos apresentam otima estabilidade térmica, resisténcia quimica e mecanica;
e sua seletividade, é funcdo dos grupos substituintes existentes em suas estruturas (VIGNA,
2004). Atualmente, novos polimeros com seletividades diferenciadas tém sido o objeto de
pesquisas para que as colunas cromatograficas atendam, cada vez mais, problemas analiticos
especificos e complexos, possibilitando a realizacdo de separacdes cromatograficas de forma
simples e rapida (JARDIM et al., 2010).

Um grande ndmero de polimeros ja foi empregado no preparo de fases estacionérias
recobertas em CLAE-FR, dentre estes se destacam: poli(dimetilsiloxano) - PDMS (BORGES;
EUERBY; COLLINS, 2012) (TONHI; COLLINS, K; COLLINS,C, 2005);
poli(metiltetradecilsiloxano) - PMTDS (FARIA; COLLINS K; COLLINS C, 2007)
poli(metiloctadecilsiloxano) - PMODS (SILVA; COLLINS, 2012). Fases estacionérias baseadas
no recobrimento com o poli(dimetil-co-alquilmetilsiloxano) — PDAS, sobre particulas de silica
(CARVALHO; SILVA; FARIA, 2016) obtiveram bom desempenho cromatografico, como
consequéncia do eficiente recobrimento dos grupos silandis fornecido pelo polimero.

Considerando que a tecnologia de preparo de fases estacionarias recobertas e imobilizadas
por polimeros ja é bem estabelecida em CLAE-FR, porém ainda ndo foi bem explorada para
aplicacdes em separacdes de compostos polares, neste trabalho buscou-se a preparacdo de uma
nova geracdo de fases estacionarias para CLAE, com potencialidade de separacdo de compostos
polares, que se baseia na imobilizacdo térmica de um polimero com caracteristica polar, o
poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO), sobre particulas de silica. A estrutura
monomérica do PEO esta apresentada na Figura 4.



29

Figura 4. Estrutura monomérica do polimero poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano).
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O poli(oxido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO) é um copolimero em bloco: um bloco
de poli(dimetilsiloxano) (PDMS), que esta presente na estrutura para garantir as propriedades de
imobilizacdo do polimero no suporte inorgénico; e um bloco de poli(6xido de etileno) (PEO) para
garantir uma retencdo mais fraca de compostos apolares e maior interagdo com substancias
polares, e assim, promover a separacdo de misturas que apresentam dificuldades de serem
analisadas em fases estacionarias disponiveis comercialmente (SPITZER; SABADINI; LOW,
2002).

Portanto, o emprego do poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) no preparo de fases
estacionarias de interacdo hidrofilica torna o material interessante para a separacdo de substancias
(compostos polares) que ndo sdo bem resolvidas em CLAE-FR, por ser um polissiloxano, se
comportando como liquido retido na superficie da silica, e também, por possuir grupamento polar
(éter) em sua estrutura, o que lhe confere comportamento polar (hidrofilico) e é também

responsavel pela seletividade.
1.5 Caracterizacao cromatogréafica de fase estacionaria

A busca cada vez maior de materiais que apresentem bom desempenho cromatogréafico
em determinadas separacGes, levou a introducdo de uma grande quantidade de diferentes
materiais a serem utilizados como fase estacionéria. Muitas dessas fases estacionarias disponiveis
apresentam denominacdes e propriedades, aparentemente iguais, o que dificulta a escolha de um
material para determinada separagdo. Diante disso, faz-se necessaria a caracterizacdo completa
de uma fase estaciondria, a fim de que carateristicas especificas de cada material sejam
determinadas. Alguns meétodos fisico-quimicos, termogravimétricos e espectroscopicos Sao
utilizados na caracterizagédo, porém sdo métodos que necessitam do desempacotamento da coluna
cromatogréafica (destruicdo do leito cromatografico) e que ndo retratam de forma realistica a

capacidade de separacdo dos materiais. Uma boa alternativa € o emprego de testes
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cromatograficos que avaliem as caracteristicas, a qualidade e a viabilidade analitica das fases de
acordo com as interagOes do analito com a fase estacionaria e a fase movel, sem que ocorra a
destruicdo da coluna (KRUPCZYNSKA; BUSZEWSKI; JANDERA, 2004).

Quando uma coluna cromatografica é adquirida, seja comercial ou recheada no préprio
laboratério, é necessario e desejavel realizar célculos dos pardmetros cromatograficos, com o
intuito de avaliar o potencial dessa coluna na aplicacdo de separagdes cromatogréficas futuras.
Estes calculos cromatogréaficos sdo realizados a partir da separacdo de misturas testes padrdo de
protocolos ja bem estabelecidos em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Estes protocolos séo
simples e permitem a comparacdo das caracteristicas entre fases estacionarias, bem como o
detalhamento de propriedades de retengéo e seletividade das mesmas.

O cromatograma da separac¢do de uma mistura teste, contendo compostos padrdes, fornece
informacdes a respeito do desempenho e eficiéncia de uma coluna cromatogréafica. Na Figura 5,
estdo apresentados alguns parametros cromatograficos que sdo calculados a partir de picos

referentes a compostos padrées obtidos em um cromatograma.

Figura 5. Cromatograma com as medidas empregadas na determinacéo de pardmetros cromatograficos.
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Em que: wy € a largura do pico na linha de base; wy é a largura do pico & meia altura; tu € o tempo de
retencdo de um composto ndo retido pela fase estacionaria, ou seja, € o tempo gasto pela fase movel leva
para percorrer a coluna cromatografica até a cela do detector; tr € 0 tempo de retencdo do composto, isto
é, 0 tempo que 0 composto leva para percorrer o sistema cromatografico desde 0 momento de sua injecdo

até o registro do maximo de seu pico.

O tempo de retencdo do analito (tr) e 0 tempo de retengdo de um composto nédo retido
(tm), sdo obtidos diretamente do cromatograma. O tempo de retengdo ajustado (t’r) € 0 tempo real
que as moléculas ou ions do analito ficam retidos na fase estacionaria (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006), calculado pela Equacéo 1.
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t'R=tr-tm Equacgéo 1

Fator de retencdo (k) é calculado pela razéo dos tempos em que o soluto fica retido na

fase estacionaria e que caminha junto com a fase movel, de acordo com a Equacao 2.
k=tr/tm Equacéo 2

Valores ideais para o fator de retencdo devem compreender o intervalo entre 1 a 10. Se 0s
valores de k s&o muito baixos, o grau de separacdo pode ser inadequado, valores de k muito altos
resultam em tempos de analises muito longos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Resolucéo (Rs) entre picos é o parametro que indica se ocorreu ou ndo uma boa separacao
entre picos adjacentes. E definida pela razdo da distancia entre os maximos dos dois picos, a
distancia entre os dois tempos de retengdo, e a média aritmética das larguras a linha de base dos
dois picos. Este parametro pode ser determinado a partir da Equacéo 3.

R=2 (M) =1,77 (M) Equacdo 3

Wh1T Wh2 Wh1t Wh

Quando a Rs = 1, os picos ndo estdo completamente separados, mas é possivel observar a
presenca de dois componentes. Maiores valores de resolucdo indicam melhor separacéo:
resolucdo igual a 1,25 representa uma separacao suficiente para fins quantitativos; resolugédo com
valores maiores que 1,5 indica separacdo completa de dois compostos adjacentes, sem nenhuma
superposicao dos picos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O fator de assimetria (As 10%) é calculado a partir da razdo da distancia horizontal do ponto
central até o fim do pico (CB) pela distancia horizontal do inicio até o ponto central do pico (AC),
de acordo com a Figura 6. Esta medida € realizada a 10 % da altura do pico, devido problemas

de estabilidade da linha de base.
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Figura 6. Medida do fator de assimetria do pico.

As=%\—g-

s 4 10 % da altura do
pico

Os valores do fator de assimetria (Asio%) devem estar entre 0,9 e 1,2, sendo admitidos
valores de até 1,6 (SNYDER; KIRKLAND, 1997).

O ndmero de pratos (N) é o parametro relacionado com a eficiéncia da coluna
cromatografica. Um prato, é o resultado de uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase
estacionaria e a fase mével. Quanto maior o numero de pratos, significa que existem varias etapas
de equilibrios, e consequentemente, melhor separacéo e eficiéncia. Normalmente, a eficiéncia de
uma coluna usada em CLAE ¢ expressa em nimero de pratos por metro (N/m), pois, desta forma
é possivel comparar a eficiéncia cromatografica de colunas de diferentes comprimentos. Este

paréunetro é determinado pela Equagéo 4,
N =16 (—tR)Z = 5,54 (—tR)Z Equacéo 4
w ! quag

De acordo com a Equacdo 4, quanto mais estreito for o pico cromatografico maior sera a
eficiéncia de uma coluna cromatografica. Alguns fatores, como por exemplo, tamanho e
uniformidade das particulas do material de recheio, condi¢des de enchimento da coluna,
comprimento da coluna, entre outros, podem alterar 0 numero de pratos de uma coluna. A
avaliacdo comparativa entre duas colunas cromatograficas também pode ser feita usando a
medida da altura de prato (H), calculado pela Equacéo 5 a partir das informagdes do comprimento
da coluna (L) e do numero de pratos (N) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

H=L/N Equacdo 5
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1.5.1 Mistura Hidrofébica

A mistura hidrofébica é constituida de compostos neutros de polaridades variadas: uracila,
benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno. A uracila é adicionada a mistura para a obtencéo do
tm, essencial para o calculo dos parametros cromatograficos. O tv € 0 tempo necessario para que
a fase movel passe através de toda a extensdo do sistema cromatogréafico, desde o momento da

injecdo até o registro do méximo do pico da uracila pelo sistema de detecgéo.

1.5.2 Mistura teste de Tanaka e colaboradores

O protocolo desenvolvido por Tanaka e colaboradores (KIMATA et al., 1989) é o mais
empregado para caracterizacdo de preparacGes de fases estacionarias no modo de fase reversa
quanto as suas propriedades de retencio. E o protocolo mais completo de caracterizacio, sendo
empregado tanto por empresas quanto no meio académico.

No protocolo proposto por Tanaka e colaboradores (KIMATA et al., 1989), as
propriedades das fases estacionérias avaliadas séo:

= Hidrofobicidade (keg) — Medida pelo fator de retencdo do pentilbenzeno na mistura A.

Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da camada organica da fase estacionaria,

permitindo também inferir sobre o grau de recobrimento da superficie da fase

estacionaria.

= Seletividade hidrofébica (acH2) — Medida pela razdo dos fatores de retencdo do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, acrHz = kes/kss. Esta € uma medida da capacidade da
fase em diferenciar compostos organicos durante a separacdo, pois a seletividade
hidrofébica mede o grau de separacgdo de alquilbenzenos distintos por um grupo CHo.

= Seletividade estérica (at/0) — Medida pela razdo entre os fatores de retencéo do trifenileno

e da o-terfenila, a0 = ki/ko. O at/0 mede a capacidade da fase estacionaria em separar

duas substancias com estruturas quimicas similares, porém que diferem quanto a sua

geometria e disposicao espacial.

= Capacidade de ligacdo de hidrogénio (ac/p) — Esta propriedade é obtida pela razdo entre
os fatores de retencdo da cafeina e do fenol, ac/p = kc/ke. O ace € uma medida do nimero
de grupos silandis disponiveis na fase estacionaria que estdo aptos a formarem ligacdes
de hidrogénio com componentes da amostra.

= Capacidade de troca ionica total (as/r pH 7,60) — Propriedade medida pela razéo entre os

fatores de retengéo da benzilamina e do fenol, as/p pH 7,60 = ke/ke, empregando fase movel
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tamponada em pH 7,60. O valor obtido é uma estimativa da atividade silanofilica total da
fase estacionéria.

= Capacidade de troca iGnica em meio &cido (as/p pH 2,70) — Propriedade medida pela razdo
entre os fatores de retengdo da benzilamina e do fenol, agp pH 2,70 = ks/ke, empregando
fase movel tamponada em pH 2,70. O valor obtido € uma estimativa da acidez dos grupos

silandis residuais presentes na fase estacionaria.

1.6 Planejamento e otimizacéo de experimentos

As técnicas de planejamento de experimentos sao bastante usadas em etapas preliminares
na inspecdo de diferentes problemas em diversos setores de pesquisa, desenvolvimento e
producdo. Nessas etapas, muitas vezes, torna-se necessario analisar a influéncia de um ou mais
fatores que podem afetar o resultado de forma positiva ou negativa.

O planejamento fatorial permite determinar a influéncia de todas as variaveis
experimentais. No planejamento fatorial completo, os experimentos devem ser realizados em
todas as possiveis combinacGes dos niveis de varidveis, ou seja, para k variaveis investigadas em
dois niveis cada, serdo necessarios pelo menos 2X experimentos. Exemplificando: na otimizag&o
de um procedimento que contém 4 variaveis, teremos que realizar, no minimo, 16 experimentos.

Considerando que nem todas as variaveis sdo igualmente importantes com respeito ao seu
efeito sobre a resposta, deve-se selecionar as variaveis que fardo parte da busca da otimizacao.
No planejamento fatorial completo o nimero de ensaios cresce a cada varidvel adicionada,
tornando sua utilizacdo inviavel, pois 0 nimero de experimentos também torna-se muito grande
e o trabalho para realizar fica complexo. Por exemplo, para k = 8 temos: 28 = 256 experimentos,
sendo cada vez maior 0 numero de experimentos a medida que o valor de k cresce. Nestes casos,
deve-se usar o planejamento fatorial fracionario, semelhante ao fatorial completo, que permite o
estudo de um grande nimero de fatores realizando apenas um namero limitado de experimentos
sem perder as informacdes de interesse. S&o empregados dois niveis e 0 nimero de experimentos
é dado por 2! (LUNDSTEDT et al. 1998).

Em quimica analitica, a determinacdo de varidveis que influenciam nos resultados é
apenas uma etapa do procedimento. E necessaria a otimizacio do procedimento experimental,
buscando minimizar o trabalho necesséario, seja para a reducdo de tempo ou de gastos, entre
outros. Uma excelente ferramenta para otimizacdo de um procedimento analitico € a utilizacdo
de metodologia de superficie de resposta, empregando fungdes polinomiais. Estas fungoes

polinomiais possuem termos quadraticos que permitem a observacdo do ponto maximo, em
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diferentes superficies graficas. A metodologia de superficies de respostas é uma boa forma de
ilustrar graficamente a relacdo entre diferentes varidveis experimentais e as respostas. Para ajustar
os dados experimentais a um modelo quadratico, aplica-se o planejamento composto central
(LUNDSTEDT et al. 1998). Este planejamento € divido em trés partes:
» Planejamento fatorial completo ou fracionario, para determinacdo dos fatores que
influenciam significativamente os resultados;
= Experimentos no ponto central. O ponto central é a condicdo intermediaria aos niveis de
todos os fatores estudados;
= Planejamento axial (ou estrela), que séo experimentos realizados em pontos axiais, com
distancia + o da origem.
A Figura 7, apresenta um sistema de coordenadas para cada etapa do planejamento

composto central.

Figura 7. Planejamento composto central para duas variaveis: (#) planejamento fatorial 22, (+) ponto
central e () planejamento axial.

Quando os experimentos sdo realizados de forma aleatdria, espera-se que 0s resultados
também sejam obtidos de forma aleatdria. Por isso, faz-se necessario o planejamento de
experimentos para que a informacao de interesse possa ser obtida. No trabalho, o planejamento e
a otimizagdo de experimentos sdo ferramentas utilizadas para examinar sistematicamente as
variaveis que podem influenciar o resultado (desempenho cromatografico da fase estacionaria)

de forma positiva ou negativa.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento e otimizacdo de uma fase
estacionaria com caracteristicas de interacdo hidrofilica baseada na imobilizacdo térmica do
polimero poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO) na superficie de particulas de silica,
visando obter um material capaz de separar substancias polares com alta eficiéncia, sem gerar
grandes volumes de residuos organicos de fase movel. Como objetivos secundarios, buscou-se
otimizar as condi¢bes de preparo das fases estacionarias, para obtencdo de materiais com
recobrimento polimérico eficiente do suporte cromatografico e caracterizar cromatogréafica e
fisico-quimicamente os materiais produzidos, por meio de técnicas cromatograficas,
espectroscopicas e microscopicas.

Para alcancar estes objetivos, algumas etapas foram executadas:

» Preparacdo das fases estacionarias, empregando o método de evaporacdo estatica do
solvente e o tratamento térmico para a imobilizacdo do PEO sobre as particulas de silica;

= Otimizacao das condicdes de imobilizacdo das fases estacionarias para a obtencdo de
colunas com bom desempenho cromatogréafico, empregando um planejamento composto
central;

= Enchimento das colunas de aco inoxidavel de 50 mm x 4,0 mm de d.i. com as fases
estacionarias preparadas;

= Auvaliacdo do desempenho cromatografico das fases estacionarias através da separacéo de
misturas-teste padréo;

» Caracterizacdo fisico-quimica das propriedades dos materiais produzidos;

= Aplicacdo da fase estacionaria Si(PEO) otimizada na separacdo de misturas de compostos

polares.
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3 METODOLOGIA

3.1 Equipamentos

- Analisador elementar, PerkinElmer, modelo 2400 (Norwalk, CT, EUA).

- Analisador termogravimétrico modelo DTG-60H, marca Shimadzu (Quioto, Japao).

- Cromatdgrafo a liquido com sistema binario de bombeamento da marca Varian (Palo Alto, CA,
EUA), modelo ProStar® 210 com deteccdo UV/vis e sistema de injecdo manual Reodhyne®,
sistema de aquisicéo de dados Galaxie®.

- Espectrdmetro de absorcdo no infravermelho, Jasco modelo FTIR 4100 (Téquio, Japdo).

- Microscopio eletrénico de varredura TESCAN (Toquio, Japéo).

3.2 Reagentes e solventes

- Agua ultrapurificada a 18,3 Q cm.
- Benzilamina 99 % (Sigma Aldrich, S&o Paulo, Brasil).
- Butilbenzeno 99,5 % (Sigma Aldrich).

- Cafeina 98 % (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

- Cloroférmio grau espectroscdpico, 99 % (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil).
- Etilbenzeno 99,5 % (Sigma Aldrich).
- Fenol 99,5 % (Vetec).

- Hexano, (Tedia).
- Metanol grau HPLC, 99,5 % (Tedia).

- O-terfenila 99 % (Sigma Aldrich).
- Pentilbenzeno 99 % (Sigma Aldrich).

- Poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO); 75% poli(6xido de etileno), 25%
poli(dimetilsiloxano); (UCT Specialties, Bristol, CT, EUA).

- Silica cromatografica Chromosorb, particulas de 5 um de diametro (Varian, Palo Alto, CA,

EUA).

- Tolueno grau espectroscépico (Tedia).

- Trifenileno 98 % (Sigma Aldrich).

- Uracila 99 % (Sigma Aldrich).
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3.3 Agrotodxicos e farmacos

3.3.1 Agrotoxicos

- 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D), padrdo analitico, Pestanal ®, 97,0%. Numero CAS 94-75-7,;
- Captana, padréo analitico, Pestanal ®, 93,0%. Numero CAS 133-06-2;

- Carboxina, padréo analitico, Pestanal ®, 95,0%. NUimero CAS 5234-68-4;

- Clorpirifos, padrao analitico, Pestanal ®, 97,0%. Numero CAS 2921-88-2;

- Diuron, padrdo analitico, Pestanal ®, 98,0%. Numero CAS 330-54-1;

- Metomil, padréo analitico, Pestanal ®, 98,6%. Numero CAS 16752-77-5;

- Terbutilazina, padrdo analitico, Pestanal ®, 99,0%. Numero CAS 5915-41-3;

- Tiofanato metilico, padrdo analitico, Pestanal ®, 96,6%. Numero CAS 23564-05-8.

3.3.2 Farmacos

- Cafeina 98 % (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

- Diclofenaco de sodio, numero CAS 15307-79-6, obtido em uma Farméacia de Manipulacdo na
cidade de ltuiutaba/MG, como padrédo secundario.

- Paracetamol, nUmero CAS 103-90-2, obtido em uma Farméacia de Manipulacdo na cidade de
ltuiutaba/MG, como padrédo secundario.

3.4 Preparacao das fases estacionarias

3.4.1 Ativacdo da silica cromatografica

Inicialmente, realizou-se a ativacdo da silica cromatografica com o objetivo de remover
as moléculas de 4gua adsorvidas na superficie do suporte. Foram pesados aproximadamente 10 g
de silica de particulas de 5 um de didametro em um béquer, e este foi deixado na estufa por uma
noite a temperatura de 140° C. Em seguida, colocou-se o béquer devidamente fechado com papel

aluminio em um dessecador, sob vacuo, até que fosse atingida a temperatura ambiente (~10 min).
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3.4.2 Sorc¢ao do poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) sobre silica

A sorcao do polimero, poli(éxido de etileno-co-dimetilsiloxano) — PEO, sobre a silica foi
realizada a partir do método por evaporacdo estatica do solvente (JARDIM; COLLINS K;
COLLINS C, 2004). Foram preparados materiais com diferentes condi¢Ges de solvente (hexano
ou cloroférmio) e carga polimérica (25 e 50 % do polimero PEO). Inicialmente, foi preparada
uma solucéo do polimero 50% m/v em cloroférmio. Em seguida, em um béquer de 50 mL, foram
adicionados 1,000 g de silica e 20 mL de solvente e, lentamente, foi adicionada a quantidade
adequada da solugdo do PEO a 50 % m/v em cloroférmio (com carga de 25 ou 50 % m/m do
polimero em cloroférmio, massa de polimero em relacdo a massa do suporte). A mistura foi
submetida a agitacdo magnética por 10 min sem que houvesse agitacdo vigorosa, evitando a perda
da solucdo. O béquer foi retirado do agitador magnético e deixado em banho ultrassom por 5 min.
Posteriormente, o material foi deixado novamente sob agitacdo magnética por 2 h e 30 min. Apds
esse periodo, o béquer foi retirado da agitacdo, protegido com papel aluminio com furos e levado
a capela para a secagem do solvente a temperatura ambiente. O béquer permaneceu na estufa para

a total evaporacdo estatica do solvente, por aproximadamente cinco dias.

3.4.3 Imobilizacéo do polimero sobre a silica

Com o material seco obtido, iniciou-se a etapa de imobilizacdo térmica do polimero sobre
as particulas de silica. Esta etapa é fundamental no processo de preparo da fase estacionaria, pois
aumenta a intensidade da interacdo do polimero com o suporte, evitando a sua lixiviagdo com a
passagem continua de fase mdvel. O material foi submetido ao aquecimento, sob diferentes
condicdes de temperatura e de tempo.

Para otimizar o processo de preparo das fases estacionarias Si(PEO) sob diferentes
condigdes, verificando quais varidveis podem influenciar significativamente nos resultados de
forma negativa ou positiva, foi utilizado o planejamento e otimizagédo de experimentos.

As etapas do planejamento experimental foram:

= Planejamento fatorial fracionario 2%, para selegdo das variaveis (fatores) que afetam a
incorporacdo do PEO sobre a silica, no preparo da fase Si(PEO);
= Planejamento composto central 22, para determinac&o das condi¢Oes 6timas das variaveis

que afetam a imobilizacdo do PEO sobre a silica.
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As variaveis e os niveis estudados pelo planejamento estdo apresentados na Tabela 1. Os

niveis foram escolhidos a partir de experimentos prévios, como por exemplo, a analise

termogravimeétrica do polimero e sua solubilidade em diferentes solventes.

Tabela 1. Variaveis e niveis estudados para a otimizag&o do preparo de fases Si(PEO).

Variaveis Nivel baixo (-) Nivel alto (+)
1 Solvente Hexano Cloroférmio
2  Temperatura de imobilizacao (°C) 100 150
3  Tempo de imobilizacdo (min) 8 16
4  Carga polimérica de PEO (% m/m) 25 50

O planejamento fatorial fracionario permitiu o estudo de quatro variaveis realizando

apenas um numero limitado de experimentos, oito, sem perder informacfes de interesse

(LUNDSTEDT et al., 1998). Na Tabela 2 estdo apresentadas as diferentes condi¢Ges de preparo

das fases estacionarias avaliadas de acordo com o planejamento fatorial fracionario 241,

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial fracionario 2** para as diferentes condi¢des de preparo da fase

Si(PEO). Variaveis: 1- solvente, 2- temperatura, 3- tempo e 4- carga de PEO.

Experimento Variaveis
1 2 3 P
1 ;s N - :
2 N ) . '
3 - R ] ’
4 + . ) i
5 - . n .
6 T _ + -
7 - + + -
8 a N - _

3.4.4 Extracéo do polimero ndo imobilizado

Ap0s a etapa de imobilizacéo do polimero ao suporte de silica sob as diferentes condicoes,

as fases estacionarias foram submetidas a etapas de lavagens sequenciais com 5 mL de

cloroférmio, 5 mL de metanol e 5 mL de metanol:H20 (1:1, v/v), para a remoc¢é&o dos residuos
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dos reagentes e do PEO que nao foi imobilizado na silica. Nesta etapa, pequenas quantidades da
fase estacionaria seca e imobilizada, foram divididas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram
adicionados os solventes, e em seguida, a mistura foi agitada em vortex e submetida a
centrifugacdo por 2 min a 2500 r.p.m. Apo0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e, em

seguida, o material solido foi levado a estufa e seco a 70 °C.

3.5 Enchimento das colunas cromatograficas

3.5.1 Suspensdo da fase estacionaria

As colunas cromatograficas foram preenchidas com as fases Si(PEO) pelo método do
enchimento por suspensao a alta pressdao (MEYER, 2010). Para o enchimento da coluna, foi
preparada uma suspensdo da fase Si(PEO) em cloroférmio a 5 % (m/v) em tubo de ensaio
rosqueavel. O cloroférmio foi utilizado por ser um solvente de densidade e viscosidade
apropriadas para o posterior recheio da coluna cromatogréafica. O tubo foi deixado em agitacao
por 12 h, com auxilio de um agitador e uma barra magnética. Esta etapa é realizada a fim de
prevenir o recheio da coluna cromatografica de forma irregular, evitando que particulas maiores
sejam depositadas preferencialmente a particulas menores, o que poderia resultar em uma

variacdo da pressdo na coluna durante a separacdo cromatografica.

3.5.2 Enchimento da coluna com a suspensao da fase estacionaria

Para a avaliacdo das fases estacionarias preparadas, foram empregados tubos de aco
inoxidavel de formato cilindrico com 50 mm de comprimento e 4,0 mm de diametro interno.
Apdbs preparada a suspensdo da fase estacionaria Si(PEO) em cloroférmio, as colunas
cromatograficas foram recheadas utilizando o método a alta pressdo, de acordo com o esquema
apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo esquematica do sistema de enchimento e esvaziamento de colunas
cromatograficas.

Conforme ilustrado na Figura 8, o reservatério do solvente propulsor (1) foi preenchido
com metanol. A pressdo da bomba (2) foi ajustada para 9.000 psi. Ao reservatério de suspensdo
(4) contendo a coluna cromatografica (50 x 4,0 mm d.i) (5) devidamente acoplada a sua
extremidade foi adicionada a suspensdo da FE contida no tubo de ensaio (3). O volume do
reservatorio foi completado com o solvente de suspenséo (cloroférmio). A extremidade superior
do reservatdrio de solvente foi fechada. Com o sistema todo fechado, a bomba foi ligada
propulsionando o solvente (metanol) para o reservatdrio de suspensdo que levou a suspensdo da
FE para o interior da coluna, ficando retida devido a presenca de um filtro na extremidade inferior
da coluna. O sistema foi mantido sob pressdo até a passagem de 80 mL de solvente (6), que foi
recolhido em uma proveta de 100 mL, colocada logo abaixo do sistema de enchimento. Esse
volume é equivalente a duas vezes a capacidade do reservatdrio da suspensdo. Apos o término do
enchimento, o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do reservatdrio, fechando

apropriadamente sua extremidade superior com um filtro terminal.

3.5.3 Condicionamento das colunas cromatogréaficas

A coluna cromatografica previamente recheada com a fase Si(PEO) foi conectada ao
cromatografo a liquido, passando fase movel MeOH:H20 na proporc¢éo de 50:50 (v/v) e vazéo de
0,4 mL min, por cerca de 60 min. Nessa etapa apenas uma das extremidades da coluna foi
acoplada ao cromatdgrafo. A coluna foi conectada apenas a bomba cromatogréafica e ndo ao
detector, pois residuos provenientes do enchimento poderiam ser removidos da coluna durante

esta etapa, levando a cela de detecgéo espectrofotométrica ao entupimento.
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3.6 Preparacdo da fase movel

Os solventes constituintes das fases modveis empregadas neste trabalho foram
volumetricamente medidos e filtrados, individualmente, utilizando-se de um sistema de filtracdo
de fase mdvel e uma membrana de Nylon de 47 mm de didmetro e 0,22 um de tamanho de poros.
Em seguida, os solventes foram estocados em frascos separados e deixados por 5 min em banho
ultrassom, para serem desgaseificados. Apos desgaseificados, os solventes foram dispostos nos

reservatorios para fase mével do sistema cromatogréafico.

3.7 Caracterizacao fisico-quimica do polimero PEO

3.7.1 Anélise termogravimétrica

A estabilidade térmica do polimero PEO foi avaliada por anélise termogravimétrica, na
qual cerca de 5 mg de amostra foram colocados em uma microbalanca no analisador térmico e
submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C até 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C min. As medidas foram realizadas sob atmosfera inerte em um analisador
termogravimétrico modelo DTG-60H, marca Shimadzu (Quioto, Japdo), no qual foi medida a
percentagem de perda de massa da amostra de acordo com o aumento da temperatura. Essa
medida foi realizada no laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia.

3.7.2 Cromatografia de permeacdo em gel

A cromatografia por exclusdo, na modalidade de permeacdo em gel, foi empregada para
avaliar as caracteristicas do polimero PEO, fornecendo informacGes sobre a distribuicdo da massa
molar e o indice de polidispersividade. Foi utilizada uma coluna da American Polymer Standard
Corporation® para separacio de substancias de 1.000 a 20.000 Da., com dimensdes de 300 mm
de comprimento por 7,8 mm de didmetro interno. Para constru¢do da curva analitica foram
empregados padrdes de poliestireno de massas molares 5,0 x 10%; 2,6 x 10%; 6,4 x 10% 1,8 x 10*
e 4,3 x 10* dissolvidos em tetraidrofurano. Foram injetados 250 pL de cada padrdo, empregando
como fase movel tetraidrofurano a uma vazao de 1,0 mL min™* e uma temperatura de 40 °C para

a coluna e para o detector por indice de refragdo. Para a avaliagdo do PEO, as amostras foram
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preparadas a partir da dissolucdo do polimero em tetraidrofurano a 0,5 % (v/v). Esta medida foi

realizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ/Unicamp).

3.7.3 Espectroscopia de absorcédo no infravermelho

O polimero poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) foi caracterizado por espectroscopia
de absorc¢do na regido do infravermelho. A analise do material foi realizada por meio de pastilhas
de KBr na proporcéo de 1:10 na regifo espectral 400 a 4000 cm™ em espectrofotdmetro Jasco
modelo FTIR 4100 (T6quio, Japéo).

3.8 Caracterizacao fisico-quimica das fases Si(PEO)

3.8.1 Microscopia eletronica de varredura

A avaliacdo morfologica das particulas de silica imobilizadas com o PEO foi realizada
por meio das micrografias desse material, obtidas a partir da técnica de microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Nesta técnica, as particulas foram fixadas em porta-amostras por uma fita
dupla face de carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o
metal foi bombardeado com atomos de argdnio sob alto vacuo por 120 s, para a formacdo de uma
camada de aproximadamente 10 nm de espessura. Os porta-amostras foram introduzidos em um
microscopio eletrdnico de varredura TESCAN (Tdquio, Japdo) com microssonda de raios-X. As
imagens das particulas de Si(PEO) foram obtidas com diferentes ampliacdes. Essa medida foi
realizada no laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de

Uberlandia.

3.8.2 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica da fase estacionaria Si(PEO) foi avaliada empregando analises

termogravimétricas de acordo com o procedimento descrito no item 3.7.1.
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3.8.3 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho

A fase estacionaria Si(PEQ) foi caracterizada por espectroscopia de absorcdo na regiao
do infravermelho a fim de identificar os principais grupos funcionais do PEO no material,
confirmando a sua imobilizacdo nas particulas de silica. A analise do material foi realizada por
meio de pastilnas de KBr na propor¢do de 1:10 na regido espectral 400 a 4000 cm™ em

espectrofotdbmetro Jasco modelo FTIR 4100 (Toquio, Japéo).

3.8.4 Analise Elementar

As fases Si(PEO) preparadas em diferentes condi¢Ges foram submetidas a andlise
elementar para a determina¢do da porcentagem de carbono, tornando possivel avaliar o grau de
recobrimento da superficie do suporte cromatografico pelo polimero, PEO. O método consiste na
combustdo do material seco, convertendo os elementos da amostra em gases simples, como COo,
H2O e N.. Estes gases sdo submetidos a condigdes exatas de pressdo, temperatura e volume.
Posteriormente, 0s gases sao despressurizados atraves de uma coluna, separados e detectados em
funcdo das respectivas condutividades térmicas, sendo convertidos em percentagem de carbono,
hidrogénio e nitrogénio. Foi empregado um analisador elementar PerkinElmer, modelo 2400
(Norwalk, CT, EUA). Essa medida foi realizada no laboratério multiusuario do Instituto de

Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

3.9 Caracterizacdo cromatogréafica das fases Si(PEO)

As colunas recheadas com as fases estacionarias preparadas em diferentes condi¢bes
foram avaliadas cromatograficamente através da determinacdo de parametros cromatograficos de
compostos separados de misturas testes padrdo. As misturas testes tratam-se de protocolos bem
estabelecidos e conhecidos na literatura que sdo comumente empregados por diversos
cromatografistas na avaliacdo do desempenho cromatografico de fases estacionarias comerciais
ou produzidos no préprio laboratério (KIMATA et al., 1989; CRUZ et al., 1997).

3.9.1 Mistura hidrofébica

A mistura hidrofébica é composta por uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno.

A mistura foi utilizada para avaliar a seletividade e hidrofobicidade das fases estacionarias na
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separagdo de compostos com polaridades diferentes. As condic¢des de anélise empregadas foram:
fase movel MeOH:H,0 50:50, v/v; vazdo de 0,4 mL min; detecgdo UV a 254 nm; volume de
injecdo de 20 pL. As condicbes de proporcdo dos solventes da fase movel foram alteradas

conforme a necessidade para se obter a melhor resolucéo dos picos no cromatograma.

3.9.2 Mistura teste de Tanaka e colaboradores

Neste trabalho, esse protocolo foi empregado com o intuito de verificar se as fases
Si(PEO) possuem caracteristicas de cromatografia liquida de interac&o hidrofilica, visto que, é
um teste especifico para avaliar fases na modalidade reversa.

O protocolo € constituido de quatro misturas testes, cada uma com composicao de fase
movel especifica e que avalia diferentes caracteristicas das fases estaciondrias. Todas as misturas
foram analisadas empregando uma vazao de fase mével de 0,4 mL min, deteccio UV a 254 nm
e volume de injecdo de 20 pL. As misturas e suas respectivas fases moveis sdo:

= Mistura A: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenilo e trifenileno. Composicéo da

fase movel: MeOH: H-0, 80:20 (v/v).

» Mistura B: uracila, cafeina e fenol. Composic¢éo da fase movel: MeOH: H>0, 30:70 (v/v).
= Mistura C: uracila, benzilamina e fenol. Composicdo da fase movel: MeOH:tampao

fosfato KoHPO4/KH2PO4 a pH 7,6; 30:70 (V/v).

= Mistura D: uracila, benzilamina e fenol. Composicdo da fase mével: MeOH:tampao
fosfato H3PO4/KH2PO4 a pH 2,7; 30:70 (v/v).

3.10 Avaliacdo da aplicabilidade da fase estacionaria Si(PEQO)
A aplicabilidade da fase estacionaria Si(PEQ) foi avaliada a partir da separacdo de
compostos com caracteristicas polares. Foram separadas uma mistura de fArmacos e uma mistura

de agrotoxicos, empregando coluna cromatografica de 150 mm de comprimento contendo as

fases estacionarias Si(PEO) preparadas que apresentaram melhor desempenho cromatogréafico.

3.10.1 Separacao de farmacos

A fase Si(PEO) foi empregada na separacdo de farmacos a partir de um medicamento, 0
Tandene. Tandene tem em sua composicao: carisoprodol (125 mg), cafeina (30 mg), diclofenaco
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de sdédio (50 mg) e paracetamol (300 mg). A separacdo foi realizada com fase movel
acetonitrila:acetato de amonio CHsCOONH, 0,005 mol L, no modo de eluicdo por gradiente,
com uma vazio de 1,2 mL min, temperatura de 25 °C e deteccdo UV a 254 nm. Cada um dos
compostos foi analisado individualmente para a confirmacéo do tempo de retencdo. Esta mistura
de farmacos também foi separada por uma coluna recheada com fase comercial C1s, empregando

as mesmas condi¢Oes de analises utilizadas para a separa¢do na coluna de Si(PEO).

3.10.1.1 Efeito do teor de 4gua na fase movel

Os farmacos foram separados em condicdes diferentes do componente aquoso na fase
movel, para investigar o efeito do teor de agua no comportamento de retencdo dos farmacos na
coluna cromatografica recheada com a fase Si(PEQ). Os testes foram realizados com fase movel
acetonitrila:dgua, variando a porcentagem em volume de agua de 75 a100%, no modo de eluicdo
por gradiente, com uma vazéo de 1,2 mL/min, temperatura de 25 °C e detec¢do UV a 254 nm.

3.10.1.2 Efeito da concentracdo de acetato de amémio na fase movel

Neste estudo, o efeito de diferentes concentragdes de acetato de aménio como aditivo do
componente aquoso da fase mével foi explorado. Os farmacos foram separados com fase movel
acetonitrila:acetato de amoénio (CH3COONHg4), variando a concentracdo do sal de 5 a
50 mmol L%, no modo de eluicéo por gradiente, com vaz&o de 1,2 mL/min, temperatura de 25 °C
e deteccdo UV a 254 nm.

3.10.2 Separacao de agrotdxicos

A aplicabilidade da fase Si(PEO) também foi explorada a partir da separacdo de uma
mistura de oito compostos empregados como agrotdxicos em diferentes culturas:
2,4-diclorofenoxiacético, captana, carboxina, clorpirifds, diurom, metomil, terbutilazina e
tiofanato metilico; cujas estruturas quimicas sdo apresentadas na Figura 10. Para a obtencédo de
uma separacdo satisfatdria dos agrotoxicos, foi empregada uma fase modvel isocréatica
metanol:agua (30:70, v/v) com vazdo de 1,2 mL min, temperatura de 25 °C e deteccdo UV a
230 nm. Inicialmente, os compostos foram analisados individualmente para a determinacéo do

tempo de retengdo. Esta mistura de agrotdxicos também foi separada por uma coluna recheada
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com fase comercial C1g, empregando as mesmas condic¢des de analises utilizadas para a separacéo
na coluna de Si(PEO).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica do PEO

Para avaliar a potencialidade do poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) como
recobrimento polimérico de fases estacionarias para cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi
realizada a caracterizacdo fisico-quimica do PEO empregando as técnicas de analise
termogravimeétrica, de cromatografia por permeacdo em gel e de espectroscopia de absor¢do no

infravermelho.

4.1.1 Anélise termogravimétrica

A estabilidade térmica do copolimero PEO foi analisada por analise termogravimétrica
para avaliar a faixa de temperatura que poderia ser utilizada no processo de imobilizacdo térmica
no preparo das fases estacionarias. A curva termogravimétrica (curva TG) do PEO esta

apresentada na Figura 9.

Figura 9. Curva TG para o copolimero poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano.
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Na curva termogravimétrica apresentada na Figura 9, trés eventos de perda de massa
podem ser observados. O primeiro ocorre a uma temperatura de até 162 °C (~ 2 % de perda de

massa), referente & eliminacdo de 4gua da matriz polimérica. O intervalo de 162 a 335 °C, com
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perda de massa mais significativa, esta relacionado & degradacao do bloco do polimero poli(éxido
de etileno). O terceiro evento, representado por um ombro a partir de 335 °C na curva TG ¢
referente a degradacdo do bloco do polimero poli(dimetilsiloxano), que ocorre até
aproximadamente 455 °C. Acima de 455 °C ha somente a presenca de residuos nao volateis do
material, cerca de 7 %. Dados da literatura confirmam que o poli(dimetilsiloxano) apresenta
estabilidade térmica até temperaturas proximas a 300°C, e sua decomposi¢ao completa ocorre em
aproximadamente 600°C (CAMINO; LOMAKIM; LAGEARD, 2001; SCHIAVION, et al.,
2002).

Considerando a curva TG, é possivel verificar que o PEO apresenta estabilidade térmica
até 160 °C, com perda de massa apenas relacionada a &gua adsorvida. Essa caracteristica viabiliza
a imobilizacdo térmica do copolimero no suporte de silica até esta temperatura sem que ocorra
sua degradacdo e, consequentemente, a alteracdo de suas caracteristicas estruturais.

A temperatura de transicdo vitrea de polimeros, é definida como a passagem do estado
vitreo para o estado elastomérico, ou seja, nessa transicdo o polimero passa de um estado
desordenado rigido (vitreo) para um estado desordenado, no qual as cadeias poliméricas possuem
uma mobilidade maior. Para os polissiloxanos, a temperatura de transicdo se encontra abaixo de
-20°C (JARDIM; COLLINS; COLLINS, 2004), o que justifica o0 comportamento do copolimero
como solvente durante o processo de separagdo cromatografica, que ocorre normalmente a
temperatura ambiente. O copolimero como solvente é fundamental no processo de separacéo,
visto que o mecanismo de separacdo baseia-se nas diferentes solubilidades dos componentes da
amostra na fase movel e na fase estacionaria. Essa temperatura faz com que o copolimero PEO
seja interessante para 0 uso como recobrimento de fases estacionarias, pois possibilita a interacao

de solutos em condicdes de temperatura abaixo da temperatura ambiente durante as analises.

4.1.2 Cromatografia de permeacdo em gel

Com a cromatografia de permeacdo em gel é possivel determinar propriedades do
polimero, como a polidispersividade e suas massas moleculares médias, possibilitando
compreender a estrutura do polimero. A distribuicdo de massa molecular do PEO foi determinada
usando a cromatografia de permeacdo em gel, de acordo com os resultados apresentados na

Figura 10.
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Figura 10. Distribuicdo de massa molecular do copolimero poli(éxido de etileno-co-dimetilsiloxano)
obtido por cromatografia de permeacdo em gel.
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De acordo com a distribuicdo de massa molecular do copolimero apresentada na
Figura 10, determinou-se a massa molecular ponderal média (5746 g mol™) e a massa molecular
numérica média (3796 g mol™). Outros polissiloxanos que sdo frequentemente utilizados na
modalidade de fase reversa, possuem valores de massas moleculares similares aos das massas
determinadas para o poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (JARDIM; COLLINS; COLLINS,
2004). Considerando o valor médio das massas moleculares do PEO e a massa molecular de uma
unidade monomérica, pode-se estimar que o copolimero possui no maximo 30 repeti¢ces da sua
unidade, o que representa um comprimento relativamente curto quando comparado aos demais
polimeros ja utilizados para preparacfes de fases estacionarias, que possuem comprimentos até
maiores que 10.000 unidades monomeéricas (FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009). O grau
de polimerizacéo € adequado, pois permite taxas mais rapidas de transferéncia de massa.

O polimero é constituido de uma mistura de cadeias poliméricas de tamanhos diferentes,
que geram uma distribuicdo de tamanho molecular. A medida dessa distribuicdo de tamanhos de
cadeias poliméricas é dada pelo indice de polidispersividade, que € igual a razdo entre a massa
molecular ponderal média e a massa molecular numérica média. Valores de indice entre 1 e 2
correspondem a uma distribuicdo estreita, ou seja, o PEO que apresentou o indice de
polidispersividade de 1,524, é constituido de uma mistura de poucas cadeias poliméricas. Os
resultados indicam que o PEO possui caracteristicas adequadas e interessantes para uso como

fase estacionaria para CLAE.
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4.1.3 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho
O polimero poli(oxido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO) foi caracterizado por
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, para a identificacdo de grupos funcionais

caracteristicos. O espectro de absor¢do no infravermelho do PEO esta apresentado na Figura 11.

Figura 11. Espectro de absor¢édo do poli(dxido de etileno-co-dimetilsiloxano) na regido do

infravermelho.
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As principais bandas do espectro referentes aos grupos funcionais caracteristicos do
polimero estdo indicadas na Figura 13. O sinal na regido de 2870 cm™ é referente a vibragdo C-
H de grupos CH2 e CHs do PEO e, em 1265 cm™, tem-se sinal referente a ligagdes C-O-C. A
banda acentuada em 1100 cm™ é atribuida ao estiramento das ligagGes siloxano, Si-O-Si. As
bandas em 3575 e 1650 cm™, sdo atribuidas aos grupos hidroxilas (OH) provenientes de agua. O
polimero PEO mantém uma camada de dgua adsorvida adequada para separa¢des em modos de
interacdo hidrofilica, pois 0 mecanismo de separacdo é governado pela solubilidade do analito

em uma camada rica de agua na superficie da fase estacionaria.
4.2 Avaliacéo dos fatores que afetam a imobilizacdo do PEO sobre a silica
A imobilizacéo do PEO sobre as particulas de silica € uma etapa fundamental do processo

de preparo das fases estacionarias, uma vez que se objetiva recobrir eficientemente os grupos

ativos da superficie do suporte para evitar interacdo do mesmo com os solutos a serem separados.
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Muitas varidveis podem afetar o processo de imobilizacdo do polimero no suporte. Neste
trabalho, foi realizado inicialmente um estudo para avaliar quais varidveis afetam de forma
significativa a incorporacdo do PEO sobre a silica. Para evitar um numero muito grande de
experimentos, considerando que a silica cromatografica é relativamente cara o que levaria a um
alto consumo de materiais e alto custo na preparacdo das fases estacionarias, foi aplicado um
planejamento fatorial fracionario para a triagem das variaveis selecionadas. As varidveis
estudadas foram: o tipo de solvente reacional, a temperatura de imobilizacdo, o tempo de
imobilizacéo e a carga polimérica de PEO em dois niveis cada uma, de acordo com os dados da
Tabela 1. A resposta medida para cada fase preparada sob as diferentes condicdes foi a
porcentagem de carbono, um indicativo do teor de PEO imobilizado no material. O planejamento
fatorial fracionario 2!, empregado neste estudo, permitiu a realizagio de apenas oito
experimentos, sendo possivel selecionar as variaveis mais importantes para um estudo posterior
de otimizacdo, sem a perda de informacdes relevantes para o estudo. A Tabela 3, apresenta a
matriz do planejamento fatorial fracionario 2!, bem como a porcentagem de carbono

imobilizado em cada uma das oitos fases Si(PEO) preparadas.

Tabela 3. Porcentagem de carbono nas fases Si(PEO) preparadas de acordo com um planejamento

fatorial fracionario 241

Experimento variaveis % C
1 2 3 4
1 + + + + 6,69
2 + - - + 5,06
3 - + - + 4,57
4 + + - - 2,94
5 - - + + 10,79
6 + - & - 6,50
7 - + + - 4,19
8 - - - - 4,05

A partir dos resultados obtidos pela analise elementar que sdo apresentados na Tabela 3,
pode-se confirmar, junto aos resultados das outras técnicas de caracterizacao, que o polimero esta
imobilizado sobre a superficie da silica. Com os resultados obtidos da porcentagem de carbono

referentes a quantidade de PEO imobilizado nas particulas de silica, foram calculados os efeitos
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das varidveis na preparacdo das fases estacionérias Si(PEO). Os efeitos foram calculados de
acordo com a Equagdo 6.

Ef = %Ceyy — %Cy Equacio 6
Em que: Er é o efeito da variavel; %C é a porcentagem média de carbono no nivel alto da

variavel e %C ) e a porcentagem média de carbono no nivel baixo da variavel em estudo.

Aplicando a Equagédo 6 aos resultados obtidos na Tabela 3, podemos verificar que as
varidveis apresentam o0s seguintes valores de efeito: tipo de solvente do meio
reacional = -0,60 %C; temperatura de imobilizacdo = -2,00 %C; tempo de imobilizacdo = +2,88
%C e cargade PEO = +2,36 %C. De acordo com os valores dos efeitos de cada variavel, a variavel
que possui menor influéncia na porcentagem de PEO imobilizada na silica é o tipo de solvente
(variavel 1). O sinal negativo indica apenas que o fator no nivel baixo tem maior influéncia na
resposta, ou seja, as fases preparadas em hexano produziram um recobrimento ligeiramente
melhor que as fases preparadas em cloroférmio.

Como os experimentos nao foram realizados em replicatas, ndo foi possivel determinar o
erro dos efeitos a partir de variancias individuais dos experimentos. Para estimar o erro dos efeitos
foi realizada a analise do grafico normal dos efeitos (BRUNS; SCARMINIO, 2003). Para tal,
foram calculados os efeitos de interagGes entre os fatores, resultando no total, quinze efeitos:
quatro efeitos principais, seis interacfes de dois fatores, quatro interagdes de trés fatores e uma
interacdo de quatro fatores. O calculo dos efeitos de interacdo de varidveis, procede-se da maneira
usual, multiplicando os sinais dos niveis de elemento a elemento. Primeiro, as interacdes das
variaveis sdo determinadas pela multiplicacdo dos niveis de duas a duas, depois de trés a trés e,
finalmente, o produto de todas as quatro variaveis. O conjunto completo esta apresentado na
Tabela 4.
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Tabela 4. Matriz de planejamento fatorial fracionario 24 para as interagdes entre as variaveis avaliadas

no preparo de fases Si(PEO) e porcentagens de carbono.

Interacdes entre as variaveis

Exp. %C
12 13 14 23 24 34 123 124 134 234 1234
1 + + + + + + + + + + + 6,69
2 - - + + - - + - - + + 5,06
3 - + - - + - + - + - + 457
4 + - - - - + - - + + + 2,94
5 T A + 10,79
6 - + - - + - - + - + + 6,50
7 - - + + - - - + + - + 4,19
8 + + + + + + - - - - + 4,05

A partir dos dados listado na Tabela 4, os efeitos foram calculados utilizando a Equacéo 6.
Para verificar se o efeito foi significativo ou ndo, foi construido o gréfico normal dos efeitos, no
qual os efeitos que se aproximam de um valor padronizado (Z) igual a zero (pontos centrais) ndo
possuem influéncia significativa na resposta. Os efeitos mais dispersos desse valor padronizado
(2) igual a zero, séo estatisticamente significativos. Os pontos afastados da reta, ndo pertencem
a mesma populacdo que produziu os pontos centrais. Deve-se interpreta-los como efeitos
realmente significativos, e tanto mais significativos quanto mais afastados estiverem da regido
central, seja para a direita ou para a esquerda. O grafico normal dos efeitos para os experimentos

do processo de preparo da fase Si(PEO) esté ilustrado na Figura 12.

Figura 12. Grafico normal dos efeitos. (*) variaveis principais ou interagdes entre duas ou mais variaveis.
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Observando-se o grafico da Figura 12, apenas a variavel 1 (tipo de solvente) ndo foi
estatisticamente significativa, portanto ndo interfere no processo de preparo da fase estacionéria
Si(PEO). Como o tipo de solvente € uma variavel discreta, sua otimizacdo foi realizada pela
fixacdo do nivel que proporcionou a maior percentagem de carbono na superficie do suporte
cromatografico. Neste caso, como o seu efeito determinado é precedido pelo sinal negativo, o
nivel baixo (hexano) foi o que proporcionou melhores resultados no preparo da fase estacionéria.
As demais variaveis avaliadas possuem influéncia significativa na resposta e necessitam de
otimizacdo. Para a otimizagdo dessas variaveis, 2 (temperatura de imobilizacédo), 3 (tempo de

imobilizacdo) e 4 (carga polimérica) foi realizado um planejamento composto central.

4.3 Caracterizacao cromatografica das fases Si(PEO)

As fases estacionarias preparadas a partir da imobilizacdo do PEO sobre particulas de
silica cromatogréfica foram avaliadas cromatograficamente a partir da analise de misturas testes
padrdo para determinar suas propriedades de retencdo e o seu desempenho de separacdo. As
misturas testes padrao tratam-se de protocolos bem estabelecidos para aferir a qualidade das fases

estaciondrias na separacao de diferentes tipos de substancias quimicas.

4.3.1 Mistura teste hidrofébica

Inicialmente, as fases foram aplicadas na separacdo de uma mistura padréo do laboratério
(mistura hidrofobica) para anélise das caracteristicas da fase Si(PEO) quanto ao seu mecanismo
de separacdo. A mistura hidrofébica é constituida de uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e
naftaleno, e normalmente é empregada na avaliacdo a atuacdo da fase estacionaria na separagédo
de espécies quimicas no modo de fase reversa. A composicao ideal da fase mdvel para a analise
da mistura teste nas fases Si(PEO) foi determinada a partir da avaliacdo de diferentes
composicoes de fase movel MeOH:H>0, sempre iniciando o teste com a composi¢ao 50:50 (v/v).
A composicdo MeOH:H>O (40:60, v/v) foi a que melhor proporcionou a separacdo dos
compostos pelas fases Si(PEO). Os cromatogramas da separacdo da mistura hidrofobica pelas
fases Si(PEO), preparadas de acordo com o planejamento fatorial fracionario 24!, estdo
apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas da separacdo da mistura hidrofobica pelas fases Si(PEO) obtidas do
planejamento fatorial fracionario 24*. (A) Exp #1, (B) Exp #2, (C) Exp #3, (D) Exp #4, (E) Exp #5, (F)
Exp #6, (G) Exp #7 e (H) Exp #8. Condicdes de analise: fase movel MeOH:H,0 (40:60, v/v), vazdo de
0,4 mL min', temperatura de 25 °C, detec¢do UV a 254 nm. Identificagdo dos compostos: (1) uracila,

(2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno, (5) naftaleno, (*) impureza
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A partir dos cromatogramas da Figura 13, observa-se que em algumas condicOes de
preparacdo das fases estaciondrias Si(PEO) ndo foi possivel obter separacBes da mistura
hidrofobica, principalmente nas Figuras 13C e 13H, referentes aos experimentos #3 e #8,
respectivamente. Em ambos experimentos o teor de carbono das fases esteve entre os menores de
todo estudo, o que pode justificar uma dificuldade na separacdo. Todas as demais fases
apresentaram uma separacao melhor, apesar de algumas fases ndo conseguirem separar de forma
adequada a benzonitrila da uracila, como mostrado nas Figuras 13B, 13D e 13G, que também
estdo associadas as fases com menores teores de carbono, experimentos #2, #4 e #7,
respectivamente. Desta forma, as fases com maiores teores de carbono apresentaram separagéo
total dos compostos da mistura hidrofobica, corroborando com o fato de que quanto maior o teor
de carbono na fase, maior a garantia de um melhor recobrimento da superficie do suporte e melhor
o desempenho da fase na separacio de solutos. E importante mencionar que apesar da

caracteristica mais polar da camada de fase estacionaria de PEO, todas as fases apresentaram
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caracteristicas de fase reversa, permitindo a retencdo mais forte de compostos apolares
(naftaleno) e mais fraca de espécies polares (como a benzonitrila nesta mistura).
Os parametros cromatograficos dos picos dos compostos obtidos da separacéo da mistura

hidrofobica pelas fases estacionarias Si(PEQO) estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros cromatograficos de desempenho e porcentagem de carbono das fases Si(PEO)
preparadas em diferentes condicdes de acordo com o planejamento fatorial fracionario 242,

SiF(ngeé) kab As 1006 R N/mb %C
(1) 6,12 0,78 1,79 3.100 6,69
@) 417 2.20 1,24 27.500 5,06
3) 1,45 1,79 121 13.200 4,57
(@) 153 220 1,82 12.200 2,94
(5) 4,98 261 1,39 19.900 10,79
(6) 6,06 223 1,00 7,500 6,50
) 5,58 2,00 357 26.100 4,19
®) 2,16 0,42 1,97 11.100 4,05

2 medido pelo tempo de retencéo da uracila; ® medido para o pico do naftaleno; ¢ medido para o par

tolueno-naftaleno.

A fase Si(PEO), obtida do experimento #5, foi a que apresentou uma porcentagem de
carbono muita acima das demais (10,79 %), porém, verifica-se que ndo foi a que apresentou
melhor desempenho cromatografico, de acordo com o nimero de pratos determinado nesta
condicdo. Espera-se que uma maior quantidade de carbono presente no material proporcione
melhor eficiéncia para a fase estacionaria, porém, quantidades de polimero muito elevadas podem
também resultar em uma camada polimérica mais espessa e bloquear os poros do suporte
cromatografico, fazendo com que o transporte de massa dos analitos seja lento, diminuindo,
consequentemente, o desempenho cromatografico da fase. Fases estacionarias com melhor
desempenho cromatogréafico estdo associadas com um recobrimento mais eficiente da superficie
do suporte pela camada polimérica. Este melhor recobrimento estd associado a um melhor
rearranjo do polimero de forma a constituir uma camada polimérica fina que reveste a superficie
da particula de silica. Esta condigédo parece ter sido melhor alcangada com as fases #2 e #7, de
acordo com a Tabela 5, pois apresentaram 0 maior numero de pratos (27.500 e
26.100 pratos m, respectivamente), que esta associado a maior eficiéncia de separagdo das

colunas. Este estudo foi realizado apenas para fazer uma triagem das varidveis que afetam no
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preparo da fase estacionaria. A otimizacéo do desempenho das fases Si(PEO) foi realizada a partir
do planejamento composto central para as variaveis que mostraram afetar significativamente na
imobilizacéo do polimero a superficie da silica.

A fase SI(PEO) #2, que apresentou maior nimero de pratos e portanto, melhor
desempenho cromatogréfico, foi submetida a separacdo da mistura teste hidrofébica com
diferentes composic¢des de solvente orgénico na fase movel. Na Figura 14 estdo apresentados o0s

cromatogramas obtidos na separacdo da mistura teste pela fase Si(PEO)#2.

Figura 14. Cromatogramas da separacdo da mistura hidrofébica pela fase Si(PEO)#2, preparada em
cloroférmio, temperatura de imobilizagdo 100°C por 8h, e carga polimérica 50 % m/m. CondicGes de
analise: fase mével MeOH:H0 (A) 10:90, v/v, (B) 20:80, v/v, (C) 30:70, v/v. (D) 40:60, v/v,

(E) 50:50, v/v, (F) 60:40, vlv, (G) 70:30, v/v, (H) 80:20, v/v, (1) 90:10, v/v. Vazdo de 0,4 mL min?,
temperatura de 25 °C, detec¢do UV a 254 nm. Identificacdo dos compostos: (1) uracila, (2) benzonitrila,
(3) benzeno, (4) tolueno, (5) naftaleno, (*) impurezas.
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De acordo com os cromatogramas da Figura 14, observa-se que com uma maior
composicdo de agua na fase mdvel (cromatogramas A, B e C), os compostos da mistura teste

hidrofébica ndo foram completamente separados. As separa¢Bes resultaram em tempos de
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andlises muito longos, picos alargados e com baixa resolugdo. Com o aumento da quantidade de
solvente orgénico na fase mével, composicdo MeOH: H20 (40:60,v/v) (cromatograma D), tem-
se um tempo adequado de anélise, de aproximadamente 10 minutos para a fase estacionaria em
questdo, com boa separacdo de todos os compostos da mistura teste. Nestas composicoes de fase
maovel, com o aumento de solvente organico, maior é a forca de elui¢do da fase movel e, portanto,
0s compostos hidrofobicos conseguem ser separados. Em composi¢fes maiores de solvente
organico (cromatogramas F a 1), os compostos coeluiram, ou seja, 0s compostos tiveram pouca
interacdo com a fase estacionaria.

Mesmo com caracteristica polar, a fase estacionaria Si(PEO)#2 resultou em separagdes
tipicas da modalidade de fase reversa, requerendo baixas porcentagens de componente organico

na fase movel para separar os compostos da mistura hidrofébica.

4.3.2 Misturas testes de Tanaka e colaboradores

O protocolo de caracterizacdo cromatografica desenvolvido por Tanaka e colaboradores
(KIMATA et al., 1989) é um método bem estabelecido e aplicado por diversos grupos de
pesquisas e fabricantes de fases estacionarias para avaliar as propriedades de retencdo das fases
estaciondrias na modalidade reversa. As propriedades das fases Si(PEO) preparadas em diferentes
condigdes, definidas no planejamento fatorial fracionario 2**, foram avaliadas pelo protocolo de

Tanaka. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Propriedades de retencdo cromatografica obtidas com a separacdo das misturas de Tanaka

pelas fases Si(PEO) preparadas em diferentes condi¢es.

Fase Si(PEO) Krs acHz @10 ac/p  OB/PPHTE0  OBIP pH 2,70
(1) 1,00 1,00 1,00 2,24 0,76 0,70
(2) 1,00 1,00 1,00 2,06 0,41 0,63
(3) 1,00 1,00 1,00 2,04 0,64 0,46
4 1,00 1,00 1,00 151 0,20 1,00
5) 1,00 1,00 1,00 1,52 0,17 0,35
(6) 1,00 1,00 1,00 0,56 0,38 0,58
@) 1,00 1,00 1,00 2,00 0,26 0,50

8) 1,04 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Observa-se a partir dos dados apresentados na Tabela 6, que a hidrofobicidade (kpg), a
seletividade hidrofdébica (acH2) e a seletividade estérica (ati0), que sdo parametros obtidos com a
separacdo da mistura A do protocolo de Tanaka, apresentaram valores iguais a 1, devido a nao
separacdo dos compostos dessa mistura. Essa mistura € constituida apenas de compostos
hidrofébicos, o que indica que as fases Si(PEO), independente das condic¢Ges de preparagdo, ndo
possui seletividade hidrofébica adequada para separar compostos apolares. Este comportamento
ja era esperado devido a fase Si(PEQO) possuir certo grau de polaridade, referente ao grupo éter
presente na estrutura polimérica. Por outro lado, as trés misturas restantes, misturas B, C e D,
apresentaram separagdo adequada dos compostos. Estas misturas sdo constituidas de compostos
mais polares, indicando que as fases Si(PEO) apresentam seletividade adequada para separagéo
de compostos polares. Este fato estd associado as caracteristicas polares do polimero que
promove uma maior interacdo com as substancias polares, promovendo a separagdo entre elas.

Considerando a dificuldade de identificar a melhor fase Si(PEO) dentre todas as condigdes
avaliadas com base nos diferentes parametros de retencdo obtidos da separagéo das misturas do
protocolo de Tanaka, os resultados cromatograficos de cada fase Si(PEO) foram agrupados em
um grafico do tipo radar. Neste grafico, cada um de seus seis eixos correspondem a uma
propriedade de retencdo obtida pela separagdo das misturas de Tanaka empregando as fases
Si(PEO). Os valores dessas propriedades, listados na Tabela 6, foram atribuidos aos respectivos
eixos do grafico radar. A fase Si(PEO) que apresentou a maior area hachurada foi considerada a
que possui valores mais adequados para os parametros de retencdo dentre as diferentes fases
estacionarias preparadas em condicdes distintas. A Figura 15, apresenta os graficos do tipo radar
que retnem os seis parametros medidos pelo protocolo de Tanaka para cada fase Si(PEO).



Figura 15. Pardmetros de retengdo obtidos pelo protocolo de Tanaka para as fases estacionarias Si(PEO)

preparadas de acordo com o planejamento fatorial fracionario 24,

k‘PB Fase kpn Fase kPB Fase
Si(PEO) #1 Si(PEO) #2 Si(PEO) #3
Qg /ppH7.60 O p pr 7,60 Opp pH 7,60 f
= e Ao - f %o
] —— k.‘ﬂl‘ 2 T o’
I l a
8 L LS g
o ( | o
T/O T/O T/0
U(B/P pH 2,70 (xn/p pH 2,70 O(BPpH 2,70
Yo Oep Uep
kpn Fase kp“ Fase kpn Fase
“ Si(PEO) #4 Si(PEO) #5 Si(PEO) #6
Ogp pH7.60 } » Ay p pH 7,60 Ay /ppH7.60
‘ A Gess Oy , %em
T |- | |
/ Ty 2 \ e N
/ | I ] | I
LOSINY | !
- e 4 .
‘ (Lro ("I (o} o ul {8}
B/P pH 2,70 ‘ “B P pH 2,70 B/PpH 2,70 ~_ I/
‘ e
%ep A L
kPH Fase kpn Fase
[ Si(PEO) #7 Si(PEO) #8
U'B P pH 7,60 o uB P pH 7,60 |
, (o -
——_— CH2 - { v CH2
| B
\ T
| ]
| )
| Pa
! o | /
/ o
T/’0 V. o
Oyppr270 Lgppr 2,70 B
O U

A partir dos graficos radar da Figura 15, observa-se que a fase Si(PEQO) obtida do
experimento #6 apresentou o0 melhor resultado global em termos de retencdo pelo protocolo de
Tanaka. Nesta fase, o teor de carbono e consequentemente do PEO n&o foi o maior, porém um
dos maiores entre todas as fases e as condi¢des, mesmo ainda ndo otimizadas, apresentou retencao
adequada para os compostos das misturas B, C e D do protocolo de Tanaka. O principal
diferencial de uma forma geral entre todas as fases Si(PEO) produzidas foi a capacidade de
separar 0s compostos polares das misturas do protocolo de Tanaka e a ineficiéncia de separar 0s
compostos apolares de acordo com as condicdes de analise sugeridas no protocolo. Logo, apesar

das fases Si(PEO) apresentarem ordem de elui¢do dos compostos que obedecem ao mecanismo
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de fase reversa, elas apresentam seletividade diferenciada para substancias polares, o que sugere
que uma otimizacdo adequada podera levar as fases a separagdo dos compostos em uma

modalidade de interacdo hidrofilica, objetivo deste trabalho.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica das fases Si(PEO)

4.4.1 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas do suporte de silica foi avaliada pela técnica de microscopia

eletronica de varredura (MEV), ap6s o processo de imobilizacdo do polimero PEO. A Figura 16

apresenta as micrografias eletrdnicas da fase estacionaria Si(PEO).

Figura 16. Micrografias eletrdnicas de varredura do (A) suporte cromatografico de silica (ampliacéo de
7k vezes) e da (B) (C) fase estacionaria Si(PEO)#1, imobilizada a 100 °C por 8 h, com 25% (m/m) de

carga polimérica em hexano (ampliagdo de 1k e 7k vezes, respectivamente).

O estudo morfolégico da fase Si(PEO) permite avaliar a regularidade das suas particulas,
quanto a forma e tamanho, bem como avaliar o grau de aglomeracdo das particulas apds o
processo de imobilizacdo polimérica. Comparando as micrografias do suporte de silica nua
(Figura 16A) e da fase estacionaria Si(PEO) (Figura 16B e 16C), verifica-se que o procedimento
de imobilizagdo polimérica ndo afetou a estrutura morfoldgica esférica do suporte de silica de
maneira significativa, apresentando boa regularidade das particulas ap06s o processo de
preparacdo das fases. A camada polimérica de PEO depositada sobre as particulas de silica ndo
provocou a formacdo de aglomerados de particulas, que poderiam afetar negativamente o recheio
das colunas de aco inox com a fase Si(PEO). Quanto maiores a uniformidade da distribuicdo do
tamanho do material de recheio e a regularidade do formato das particulas melhor serd a
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compactacao das particulas dentro da coluna cromatogréfica e, consequentemente, maior sera a
eficiéncia de separacao.

As micrografias indicaram também que as etapas de lavagem da fase estacionaria no
processo de preparo foram eficientes e de grande importancia para remoc¢do de material organico

residual, pois ndo ha presenca de residuos de reagentes ou de aglomerados das particulas de silica.
4.4.2 Anélise termogravimétrica

A estabilidade térmica das fases Si(PEO)#4 e Si(PEO)#5, que representam fases com a
menor e a maior quantidade de PEO imobilizadas, foi avaliada por analise termogravimétrica. As

curvas TG obtidas para as fases estdo apresentadas na Figura 17.

Figura 17. Curvas termogravimétricas para as fases estacionarias Si(PEO)#4 e Si(PEO)#5.
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Analisando as curvas termogravimétricas apresentadas na Figura 17, observa-se que as
fases estacionarias apresentaram perdas de massas continuas ao longo da faixa de temperatura de
25a 600 °C. As principais perdas estdo relacionadas a desidratacédo, degradacgéo do polimero PEO
e a desidroxilacdo dos grupos silanois superficiais da silica dentro desta faixa. A degradacéo da
fase Si(PEQO) #5 teve inicio a partir de 25 °C, indicando uma possivel presenca de residuos de
solvente organico na fase, o que justifica um teor elevado de carbono no material, muito superior
as demais fases. A queda acentuada a partir de aproximadamente 140 °C é um indicativo de que
pequenas fracdes de polimero ndo imobilizado na superficie da silica também podem estar

presente nesta fase. A fase Si(PEO) #4 por apresentar menor quantidade de carbono também
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apresentou menor perda da porcentagem de massa ao longo do aquecimento. A perda total de
massa da fase Si(PEO)#5 foi cerca de 18% da massa inicial, e de aproximadamente 5% para a
fase Si(PEO)#4, indicando que esta segunda possui de fato, uma quantidade relativamente baixa
de material organico na superficie da silica.

As fases Si(PEO) apresentaram temperatura de inicio de degradacdo superior a
temperatura de degradacéo do polimero (~162°C), como pode ser observado na Figura 17. Isto

significa que h& mudancas da estabilidade térmica do polimero quando incorporado ao suporte
cromatografico.

4.4.3 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho

A avaliacdo qualitativa da presenca de grupos funcionais caracteristicos na fase
estacionaria Si(PEO) e na silica nua foi realizada por espectroscopia de absorcdo no
infravermelho com o intuito de confirmar a incorporacao do polimero ao suporte cromatografico

de silica. A Figura 18 apresenta os espectros obtidos na regido do infravermelho do suporte de
silica nua e da fase Si(PEO).

Figura 18. Espectros de absorgdo da (A) silica nua e da (B) fase estacionaria Si(PEO)#1, imobilizada a

100 °C por 8 h, com 25% (m/m) de carga polimérica em hexano.
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Os espectros de absorcédo na regido do infravermelho apresentados na Figura 18 permitem
verificar que houve a imobiliza¢do do polimero PEO sobre as particulas de silica via tratamento

térmico. Comparando o sinal em 980 cm™, atribuido a vibragdo OH de grupos silandis livres, no
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espectro da silica nua com o espectro da fase Si(PEO) observa-se a mudanca do perfil deste sinal.
Esta mudanca pode estar associada & imobilizagdo do PEO em alguns dos grupos silandis da
superficie da silica ou do recobrimento desses pela camada polimérica, uma vez que 0
recobrimento polimérico dos silandis os protegem da incidéncia da radiacdo infravermelha. No
espectro da fase Si(PEO) a regido de 2940 cm™ que ¢ atribuida ao estiramento C-H dos grupos
CH: e CHs do PEO, e a banda acentuada em 1100 cm™ é atribuida ao estiramento das ligaces
siloxano (Si-O-Si) presentes na estrutura da silica. O alargamento do sinal intenso em torno de
1100 cm™ no espectro da fase Si(PEO) é um forte indicativo de que o PEO foi imobilizado na
silica, uma vez que o alargamento pode ter sido provocado pela superposicdo do sinal em
1265 cm, referente ao estiramento C-O-C do grupamento éter do polimero com o sinal de
estiramento Si-O-Si da silica. A banda na regido espectral de aproximadamente 3460 cm™,
referente a vibracGes de grupos OH residuais e moléculas de H>O adsorvidas na superficie do
material, indica que ndo houve recobrimento total dos grupos Si-OH da superficie da silica pelo
polimero.

De uma forma geral, os resultados obtidos com a espectroscopia de absorcdo no
infravermelho e por andlise elementar (valores de %C imobilizado na superficie da silica
apresentados na Tabela 4) se mostram complementares. Ambos os resultados sugerem que houve
a incorporagdo do polimero a silica, porém ndo ocorre o recobrimento total dos grupos ativos
presentes no suporte.

Tonhi et.al. (2005) em seu trabalho, desenvolveu fases estacionarias baseadas na
imobilizacdo térmica do poli(dimetilsiloxano) (PDMS) sobre particulas de silica. As fases
estaciondrias sorvidas foram submetidas ao tratamento térmico, variando a temperatura de
imobilizacdo de 80 a 240°C, entre 4 a 30 horas para imobilizacdo do polissiloxano no suporte de
silica. Estas fases Si(PDMS) apresentaram porcentagens até 11,9% de carbono imobilizado sobre
0 suporte de silica.

Em comparacdo com fases estacionarias baseadas na imobilizacdo polimérica de
polissiloxanos encontradas na literatura, algumas das fases Si(PEO) preparadas no presente
trabalho, apresentaram valores mais baixos de porcentagens de carbono incorporado na superficie
do suporte de silica, e consequentemente de polimero. Esses resultados ocorrem devido ao
polimero poli(6xido de etileno- co- dimetilsiloxano) possuir em sua estrutura maior namero de
bloco poli(oxido de etileno) em relacdo ao bloco poli(dimetilsiloxano), (75% poli(6xido de
etileno), 25% poli(dimetilsiloxano)). Porém, mesmo com essa caracteristica, pode ser verificado
de acordo com a Tabela 5 que a fase Si(PEO)#5 por exemplo, apresenta alto valor de porcentagem
de carbono imobilizado (10,79 %C).
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4.5 Otimizacéao do preparo das fases Si(PEO)

4.5.1 Planejamento composto central (PCC)

Para a otimizacdo das varidveis que influenciam significativamente no preparo da fase
estaciondria, foram realizados mais sete experimentos de acordo com o planejamento composto
central (PCC). O PCC consiste em experimentos de acordo com um planejamento fatorial
fracionario 2k, de experimentos em um ponto central, que é executado com réplicas e tém duas
finalidades: fornecer uma medida do erro e estabilizar a varidncia da resposta prevista; e
experimentos realizados em pontos axiais.

Nos experimentos deste estudo, o solvente foi fixado no nivel baixo (as fases foram
preparadas em tolueno) e o tempo de imobilizacdo do polimero no suporte cromatogréafico foi
fixado em 16h. O tempo de imobilizacdo foi fixado no nivel alto devido as fases Si(PEO)
preparadas nesta condicao, resultarem em maiores porcentagens de carbono imobilizado, como
pode ser observado a partir dos valores listados na Tabela 5.

As fases estaciondrias foram preparadas de acordo com a matriz do PCC apresentada na
Tabela 7.

Tabela 7. Matriz para o planejamento composto central. Xz e X4 representam os valores das duas

variaveis codificados pelas equacoes: x,= T_21525 e x4= C;’és
Experimento  Temperatura (°C) Carga Z;(:;mérica X X4
(9) 125 375 0 0
(10) 125 37,5 0 0
(11) 125 375 0 0
(12) 90 37,5 -1,4 0
(13) 160 37,5 +1,4 0
(24) 125 20 0 -1,4
(15) 125 25 0 +1,4

Na Tabela 8, estdo listados os valores de porcentagem de carbono presentes nas fases
estacionérias Si(PEO) preparadas e os parametros cromatograficos obtidos a partir da separacéo

da mistura hidrofdbica.



Tabela 8. Parametros cromatograficos de desempenho e porcentagem de carbono das fases Si(PEO)

preparadas em diferentes condi¢des de acordo com o planejamento composto central.
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Fases

Si(PEO) ka.b As 109° Rs¢ N/mpP C%
9) 3,42 2,45 0,90 11.700 6,83
(10) 3,45 2,53 0,90 11.700 6,83
(11) 4,25 1,31 1,22 13.500 6,83
(12) 1,48 4,20 0,92 3.200 5,59
(13) 1,65 1,91 1,14 6.400 6,57
(14) 1,00 1,96 2,44 14.200 4,49
(15) 0,15 4,30 0,81 6.900 5,94

@ medido pelo tempo de retencéo da uracila; ® medido para o pico do naftaleno; ¢ medido para o par tolueno-

naftaleno.

A separacdo da mistura hidrofébica empregando as fases estacionarias Si(PEO)

preparadas de acordo com o PCC, foi realizada em condicdo de fase mdével MeOH:H20

(40:60, v/v). Os cromatogramas da separacdo da mistura hidrofobica obtidos pelas fases Si(PEO)

preparadas de acordo com o planejamento axial e ponto central estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Cromatogramas da separacdo da mistura hidrofébica pelas fases Si(PEO) obtidas a partir do
PCC. (I) Exp #9, (J) Exp #10, (K) Exp #11, (L) Exp #12, (M) Exp #13, (N) Exp #14, (O) Exp #15.
Condicoes de analise: fase mével MeOH:H,0 (40:60, v/v), vazdo de 0,4 mL min, temperatura de

25 °C, deteccdo UV a 254 nm. Identificagdo dos compostos: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno,

(4) tolueno, (5) naftaleno, (*) impureza.
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A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 19, observa-se que as fases
estacionarias nao foram capazes de separar completamente todos 0os compostos da mistura
hidrofobica. Para os experimentos no ponto central, cromatogramas 1, J e K, observam-se
separacGes muito similares para as fases. Considerando que as trés fases se tratam de réplicas
auténticas, pode-se observar que a preparacao das fases se apresentaram com boa repetibilidade,
sendo confirmados pelos parametros cromatograficos apresentados na Tabela 8.

Os valores determinados de porcentagem de carbono, listados na Tabela 8, foram
préximos aos valores determinados para as fases Si(PEO) que apresentaram melhor eficiéncia,
as fases #2 e #7 (5,06 e 4,19 %C, respectivamente). Apesar de apresentarem quantidades de
polimero imobilizado similares, as fases estacionarias preparadas no PCC obtiveram menores
eficiéncias de colunas (menor nimero de pratos), de acordo com os dados da Tabela 8. As
condigdes de preparacdo das fases Si(PEO) de acordo com o planejamento axial e o ponto do
central do PCC levaram a um material com menor eficiéncia de separacdo, principalmente nas

condigdes do planejamento axial.



70

A realizagcdo do planejamento de experimentos teve como objetivo a otimizagdo das
condicBes de preparo da fase Si(PEO). No procedimento de otimizacdo, o primeiro passo é
identificar uma funcdo matematica que modele a variacdo das respostas em funcéo da variagédo
dos fatores nos niveis investigados. A variacao da resposta em funcdo dos fatores € bem modelada
por uma superficie de resposta, cuja a regido investigada ¢ uma funcdo polinomial das variaveis,
as respostas podem ser estimadas por uma equagdo quadratica (KLEIJNEN,1998). Para isto,
superficies de respostas em termos de porcentagem de carbono e de eficiéncia de coluna (nimero
de pratos, N), foram construidas para encontrar a melhor condicdo de preparo das fases,
considerando a temperatura de imobilizacdo e a carga polimérica como variaveis deste processo.

A partir dos resultados de porcentagem de carbono nas fases preparadas e do nimero de
pratos calculados, a partir da analise elementar e separacdo da mistura teste padrao,
respectivamente, foi ajustado um modelo quadréatico, determinando os valores dos estimadores
dos parametros pelo método dos minimos quadrados (BRUNS; SCARMINIO, 2003),
empregando o programa STATISTICA®. As superficies de respostas para as varidveis estudadas,

carga polimérica e temperatura de imobilizacdo, estdo apresentadas na Figura 20.

Figura 20. Superficie de respostas para a carga polimérica e temperatura de imobilizacdo na preparagdo
de fases estacionarias Si(PEO) imobilizadas termicamente, em termos de (A) porcentagem de carbono

do PEO incorporada a superficie da silica e (B) eficiéncia da coluna cromatografica, N.
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Considerando que uma maior porcentagem de carbono pode proporcionar melhor
recobrimento do suporte cromatografico e, desta forma, minimizar as interagdes indesejadas dos
componentes a serem separados com a superficie da silica, de acordo com a superficie de resposta
em termos de porcentagem de carbono apresentada na Figura 20A, observa-se que a regido de
maximo esta dentro dos niveis investigados. Esta regido corresponde ao ponto de étimo das
condicGes de temperatura de imobilizacdo em aproximadamente 110 °C, e de carga polimérica
em torno de 50% (m/m) que resultardo na maior incorporacgdo de PEO na superficie da silica.

Em termos de eficiéncia de coluna (N), Figura 20B, observa-se que a condicdo 6tima de
temperatura de imobilizacdo e carga polimérica que resulta em uma maxima eficiéncia para a
coluna recheada com Si(PEO), apresenta duas regiGes de maiores respostas, porém o maximo
néo se encontra dentro das condi¢Ges experimentais estudadas. Verifica-se que em condigdes de
imobilizacdo do polimero no suporte de silica com baixas temperaturas e maiores porcentagens
de carga polimérica, tende a condicdo de 6timo, bem como para temperaturas mais elevadas e
menores cargas poliméricas. Estas condi¢fes sdo representadas pela cor vermelha mais escura,
que corresponde a aproximadamente 27.000 pratos m™. Assim, de acordo com as superficies de
respostas, dentre as condicOes estudadas, a fase Si(PEO)#2 preparada com temperatura de
imobilizacdo de 100 °C e carga polimérica de 50 % (m/m) do PEO, foi considerada a condi¢do

Otima das variaveis estudadas no preparo da fase estacionaria.
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4.6 Avaliacéo da aplicabilidade da fase estacionaria Si(PEO)

A potencialidade das fases estaciondrias preparadas foi avaliada pela capacidade de
separacao de compostos que normalmente sdo dificeis de serem separados com boa eficiéncia em
fases estacionarias na modalidade fase reversa. Para tal estudo, foi empregado uma coluna
cromatogréfica de 150 mm de comprimento por 4,0 mm de didmetro interno, recheada com a fase
Si(PEO)#2. Com uma coluna cromatografica maior, aumenta-se 0 numero de estagios de
equilibrio entre o analito e a fase movel, e entre o0 analito e a fase estacionaria, ou seja, maior sera
o desempenho cromatografico. Portanto, para o recheio da coluna cromatografica foi utilizada a
fase preparada que apresentou melhor desempenho cromatografico de acordo com os resultados
de otimizacdo. Esta coluna cromatografica foi aplicada na separacdo de duas classes de

compostos com caracteristicas mais polares, tais como farmacos e agrotoxicos.

4.6.1 Separacdo de farmacos

Foi realizada a separacdo de quatro farmacos a partir de um medicamento, o Tandene.
Tandene ¢ um medicamento indicado para o tratamento de reumatismo, conjunto de doencas que
pode afetar as articulagbes, musculo e esqueleto, caracterizado por dor, restricdo de movimento
e eventuais sinais inflamatorios. O medicamento apresenta uma composicao relaxante muscular
anti-inflamatoria e analgésica. Tandene tem em sua composicdo: carisoprodol (125 mg), que é
um relaxante muscular; a cafeina (30 mg), estimulante do sistema nervoso central; o diclofenaco
de sddio (50 mg), importante anti-inflamatoério que atua no combate da dor e na diminuigdo de
sintomas como a febre e inchacos localizados; e o paracetamol (300 mg) que também possui acao
anti-inflamatoria e atua sinergicamente no controle da dor e da temperatura. As estruturas

quimicas de cada um dos farmacos estdo apresentadas na Figura 21.
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Figura 21. Estrutura quimica dos farmacos: (A) Cafeina, (B) Diclofenaco de sddio, (C) Paracetamol e

(D) Carisoprodol.
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A Figura 22 mostra os cromatogramas da separacdo dos farmacos, de caracteristicas

polares, pela fase Si(PEO) e por uma coluna comercial Cis, empregando fase movel

acetonitrilazCH3COONH, a 0,005 mol L, no modo de eluicdo por gradiente.

Figura 22. Cromatograma de separagdo de farmacos pelas fases: (A) Si(PEO) e (B) coluna comercial
Cis. Compostos: (1) paracetamol, (2) carisoprodol, (3) cafeina, (4) diclofenaco de sddio. Condi¢des de
analise: fase mével ACN: CH3COONH,0,005 mol/L. 0-4 min (1:99, v/v); 4-5 min (20:80, v/v);
5-10 min (20:80, v/v). Vazdo de 1,2 mL min’, temperatura de 25 °C, deteccdo UV 254 nm.
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A partir do cromatograma apresentado na Figura 22A, observam-se trés picos bem
separados e com boa resolucéo, referentes ao paracetamol, a cafeina e ao diclofenaco de sédio.
O farmaco carisoprodol ndo foi determinado por ndo absorver em uma regido analitica do
ultravioleta. O sal acetato de amonio foi utilizado na analise para neutralizar as cargas dos
analitos, impedindo interacGes eletrostaticas com as fases estacionérias. A fase Si(PEO)
apresentou como vantagem a possibilidade de eluicdo por gradiente, modo este, incompativel
com fases baseadas em imobilizacdo polimérica devido a lixiviacdo do liquido estacionario
durante a eluicdo da fase movel. Este fato mostra que o PEO ficou fortemente adsorvido na
superficie da silica. A fase apresenta um excelente desempenho para separar os farmacos, com
eficiéncia de coluna de 72.000 pratos m™ para o pico do diclofenaco de sddio.

A mesma mistura de farmacos foi separada também por uma coluna C1g comercial sob as
mesmas condi¢es, para fins de comparacdo com o material preparado no laboratério. De acordo
com o0s cromatogramas apresentados na Figura 22, verifica-se que a separagdo dos farmacos pela
fase Si(PEO) foi eficiente e mais rapida quando comparada com a coluna Cig comercial. Apesar
de ambas separarem satisfatoriamente os compostos, a coluna Cig ndo foi capaz de eluir os
compostos quando a fase movel foi composta com apenas 1% de solvente organico, requerendo
mais de 5 minutos de eluicdo com 20% de acetonitrila para que 0s compostos iniciassem a
eluicdo. Além disso, é importante ressaltar que colunas comerciais convencionais ndo podem ser
empregadas de forma continua em separaces com elevado teor de componente aquoso, uma vez
que estas condi¢bes podem leva-las ao colapso. Fendmeno que esta relacionado ao
emaranhamento das cadeias alquilas da fase estacionaria, resultando na perda de sua eficiéncia e,
consequente, na perda da capacidade de separacdo. Fases estacionarias com polimeros
imobilizados, como a Si(PEO), ndo apresentam esse problema, uma vez que a camada polimérica

fica aderida como uma fina camada horizontal na superficie do suporte.

4.6.1.1 Efeito do teor de agua na fase maével

Os farmacos foram separados com fase mével acetonitrila:agua, variando a porcentagem
em volume de agua de 75 para 100 %, para avaliar as diferentes retencGes dos compostos na
coluna cromatogréafica. Os resultados dos testes cromatogréaficos realizados, estdo apresentados

no gréafico apresentado na Figura 23.



75

Figura 23. Efeito do teor de 4gua na fase movel sobre a retengdo dos compostos. Condigdes de analise:

fase mével, ACN:H,0O. Vazdo de 1,2 mL min, temperatura de 25 °C, deteccdo UV a 254 nm.
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Como pode ser observado na Figura 23, de 75 a 100% de volume de agua na fase movel,
apenas o diclofenaco de soédio apresentou uma forte tendéncia de aumento na retengdo com o
aumento do componente aquoso. Nesta condi¢do de analise, em pH neutro, o diclofenaco de sddio
apresenta carga, podendo interagir eletrostaticamente com os grupos silandis residuais da silica,
que estdo desprotonados com carga, resultando em um alto tempo de retencao.

De 75 a 90% de agua na fase movel, a cafeina e o paracetamol tiveram retencao
praticamente constante, enquanto que em condicGes de fase mével com mais 90% de agua,
apresentaram um ligeiro aumento de retencdo na fase Si(PEO), mostrando que as interacfes
hidrofilicas com o material ocorrem quando a composi¢do da fase movel esta aproximando do
seu maximo de polaridade. Com o aumento do teor de &gua de 75 a 90%, a superficie da fase
Si(PEO) foi saturada simultaneamente com acetonitrila e agua, provocando mudancas na
retencdo dos compostos. Sob condicédo de alto teor de agua na fase movel (> 90%), uma pequena
variacdo na composicao de acetonitrila resulta em uma alteracdo mais significativa na retencao
dos compostos. Esse comportamento confirma a potencialidade de uso da fase no modo de
cromatografia liquida aquosa (PALC), que resulta em geracéao reduzida de residuos organicos da
CLAE.
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4.6.1.2 Efeito da concentracao do sal na fase mével

Neste estudo foi investigado o efeito de diferentes concentracGes do aditivo acetato de
amonio (5 a 50 mmol L) na retencdo dos farmacos. Na Figura 24, esta apresentado o grafico dos

tempos de retencdo dos farmacos em fungdo da concentragdo do CH3COONH4 na fase movel.

Figura 24. Efeito da concentracdo de sal na fase mdvel sobre a reten¢do dos compostos. Condicoes de
andlise: fase mével, ACN:CH3;COONHe.. 0-4 min (1:99, v/v); 4-5 min (20:80, v/v);
5-10 min (20:80, v/v). Vazdo de 1,2 mL min, temperatura de 25 °C, deteccdo UV a 254 nm.
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De acordo com a Figura 24, com o0 aumento da concentracdo do acetato de amonio na fase
maovel observou-se uma ligeira diminuicdo do tempo de retencdo apenas para o diclofenaco de
sodio. De 5 a 20 mmol L* de CH3COONH4 na fase mdvel a cafeina e o paracetamol,
apresentaram uma pequena diminuicdo do tempo de retencdo, enquanto que, em concentraces
maiores do sal, a retencdo permaneceu praticamente inalterada. Com uma maior concentracao de
acetato de amonio na fase mével, tem-se uma maior quantidade de ions de sal solvatados na
camada de agua, resultando em menores retencdes dos solutos, ou seja, concentragbes mais
elevadas de sal aumenta a for¢a de eluicdo da fase movel, fazendo com que os compostos tenham
menor interacdo com a fase estacionéria. A partir dos resultados, verifica-se que em condicdes
de concentragdes mais baixas de acetato de amonio na fase movel, tem-se a melhor condicdo para
a separacao dos compostos, pois 0s mesmos apresentam valores de retencdo mais distinguiveis

entre si. O uso de aditivo na fase movel para separacdo no modo PALC é uma ferramenta muito
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importante pois permite transferéncias de massas mais rapidas dos solutos entre as fases

estacionaria e mével, promovendo separacdes mais eficientes.

4.6.2 Separacdo de agrotoxicos

A aplicabilidade da fase estacionaria Si(PEO) foi avaliada pela separacdo de oito
compostos empregados como agrotoxicos e de retencdo reduzida em fases comerciais
convencionais a base de Cig quimicamente ligado. Para efeito de comparagéo, a mesma mistura
destes agrotdxicos foi separada por uma fase estacionaria comercial Cig, empregando as mesmas
condicBes de analise da fase preparada no laboratério. A Figura 25 apresenta as estruturas

quimicas dos agrotoxicos separados pelas fases estacionarias.

Figura 25. Estrutura quimica dos agrotoxicos estudados: (A) 2,4-D; (B) Captan; (C) Carboxina; (D)
Clorpirifés; (E) Diuron; (F) Metomil; (G) Terbutilazina; (H) Tiofanato metilico.
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Os cromatogramas obtidos da separacdo destes compostos por ambas as fases, estdo

ilustrados na Figura 26.
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Figura 26. Cromatograma da separagdo dos agrotdxicos (1) 2,4 D, (2) metomil, (3) tiofanato metilico,
(4) carboxina, (5) captana, (6) diuron, (7) terbutilazina e (8) clorpirifds pelas fases: (A) Si(PEO)#2 e
(B) Cis comercial. Condicdes: MeOH:H-0 (30:70, v/v), 1,2 mL min*, 25 °C, detec¢do UV a 230 nm.
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Inicialmente, os agrotoxicos foram analisados individualmente para a confirmacdo da
identidade de cada um dos picos. A partir dos cromatogramas ilustrados na Figura 26, verifica-
se que a fase Si(PEO) possui capacidade de separar todos os agrotoxicos presentes na mistura
empregando eluicdo no modo isocratico com fase mdvel contendo 70% de componente aquoso e
sem o uso de qualquer aditivo, enquanto que na fase comercial Cig, S0b as mesmas condicdes,
apenas um dos compostos foi eluido. Para a separacdo dos agrotdxicos na fase comercial Cig é
necessario aumentar a forca cromatografica da fase moével, como pode ser observado o
cromatograma da Figura 27, para 80% do solvente organico na fase mdvel para resultar em
tempos de analises similares ao obtido na fase Si(PEO). A fase Si(PEO) mostra-se um material
de separacdo bastante interessante para CLAE, que requer FM altamente aquosas sem a perda de
qualidade da informacdo analitica quando comparada com materiais convencionais, visando
reduzir de forma significativa o uso de solvente organico na fase maével, contribuindo, assim, para

0 avanco da cromatografia liquida verde e, consequentemente, da quimica verde.
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Figura 27. Cromatograma de separagéo de agrotoxicos pela coluna comercial C18. Compostos:
(1) 2,4 D, (2) metomil, (3) tiofanato, (4) carboxina, (5) captana, (6) diurom, (7) terbutilazina e (8)
clorpirifés. Condicoes de analise: MeOH: H20 (80:20, v/v). Vazéo de 1,2 mL min™, temperatura de 25
°C, deteccdo UV a 230 nm.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas analises com a fase baseada na imobilizacdo térmica do
poli(oxido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO) sobre particulas de silica indicaram que esse
material resulta em fases estaciondrias com potencialidade para serem aplicadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Como uma de suas principais propriedades é a
sua capacidade de reter substancias polares mesmo em fases mdveis altamente polares, o que
indica sua potencialidade para uso no modo PALC. O principal atrativo destas fases é a
simplicidade e facilidade de preparacdo, pois sdo necessarios somente materiais e reagentes de
facil acesso e baixo custo.

As propriedades fisico-quimicas do PEO mostraram-se adequadas para sua aplicacao
como recobrimento polimérico de suportes cromatograficos. O polimero possui estrutura
relativamente curta, conferindo ao suporte cromatografico bom recobrimento de seus grupos
ativos, apresentando alta taxa de transferéncia de massa e, consequentemente, proporcionando
bom desempenho cromatografico ao material. As propriedades fisico-quimicas da fase Si(PEO)
permitiram verificar que o polimero foi imobilizado superficialmente no suporte cromatogréafico.
Com os resultados de separagdo cromatografica dos compostos das misturas teste padrdo
avaliadas, observou-se que a fase Si(PEO) atua na modalidade de fase reversa, mas possui
interacdo hidrofilica adequada para compostos polares, capaz de separa-los de forma répida e
eficiente. Essa caracteristica estd associada as propriedades da camada polimérica de PEO, em
especial, ao grupo éter do polimero, que Ihe confere um certo grau de polaridade.

Aplicando-se um planejamento fatorial fracionério foi possivel otimizar as variaveis:
solvente reacional, temperatura de imobilizacdo, tempo de imobilizacdo e carga polimérica de
PEO, que influenciam na imobilizacdo térmica do PEO sobre a silica. Com o planejamento
composto central otimizou-se 0s niveis das variaveis selecionadas. A partir dos resultados do
planejamento, considerou-se que a fase Si(PEO) preparada em cloroférmio, com carga polimérica
50% m/m do PEO, temperatura e tempo de imobilizagdo de 100°C e 8h, respectivamente,
apresenta as condi¢fes Otimas das variaveis. Nestas condi¢des, a fase Si(PEO) apresentou
porcentagem de carbono imobilizado na superficie do suporte de silica suficiente para a fase
exibir um bom desempenho cromatogréfico.

De acordo com os resultados da aplicabilidade da fase estacionaria, a camada polimérica
de PEO incorporada ao suporte de silica pode ser considerada de baixa hidrofobicidade,
necessitando, portanto, de fases moveis com composi¢do mais aquosa nas separacdes de misturas

de compostos polares, tais como farmacos e agrotdxicos. Apesar da fase Si(PEO) promover
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separagbes do modo fase reversa, possui capacidade de separar compostos polares sob alta
porcentagem de &gua na fase movel, condicdo em que ndo sdo separados em uma coluna
cromatografica comercial Cig. Este fato torna a fase Si(PEO) um material interessante para
separacGes em cromatografia liquida aquosa (PALC), promovendo uma reducéo significativa de
residuos organicos ao final do processo cromatogréfico, e assim, contribuindo para a o avango da

cromatografia liquida verde, tdo buscada recentemente pelos cromatografistas.
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