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RESUMO

Compostos polares apresentam, normalmente, baixa retencao, resolugao pobre e dificuldade
de separagdo em cromatografia liquida de fase reversa e retencdo irreversivel na
cromatografia liquida de fase normal, o que tém levado a diversas pesquisas em busca de
solucdes para esses problemas. Uma estratégia recentemente desenvolvida tem sido o uso de
fase estacionarias (FE) moderadamente polares para separagao desses compostos,
demandando fases moveis ricas em agua - cromatografia liquida em fase aquosa (PALC,
per-aqueous liquid cromatography). Devido a baixa disponibilidade de materiais de fases
estacionarias com estas caracteristicas e o crescente aumento de moléculas polares nos mais
diversos setores da industria, este trabalho teve por objetivo desenvolver, caracterizar e
avaliar a aplicabilidade de uma FE com caracteristicas moderadamente hidrofilicas,
hidroliticamente estavel e seletiva a compostos polares. A FE foi preparada a partir da
imobilizagdo térmica do poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (PEO) sobre suporte de
silica aluminizada (SiAl). A preparacdo das fases SiAl(PEO) foi otimizada, requerendo carga
polimérica de 50 % (m/m) de PEO e 135 °C de temperatura de imobiliza¢do, para obter o
melhor recobrimento das particulas de silica aluminizada. As fases SiAl(PEO) foram
caracterizadas morfoldgica e estruturalmente. A caracterizacdo cromatografica foi realizada
a partir de misturas testes e protocolos ja consolidados na caracterizagdo de novas FE. Os
resultados de caracterizacdo morfoldgica indicaram que as fases SiAI(PEO) sdo constituidas
de particulas esféricas de alta regularidade na distribuicdo do tamanho, sem formagao de
aglomerados, apesar da camada de nanoparticulas de alumina. As particulas mesoporosas de
SiAl(PEO) apresentaram 4rea superficial especifica de 374 m? g!, poros cilindricos de 0,98
cm’ gl e didmetro de 10,5 nm. Pelos espectros de infravermelho foram identificados sinais
caracteristicos do PEO na fase estacionaria, como o estiramento C-O-C em 1050 cm™', bem
como a diminui¢do da banda em 980 cm™ referente as vibragdes dos grupos silandis
presentes na silica. Na RMN de 2°Si observou-se que o PEO nio forma ligagdo quimica com
o0 suporte, apenas se adsorve fisicamente a silica aluminizada. A fase SiAI(PEO) foi aplicada
a misturas de agrotoxicos e farmacos polares, obtendo uma separacdo rapida com boa
resolucao para os picos empregando fases moveis altamente aquosas e alcalinas, reduzindo
assim o uso de solventes organicos na FM. O material ainda se apresentou com elevada
estabilidade quimica, muito superior a de fases comerciais quimicamente ligadas.

Palavra Chave: Fase estaciondria, imobilizacdo térmica, estabilidade, poli(6xido de etileno-

co-dimetilsiloxano), silica aluminizada, cromatografia liquida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

Polar compounds usually exhibit low retention, poor resolution and difficulty of separation
in reversed phase liquid chromatography and irreversible retention in normal phase liquid
chromatography, which have led to several researches in search for solutions to these
problems. A recently developed strategy for the efficient analysis of polar compounds has
been the use of moderately polar stationary phases, demanding water-rich mobile phases —
per-aqueous liquid chromatography (PALC). Due to the low availability of materials with
these characteristics and the increasing of new polar molecules in the most diverse industrial
areas, this work aimed to develop, characterize and evaluate the applicability of new
stationary phase with moderate hydrophilic and chemically stable characteristics, selective
to polar compounds. The stationary phase was prepared from the thermal immobilization of
poly(ethylene oxide-co-dimethylsiloxane) (PEO) on aluminized silica (SiAl) support. The
preparation of the SiAl(PEO) phases was optimized, using a factorial design, requiring a
polymer load of 50 % (w/w) of PEO and 135 °C of immobilization temperature, to obtain
the best PEO coating of aluminized silica particles. SiIAI(PEO) phases were characterized
morphologically, structurally and chromatographically by test mixtures already consolidated
for the stationary phase characterization. The results of morphological characterization
indicated that the SiAI(PEO) phases are composed of spherical particles of high regularity
in the size distribution without agglomerations despite the deposition of a monolayer of
alumina nanoparticles. The mesoporous particles of SiAl(PEO) presented 374 m? g! of
surface area with cylindrical pores of 0.98 cm® g'! and diameter of 10.5 nm. Characteristic
signals of the PEO, such as the C-O-C stretch at 1050 cm™, were identified by infrared
spectra, as well as the decrease of the band at 980 cm™ attributed to the vibrations of free
silanols groups present on the silica surface. >’Si NMR indicated that the PEO does not form
a chemical bond with the support, therefore, it is physically adsorbed on the aluminized
silica. SiAI(PEO) phase was applied to mixtures of pesticides and polar drugs, obtaining fast
separation with good resolution for all peaks using highly aqueous or alkaline mobile phases,
reducing the use of organic solvents in mobile phase. The material presented much higher
chemical stability, than chemically bonded commercial phases.

Keywords: stationary phase, thermal immobilization, chemical stability, poly(ethylene

oxide-co-dimethylsiloxane), aluminized silica, high-performance liquid chromatography.
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1 INTRODUCAO

Dentre as varias técnicas de separacdo que podem fornecer informagdes tanto
qualitativas quanto quantitativas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ a mais
versatil, realizando separacdes em curto intervalo de tempo, com alta resolucdo e eficiéncia
(TONHI et al., 2002; DEGANI; CASS; VEIRA, 1998). Em muitos laboratérios, a CLAE se
tornou uma técnica indispensavel para a analise de amostras, determinagdo de constantes
fisicas e isolamento de componentes de misturas complexas. Atualmente, ¢ uma técnica que
se atribui um elevado interesse cientifico, comercial e nas industrias quimicas, sendo
empregada na analise de compostos das mais diversas caracteristicas, tais como: farmacos,
medicamentos, alimentos, polimeros sintéticos, de importancia ambiental, entre outras
(FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009).

Em CLAE, os compostos s3o separados de acordo com suas modalidades
cromatograficas, a primeira desenvolvida foi a cromatografia liquida de fase normal (CLAE-
FN). Nessa modalidade sao analisados, predominantemente, compostos eletricamente
neutros e a fase estaciondria (FE) mais utilizada ¢ a silica (Si0O., 6xido de silicio) enquanto
na fase mével (FM) sdo empregados solventes mais apolares como diclorometano e hexano
(KAZOKA, 2002). Com a necessidade de analises de compostos das mais variadas
polaridades e FM nao cloradas foi entdo desenvolvida a modalidade da cromatografia liquida
de fase reversa (CLAE-FR), atualmente a principal modalidade da CLAE.

Na CLAE-FR a fase estacionaria ¢ constituida de uma camada fortemente apolar
enquanto a fase movel emprega eluentes misturados com a agua (MEYER, 2010). A CLAE-
FR concentra mais de 85 % das aplicacdes da cromatografia liquida, principalmente, por
permitir a andlise de substancias, desde moderadamente polares até altamente apolares, com
alta eficiéncia e em tempos relativamente curtos (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

A fase estaciondria reversa apresenta algumas vantagens em relacdo a fase
estaciondria normal, podendo ser destacadas: a utilizacdo de solventes nao clorados e mais
baratos como fases moveis que a CLAE-FN; a utilizacdo de um componente aquoso na fase
movel, reduzindo sua toxicidade; rapido equilibrio da coluna apds a mudanga da composicao
da fase modvel; maior reprodutibilidade dos tempos de reten¢do; realizacao de eluigdes por
gradiente, resultando em melhor separagcdo e maior rapidez nas analises. (MEYER, 2010).

A ampla utilizacdo da CLAE-FR esté relacionada ao desenvolvimento de novas FE,
cada vez mais seletivas e que promovem separagdes rapidas e eficientes para uma grande

quantidade de compostos. As fases estacionarias tipicamente reversas se caracterizam pela
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ligacdo quimica de cadeias organicas ndo polares, principalmente octadecilsilano (Cis) e
octilsilano (Cg), sobre a superficie e poros de particulas de um suporte inorganico,
normalmente a silica, de caracteristicas polares. Na modalidade de fase reversa, portanto, as
fases estacionarias sdo menos polares que as fases moveis, que contém agua (MEYER, 2010;
COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; KIRKLAND, 2004; CLAESSENS; VAN
STRATEN, 2004).

Apesar da ampla utilizagdo, a CLAE-FR tem apresentado limitagdes que tém
restringido seu campo de aplicacdo, principalmente em andlise de compostos polares que
ndo apresentam boa resolugdo ou separagdo adequada nas fases estaciondrias disponiveis.
Isto ocorre devido a substancias com caracteristicas hidrofilicas serem fracamente retidas
em fases estacionarias hidrofobicas, como aquelas tradicionais de fases reversas. Assim, tais
substancias apresentam tempo de elui¢do proximo ao tempo de eluicdo da fase movel
(popularmente denominado de tempo morto), de forma que as separa¢des de outros
solutos/interferentes polares ndo ocorram de forma satisfatoria. Isto dificulta a quantificagao,
mesmo quando sdo empregadas fases moveis de baixa for¢a cromatografica como aquelas

100 % aquosas (PEREIRA et al., 2009).

1.1 Cromatografia liquida de interacao hidrofilica

Uma nova modalidade da CLAE, a cromatografia liquida de intera¢ao hidrofilica
(HILIC, hydrophilic interaction liquid chromatography) tem sido empregada de forma bem-
sucedida e com eficiéncia na separacdo e quantificacdo de compostos polares, que
normalmente ndo sdo separados no modo de fase reversa. O termo HILIC refere-se a
afinidade pela dgua e foi empregado pela primeira vez por Alpert (1990), que utilizou fases
estacionarias com substincias hidrofilicas quimicamente ligadas a superficie da silica no
intuito de promover a separacdo de aminodcidos e outros compostos polares, obtendo
eluicdes em ordem oposta aquelas obtidas em CLAE-FR (ALPERT, 1990). A HILIC tem
emergido e se tornado cada vez mais Util para a determinagdo de compostos polares que ndo
sao bem resolvidos em CLAE-FR (ROJO; BARBAS; RUPERE, 2012; BICKER et al., 2013;
WELDU et al., 2013).

A HILIC pode ser caracterizada como uma modalidade da cromatografia liquida que
emprega fases estaciondrias da CLAE-FN em combina¢do com fases mdveis tipicas da
CLAE-FR, contendo mais de 75 % de solvente organico misturado a 4gua (BUSZEWSKI;
NOGA, 2012). A ordem de eluigdo ¢ reversa a obtida em CLAE-FR, ou seja, compostos
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hidrofilicos sdo retidos mais fortemente que compostos hidrofébicos. Portanto, a ordem de
eluicdo dos compostos ¢ similar a obtida em CLAE-FN.

No entanto, a modalidade HILIC apresenta como principal desvantagem a utilizagao
de uma alta porcentagem de solvente organico na fase movel, comumente a acetonitrila, que
além de ser um solvente de alto custo ¢ também considerado nocivo ao meio ambiente. Esta
condicdo se contrapde aos esfor¢os realizados em se promover a cromatografia liquida verde,
uma vez que a CLAE ¢ reconhecidamente uma técnica analitica consumidora de solventes
organicos toxicos, caros ¢ geradora de grandes volumes de residuos perigosos para o
ambiente de dificil recuperacdo (PLOTKA et al., 2013).

Para reduzir o uso de solventes nocivos e promover analises no modo de uma
cromatografia liquida menos téxica e, consequentemente, proteger o meio ambiente dos
riscos provocados pelos residuos organicos da CLAE, um novo modo de cromatografia
liquida tem sido proposto para a andlise e separagdao de compostos polares, a cromatografia
liquida aquosa (PALC, per-aqueous liquid chromatography) (PEREIRA et al. 2009;
GRITTI et al.,2010; CHEN et al., 2017). A modalidade PALC pode ser considerada inversa
a HILIC tanto na eluicdo dos compostos quanto na composi¢ao da fase movel, pois na PALC
compostos apolares s3o os mais retidos na fase estaciondria e as fases moveis sdo

constituidas por uma elevada porcentagem de agua (70 % - 100 %) (PEREIRA et al. 2009).

1.2 Suportes Cromatograficos

As fases estaciondrias para CLAE normalmente sdo compostas de um liquido
estacionario sorvido, ligado ou imobilizado a um suporte cromatografico. O material a ser
utilizado como suporte, no entanto, necessita de alguns requisitos para que a FE apresente
desempenho satisfatorio nas separagdes cromatograficas. Um material ideal, para ser
utilizado como suporte deve apresentar as seguintes caracteristicas (MEYER, 2010):

v' Ser suficientemente poroso, permitindo que o liquido estacionario seja adsorvido nas
paredes de seus poros;

v' Diametro de poro entre 5 e 100 nm, pois poros muito estreitos tornam dificil a
transferéncia de massas podendo ocorrer efeitos por exclusdao de tamanho, enquanto
que poros muito largos impedem a fixacdo do liquido estacionario por forcas
capilares e, desta forma, o liquido pode ser removido com a passagem da fase movel,

v' Alta concentragdo de grupos ativos em sua superficie para facilitar a adsor¢do do

liquido estaciondario ou a reagdo de fixagdo do mesmo;
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v Area superficial suficientemente grande, tipicamente maiores que 10 m? g';

v’ Resisténcia mecanica elevada, para que o suporte seja capaz de resistir as altas
pressoes necessarias em CLAE-FR;

v' Inércia quimica, para ndo reagir com os componentes da amostra.

Os primeiros materiais empregados como suporte cromatografico foram os 6xidos
inorganicos de silicio (SiO» — silica) e de aluminio (Al,O3; — alumina). A silica na sua forma
amorfa e esférica ¢ o material mais utilizado como suporte devido a sua alta estabilidade
mecanica e térmica, rigidez, eficiéncia elevada obtida nas separagdes cromatograficas de
diversas substancias e a facilidade de modificacdo de sua superficie, devido a presenca de
grupos hidroxilas (silandis) altamente reativos (BERTHOD, 1991; BUSZEWSKI et al.,
1998; VAN DER VOORT; VANSANT, 1996; ZHURAVLEV, 2000).

A silica contém em sua superficie pelo menos trés tipos distintos de grupos ativos
(Figura 1), tais como silanois isolados ou livres, vicinais e geminais que conferem ao

material uma elevada acidez superficial, além das ligagdes siloxano (BERTHOD, 1991).

Figura 1. Tipos de grupos silanois e ligagcoes siloxano na superficie da silica amorfa.
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Fonte: Adaptado de SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014.

A facilidade de modificagdo das particulas de silica foi extremamente importante
para o desenvolvimento das fases do tipo siloxano, que marcaram o inicio do
desenvolvimento da tecnologia de colunas cromatograficas para CLAE-FR. Estas fases sao
constituidas de agentes sililantes, tais como o octadecilsilano (Cig) e o octilsilano (Cs),
ligados quimicamente aos grupos silanois da silica. A principal vantagem das fases do tipo
siloxano foi a formagdo de ligagdes altamente estaveis do tipo -Si-O-Si- entre os agentes
sililantes e os grupos silandis que conferiram uma maior estabilidade quimica as fases
estacionarias (KIRKLAND, 2004).

As fases baseadas em silica, por outro lado, tendem a serem limitadas em dois
aspectos importantes. Um destes aspectos esta relacionado a ndo homogeneidade da sua

superficie, que apresenta diferentes tipos de grupos silandis, os quais afetam a
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funcionalizacdo e, consequentemente, o mecanismo de retencdo dos compostos a serem
separados na CLAE (KIRKLAND, 2004). Os silan6is livres (-Si-OH) possuem
caracteristicas acidas e podem interagir fortemente com varios tipos de moléculas basicas
(como uma grande maioria de farmacos, compostos bio-organicos, etc.) e adsorvé-las
fortemente de forma reversivel, prolongando o tempo de andlise e prejudicando a sua
detectabilidade ou, até mesmo, de forma irreversivel. Além disso, quando ocorre uma forte
adsor¢ao de compostos basicos na superficie da fase estacionaria, tem-se como resultado
picos cromatograficos largos, assimétricos e com cauda, dificultando a quantificacdo dos
compostos, além de poderem sobrepor parcial ou totalmente picos adjacentes, referentes aos
solutos que eluem com tempos de retengdo proximos. Quando as moléculas basicas sdo
adsorvidas irreversivelmente na superficie da fase estacionaria, os compostos podem
restringir o transporte de massa, devido ao bloqueio de alguns sitios de interacdo normal e
criar sitios ativos nao especificos, afetando o desempenho da coluna e podendo leva-la a
deterioracdo (TONHI et al., 2002).

O outro aspecto limitante € a instabilidade da silica e das fases estacionarias baseadas
em silica frente ao uso de fases moéveis acidas e alcalinas (PETRO; BEREK, 1993).
Tipicamente, FE baseadas em silica devem ser empregadas em condigdes de fase movel
dentro da faixa de pH de 2 a 8. Em fases moveis de pH < 2, ocorre hidrolise acida das
ligagdes Si-C entre a superficie da silica e o material ligado quimicamente. Isto resulta em
continua perda da fase ligada concomitante & perda de retencdo cromatografica dos
compostos. Em fases méveis com pH > 8 ocorre répida dissolucdo da silica devido a
exposicao de parte do suporte ao contato com a fase mdvel formando silicatos soluveis e,
consequentemente, a clivagem da fase ligada do suporte. A dissolugdo da silica leva a uma
progressiva e rapida perda de desempenho cromatografico, produzindo uma lacuna no topo
da coluna e uma acentuada queda de pressao no sistema cromatografico (NAWROCKI et.
al., 2004). No entanto, FM ajustadas a pH fora da faixa de 2 a 8 sdo amplamente
recomendadas para a CLAE-FR na andlise de diversos compostos com caracteristicas dcidas
ou basicas, tais como os encontrados em muitas classes de agrotdxicos e de farmacos
(FARIA, 20006).

Diante desses dois inconvenientes encontrados, o objetivo dos cromatografistas tem
sido o desenvolvimento de materiais de suporte que oferegcam inércia quimica aos
componentes das amostras (redu¢do da atividade residual da superficie de sitios que ndo
reagiram com os agentes modificadores na sintese das particulas da fase reversa), bem como

estabilidade quimica em uma faixa mais ampla de pH (NAWROCKI et al., 2004b).
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1.2.1 Suportes cromatogrdficos alternativos

Para contornar a limitagdo do suporte de silica e de fases estacionarias a base de
silica, uma alternativa encontrada foi a substituicdo de silica por 6xidos metalicos com
estabilidade quimica em uma faixa de pH mais ampla. Dentre os primeiros materiais
empregados como suportes alternativos a silica, os 6xidos de zirconio (zirconia), de titanio
(titdnia) e de aluminio (alumina) foram os mais estudados. A alumina ¢ amplamente
empregada como fase estaciondria normal (FN) em cromatografia de coluna e tem como
vantagem principal a boa estabilidade em uma faixa ampla de pH, nominalmente de 1 a 13,
fato este que a tornou altamente atrativa como substituta a silica (PESEK; MATYSKA,
2002).

A elevada estabilidade da alumina permite separagdes cromatograficas em valores
de pH nos quais compostos basicos nao se encontram na forma ionizada (pH > 9), assim a
separacao ¢ baseada somente no mecanismo de interagdo hidrofébica, sem interferéncia do
mecanismo de interacao ionica. Para 6xidos anfoteros como a alumina, as propriedades da
superficie dependem fortemente do valor do pH do meio. O valor do pH no qual a carga
liquida de uma superficie € zero € conhecido como ponto isoelétrico (PI). O PI da alumina ¢
de 8,23 e a carga da alumina varia quando se vai de pH 7 a 9, torna-se evidente que a
superficie da alumina estard carregada positivamente em valores de pH < PI e negativamente
carregada quando pH > PI. Sendo assim, o grau de polariza¢do da superficie da alumina ird
depender de valores de pH do meio (HODERN, 2004)

Algumas FE baseadas em alumina foram preparadas a partir da modificagdo quimica
do suporte por reacdo de organossilanizagdo (Cig) ou pela cloragdo da superficie da alumina
com cloreto de tionila seguida da reagdo com um composto organolitio para atuagdo no modo
de fase reversa (PESEK; MATYSKA, 2002). As fases reversas a base de alumina permitiram
a separacao de compostos basicos sem o uso de reagente par i6nico ou de supressao idnica,
devido ao PI da alumina (KURGANOV et al.,, 1996; HAKY; VEMULAPALLI,
WIESERMAN, 1990; PESEK; SANDOVAL; SU, 1993).

Apesar das FE a base de alumina terem apresentado estabilidade numa faixa de pH
mais ampla e propriedades de reteng@o similares as FE a base de silica, a modificagdo da
superficie da alumina foi menor que a da silica, resultando na exposi¢ao de grupos Al-OH
residuais com caracteristicas anfoteras e, portanto, interagindo indesejavelmente tanto com

compostos acidos quanto basicos. Além disso, o baixo desempenho cromatografico nas
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separagdes obtido com FE a base de alumina aliado a disponibilidade comercial limitada de
formato, tamanho e grau de porosidades das particulas de alumina contribuiram para a sua
modesta difusdo como suporte cromatografico (JARONIEC C; JARONIEC M; KRUK,
1998).

Apesar das FE reversas baseadas em alumina apresentarem uma série de dificuldades
com relagdo a modificagdo de sua superficie, associada a menor reatividade dos seus grupos
hidroxilas superficiais (KURGANOV et al., 1994), a alumina apresenta caracteristicas
morfologicas adequadas para finalidades cromatograficas e, portanto, ¢ proposto neste
trabalho a modificacdo da superficie da silica com nanoparticulas de alumina, através de
uma deposi¢ao organizada na forma de uma unica camada (DUN et al., 2004, SILVEIRA;
DIB; FARIA, 2014).

1.3 Suportes cromatograficos a base de silica modificados com 0xido metalico

Dentre os diversos modos de preparo das nanoparticulas de alumina o método sol-
gel tem se apresentado como o mais eficaz, pois produz particulas de alta pureza e grande
area superficial que sdo requisitos basicos para materiais utilizados em CLAE. Entretanto, o
grande inconveniente no preparo da alumina € o crescimento acelerado e desordenado, além
da aglomeragdo das suas particulas devido a alta reatividade dos reagentes precursores do
aluminio (MIRJALILI; HASMALIZA; ABDULLAH, 2010; PARIDA et al., 2009). Para
que o crescimento seja limitado e forme particulas com poucos nandmetros de didmetro,
todo processo de preparo das particulas deve ser conduzido em um ambiente de menor escala
que restrinja o crescimento da particula de alumina e evite a aglomeragdo. O preparo de
nanoparticulas no interior de micelas de surfactantes ¢ uma opg¢do que tem sido empregada
no preparo de nanoparticulas metélicas para finalidades cataliticas (RANA; PHILIP; RAJ,
2010; AKPOLAT et al., 2015; JARAMILLO; PAUCAR; GARCIA, 2014). Desta forma, as
micelas de surfactantes funcionam como verdadeiros nano reatores, possibilitando a
conducdo de reagdes quimicas e, em especial, a sintese das nanoparticulas de alumina no seu
interior que possuem alguns poucos nandmetros de didmetro. Além disso, o interior da
micela de surfactante funciona como um molde para as nanoparticulas.

O método utilizado para a deposi¢ao das particulas de alumina sobre as particulas de
silica cromatografica deve garantir que o material final, silica aluminizada, seja resistente as
pressdes e aos solventes, aquosos e organicos, empregados em CLAE. Um método

empregado para incorporacao de camadas de oOxidos sobre a silica, resultando em um
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material com excelente estabilidade para a anélise cromatografica, ¢ o método de deposigado
de camadas auto-organizadas de 6xidos (AHMED; MYERS; ZHANG, 2004; GE et al.,
2010). Nesse método, independentemente da forca de interacao entre a alumina e a silica, as
particulas do suporte serdo obtidas pela imobilizacdo de um surfactante na superficie da
silica seguida da incorpora¢do de nanoparticulas de alumina no agente tensoativo e
subsequente combustdo da matéria organica. O material final obtido ¢ constituido apenas
das nanoparticulas de alumina adsorvidas sobre a superficie de microesferas porosas de silica

(DUN et al., 2004; GE et al., 2006; SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014).

1.4 Fases imobilizadas por polimeros

Apesar da ampla utilizagdo da CLAE-FR, as fases quimicamente ligadas possuem
consideragdes estéricas que impossibilitam densas distribui¢des de cadeias alquilas (Cg ou
Cig) no suporte de silica. Aproximadamente 50 % de grupos silandis permanecem sem reagir
apos a sintese de fases estaciondrias quimicamente ligadas, resultando em metade da
superficie do suporte exposta a interagcdes indesejaveis com solutos e a propria fase movel
(ENGELHARDT; BLAY; SAAR, 2005). Uma possibilidade eficiente para contornar as
limitagdes do recobrimento organico incompleto da superficie da silica na preparagao de
fases estaciondrias reversas ¢ a imobilizacdo de camadas organicas de polimeros pré-
sintetizados sobre a superficie da silica (JARDIM; COLLINS C; COLLINS K, 2004)

Fases estacionarias baseadas no recobrimento polimérico, principalmente na
modalidade de fase reversa, possuem eficiéncias similares as fases quimicamente ligadas
(FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009). Neste processo, objetiva-se a formagdo de uma
monocamada polimérica que englobe toda a superficie do suporte cromatografico,
protegendo os grupos ativos superficiais da interacdo com componentes da amostra e do
contato com a fase movel.

O objetivo de produzir fases estaciondrias com polimeros recobertos sobre um
suporte ¢ combinar a resisténcia mecanica do 6xido inorganico com a seletividade e inércia
quimica dos polimeros organicos (DUN et al., 2004; GE et al., 2006; DIB; FARIA, 2014).
Outro fator a ser considerado € o econdmico, pois o prego de um quilo dos polimeros mais
empregados € muito menor que poucos mililitros dos reagentes organossilanizantes.

A seletividade da fase estaciondria imobilizada por polimero ¢ diretamente
influenciada pela quantidade e tipo de grupos funcionais nas cadeias dos polimeros, pela

espessura do filme polimérico e pela area superficial e estrutura de poros do suporte (TONHI
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et al., 2002). A ampla variedade de polimeros com distintas funcionalidades permite a
aquisicao de materiais de fases estaciondrias com ampla faixa de seletividade, tornando
possivel o ajuste fino da seletividade ao problema analitico de separagao (JARDIM et al.,
2010).

Os polissiloxanos sdo uma classe de polimeros muito empregados na preparacao de
fases estacionarias reversas para CLAE pelo método de recobrimento polimérico, 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). Os principais polissiloxanos empregados na preparacao de fases estacionarias sdo:
o poli(dimetilsiloxano) - PDMS (BORGES; EUERBY; COLLINS, 2012) (TONHI;
COLLINS K; COLLINS C, 2005); o poli(metiloctilsiloxano) — PMOS (BOTTOLI et al.,
2004; VIGNA et al., 2007); o poli(metiltetradecilsiloxano) - PMTDS (FARIA; COLLINS
K; COLLINS C, 2007; BORGES; COLLINS, 2011) e poli(metiloctadecilsiloxano) -
PMODS (SILVA; COLLINS, 2012). Os polissiloxanos apresentam otima estabilidade
térmica, resisténcia quimica e mecanica; e sua seletividade ¢ definida pelos grupos
substituintes existentes em suas estruturas (VIGNA, 2004). Novos polimeros com
seletividades diferenciadas tém sido o objetivo de pesquisas para que as colunas
cromatograficas resolvam separacdes de compostos polares sem necessitarem de alta
porcentagem de solvente orginico na fase movel, como ocorre no modo HILIC ou na
separagdo de compostos hidrofobicos como ocorrem com as FE baseadas nos polissiloxanos
ja preparadas (JARDIM et al., 2010).

A forma mais simples de preparo das FE imobilizadas por polimeros € realizada pelo
método de evaporacdo estatica do solvente sem etapas posteriores de imobilizacdo da
camada polimérica no suporte cromatografico (ANAZAWA; JARDIM, 1994). Para isto, o
polimero ¢ dissolvido em um solvente apropriado e, esta solucdo, ¢ adicionada a matriz do
oxido inorganico utilizado como suporte cromatografico. Em seguida, evapora-se o solvente
obtendo a fase estaciondria sorvida. A sor¢do do polimero no suporte cromatografico ¢ um
processo complexo governado por um balanco entre fatores energéticos e entropicos que
resulta em fases estaciondrias com camadas poliméricas finas e reprodutiveis. Os grupos
reativos superficiais do suporte cromatografico agem como pontos de ancoragem para que
os polimeros possam se ligar covalentemente ou apenas adsorver fisicamente a superficie do

suporte (FARIA; JARDIM; COLLINS, 2009).
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Basicamente, o polimero adsorvido pode se “moldar” de duas principais formas na
superficie da silica: formando uma pelicula fina na superficie (Figura 2A) e ou entdo pode

preencher o volume de poros totalmente (Figura 2B) (FARIA, 2006).

Figura 2. Tipos de deposicdo da solugdo polimérica nos poros do suporte cromatogrdfico, (4)

recobrimento das paredes dos poros ou (B) preenchimento do volume dos poros.
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A fase estaciondria recoberta com polimero ideal ¢ aquela cuja a camada polimérica
seja uniforme e relativamente fina, para que haja uma rapida transferéncia de massa do
analito, uma vez que uma densa camada polimérica bloqueia os poros do suporte
dificultando a difusdo do analito através da FE.

A sorcao do polimero sobre o suporte cromatografico ocorre através de um fendmeno
de auto-imobilizagao polimérica, pelo qual o polimero se distribui lentamente pela superficie
e poros da particula do suporte, inicialmente na forma de gotas, formando uma monocamada
a temperatura ambiente que se espalha lentamente pela superficie do 6xido inorganico
(BOTTOLI et al., 2004). Como a cinética dessa adsorc¢ao ¢ relativamente lenta, podendo
levar até meses para gerar um material atil para separagdo cromatografica (CARVALHO;
COLLINS; FARIA, 2016), normalmente utiliza-se de um procedimento fisico de
imobilizagdo para que ocorra uma aceleragdo dessa distribuicdo do polimero na superficie
do suporte cromatografico. Dentre os principais procedimentos de imobiliza¢do polimérica
para a preparagao de fases estacionarias para CLAE-FR pode-se destacar o tratamento
térmico, que consiste na inducao da ligagdao entre o polimero e os sitios ativos do suporte

pelo aquecimento a seco, com tempo e temperatura controlados, do polimero fracamente
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sorvido no suporte. O tratamento térmico ¢ utilizado para acelerar a imobiliza¢dao do
polimero no suporte de silica, auxiliando no processo de auto-imobilizagdo (BOTTOLI et
al., 2004).

Nesse trabalho, foi utilizado um copolimero pré-sintetizado, o poli(6xido de etileno-
co-dimetilsiloxano), que aqui sera abreviado como PEO (Figura 3), para a preparacdo de
fases estacionarias imobilizadas termicamente sobre particulas de silica aluminizada, que
apresentassem maior estabilidade quimica que fases reversas convencionais € com
seletividade adequada para compostos polares. Este copolimero apresenta um bloco de
polidimetilsiloxano (PDMS) que estd presente na estrutura polimérica para garantir as
propriedades de imobiliza¢do do polimero no suporte inorganico. O PEO ¢ constituido por
um bloco de polioxido de etileno que sera explorado neste trabalho como um grupamento
que visa interagir de forma mais branda com compostos apolares e mais fortemente com
substancias polares, quando comparada a fases reversas tradicionais, devido a contribuigao

polar do grupo éter da estrutura quimica do polimero (SPITZER; SABADINI; LOW, 2002).

Figura 3. Estrutura quimica do copolimero poli(oxido de etileno-co-dimetilsiloxano).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi preparar, caracterizar e aplicar uma nova fase
estaciondria para cromatografia liquida de alta eficiéncia de maior estabilidade quimica e
com maior seletividade hidrofilica baseada na imobilizacdo térmica do copolimero
poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) sobre particulas de silica aluminizada. Como
objetivos secundarios, este trabalho buscou a reducao da geragdo de residuos organicos na
CLAE-FR a partir da utilizacao de fases moveis com menor teor de solvente organico, como
metanol ou acetonitrila, para a separagdo dos compostos pela fase estacionaria produzida.
Desta forma, pretende-se contribuir com os esforcos de tornar a CLAE uma técnica analitica
mais limpa.

Alguns objetivos especificos foram delineados para alcancar os objetivos principais
deste trabalho:

v' Preparacdo do suporte de silica aluminizada, seguindo procedimento realizado por
Silveira, Dib e Faria (2014);

v" Otimizagdo do processo de imobilizagdo térmica, em termos de carga polimérica e
temperatura de imobilizacdo, do copolimero PEO sobre particulas de silica
aluminizada — SiAl(PEO);

v' Caracterizagdo fisico-quimica da fase SiAl(PEO);

v' Avaliagdo cromatografica da fase SiAl(PEO) através da separagdo de misturas testes
padrao para caracterizagdo de suas propriedades de retencgao;

v’ Aplicagdo da fase preparada e otimizada na separagdo de compostos polares
(agrotoxicos);

v' Avaliagdo da estabilidade quimica da fase SiAl(PEO) e comparagdo com fases Cig

quimicamente ligadas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Equipamentos

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

o Cromatografo a liquido com sistema bindrio de bombeamento da marca Varian (Palo
Alto, CA, EUA), modelo ProStar® 210 com deteccao UV/vis e sistema de inje¢ao
manual Reodhyne®, sistema de aquisi¢io de dados Galaxie®.

o Cromatografo a liquido Waters €2695, com sistema de deteccao de arranjo de diodos
modelo 2998 PDA, gerenciado pelo software Empower3®.

o Espectrometro de absor¢do no infravermelho, Jasco modelo FTIR 4100 (Toquio,
Japao).

o Espectrofotdmetro UV-vis lambda 25 PerkinElmer (Waltham, MA, EUA).

o Microscopio eletronico de varredura TESCAN modelo Vega3 (Téquio, Japao).

3.2 Reagentes e Solventes

o Acido nitrico, P.A. 65 % (Carlo Erba, Milao, Italia).

o Agua ultrapurificada a 18,3 Q cm.

o Benzilamina 99 % (Sigma Aldrich, Sao Paulo, Brasil).

o Butilbenzeno 99,5 % (Sigma Aldrich).

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

o Cloroférmio grau espectroscéopico, 99 % (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil).

o Fenol 99,5 % (Vetec).

o Hexano, (Tedia).

o Isooctano, P.A. 99% (Dinamica, Diadema, Sao Paulo)

o Isopropdxido de aluminio, P.S. 99,5% (Vetec, Duque de Caxias, Brasil)

o Metanol grau HPLC, 99,5 % (Tedia).

o o-terfenilo 99 % (Sigma Aldrich).

o Pentilbenzeno 99 % (Sigma Aldrich).

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

o Silica cromatografica Chromosorb, particulas de 5 um de didmetro (Varian, Palo

Alto, CA, EUA).
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o Surfactante Na(AOT) — bis-2-etilexilsulfossuccinato de so6dio 99,9% (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil)

o Tolueno grau espectroscopico (Tedia).

o Trifenileno 98 % (Sigma Aldrich).

o Uracila 99 % (Sigma Aldrich)

3.2.1 Agrotoxicos

o Carboxina, padrao analitico, Pestanal®, 95,0%. Ntmero CAS 5234-68-4;

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

o Difenoconazol, padrao analitico, Pestanal®, 99,0%. Numero CAS 119446-68-3;

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

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

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

3.2.2 Farmacos

o Amitriptilina, Nimero CAS 0418712-1, obtido em uma Farmacia de Manipulagado
na cidade de Ituiutaba/MG, como padrdo secundario.

o Benzocaina, Nimero CAS 0418712-3, obtido em uma Farmacia de Manipulagdo na
cidade de Ituiutaba/MG, como padrao secundario.

o Hidroxizina, Numero CAS 0417271-2, obtido em uma Farmacia de Manipulacao na
cidade de Ituiutaba/MG, como padrdo secundario.

o Lidocaina, Numero CAS 0418712-4, obtido em uma Farmacia de Manipulagdo na
cidade de Ituiutaba/MG, como padrao secundario.

o Nortriptilina, Nimero CAS 0418712-2, obtido em uma Farmacia de Manipulagao na
cidade de Ituiutaba/MG, como padrdo secundério.

o Tetracaina, Nimero CAS 0418712-5, obtido em uma Farmécia de Manipulacdo na

cidade de Ituiutaba/MG, como padrao secundario.
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3.3 Preparacio da fase estacionaria SiAl(PEO)

3.3.1 Ativacdo da silica

Inicialmente, realizou-se a ativagdo dos sitios ativos das particulas de silica
cromatografica através da liberagdo de moléculas de dgua adsorvidas em sua superficie.
Foram pesados aproximadamente 1,500 g de silica cromatografica de 5 pum em um béquer e
aquecidos a uma temperatura de 140 °C por 12 h com auxilio de uma mufla, o béquer foi
coberto com papel aluminio com pequenos furos para liberagao do vapor de dgua e protegado
das particulas contra possiveis impurezas de dentro da mufla. Apos esse periodo, o béquer
contento a silica cromatografica ativada foi transferido para um dessecador sob vacuo e

deixado em repouso até alcancar a temperatura ambiente.

3.3.2 Sintese do suporte cromatogrdfico de silica aluminizada

Para preparacao do suporte de silica aluminizada, primeiramente foi necessaria a
sintese das nanoparticulas de alumina através do processo sol-gel no interior de micelas
reversas do surfactante bis-2-etilexilsulfossuccinato de sodio - Na(AOT), seguindo o
procedimento estabelecido por Silveira, Dib e Faria (2014). Resumidamente, foi montado
um sistema de refluxo contendo manta de aquecimento, baldo de fundo redondo de duas
bocas e condensador. Ao baldo de fundo redondo foram adicionados 36,0 mL de isooctano,
sob agitagdo magnética com aquecimento a temperatura de refluxo do isooctano
(aproximadamente 110 °C). Apos 10 min, foram adicionados 2,440 g do surfactante
Na(AOT), sob agitacdo magnética constante. Apos a dissolugdo completa do surfactante, foi
adicionado 1,00 mL de 4gua Milli-Q ao meio reacional. Em seguida, 0,250 g de isopropdxido
de aluminio foram adicionados ao baldo para a preparagdo das nanoparticulas de alumina no
interior das micelas do surfactante. O meio reacional foi fechado e mantido sob agitacao
constante por 2 h a temperatura de refluxo do isooctano. O processo sol-gel realizado para a

preparagdo das nanoparticulas de alumina estd esquematizado na Figura 4.
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Figura 4. Fluxograma do processo sol-gel intramicelar para sintese de nanoparticulas de alumina.
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Fonte: SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014.

Apo6s 2 h de reagao, foram adicionados ao balao de fundo redondo 0,90 mL de uma
solugdo de 4cido nitrico 0,021 mol L', a fim de peptizar a solugdo, e 1,500 g de silica
previamente ativada. O meio racional foi mantido por 24 h sob temperatura de refluxo do
isooctano com agitagdo constante. Apos este periodo, o agitador com aquecimento foi
desligado e o balado foi retirado do sistema e reservado até atingir a temperatura ambiente. A
suspensao contendo a silica aluminizada foi transferida para tubos de ensaio, os quais foram
centrifugados a 2500 r.p.m. por 3 min, descartando-se o sobrenadante. O material s6lido foi
lavado com isooctano, isopropanol, metanol e 4gua respectivamente, sempre descartando o
sobrenadante, para remog¢do do solvente organico e excesso de reagente proveniente da
sintese. O suporte de silica aluminizada foi aquecido a 120 °C com um auxilio de uma mufla,
para evaporacao da agua residual por 12 horas. Apos esse periodo, o suporte foi transferido
para um cadinho de porcelana e calcinado a temperatura de 500 °C por 1 h na mufla, o

processo realizado € apresentado na Figura 5.

Figura 5. Fluxograma do processo de sintese do suporte de silica de aluminizada.
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Fonte: SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014.
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3.3.3 Determinacdo de grupos Al-OH no suporte de silica aluminizada

A determinagao de grupos Al-OH foi realizada através da adsorc¢ao do corante verde
de malaquita (VM) no suporte de silica e silica aluminizada. O processo de adsor¢ao do VM
causa uma descoloracdo na solu¢do, a qual pode ser quantificada através de medidas de
absorbancia realizada por um espectrofotdmetro UV-Vis a 617 nm. A solucdo de VM foi
preparada em solucdo de NaCl 0,01 mol L' com pH ajustado para 5,00. Para quantificar o
VM foi construida uma curva analitica a partir das concentragdes de 0,005; 0,010; 0,050;
0,100; 0,500; 1,000; 2,000; 3,000; 4,000 ¢ 5,000 mg L' do corante em solug¢do NaCl 0,01
mol L.

Para determinar o tempo de contato entre o adsorvente ¢ o adsorbato foi realizado
um estudo com 20 mg de suporte cromatografico (adsorvente) com uma solucao de 5,000
mg L' de VM (adsorbato), os tempos avaliados foram 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120
min. Para cada tempo estudado foi realizada uma leitura espectrofotométrica para quantificar
a concentragdo de VM ndo adsorvida no suporte. O processo esquematizado estd

representado pela Figura 6.

Figura 6. Fluxograma do procedimento para determinagdo do tempo de contato entre o adsorvente

e o adsorbato.
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Fonte: proprio autor

Determinado o tempo de equilibrio foi realizado o estudo de adsor¢do do VM no
suporte de silica e silica aluminizada, as concentracdes de VM utilizadas foram equivalentes
as utilizadas para construcdo da curva analitica, e a massa de adsorbato foi de 20 mg para
todo estudo. Apods o tempo de contato entre adsorvente e adsorbato a solu¢do foi agitada
brandamente e uma aliquota foi retirada e medida no espectrofotometro UV-Vis. O

procedimento empregado nesta etapa esta representado na Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma do procedimento para o estudo de adsor¢do do VM nos suportes

cromatograficos.
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3.3.4 Preparacdo da fase estaciondria SiAl(PEQ) sorvida

A preparacdo da fase sorvida, com o copolimero poli(6xido de etileno-co-
dimetilsiloxano) - PEO - sobre o suporte de silica aluminizada, foi realizada a partir do
método de evaporacdo estatica do solvente(JARDIM; COLLINS C; COLLINS K, 2004).
Inicialmente, foi preparada uma solucdo do copolimero a 50 % v/v em cloroférmio, solvente
no qual o copolimero teve melhor solubilidade. Em seguida, em um béquer de 25 mL
adicionaram-se 10 mL de cloroféormio deixando sob agitacdo magnética branda. Lentamente,
foi adicionada a quantidade adequada da solug@o 50 % v/v do copolimero, para obteng¢ao de
trés diferentes propor¢des de carga polimérica (20, 35 e 50 % (m/m) do copolimero em
relagdo a massa do suporte cromatografico). A quantidade de copolimero foi adicionada com
auxilio de uma pipeta, realizando uma transferéncia quantitativa do PEO com auxilio de
cloroférmio. A solugdo foi deixada sob agitacdo constante por 10 min.

Ap6s 10 min, adicionou-se 1,0 g de silica aluminizada, previamente ativada a 140 °C
por 12 h, a solucdo do PEO. A suspensdo da silica aluminizada na solugao de PEO foi
deixada sob agitacdo constante por 2 h 30 min. Em seguida, o béquer foi retirado da agitacao
e coberto com uma folha de papel aluminio previamente furada. O béquer foi deixado em

repouso por aproximadamente 5 dias para que todo o solvente fosse evaporado a temperatura

ambiente, obtendo-se assim a fase sorvida SiAl(PEO), representado pela Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma do processo da preparagdo da fase SiAl(PEQO) sorvida.

SiAl -
—) —
Solugao de PEOQ el :
50 % (viv)em CHCl, ~ Aditagdopor2,5h Tomporstura
Ambiente

Fonte: proprio autor

3.3.5 Imobilizacdo térmica do PEO sobre o suporte de silica aluminizada

Ap6s obtida a FE sorvida SiAl(PEO), completamente seca, o material foi levado para
mufla e a temperatura foi ajustada para o valor desejado (100, 125 ou 150 °C) com tempo
de aquecimento de 12 h, realizando o processo de imobilizag¢ao térmica do copolimero sobre
o suporte cromatografico (Figura 9). O processo de imobilizacdo visa aumentar a intensidade
da interacdo do copolimero com o suporte cromatografico, garantindo maior estabilidade
durante a passagem continua de fase méovel. Apds essa etapa, obteve-se a fase SiAI(PEO)

imobilizada termicamente.

Figura 9. Fluxograma do processo da preparagdo da fase SiAl(PEQ) imobilizada termicamente.

S dias/ Imobllizaciio T&m! . _
Temperatura mobilizagao Termica avagem sucessiva
Ambiente 12h com solventes

Fonte: proprio autor

Para otimizar o processo de preparacao da fase estacionaria SIAI(PEO) sob diferentes
condi¢des de temperatura e carga polimérica foi utilizado um planejamento fatorial 32,

avaliando 2 varidveis (temperatura e carga polimérica) em trés niveis, como apresentado na

Tabela 1.
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Tabela 1. Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial 3°, para otimizacdo do preparo

das fases SiAl(PEO).
Variaveis Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
1 Temperatura (°C) 100 125 150
2 Carga polimérica (% m/m) 20 35 50

O planejamento fatorial possibilita avaliar os efeitos da temperatura e carga de PEO
e as interagdes entre si na preparacdo da fase SiAl(PEO), dentro dos niveis investigados,
realizando apenas 9 experimentos com combinagao entre todos os niveis e variaveis.

Na Tabela 2 ¢ apresentada a matriz do planejamento experimental aplicado na
preparacdo da fase SiAl(PEO), na qual ¢ apresentada todas as combinacdes possiveis entre

os niveis de cada variavel estudada.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 3° para diferentes condicées de preparo da fase

estacionaria SiAl(PEO,).

Fases Valores codificados Valores reais
SiAl(PEO) Temperatura Carga polimérica Temperatura Carga polimérica
°O) (% m/m) ©O) (% m/m)
#1 - - 100 20
#2 - 0 100 35
#3 - + 100 50
#4 0 - 125 20
#5 0 0 125 35
#6 0 + 125 50
#7 + - 150 20
#8 + 150 35
#9 + + 150 50

3.3.6 Extracdo do excesso de PEO ndo imobilizado

Apos a etapa de imobilizagdo do PEO sobre a silica aluminizada em diferentes
condicdes, parte do polimero que ndo ficou imobilizado na superficie do suporte foi
removido. Para isso, a fase SiAl(PEO) foi submetida a lavagens sucessivas utilizando
cloroféormio como solvente extrator. Nesta etapa, o material solido foi dividido em tubos de

ensaio em porg¢des aproximadamente iguais. A cada tubo de ensaio foram adicionados 3 mL
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de cloroférmio e agitado com vortex por 30 s e submetida a centrifugagao por 2 min a 2500
r.p.m., descartando o sobrenadante. O procedimento foi realizado em triplicata. O material

soOlido resultante foi levado a estufa e seco a 50 °C.

3.4 Enchimento da coluna cromatografica

As colunas cromatograficas foram preenchidas com a fase estacionaria SiAI(PEO)
pelo método de suspensdo a alta pressao (MEYER, 2010). Para o enchimento de coluna
cromatografica com a fase SiAl(PEO) foi preparada uma suspensdo em cloroférmio,
garantindo a densidade e a viscosidade apropriada para formagao da suspensao. A suspensao
foi constituida em aproximadamente 1 g da fase SiAI(PEO) em 20 mL de cloroférmio. A
suspensao foi agitada em vortex por 1 min e deixada em banho ultrassom por 10 min, afim
de impedir a aglomeragao de particulas. Apods esse periodo, a suspensdo foi transferida para

o sistema de enchimento de colunas, representado pela Figura 10.

Figura 10. Representagdo esquematica do sistema de enchimento e esvaziamento da coluna

cromatogriafica.

Fonte: proprio autor.

Como representado no esquema (Figura 10), o reservatorio do solvente propulsor (1)
foi preenchido com metanol previamente filtrado. Em seguida, a pressdo da bomba (2) foi
ajustada para um valor maximo de 9.000 psi, com vazdo de solvente de 24 mL min™'. Ao
reservatorio de suspensao (3) foi acoplada a coluna cromatografica (4) a sua extremidade. O
volume do reservatorio foi completado com o solvente de suspensdo (cloroférmio)
devidamente filtrado. Fechou-se a extremidade superior do reservatdrio da suspensdo pelo

qual foi adicionada a suspensdo da fase SiAI(PEO). Com o sistema todo fechado, a bomba
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foi ligada através de acionamento no software Quick-set Pump® (6), que bombeou metanol
para o sistema de enchimento, impulsionando a fase SiAl(PEO) para o interior da coluna
cromatografica. A fase SiAl(PEO) ficou retida na coluna devido a presenca de um filtro
(diametro de poro de 2 um) na extremidade inferior. O sistema foi mantido sob pressdo até
a passagem de aproximadamente 100 mL de solvente, que foram recolhidos em uma proveta
(5), colocada logo abaixo do sistema de enchimento, sendo esse volume equivalente a trés
vezes a capacidade do reservatdrio da suspensdo. A manutengao da pressao durante todo o
procedimento de enchimento da coluna foi necessaria para produzir um recheio homogéneo
e com boa compactacdo. Depois de terminado o enchimento, o sistema foi despressurizado
e a coluna desconectada do reservatoério, fechando apropriadamente sua extremidade

superior com um filtro terminal.

3.5 Preparacio da fase movel

Os solventes constituintes da fase movel (dgua, metanol e K;HPO4/KH2PO4 0,020
mol L' a pH 7,60, pH 2,70 e pH 10) foram medidos e filtrados, individualmente, utilizando-
se de um sistema de filtracdo de fase mével e uma membrana de Nylon® de 47 mm de
diametro e 0,22 um de tamanho de poros. Em seguida, os solventes foram estocados em
frascos separados e deixados por 20 minutos em banho ultrassom, para serem
desgaseificados. Apos desgaseificados, os solventes foram dispostos nos reservatorios para

fase movel do sistema cromatografico.

3.6 Condicionamento da coluna cromatografica

A coluna cromatografica previamente recheada com a fase estaciondria, foi
conectada ao cromatografo a liquido, passando fase mével MeOH:H>O na proporcao de
50:50 (v/v) por 2 h. Nessa etapa apenas uma das extremidades das colunas ¢ acoplada no
cromatografo a liquido, neste caso, na conexdo das bombas cromatograficas, enquanto a
outra extremidade ¢ ligada diretamente ao descarte. Esse procedimento ¢ de grande
importancia, ja que residuos das etapas anteriores podem ser eluidos junto com a fase movel

e essa medida evitaria o entupimento da cela de deteccao do cromatdgrafo.
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3.7 Caracterizacio fisico-quimica da fase SiAl(PEO)

3.7.1 Analise elementar

Todas as fases estaciondrias SiAl(PEO) produzidas foram submetidas a anélise
elementar para a determinagdo da percentagem de carbono apos as etapas de imobilizagao
térmica e remogao do polimero ndo imobilizado. O objetivo dessa medida foi avaliar o grau
de recobrimento efetivo do suporte cromatografico com o PEO. O método empregado utiliza
a combustdo do material devidamente seco, cerca de 10 mg de fase estaciondria, para
converter os elementos da amostra em gases, como CO2, H2O e N>. Em seguida, os gases
foram despressurizados através de uma coluna, separados e detectados em fungdo das
respectivas condutividades térmicas, sendo convertidos em percentagem de carbono,
hidrogénio e nitrogénio. Foi empregado um analisador elementar PerkinElmer, modelo 2400

(Norwalk, CT, EUA) do Laboratério Multiusuarios do IQ/UFU.

3.7.2 Anadlise de drea superficial e porosidade das particulas de SiAl(PEO)

As fases S1AI(PEO) foram submetidas a determinagao da area superficial especifica,
volume e didmetro de poros. Estas medidas foram obtidas através da adsor¢do e dessor¢do
de nitrogénio a -195,5 °C. Antes das medidas, as amostras foram desgaseificadas a 100 °C
por 24 h sob vacuo. A area superficial especifica foi calculada de acordo com o método BET
(GREGG; SING, 1982) a pressoes relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25, na qual p e po sdo,
respectivamente, pressdes de equilibrio e pressdo de satura¢do do nitrogénio a -195,5 °C. O
volume total de poros foi determinado pelo método do ponto Unico através da conversao do
volume de nitrogénio adsorvido na p/po de 0,995 para o volume do adsorbato liquido. O
diametro médio dos poros foi calculado a partir dos valores de volume total de poros e da

area superficial BET, conforme Equacao 1.

_ 4"

d Equacdo 1

p SBET

Onde: d, = didmetro médio de poros (nm); V, = volume de poros (mm’g!) e Sgpr = 4rea

superficial especifica (mm? g!) obtida pelo método BET.
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Para estas medidas foi empregado um analisador de poros e area superficial
especifica ASAP da Micromeritics, modelo 2010 (Norcross, GA, EUA) no Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ/Unicamp).

3.7.3 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

As fases SiAl(PEO) imobilizadas sob diferentes condi¢des experimentais foram
caracterizadas por espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho. Para analise das
amostras foram empregadas pastilhas, na proporc¢ao 1:100 (m/m), de KBr solido. A mistura
foi prensada em um porta-amostras apropriado e este foi levado a um espectrofotometro
Jasco modelo FTIR 4100 (Toquio, Japao). As medidas foram realizadas na faixa espectral
de 4000 a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e uma taxa de 32 varreduras por minuto. As
medidas foram realizadas no Laboratorio de Instrumentagdo do Curso de Quimica do

Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (Quimica/I[CENP).

3.7.4 Microscopia eletronica de varredura com espectroscopia de energia dispersiva

A Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para a caracterizacao
morfolégica das fases SiAI(PEO), uma vez que a morfologia das particulas afeta o
desempenho das FE no processo de separacdo, bem como o recheio das colunas
cromatograficas. A espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi empregada para
determinagdo do teor de alumina presente no suporte cromatografico. Nesta técnica, as
particulas foram fixadas em porta-amostras de ago por uma fita dupla face de carbono. Em
seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o metal foi bombardeado
com atomos de argdnio sob alto vacuo por 120 s para a formagdo de uma camada de
aproximadamente 10 nm de espessura. Os porta-amostras foram introduzidos em um
microscopio eletronico de varredura TESCAN modelo Vega3 (Toquio, Japao) com
microssonda de raios-X. As imagens das particulas da fase SiAl(PEO) foram obtidas com
diferentes amplificagdes. Estas medidas foram realizadas no Laboratério Multiusuarios do

IQ/UFU.
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3.7.5 Ressonincia magnética nuclear de *°Si

As fases estacionarias SiAl(PEO) foram analisadas por ressonancia magnética
nuclear com polarizacao cruzada com rotagao em um angulo magico (CP-MAS) no nucleo
de 2°Si. Estas andlises foram realizadas com o intuito de avaliar possiveis alteracdes quimicas
causadas na superficie do suporte de silica ap6s a inser¢do das nanoparticulas de alumina e
a posterior imobilizacao térmica do PEO.

Para a obtencdo dos espectros de 2°Si RMN foi utilizado um rotor de ZrO> com 7 pm
de didmetro interno e uma frequéncia de rotagdo de 3500 Hz, na qual foram colocadas
aproximadamente 300 mg das fases estacionarias. O tempo de contato de polarizagdo
cruzada foi de 5 ms e o tempo de intervalo de pulso de 1 s. Foram acumulados 1,5
decaimentos livres induzidos (FID — Free Induction Decay) com tempo de aquisi¢ao de 30
ms em niamero de pontos de 1 kb, que foram preenchidos até 8 kb, antes da transformada de
Fourier. O alargamento da banda utilizado foi de 30 Hz e a largura espectral de

aproximadamente 20 kHz. As medidas foram realizadas no 1Q/Unicamp.

3.8 Caracterizacio cromatografica da fase SiAl(PEO)

3.8.1 Mistura teste hidrofobica

A avaliacdo cromatografica das fases SiAI(PEO) foi realizada através da
determinagdo dos parametros obtidos nas melhores condicdes de separacdo da mistura teste.
A mistura teste € constituida de cinco compostos: benzeno, benzonitrila, naftaleno, tolueno
e uracila, em que a ordem com que esses compostos sdo eluidos indica o
comportamento/modalidade de separacdo das fases SiAl(PEO) produzidas. A mistura
também foi utilizada para otimizar a composicao e a vazao da fase movel empregadas nas
separacoes das fases SIAI(PEO). A detecgao UV foi realizada a 254 nm, o volume de injecao
foi de 20 pL, que corresponde ao volume da alga de amostragem utilizada nas analises. Os
valores dos parimetros cromatograficos foram obtidos pelo software Galaxie™ ou

Empower3®.
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3.8.2 Mistura de Tanaka e colaboradores

Afim de realizar uma caracterizagdo cromatografica mais completa das fases
SiAI(PEO), foram analisadas as misturas do Protocolo de Tanaka e colaboradores (KIMATA
et al., 1989), pela qual s3o determinadas as propriedades de reten¢do de FE a partir da
separagdo dos compostos que constituem cada uma das misturas do protocolo. Neste
protocolo sdo analisadas quatro misturas distintas em diferentes condi¢des de fase movel.

As misturas e suas respectivas fases moveis estao detalhadas na Tabela 3.

Tabela 3. Misturas testes padrdo e condicoes de andlise do Protocolo de Tanaka e colaboradores

(KIMATA et al., 1989).

Misturas Compostos Condicoes de analise Propriedades medidas
Uracila, butilbenzeno, MeOH:H»O, 80:20 v/v; Hidrofobicidade
MT-I pentilbenzeno, o- detec¢ao UV 254 nm, Seletividade hidrofobica
terfenilo e trifenileno temp. 25 °C Seletividade estérica
MT-II Uracila, cafeina e g/éfg:?é?%o\’/ ‘:’10222 ;,11:1: Capacida}de dei li.gagéo de
fenol o hidrogénio
temp. 25 °C
MeOH:tampao fosfato
MT-III Uracila, benzilamina pH 7,60, 30:70 v/v; Capacidade de troca
e fenol deteccao UV 254 nm, 10nica total
temp. 25 °C
MeOH:tampao fosfato a
MT-IV Uracila, benzilamina pH 2,70, 30:70 v/v; Capacidade de troca
e fenol deteccao UV 254 nm, 16nica em meio acido
temp. 25 °C

3.9 Teste de Estabilidade

Para avaliar a estabilidade quimica da fase SiAl(PEO) utilizou-se de condigdes
alcalinas de fase mével MeOH:Solugio tampio KoHPO4/KH2PO4 25 mmol L' a pH 10,
50:50 v/v, vazdo de 0,4 mL min!, temperatura de 45 °C e detec¢io UV em 254 nm.
Primeiramente, foi realizada uma andlise inicial para determinacdo dos paradmetros
cromatograficos da fase para a mistura teste hidrofobica. Logo apds, a fase SiAI(PEO) foi
submetida a degradagao por 30 min e novamente foi realizada a medida dos pardmetros de
retencao pela separa¢do da mistura teste hidrofobica. Esse procedimento foi repetido a cada
30 min por aproximadamente 24 h. Para o recheio da coluna de aco inox de 50 mm x 4 mm

de d.i foi utilizada a fase SiAl(PEO) imobilizada a 150 °C com carga polimérica de 50 %.
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Para esse teste foi utilizado uma mistura de uracila, tolueno e naftaleno. O teste também foi
realizado com uma coluna comercial Si(Cis) utilizando as mesmas condigdes de analise.

A estabilidade da fase SiAl(PEO) foi avaliada a partir de dois parametros cromatografico
sendo eles o namero de pratos (N) e fator de retencao (K) para o composto mais retido, o
naftaleno, em fun¢do do nimero de volume de coluna. O volume de coluna corresponde ao

volume de fase mével que ocupa os espagos interparticulas dentro do leito cromatografico.

3.10 Avaliacao da aplicabilidade da fase SiAlI(PEO)

3.10.1 Separacgdo de agrotoxicos

A fase SiAl(PEO) imobilizada termicamente a 150 °C com carga polimérica de 50 %,
identificada como SiAl(PEO) #9, foi utilizada para avaliar a aplicabilidade da fase na
separagdo de compostos polares, tais como uma mistura de agrotdxicos. A mistura de
agrotoxicos ¢ composta por carboxina, clorpirifos, difenoconazol, metomil, terbutilazina e
tiofanato metilico. Inicialmente, a mistura de agrotdxicos foi analisada utilizando o modo de
eluicio isocratica com fase mdével MeOH:H,O (40:60, v/v), vazio de 0,8 mL min!,
temperatura de 30 °C com detecgdo UV em 230 nm. A mesma mistura foi submetida a
eluigdo por gradiente sob mesmas vazao, temperatura e comprimento de onda de detecgao,
a fim de melhorar a separagdo dos compostos. A mistura de agrotoxicos foi analisada
também em uma coluna 50 mm x 4 mm de d.i recheada com uma fase comercial Cig
quimicamente ligada com particulas de 5 pm, sob as mesmas condigdes de analise

empregadas para a fase SiAl(PEO).

3.10.2 Separacgdo de farmacos

Para avaliar a potencialidade da fase estaciondria SiAl(PEO) na separacao de
compostos basicos foram utilizadas duas classes de farmacos na forma de duas misturas. A
primeira mistura corresponde a trés antidepressivos Amitriptilina, Hidroxizina e
Nortriptilina. Uma mistura desses compostos foi analisada por CLAE, utilizando uma coluna
150 mm % 3,6 mm de d.i recheada com a fase SiAI(PEO) #9 e fase movel MeOH:solucao
tampdo fosfato 25 mmol L' a pH 10, 70:30 v/v, vazdo de 1,0 mL min™!, temperatura de 30 °C
e deteccdo UV a 220 nm. A segunda mistura de compostos foi constituida de trés anestésicos,

sendo eles a Benzocaina, a Lidocaina e a Tetracaina. Essa mistura foi separada pela mesma
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coluna anteriormente, empregando uma fase movel MeOH:solugdo tampao fosfato a
25 mmol L! pH 10, 40:60, v/v, vazio de 1 mL min™!, temperatura de 30 °C e deteccio UV
a 220 nm. A fim de comparagao, as mesmas condicoes de analise utilizadas para avaliacao
da fase SiAl(PEO) foram empregadas para uma coluna comercial de 150 mm x 3,6 mm de
d.i recheada uma fase Si(Cig) quimicamente ligada, para preservar a coluna comercial a

solugdo tampao foi substituida por agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese da fase estacionaria SiAl(PEO)

A fim de se obter um melhor desempenho das fases SiAI(PEO) e redug¢do do nimero
de experimentos foi aplicado um planejamento fatorial 3 de forma a viabilizar a otimizagao
do processo de imobilizagdo do polimero sobre o suporte de silica aluminizada com um gasto
reduzido de solventes e reagentes, sem perda de informacdes. Os fatores avaliados foram a
temperatura de imobilizacdo e a carga polimérica, utilizando como resposta a porcentagem
de carbono, determinada por analise elementar. A matriz do planejamento de experimentos

e os resultados obtidos para cada fase estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem de carbono (%C) para as fases SiAl(PEO) preparadas de acordo com um

planejamento fatorial fraciondrio 3°, em que x; e x> representam os valores codificados pelas

equagoes x1 = —%Caria_% e Xy = T_21525.

Fase (‘VCO a{;%:;) T (°C) X1 X2 %C
#1 20 100 -1 -1 4,79
#2 35 100 0 -1 4,88
#3 50 100 +1 -1 5,43
#4 20 125 -1 0 5,19
#5 35 125 0 0 7,94
#6 50 125 +1 0 8,87
#7 20 150 -1 +1 5,14
#8 35 150 0 +1 7,11
#9 7 50 7 150 7 +1 7 +1 7 8,49

Através dos dados apresentados na Tabela 4 ¢ possivel mostrar que o PEO foi
efetivamente imobilizado na superficie do suporte de silica aluminizada, uma vez que todas
as fases apresentaram um teor de carbono entre 4,79 e 8,87 % (m/m), sabidamente oriundo
do polimero.

Para avaliar qual a melhor condigdo para imobiliza¢do polimérica, uma superficie de
respostas de porcentagem de carbono foi construida utilizando a temperatura de imobilizacao
e a carga polimérica como varidveis deste processo. A superficie de resposta para o

experimento ¢ apresentada na Figura 11.
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Figura 11. Superficie de resposta em % C para as fases SiAl(PEO) preparadas de acordo com um

planejamento fatorial 3°.
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Considerando que uma maior porcentagem de carbono pode inferir em um melhor
recobrimento do suporte cromatografico pode-se dizer que, desta forma, havera minimizacao
das interagdes indesejadas entre os silanois residuais do suporte de silica aluminizada (ndo
recobertos pela camada polimérica) e os componentes a serem separados. Os silandis
residuais, devido a sua acidez acentuada, interagem de forma a afetar o mecanismo de
separagdo, uma vez que retém muito fortemente moléculas basicas adsorvendo-as de forma
irreversivel. Portanto, os experimentos foram realizados no intuito de aumentar a quantidade
de PEO imobilizado termicamente sobre as particulas de silica aluminizada. De acordo com
a superficie de respostas da Figura 11, a maior quantidade de polimero imobilizada ocorreu
quando se empregou temperatura de imobilizacdo de 135 °C e carga polimérica de 50 %
(m/m) do PEO, referente aos valores codificados +0,4 e +1, respectivamente.

Considerando o teor de carbono obtido como resposta na Tabela 4, para cada fase
SiAl(PEO) preparada foi calculado o efeito das variaveis a partir da diferenca entre as médias

dos resultados nos niveis menor e maior para cada variavel, conforme a Equacao 2.

Er = %Cyy — %Cy Equacao 2
Em que: Eré o efeito da variavel, %_C(+) ¢ a porcentagem média de carbono no nivel alto da

variavel e %C _y ¢ a porcentagem media de carbono no nivel baixo da variavel em estudo.
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A aplicacdo da Equacdo 2 torna possivel indicar que a carga polimérica apresenta
efeito mais significativo no preparo da fase SiAl(PEO), Er=+2,6 versus +1,9 da temperatura
de imobilizagdo. Os valores positivos indicam que quanto maior a carga polimérica de PEO
na fase maior a imobilizagdo polimérica e, consequentemente, maior a porcentagem de
carbono no material.

Além das varidveis puras, também foi avaliada a intera¢do entre as mesmas
multiplicando os valores codificados e aplicando a Equagao 2 para o calculo do efeito de
interacao. O valor de efeito obtido foi de +1,4, menor que os efeitos individuais das variaveis,
mostrando que as varidveis influenciam a resposta de forma univariada, ou que o efeito de
interagdo entre as varidveis ndo ¢ tdo significativo quanto as variaveis individualmente,

dentro da regido investigada.

4.2 Caracterizacao morfologica e estrutural da fase SiAlI(PEO)

As propriedades morfologicas e estruturais das fases SiAl(PEO) foram avaliadas
microscopica e espectroscopicamente. As técnicas empregadas para a caracterizagdo das
fases foram: microscopia eletronica de varredura (MEV), andlise de area superficial e
porosidade (ASAP), espectroscopia de absorcdo no infravermelho (IV) e ressonancia

magnética nuclear de 2°Si (RMN de #Si).

4.2.1 Microscopia eletronica de varredura com espectroscopia de energia dispersiva

A microscopia eletronica de varredura fornece importantes informagdes sobre a
morfologia das particulas que sdo essenciais para o enchimento de colunas cromatograficas
para a cromatografia liquida. Neste trabalho houve uma preocupacgdo adicional com a
morfologia das particulas uma vez que a presenga de nanoparticulas da alumina poderiam
levar a aglomeragdo das particulas das fases estaciondrias. As micrografias do suporte de
silica aluminizada, bem como da silica e da alumina sintetizada neste trabalho sao

apresentadas na Figura 12.
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Figura 12. Micrografias eletronicas de varredura do suporte cromatogrdfico de (A) silica (x7000),

(B) alumina (x10000) e (C) silica aluminizada (x10000).

Pelas micrografias da Figura 12 observa-se que as particulas de alumina
apresentaram dimensdo nanométrica, como era de se esperar, ja que o interior dos sistemas
micelares do surfactante Na(AOT), empregado para a sintese da alumina, encontra-se em
uma escala nanométrica (CAPEK, 2004). As nanoparticulas de alumina ndo recobrem de
forma uniforme a silica, devido a irregularidade de distribuicdo dos sitios ativos superficiais
da silica, responsaveis pelo “ancoramento” das nanoparticulas de alumina. A presenca das
particulas de alumina pode ser observada como pequenos pontos na superficie da silica
(Figura 12C). O formato esférico das particulas do suporte indica que as particulas de silica
cromatografica (Figura 12A) ndo sofreram qualquer mudanca significativa com a
incorporagdo das nanoparticulas de alumina. Este fato ¢ vantajoso para finalidades
cromatograficas, uma vez que a acomodac¢do de particulas regulares no interior de colunas
cilindricas ocorre de forma mais compacta, uniformizando o leito cromatografico.

O teor de aluminio no suporte de silica aluminizada foi determinado por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS, Energy Dispersive Spectroscopy) a partir das
micrografias eletronicas de varredura da fase SiAl(PEO). Doze regides distintas em trés
micrografias tipicas das particulas de silica aluminizada foram analisadas por EDS e os
espectros obtidos foram empregados para a quantificagdo dos elementos presentes. A Figura
13 apresenta um espectro tipico de uma das regides analisadas para determinacao do teor de

alumina.
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Figura 13. Espectro de energia dispersiva de uma regido analisada do suporte de silica

aluminizada.
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O espectro de energia dispersiva da Figura 13 indica a presen¢a de aluminio no
suporte de silica aluminizada. A média do teor de aluminio, em porcentagem em massa,
obtida das doze regides distintas das micrografias das particulas de silica aluminizada foi de
1,61 £ 0,14 % m/m. Convertendo essa quantidade para o teor de alumina (Al>O3), a silica
aluminizada apresenta em média 3,05 + 0,27 % m/m de alumina. A pequena variagdo em
torno da média do teor de alumina, indica uma distribuig¢do regular de alumina em pequenas
porg¢des do material de suporte, mesmo havendo uma distribuigo irregular na superficie da
silica.

Ap6s a imobilizagdo do PEO sobre o suporte de silica aluminizada foi realizada a
microscopia eletronica de varredura das particulas da fase SiAl(PEO), mostrada na Figura

14.

Figura 14. Micrografias da fase SiAl(PEO) preparadas (4) com ampliagdo de 5kv e (B) 10 kv.
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Pelas micrografias apresentadas na Figura 14 ¢ possivel observar que mesmo com
adicao da alumina e do PEO sobre as particulas de silica ndo houve mudanga significativa
do formato esférico ou aglomeracdo das particulas da fase estacionaria. Quanto maior a
regularidade das particulas para o recheio das colunas cromatograficas, melhor o

desempenho cromatografico, devido a melhor compactagao das particulas dentro da coluna.

4.2.2 Determinacgdo de grupo Al-OH na superficie do suporte de silica aluminizada

A determinagdo de grupos Al-OH no suporte de silica aluminizada foi realizada pelo
estudo da interagao diferenciada de verde de malaquita (VM) com as superficies dos suportes
de silica e silica aluminizada, com posterior andlise das solugdes adsorventes por
espectroscopia de absor¢do na regido visivel. Neste estudo, o pH das solugdes foi ajustado
para 5, ja que o ponto isoelétrico da alumina esta em pH 8,23, enquanto o da silica estd em
torno de pH 2,24. Em meio levemente 4cido (pH 5), a alumina e o VM serdo carregados
positivamente (HAMEED; EL-KHAIARY, 2008), enquanto a silica ¢ carregada
negativamente. Assim, a silica aluminizada, nas regides contendo Al-OH superficiais, ird
repelir eletrostaticamente o VM, mantendo a solucdo esverdeada. Por outro lado, os sitios
de silica carregados negativamente atraem o VM em sua superficie, descolorindo a solugao.
Assim, quanto maior o teor de grupos Al-OH na silica aluminizada, menor a quantidade de
VM adsorvida em sua superficie e, por tanto, menor a descoloragio da solugio. E importante
ressaltar que, embora o mecanismo de troca idnica estabelecido entre o adsorbato (VM) e os
adsorventes (silica e silica aluminizada) seja predominante, outros processos de interagao
também podem ocorrer, principalmente sob diferentes concentragdes de corantes em
solucdo. A Figura 15 mostra o equilibrio e a distribui¢do das espécies do VM de acordo com

o pH da solu¢do aquosa.
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Figura 15. Distribui¢do das espécies de verde de malaquita em fungdo do pH da solugdo.
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Para determinar a concentracao de VM nao adsorvida sobre o suporte de silica e silica
aluminizada foi construida uma curva analitica para 0 VM na faixa de concentracao de 0,005

a5mg L' em NaCl 0,01 mol L™, como apresentado pela Figura 16.

Figura 16. Curva analitica do verde de malaquita em NaCl 0,01 mol L com deteccdo em 617 nm.

1,0-

0,81
—~ .
3
S
g %0 .
) P
<§ /.'/
2 041
o ,//
Z .-
< 0,21 s

/'/‘r
//./
0,0{ @
0 1 2 3 4 5

[Verde de malaquita] / mg L'



50

A partir dos pontos obtidos para curva analitica (Figura 16) foi realizada uma
regressao linear dos dados de absorbancia e concentracao do VM, obtendo um coeficiente

de determinagio (R?) de 0,997, e a equagdo linear:

A =0,1503 [VM] - 0,0052
Sendo: A= absorbancia (u.a); [VM] = concentracdo da solu¢ao de verde de malaquita

(mg L.

Inicialmente, determinou-se o tempo de equilibrio para a adsor¢do do VM sobre os
suportes de silica e silica-aluminizada, sendo definido como 5 min o tempo necessario para
a saturacao da superficie dos suportes com moléculas de VM. Para determinar o teor de Al-
OH na superficie da silica aluminizada, construiu-se curvas de adsor¢do do VM na superficie

da silica aluminizada e da silica pura, Figura 17.

Figura 17. Isorterma de adsor¢do do VM no suporte de (A) silica aluminizada e (B) silica.
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Pode-se observar que a adsor¢ao de VM apresentou um comportamento distinto na
silica em comparag¢do com o suporte de silica aluminizada. Para adsor¢cdo de VM em silica
aluminizada a isoterma resultou em uma curvatura convexa, Figura 17A, o que implica em
uma adsorc¢ao desfavoravel do VM em silica aluminizada, devido a sua baixa capacidade de
remocao do adsorbato da solucdo em baixas concentracdes. As curvas de adsor¢ao convexas
sdo consideradas isotermas do tipo S, nas quais as interagdes adsorvente-adsorbato sao mais
fracas que as interagdes adsorvente-adsorvente ou adsorvente-solvente. A adsor¢ao de VM

na silica resultou em uma curva com curvatura concava, Figura 17B. Esta condi¢ao implica
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em uma adsor¢do favordvel de quantidades relativamente altas de VM na superficie do
adsorvente, mesmo em baixos niveis de concentracdo do adsorbato. Essa isoterma ¢
considerada do tipo L, pois apresenta uma curvatura concava devido a diminui¢do da
disponibilidade de sitios ativos no adsorvente com o aumento da concentracao do adsorbato
(DIAS; CARMO, 2004).

Essa diferenca entre o comportamento da adsor¢do de VM na silica pura e na silica
aluminizada pode, portanto, estar associada a presenca de sitios de AI-OH. Observou-se que,
para o estudo de adsor¢do usando concentracdes intermediarias de VM, condi¢ao em que o
numero de sitios ativos dos suportes ndo ¢ muito maior que o de moléculas de VM e que o
nimero de moléculas de VM nao ¢ significativamente maior que o de sitios ativos, ha um
comportamento linear entre a quantidade de VM adsorvida nos suportes ¢ a concentracao
inicial de VM na solugd@o. A Figura 18 mostra as curvas de adsor¢ao obtidas para o VM na

silica e na silica aluminizada nessas concentragoes.

Figura 18. Curvas de adsor¢do do VM sobre silica e silica aluminizada em uma faixa estreita de

concentragdo de VM.
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De acordo com a Figura 18, as quantidades de VM adsorvidas em silica e em silica
aluminizada em concentragdes intermediarias de VM em solugdo exibem um
comportamento linear. Além disso, a diferenga entre a quantidade de VM adsorvida na silica
e na silica aluminizada permanece constante dentro da faixa de concentragdes avaliadas.
Essa diferenga pode estar relacionada, por aproximagao, a inativacgao dos sitios OH da silica
ocupados pelos grupos Al-OH. A menor quantidade de VM adsorvido em silica aluminizada

pode, portanto, estar relacionada a repulsdo eletrostitica das moléculas de VM
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(positivamente carregadas) pelos grupos Al-OH (positivamente carregados). Assim, de
acordo com a Figura 18, a diferengca média entre a quantidade de VM adsorvida nos suportes
foi de 0,122 + 0,003 mg g para as diferentes concentragdes de VM em solugio.
Considerando uma massa molar de VM de 329,458 g mol™, o nimero médio de moles de
VM que foi adsorvido na silica pura foi de 0,371 + 0,003 pmol g!. Considerando também
que a razdo entre VM e Al-OH ¢ de 1,25:1 (considerando que em pH 5, 25 % das espécies
de VM estdo como cations duplamente carregados) na repulsdo eletrostatica entre o
adsorvente e adsorbato, e que a area superficial de silica aluminizada é 204 m? g, a
concentracdo de Al-OH na superficie de silica aluminizada foi de 2,28 + 0,02 nmol m™. O
valor obtido ¢ significativamente baixo, o que implica que a silica aluminizada tem uma
baixa atividade de sitios Al-OH em sua superficie e poros, com a alumina sendo
predominantemente incorporada na forma de particulas de Al,Os.

E importante enfatizar que o conhecimento do contetido dos sitios de AI-OH na
superficie de um suporte cromatografico é um fator importante para a preparagdo de fases
estacionarias para cromatografia liquida de alta eficiéncia. A presen¢a de um niimero muito
elevado de sitios AI-OH pode levar também a uma maior dificuldade na modificagao do
suporte com grupos organicos para produzir fases estacionarias reversas ou a presenca de

sitios residuais anfoteros, que podem interagir indevidamente com solutos basicos e acidos.

4.2.3 Andlise de drea superficial e porosidade da fase SiAI(PEO)

A fase SiAI(PEO) foi analisada quanto as suas caracteristicas de area superficial e
porosidade a fim de avaliar propriedades morfoldgicas das particulas, bem como a
modificacdo do suporte pelas particulas de alumina e pelo PEO. A area superficial foi obtida
pelo método BET e a porosidade pelo método BJH, em que as propriedades sdo avaliadas
através da adsor¢do e dessorcao de N> nos poros das particulas dentro de uma faixa de
pressoes relativas. Os resultados obtidos para a fase estaciondria SiAl(PEO) foram
comparados com os resultados obtidos para os suportes de silica e de silica aluminizada,

ambos empregados no preparo das fases SiAI(PEO) e estdo dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5. Propriedades morfologicas das particulas de silica, silica aluminizada e da fase

estacionaria SiAl(PEQ).
Fase Area superficial especifica Volume de poros Diimetro de poros
estacionaria (m? g (em® g) (nm)
Silica 546,2 1,67 12,25
SiAl 423.0 0,97 11,12
SiAl(PEO) 374,3 0,98 10,52

Os resultados da Tabela 5 mostram que o suporte de silica aluminizada atende aos
requisitos necessarios para ser utilizado como suporte cromatografico, uma vez que
apresenta area superficial especifica elevada (maior que 10 m? g'!) e alto grau de porosidade
(MEYER, 2010). Quando comparados os resultados dos suportes cromatograficos, silica e
silica aluminizada, h4 uma reducdo do volume de poros de 42 % mostrando que as
nanoparticulas de alumina se encontram inclusive nos poros das particulas de silica. Quanto
a area superficial houve uma reducdo de 23 % do suporte de silica para o de silica
aluminizada. O mesmo acontece com didmetros de poros, apesar de ndo ter sido tdo
significativo quanto o volume de poros e area superficial. A diminui¢do da area superficial
especifica ndo é considerada uma desvantagem, quando se leva em consideracdo as
vantagens que a modifica¢do da superficie da silica com 6xido metélico traz ao suporte de
silica aluminizada, como a maior resisténcia quimica em condi¢des mais alcalinas
(SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014). A imobilizagido do PEO sobre o suporte de silica
aluminizada levou a uma reducao maior da area superficial das particulas, cerca de 32 %, se
comparada a area superficial da silica pura. No entanto, as propriedades de poros da fase
SiAl(PEO) nao tiveram alteragdo significativa apo6s a imobiliza¢do do PEO, uma vez que a
redugdo foi de apenas 5 % no didmetro de poros. De uma forma geral, pode-se observar que
a imobilizacdo do PEO ocorre tanto na superficie do suporte quanto nos seus poros, porém
sem resultar em uma obstrucao total destes.

A determinacdo das propriedades de poros e area superficial especifica das fases
SiAl(PEO) foi realizada por meio de isoterma de adsorcdo de nitrogénio a -195,5 °C. A

isoterma obtida ¢ apresentada na Figura 19.
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Figura 19. Isoterma de adsor¢do e dessorcdo de N» na fase estacionaria SiAl(PEO).
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O perfil da isoterma obtida pela adsor¢do e dessor¢do de N> na fase SiAl(PEO) ¢
caracteristico de isotermas do tipo IV. Nas isotermas do tipo IV s@o observados processos
distintos de adsorcdo e dessorcdo de N> na superficie e poros da fase SiAI(PEO) (GREGG
& SING,1982). O processo inferior (®) mostra a quantidade de gas adsorvida com o aumento
da pressao relativa, enquanto que o processo superior () representa a quantidade de gas
dessorvida no processo inverso. Esse tipo de isoterma ¢ caracteristico de materiais
mesoporosos, com diametro de poros de 2 a 50 nm, confirmando os valores apresentados na
Tabela 5. A ndo sobreposicao das isotermas caracterizam uma histerese do tipo HI, o que
define morfologicamente a fase SiAl(PEO) com poros regulares, abertos e uniformes de
forma cilindrica, caracteristicos da silica (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES; 2001),
indicando que nao ha alteracao significativa das propriedades de poros com a deposicao das

nanoparticulas de alumina e a imobiliza¢do do PEO.
4.2.4 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

As estruturas quimicas dos suportes foram analisadas por espectroscopia de absor¢ao
na regido do infravermelho a partir da caracterizagdo dos principais grupos funcionais
presentes no material. O espectro de absor¢ao no infravermelho do suporte de silica (S102)

e silica aluminizada (SiAl) estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do suporte de silica e silica

aluminizada.
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De acordo com a Figura 20, foi possivel identificar grupos funcionais presentes no
suporte de silica e de silica aluminizada. A intensidade da banda em 980 cm!, referente a
vibragdo dos grupos silandis livres da superficie da silica, diminui na silica aluminizada
quando comparado ao espectro da silica pura, devido a presenga das nanoparticulas de
alumina ligadas a silica por meio desses grupos silanois. Nota-se ainda a presenc¢a das bandas
em 810 cm™! e 470 cm™!, caracteristicas da silica, que correspondem aos estiramentos Si-O-
Si simétrico e assimétrico, respectivamente, além da deformag¢do angular Si-O-Si
(KAMITSOS; PATSIS; KORDAS, 1993). Em 3575 cm™ verifica-se uma banda larga de
estiramento da ligagdo O-H referente a preseng¢a de grupos hidroxila da silica e de moléculas
de agua adsorvida, a qual pode ser confirmada pela presenca de banda caracteristica de
deformacdo da molécula de 4gua em 1650 cm’!.

Para avaliar a presenca do PEO na estrutura quimica material apds o processo de
imobilizacdo térmica foi realizada a analise da amostra por espectroscopia de absor¢ao no

infravermelho, cujo espectro ¢ apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho da fase SiAl(PEO) imobilizada

termicamente.
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Através do espectro apresentado na Figura 21, foi possivel identificar a presenca de
alguns grupos funcionais do copolimero PEO e do suporte de silica aluminizada,
confirmando a imobilizagdo térmica. Na fase SiAl(PEO), o estiramento referente a liga¢ao
C-O (1265 cm™") esta sobreposto ao pico intenso e alargado na regido de 1100 cm™ atribuido
aos estiramentos de ligacdes Si-O-Si e Si-O-Al, como mostrado na Figura 20. Além disso,
os sinais em 2850 e 2960 cm™, atribuidos ao estiramento C-H de grupos CH, e CHs,
respectivamente, estdo presentes na fase SiAl(PEO), sendo que o material organico tem
proveniéncia apenas do polimero, confirmando assim sua imobilizagdo no suporte
cromatografico. O PEO mantém uma camada de 4gua adsorvida, como mostrado nas bandas
em 3475 e 1650 cm™!, que permanecem na fase estacionaria apds a imobilizagdo sobre o
suporte de silica aluminizada. Este resultado indica que o PEO ¢ capaz de manter moléculas
de 4dgua adsorvidas na superficie da fase estacionaria, mostrando seu carater polar, que pode

ser uma caracteristica interessante para a interacao diferencial com analitos polares.
4.2.5 Ressondncia magnética nuclear de *°Si das fases SiAl(PEO)

As espécies de silicio presentes no suporte de silica, silica aluminizada e na fase

SiAl(PEO) foram determinadas por RMN de ?°Si empregando rotagio em angulo mégico
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com polarizacdo cruzada (CP-MAS, cross polarization-magic angle spinning) com o
objetivo de determinar a presenca da alumina incorporada na superficie da silica, inferir
sobre a possivel ligacdo do 6xido de aluminio a silica e determinar o tipo de interacao entre

o suporte de silica aluminizada com o PEO. Os espectros estao apresentados na Figura 22.

Figura 22. Espectro de RMN de *’Si (A) do suporte de silica pura, (B) suporte de silica
aluminizada e (C) da fase estaciondria de SiAl(PEO).
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De acordo com o espectro apresentado na Figura 22, os sinais Q2, Q* e Q* referem-
se as espécies de silicio caracteristicas da superficie da silica (Figura 23), como grupos
silandis geminais, Si-(OH), — Q%; grupos silandis livres, Si-OH — Q7, e; ligacdes siloxano
(Si-O-Si) — Q*. Estes sdo os Ginicos sinais observados no espectro de RMN de »’Si do suporte
de silica. No suporte de silica aluminizada, apresentado na Figura 22B ¢ possivel observar
um alargamento e sobreposicao destes sinais, bem como um deslocamento do sinal para
cerca de -110 ppm, a sobreposi¢do é referente a contribui¢io das espécies Q* [Si-O-Si] (& =

-111 ppm); Q* [Si-O-Si-OH] (& = -101 ppm); Q* [Si-O-Al-O-Si] (8 = -101 ppm); Q> [Si-O-
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Al-O-Si-OH] (8 = -92 ppm); Q? [Si-O-Si-OH] (& = -92 ppm) e Q* [Si-O-Al] (& = -92 ppm)
(MAN; PELITRE; BARTHAMEUF, 1990). Esses fendmenos sdo atribuidos a presenca da
alumina ligada quimicamente ao atomo de silicio do suporte de silica, formando espécies Si-
O-Al na superficie do material (SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014).

No espectro da Figura 22C era esperado um sinal entre -20 a -70 ppm, o que indicaria
a presenca do PEO ligado quimicamente com o suporte de silica aluminizada. O sinal nesta
regido seria referente a ligacao Si-C entre o polimero e a superficie da silica (BACHMANN
etal.,2001). A auséncia desse sinal mostra que o polimero esta apenas adsorvido a superficie
do suporte, ou seja, o processo de imobilizacdo do PEO no suporte de silica aluminizada
resultou na adsorcao fisica do polimero, sem promover ligagdes quimicas.

Também ¢é possivel observar que a razio entre o sinal de Q*/Q* vem diminuindo de
acordo com a modificagdes realizadas na silica. Com adi¢ao da alumina (Figura 22B) a silica,
arazdo diminui de 4 para 1,8, e pode ser atribuido a ligagao Si-O-Al, que reduz a quantidade
de grupos silandis livres na superficie do suporte pela ligacdo do aluminio ao suporte através
dos grupos Si-OH da silica. Com adi¢io do PEO (Figura 22C), a razio Q*/Q* tem uma
diminui¢do mais acentuada, assumindo um valor de 0,8, sendo atribuida ao recobrimento do
suporte de silica aluminizada com a camada polimérica, consequentemente diminuindo mais

a atividade dos silandis livres.

Figura 23. Espécies de silicio presentes no suporte de silica aluminizada.
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4.3 Caracterizacao cromatografica da fase SiAl(PEO)

As fases SiAl(PEO) preparadas sob diferentes condi¢des de carga polimérica e
temperatura de imobilizacdo, conforme a Tabela 1 (pag. 34), foram caracterizadas
cromatograficamente através da andlise de uma mistura teste e pelo protocolo de Tanaka e
colaboradores (KIMATA et al., 1989), o qual ja ¢ bem estabelecido na caracterizagdo de
fases estacionarias reversas para CLAE, possibilitando avaliar a seletividade e propriedades

de reten¢do das fases SiAI(PEO).

4.3.1 Andlises cromatogrdficas da mistura-teste hidrofobica

Inicialmente, as fases preparadas foram aplicadas na separagdo de uma mistura teste
a fim de avaliar o mecanismo de separacdo envolvido na fase SiAl(PEO). Esta mistura ¢é
constituida de uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno (Figura 24), compostos

hidrofobicos normalmente empregados para a caracterizacao de fases reversas.

Figura 24. Estrutura dos componentes da mistura teste (4) uracila. (B) benzonitrila, (C) benzeno,

(D) naftaleno e (E) tolueno.
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A composi¢do ideal da fase movel (FM) para a andlise da mistura nas fases
SiAI(PEO) foi determinada a partir da separacdo da mistura teste padrdo, avaliando
diferentes composicoes de fase movel MeOH:H»O, porém sempre iniciando os testes com a
composi¢ao 50:50, v/v. Para tal, fases méveis contendo diferentes composigdes de metanol
e agua foram empregadas para promover a melhor separagao da mistura. Os cromatogramas
obtidos a partir da separacdo da mistura hidrofobica nas fases SiAl(PEO), preparadas
segundo o planejamento experimental 32, que resultaram em melhores separagdes estio
apresentados na Figura 25.

A separa¢do da mistura padrio através das fases estaciondrias SiAI(PEO) se mostrou

eficiente como apresentado na maioria dos cromatogramas da Figura 25. E possivel observar
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que para a fase SiAI(PEO) #1 ndo ocorreu a separacao total dos componentes (Figura 25A),
observando-se apenas trés picos para os cinco compostos da mistura. A uracila (1),
empregada na mistura padrao e nas demais misturas avaliadas nesse trabalho, ¢ utilizada
como marcador do tempo da fase movel, ou seja, do tempo que a fase movel leva para
percorrer o sistema cromatografico desde o momento da injegao até a detecgdo. Para as fases
SiAI(PEO) #2 e #3 ocorreu uma pequena melhora na separacdo, porém nao resolveu
totalmente os compostos da mistura, ocorrendo a co-eluicao da benzonitrila (2) e benzeno
(3). Essas trés primeiras fases ainda necessitaram de um teor de agua elevado na fase mével
(90 %). A falta de seletividade pode estar relacionada com a baixa temperatura de
imobilizagao (100 °C) que, mesmo com o aumento da carga polimérica, ndo garantiu um

aumento significativo da porcentagem de carbono imobilizado.

Figura 25. Cromatogramas da separagdo da mistura teste hidrofobica composta de (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno obtida pelas fases SiAl(PEO). Condigoes de
andlise: MeOH:H>O (10:90, v/v): (A) Fase #1; (B) Fase #2; (C) Fase #3; (D) Fase #4, fase movel
MeOH:H>O (60:40, v/v): (E) Fase #5; (F) Fase #6,; (G) Fase #7,; (H) Fase #8; (I) Fase #9. Vazdo

0,4 mL min™; deteccdo UV a 254 nm.
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Para as fases preparadas com temperatura de imobilizagdo a partir de 125 °C (fases
SiAI(PEO) #4 a #9), houve um melhor desempenho cromatografico, registrando picos
individuais para os cinco compostos da mistura teste padrdo. A partir da fase SiAI(PEO) #5
a eluicdo dos compostos apresentou separagao tipica no modo de fase reversa, com alta
eficiéncia de separacao.

Uma das principais caracteristicas observadas com as fases SiAl(PEO) ¢ a sua
capacidade de separar uma mistura teste tipicamente hidrofobica com alto teor de agua na
composi¢ao da fase mdvel. Caracteristica esta que pode ser atribuida ao carater mais polar
da fase estaciondria com a presenga da unidade monomérica do 6xido de etileno.

A partir dos cromatogramas (Figura 25) obtidos para as fases preparadas segundo o
planejamento experimental 3%, foi calculado o niimero de pratos referente ao pico do

naftaleno (5), o qual esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Porcentagem de carbono (%C) e numero de pratos (N) para as fases SiAl(PEO)

preparadas de acordo com um planejamento fatorial fraciondrio 3°, em que x; e x> representam os

valores codificados pelas equacoes x; = %CW;%_?)S e X, = T_21525.
SiAl:?;]eZO) (‘iaﬁﬁl) TC0) X1 X2 %C N
#1 20 100 -1 -1 4,79 320
#2 35 100 0 -1 4,88 790
#3 50 100 +1 -1 5,43 250
#4 20 125 -1 0 5,19 620
#5 35 125 0 0 7,94 970
#6 50 125 +1 0 8,87 1010
#7 20 150 -1 +1 5,14 320
#8 35 150 0 +1 7,11 1330
#9 50 150 +1 +1 8,49 1280

Através dos dados apresentados pela Tabela 6 ¢ possivel observar que maiores
porcentagens de carbono resultam em um maior nimero de pratos, ou seja, as fases
SiAl(PEO) com maior quantidade de PEO imobilizada na superficie do suporte tem melhor
desempenho na separagdo de solutos. As fases #5, 6, 8 e 9 apresentam os maiores valores

para porcentagens de carbono e nimero de pratos, demonstrando que a presenca do PEO ndo
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afeta de forma significativa a taxa de transporte de massa, pelo contrario, aumenta a
eficiéncia de separa¢do da mistura padrao em um curto tempo de andlise.

Para determinar as melhores condigdes de preparo das fases SIAI(PEO), também em
fun¢do de eficiéncia de separacao dos compostos (nimero de pratos), foi construida uma
superficie de resposta, que se encontra na Figura 26.

Pela superficie de reposta da Figura 26 ¢ possivel observar que a partir do nivel
intermediario, 35 % e 125 °C, valores codificados de 0 e 0, da carga polimérica e da
temperatura, respectivamente, obtiveram-se os mais elevados numeros de pratos e,

consequentemente, uma alta eficiéncia de separacao.

Figura 26. Superficie de resposta em Numero de pratos para as fases SiAl(PEO) preparadas de

acordo com um planejamento fatorial fraciondrio 3°.

sl D QAN

Uma vez otimizadas as condi¢cdes de preparo, avaliou-se a estabilidade dos
parametros de retencao das fases SiAl(PEO), submetendo-as a analises sequenciais sob as
mesmas condi¢des de fase movel, MeOH:H>O (50:50,v/v). Realizaram-se 192 analises da
mistura teste com vazio de 0,4 mL min™! e detecciio em 254 nm. Os cromatogramas obtidos
para avaliagdo da estabilidade dos parametros de retengdo estdo apresentados na Figura 27.

Pelos cromatogramas obtidos da separacdo da mistura teste hidrofobica a partir de
sucessivas analises na fase SiAI(PEO), observa-se que os tempos de reten¢do e area dos
compostos ndo apresentaram variagdo significativa, exibindo um desvio padrao relativo de

4,43 % e 1,28 %, respectivamente. Todos os valores foram calculados a partir do pico
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referente ao naftaleno (5), que € o composto de maior interagdo com a FE. Isso indica a
efetividade da imobilizacdo do PEO sobre a silica aluminizada, ou seja, ndo ha lixiviagdo

significativa do PEO com a passagem continua de fase movel.

Figura 27. Cromatogramas sobrepostos da separagdo sequencial da mistura teste padrado pela fase
SiAl(PEO) com carga polimérica de 50 % e imobilizada a 135 °C . Fase movel MeOH:H>0 50:50,
viv. Vazdo 0,4 mL min™, detec¢ao UV a 254 nm. Compostos: 1- uracila, 2- benzonitrila, 3-

benzeno, 4- tolueno e 5- naftaleno. 192 andlises sucessivas.

Tempo (min)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é conhecida como uma técnica de geragdo
de grandes volumes de residuos organicos, devido ao alto consumo de solvente organico na
fase movel. No entanto, as fases SIAI(PEO) produzidas neste trabalho, conseguiram separar
as substancias de misturas apolares com baixo teor de solvente organico, minimizando o seu
consumo e a subsequente geragao de residuos.

A fase SiAI(PEO) #9 foi utilizada para avaliar o quanto o componente aquoso da fase
movel pode afetar a separacao de compostos da mistura teste hidrofobica. Para isso, a mistura
teste padrao foi submetida a separagao pela fase SiAI(PEO) sob diferentes porcentagens de
dgua na fase movel, variando de 10 a 90 %. Na Figura 28 estdo apresentados os

cromatogramas obtidos para estas analises.
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Figura 28. Cromatogramas da separagdo da mistura teste hidrofobica composta de (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno obtida pelas fases SiAl(PEO) sob diferentes
condigoes de fase movel andlise (A) MeOH:H,O (90:10, v/v); (B) MeOH:H,O (80:20, v/v); (C)
MeOH:HO (70:30, v/v),; (D) MeOH:H>0 (60:40, v/v); (E) MeOH:H>O (50:50, v/v); (F)
MeOH:HO (40:60, v/v); (G) MeOH:H>0 (30:70, v/v); (H) MeOH:H,O (20:80, v/v); (1)
MeOH:HO (10:90, v/v);. Vazao 1,0 mL min’; deteccdo UV a 254 nm.

(A (B) ©)

90:10 MeOH:H,0 2-3 80:20 MeOH:H,0 70:30 MeOH:H,0

0 5 10 15 20 25 30 o 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tempo / min Tempo / min Tempo / min
(D) (E) )
60:40 MeOH:H,0 50:50 MeOH:H,0 1 40:60 MeOH:H,0

0 é 10 1‘5 20 2‘5 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 ) 20 25 30
Tempo / min Tempo / min Tempo / min
(G) . soromeorno  (H) | 1 20:80 MeOH:H,0 D1 10:90 MeOH:H,0

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 © Yrewormin.
Tempo / min Tempo / min

Através da Figura 28 € possivel observar que, aumentando a porcentagem de agua na
fase movel, a uma melhor separacdo dos componentes da mistura teste. Nas Figura 28A,
28B e 28C nao ¢ possivel se obter uma separacao de todos os componentes da mistura, os
compostos sao eluidos rapidamente da coluna cromatografica fazendo com que ndo haja uma
separacao satisfatoria. A partir da Figura 28D ¢ possivel obter uma separagdo completa dos
componentes da mistura, com porcentagem de agua igual a 40%. Nas Figura 28E e 28F
também ¢ possivel observar a separagdo completa dos componentes da mistura em analises
em um tempo relativamente curto. Os cromatogramas obtidos para porcentagens de dgua

acima de 70 % indicam uma andlise demorada, em que mesmo decorridos 30 min de anélise
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ndo ha o registro do pico do naftaleno. Essas condi¢des com baixo teor de solvente orgénico,
indicam uma menor for¢a cromatografica, fazendo com que os compostos demorem a ser
eluidos da coluna e, consequentemente, gerando picos alargados e de baixa eficiéncia. Para
avaliar o desempenho da coluna cromatografica recheada com a fase desenvolvida nesse
trabalho, os parametros cromatograficos foram retirados para condicdo de fase movel

MeOH:H>0 (60:40, v/v), os valores estdo apresentados pela Tabela 7.

Tabela 7. Parametros cromatogrdficos para a coluna SiAl(PEO) #9, empregando fase movel

MeOH:H,0 (60:40, v/v).

Compostos trR k Rs As10% N/m
Benzonitrila 2,42 0,52 3,43 1,19 9560
Benzeno 2,72 0,91 2,13 0,99 11134
Tolueno 4,09 1,29 1,74 0,94 11720
Naftaleno 5,54 2,10 3,07 0,90 13120

A Tabela 7 apresenta valores para 4 dos componentes da mistura teste, benzonitrila,
benzeno, tolueno e naftaleno. Os parametros referentes ao pico da uracila ndo compdem a
Tabela ja que ¢ utilizada como marcador do tempo da fase mével. Os valores de k para a
benzonitrila e benzeno indicam que os compostos possuem pouca interagdo com a fase
estacionaria, possuindo valores abaixo de 1,00. O tolueno e o naftaleno indicam boa
interacao soluto-fase estaciondria. A separagdo da mistura teste possui resolugdo para fins
quantitativos, valores acima de 1,50, indicando separacdo em linha de base. Os valores de
Asio% indicam valores aceitaveis entre 0,9 e 1,2, mesmo o naftaleno que € o composto mais
retido na coluna cromatografica, indicando um recobrimento adequado do suporte com a
camada polimérica, uma vez que nao ha intera¢do do suporte cromatografico com o analito.

A vazdo otima para analise com a fase SiAI(PEO) foi determinada através da curva
de Van Deemter, que relaciona a altura de pratos (H) com a velocidade linear (). O ponto
minimo da curva indica a velocidade linear da fase movel que proporciona a maxima
eficiéncia. Os valores de H foram obtidos a partir do pico do naftaleno presente na mistura
teste e os valores de p estdo relacionados com a vazao da fase mével MeOH:H>O (60:40,
v/v). A Erro! Fonte de referéncia nio encontrada. apresenta a curva de Van Deemter para f
ase SiAl(PEO) #9 utilizada como recheio de uma com 150 mm % 4 mm de d.i, o intervalo

de vazao utilizado no estudo foi de 0,1 a 1,2 mLmin™".
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Figura 29. Curva de Van Deemter para fase SiAl(PEO) #9 .

. -
K/ cm min

A curva apresentada pela Figura 29 indica o comportamento da fase em relacdo a
vazdo da fase mdvel. O ponto minimo da curva indica que qualquer vazao entre 0,6 e 0,8
mL min! (velocidade linear de 3,5 a 4,5 cm min') indica maxima eficiéncia, e
consequentemente menor valor de H para fase SiAl(PEO). Os valores de H referem-se ao
composto mais retido da mistura, o naftaleno, que possui maior interagdo com a fase
estacionaria. A mesma mistura teste quando analisada por uma coluna recheada com uma
fase Cig comercial tipica necessitou de 80 % de solvente organico na composicdo da fase
movel para alcancar um grau de separagdo similar a fase S1IAI(PEO) (Figura 30. A), porém
com um tempo total de anélise cerca de 2,5 vezes menor. Este tempo de analise aumenta,
quando a separacdo dos compostos na fase Cig ocorre nas mesmas condi¢des de separagao
das melhores fases SiAI(PEO), MeOH:H,O (50:50 v/v) (Figura 30. B), na qual se obteve um
tempo total de analise cerca de 4 vezes maior.

Através dos cromatogramas apresentados pela Figura 30. ¢ possivel inferir que, na
coluna contendo fase Cis comercial ¢ necessario o consumo de um alto volume de solvente
organico (80 %) para que se tenha uma separagdo em um menor tempo de anélise sem que
haja co-elui¢do dos picos. Quando se reduz a porcentagem de solvente organico ha separagao
dos picos, mas ha um aumento significativo no tempo de analise quando comparado as fases

SiAl(PEO).
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Figura 30. Cromatogramas da separa¢do dos compostos da mistura teste pela fase C;s comercial.
(4) Fase movel MeOH:H,O (80:20, v/v) e (B) Fase movel MeOH:H>O (50:50, v/v) vazdo 0,4 mL
min; deteccao UV a 254 nm. Identificagcdo dos compostos: - uracila, 2- benzonitrila, 3- benzeno,

4- tolueno e 5- naftaleno.
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4.3.2 Andlises cromatogrdficas do protocolo de Tanaka e colaboradores

O protocolo de caracterizagdo cromatografica desenvolvido por Tanaka e
colaboradores (KIMATA et al., 1989) ¢ um método bem estabelecido e aplicado por diversos
grupos de pesquisas e fabricantes de fases estaciondrias para avaliar a qualidade e as
propriedades de suas fases estacionarias, principalmente na modalidade de fase reversa, a
qual ¢ a mais utilizada dentre as aplicagdes da CLAE. O protocolo de Tanaka é composto de
quatro misturas testes que devem ser separadas pelas fases estaciondrias em estudo,
empregando para cada mistura uma condicao pré-definida de analise (Tabela 3, pag. 40).

As medidas dos tempos de retencdo dos picos, obtidos apds a separacdo, sdo
utilizadas para caracterizar as propriedades de retencdo da fase estaciondria e sua capacidade
de separar substancias que se diferem por pequenos grupos funcionais. As propriedades das
fases SiAI(PEO), medidas pelo protocolo de Tanaka, foram:

e Hidrofobicidade (ke) — Medida pelo fator de retencao do pentilbenzeno na mistura

I. Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da fase estacionaria, permitindo

também inferir sobre o grau de recobrimento da superficie do suporte

cromatografico;
o Seletividade hidrofébica (acnz) — Medida pela razdo dos fatores de retengdo do

pentilbenzeno e do butilbenzeno, acnz = kee/kss. Esta ¢ uma medida da capacidade
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da fase em diferenciar compostos organicos durante a separagdo, pois a seletividade
hidrofébica mede o grau de separacdo de alquilbenzenos distintos por um grupo CHa;

e Seletividade estérica (ar0) — Medida pela razdo dos fatores de retencdo do
trifenileno e do o-terfenilo, aro = kr/ko. O aro mede a capacidade da fase
estaciondria em separar duas substancias com polaridades similares, porém que
diferem quanto a sua geometria e disposi¢ao espacial;

e Capacidade de ligacao de hidrogénio (ac/p) — Esta propriedade € obtida pela razao
dos fatores de retengdo da cafeina e do fenol, ace = kc/ke. O ac/p € uma medida do
nimero de grupos silandis disponiveis na fase estacionaria que estdo aptos a
formarem ligagdes de hidrogénio com componentes da amostra;

e Capacidade de troca ionica total (as/p pn7,60) — Propriedade medida pela razdo dos
fatores de reten¢do da benzilamina e do fenol, as/p pn 7,60 = kn/kp, empregando fase
moével tamponada em pH 7,60. O valor obtido ¢ uma estimativa da atividade
silanofilica total da fase estacionaria;

e Capacidade de troca iénica em meio acido (as/p pH 2,70) — Propriedade medida pela
razdo dos fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, amp pu 2,70 = ks/kp,
empregando fase movel tamponada em pH 2,70. O valor obtido ¢ uma estimativa da
acidez dos grupos silanois residuais presentes na fase estacionaria.

As estruturas dos compostos das misturas testes de Tanaka estdo apresentadas na

Figura 31.

Figura 31. Estrutura dos componentes das misturas de Tanaka e colaboradores (A) benzilamina,
(B) butilbenzeno, (C) cafeina, (D) fenol, (E) pentilbenzeno, (F) trifenileno, (G) o-terfenilo e (H)

uracila.
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As propriedades de retencdo da fase SiAI(PEO) obtidas a partir da separacdo da
mistura teste de Tanaka sdo apresentadas na Tabela 8, para as fases estacionarias SiAI(PEO)
#3 em diante, uma vez que as fases #1 e #2 ndo foram capazes de promover a separagao das

misturas propostas.

Tabela 8. Propriedades de retencdo cromatografica obtidas com a separagdo das misturas de

Tanaka pelas fases SiAl(PEO).

Parimetros Fases SiAl(PEO)
#3 #4 #5 #6 #7 #8 #9
ke 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
O.CH2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
0T/0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
ac/p 1,00 1,00 0,31 0,24 0,50 0,27 0,21
OLB/P pH 7,6 2,12 2,18 3,55 1,13 1,00 1,00 1,00
OLB/P pH 2,7 2,23 2,10 1,86 1,73 1,00 1,00 1,70

Kepg: hidrofobicidade, acmy: seletividade hidrofobica, aro: seletividade estérica, acp: capacidade de ligagao de

hidrogénio, as/pp 7,6: capacidade de troca idnica total € agp pr2,7: capacidade de troca i6nica em meio acido

A partir dos dados apresentados na Tabela 8 ¢ possivel perceber que a
hidrofobicidade (kpg), a seletividade hidrofébica (ach2) € a seletividade estérica (aro0), que
sdo parametros que dependem da separacdo da Mistura de Tanaka I, apresentaram valores
iguais a 1, como resultado da ndo separagdo dos compostos desta mistura (Figura 32A). Este
fato se deu em virtude das fases SiAI(PEO), como mostrado anteriormente e, apesar de
separar na modalidade de fase reversa, possuir uma caracteristica mais polar, requerendo
uma fase movel de menor forca cromatografica. Sob condi¢des preconizadas pelo protocolo
teste de Tanaka, 80 % de metanol, a forca cromatografica da fase mdvel se torna elevada,
arrastando fortemente todos os compostos da fase estacionaria, impedindo a separag¢do dos
mesmos. No entanto, a capacidade de separagdo de substancias hidrofobicas com alta
porcentagem de agua na modalidade de fase reversa ja foi demonstrada na separagdo da
mistura teste padrdo. Portanto, aumentando a porcentagem de dgua na FM, de 20 % para

50 %, € possivel obter a separacdo dos compostos da Mistura de Tanaka I (Figura 32B).
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Figura 32. Cromatogramas da separa¢do dos compostos da mistura de Tanaka I pela fase
SiAl(PEO). (A) Fase movel MeOH:H>O (80:20, v/v) e (B) Fase movel MeOH:H>O (50:50, v/v)
vazdo 0,4 mL min; detec¢do UV a 254 nm. Ildentificacdo dos compostos: - uracila, 2-
butilbenzeno, 3- pentilbenzeno, 4- o-terfenilo e 5- trifenileno.
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A capacidade de ligagdo de hidrogénio, obtida a partir da separagdo dos compostos
da Mistura de Tanaka II, teve a ordem de elui¢do invertida quando comparada a obtida em
uma coluna C;g convencional (CRUZ et al., 1997). Nesta mistura, o valor de ac/p foi menor
que aqueles obtidos por fases reversas convencionais (> 0,6), indicando baixa capacidade da
fase S1AI(PEO) em realizar ligagdes de hidrogénio com a mistura. Este fato pode levar a
duas implicacdes, a primeira € que a fase SIAI(PEO) nao possui quantidade significativa de
grupos silanois descobertos, capazes de realizar ligacdes de hidrogénio com os compostos,
e a segunda, ¢ que apesar da presenca de grupos silanois residuais, a polaridade da camada
de PEO na fase compete com os grupos silandis da fase por compostos mais polares,
minimizando o efeito de formacdo de ligagdo de hidrogénio. Considerando que o
recobrimento polimérico, apesar de propiciar maior protecao ao suporte, ndo ¢ completo, a
segunda condi¢do ¢ a mais provavel. Este fator corrobora com o fato de que fases
estacionarias imobilizadas em temperaturas mais elevadas normalmente geram melhores
recobrimentos das particulas dos suportes, conforme indicado na Tabela 4.

A capacidade de troca i6nica das fases SiAI(PEO) foi determinada através da analise
da Mistura de Tanaka III, na qual a fase mdvel encontra-se em pH 7,60. Neste pH, quase a
totalidade dos grupos silanois residuais estdo desprotonados (-SiO°), portanto, devem
interagir eletrostaticamente com a benzilamina, que estard parcialmente protonada (pKa

9,30), ficando retida fortemente na coluna cromatografica. No entanto, nas fases SiAI(PEO),



71

além da protecdo aos grupos silandis do polimero, had também o recobrimento com
nanoparticulas de alumina que, nessa condi¢do de pH os poucos sitios AI-OH do material,
estdo positivamente carregados. Assim, observa-se que os valores de agp em pH 7,60 sdo,
de uma forma geral, menores que os apresentados pelas fases reversas comerciais
tradicionais (CRUZ et al., 1997). E importante salientar também que, quanto maior o
recobrimento polimérico nas fases SiAl(PEO) menores foram os valores do agp pH 7,60,
resultando em menor retengdo da benzilamina na fase SiAI(PEO).

A acidez da fase SiAl(PEO) foi medida pelo pardmetro ogp pH 2,70 a partir da
separacdo de benzilamina e fenol empregando fase mével tamponada em pH 2,70. Nesta
condicdo, a benzilamina e os grupos residuais do suporte (Si-OH ou Al-OH) encontrar-se-
do totalmente protonados. Logo, somente haverd interacdo residual entre a superficie do
suporte e a benzilamina se os grupos residuais forem suficientemente 4cidos para que em
pH 2,70 permanecessem desprotonados. Logo, o asp pu 2,70 € um indicativo da acidez
superficial da fase, quanto maior o seu valor maior € a retencao da benzilamina e mais acida
¢ a superficie da fase. Para as fases SiAI(PEO) imobilizadas a temperaturas superiores a
125 °C, os valores de a/p pH 2,70 foram menores que para as fases SiAl(PEO) preparadas nas
demais condig¢des, indicando um melhor recobrimento da fase.

Foi observado a partir das separagdes das misturas testes de Tanaka pelas fases
SiAl(PEO) a baixa capacidade de separagdo da mistura de Tanaka I, que ¢ constituida por
substancias hidrofobicas, e a capacidade de reteng¢do e separacdo dos compostos polares,
presentes nas misturas de Tanaka II, III e IV. Esta condi¢do implica em uma fase com
seletividade peculiar para substancias polares. A Figura 33 apresenta graficos do tipo radar
que representam os parametros cromatograficos obtidos pela separagdo das misturas de

Tanaka por cada fase SiAl(PEO) preparada neste trabalho.
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Figura 33. Graficos radar das propriedades de retengdo das fases SiAl(PEO) obtidas pela
separacgdo das misturas de Tanaka pelas fases SiAl(PEO) (A) #3; (B) #4,; (C) #5; (D) #6, (E) #7;
(F) #8, (G) #9 e por uma fase (H) Cs comercial.
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De acordo com os graficos da Figura 33, quanto maior a area hachurada do grafico
radar, melhores sdo as propriedades cromatograficas de retengdo das fases estacionarias
preparadas sob condic¢des distintas de imobilizagdo do PEO. Desta forma, observa-se que
para todas as fases SiAl(PEO) (Figura 33A a 33G) os valores para os trés primeiros
parametros de retencao obtidos do protocolo de Tanaka (Kpg, 0cnz2 € aro) sdo iguais a 1,00,
devido a ndo separac¢ao dos compostos hidrofobicos sob condi¢des de fase movel com forga
cromatografica elevada. No entanto, o principal diferencial das fases SiAI(PEO) preparadas
estd na separa¢do de compostos polares das misturas II, IIl e IV de Tanaka, em que as fases
SiAl(PEO) #6 e #9 apresentaram os melhores resultados de reten¢do cromatografica, com o
minimo de interagdo residual com o suporte. Estas fases foram, também, as que apresentaram
maior porcentagem de carbono, resultando em melhor recobrimento polimérico.

Os resultados obtidos para a fase SiAI(PEO) mostram que a fase possui potencial
para modalidade de fase reversa, mas também pode ser utilizada para outras modalidades da
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A seletividade do PEO traz novas possibilidades
para utilizagdo da fase estaciondria na separacdo de compostos polares, como por exemplo
algumas classes de agrotoxicos, de fairmacos, entre outras substancias. Além disso, a maior
estabilidade fornecida pela presenca da alumina no suporte pode possibilitar a separacao
desses compostos em condi¢des de pH da fase mével fora da faixa de 2-8, restrita a materiais

a base de silica.
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4.4 Teste de Estabilidade

A estabilidade quimica da fase SiAl(PEO) foi avaliada utilizando-se de condigdes
drasticas de pH e temperatura durante a andlise. Esse estudo foi realizado pela passagem
continua de fase movel pela coluna cromatografica durante um periodo de tempo pré-
estabelecido. Para avaliar o efeito dessas condigdes de andlise na integridade da fase
estaciondria, parametros cromatograficos sdo acompanhados através de separacdes de uma
mistura teste realizadas a cada 30 min. Para esse estudo foi utilizada a mistura teste
hidrofébica e condigdo de fase movel MeOH:solugio tampao fosfato a 25 mmol L' e pH
10, 50:50 v/v, vazdo 0,4 mL min!, temperatura de 45 °C e detec¢io UV a 254 nm. A
utilizagdo de aquecimento da fase mdvel potencializa o processo de degradagdo da fase
estacionaria, fazendo com que haja uma destruicao mais rapida do leito cromatografico. Para
avaliar o desempenho cromatografico da fase SiAI(PEO), dois pardmetros cromatograficos
foram monitorados: o nimero de pratos ¢ o fator de retencdo para o naftaleno. O mesmo
procedimento foi realizado com uma coluna comercial Cig quimicamente ligada. A variacao
da porcentagem de numero de pratos (% N) e fator de retencdo (k) para o pico do naftaleno

nas fases SiAl(PEO) e Cis estdo apresentados na Figura 34 em fun¢@o do volume de coluna.

Figura 34. Variacdo da (A) eficiéncia de coluna e do (B) fator de retengdo para as fases
SiAI(PEO) e Cis com a passagem continua de fase movel a pH 10.
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Este estudo foi realizado com intuito de avaliar de forma rapida a estabilidade
quimica da fase preparada em laboratorio com uma fase estacionaria comercial, empregando
condig¢des drasticas de analise. A medida da vida util da fase estacionaria ¢ realizada a partir

da queda brusca da eficiéncia de coluna, registrada normalmente abaixo de 50 % do niimero
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de pratos inicial (FARIA et al., 2007). E possivel observar pela Figura 34A que a fase
SiAI(PEO) apo6s 1000 volumes de coluna (24h de andlise) teve uma perda de
aproximadamente 30% da sua eficiéncia, ndo apresentando um registro de perda brusca da
eficiéncia, o que indica que sua capacidade de separagao ¢ mantida dentro do periodo
estudado. Para uma coluna comercial tipica, recheada com Cis quimicamente ligado, a perda
brusca de eficiéncia (morte da coluna) ¢ registrada em torno de 400 volumes de coluna.
Materiais a base de silica possuem estabilidade quimica na faixa de pH 2 a 8, como o teste
foi realizado em condicao alcalina (pH 10) a silica sofre a rapida dissolu¢ao do leito
cromatografico, justificando assim a perda de eficiéncia para a fase Cis. Como na fase
preparada neste trabalho uma camada de particulas de alumina foi incorporada na superficie
da silica, conferindo ao material uma estabilidade maior, proveniente do 6xido de aluminio,
que ¢ estavel na faixa de pH de 1 a 13. Assim, a fase SiAl(PEO) se mostrou estavel a
condi¢des alcalinas de fase movel, essa estabilidade estd associada a presenca de
nanoparticulas de alumina no suporte cromatografico, além do recobrimento mais eficiente
da camada polimérica de PEO. A utilizag@o do polimero organico, juntamente com a alumina
faz com que a fase estaciondria tenha um ganho de vida 1til sem que haja perda de
seletividade do material.

A avaliacao do fator de retencdo durante o estudo permite avaliar a estabilidade do
modificador organico da fase estacionaria durante a eluicao da fase movel degradante. Como
observado na Figura 34B, apesar de uma ligeira perda inicial de retencdo a fase SiAI(PEO)
manteve-se estavel com relagdao ao fator de reteng¢do ao longo de todo o periodo avaliado,
indicando que a imobilizagdo do PEO foi eficiente a ponto de proteger o material de ataque
de fases moéveis alcalinas. A fase comercial Cig, por outro lado, se manteve estavel até o
momento em que ocorreu a morte da coluna, registrando uma pequena queda no fator de
retengdo. Logo apds, os valores do fator de retencao voltaram a niveis comparaveis ao inicial,
provavelmente devido a rearranjos do leito cromatografico no interior da coluna, porém,
registrando perda continua até o fim do estudo. O menor valor do fator de retencdo para a
fase S1AI(PEO), comparada a fase Cis, esta associado a menor hidrofobicidade da camada
de PEO frente ao Cig, como observado nas andlises cromatograficas de misturas testes

hidrofobicas.
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4.5 Aplicabilidade da fase SiAlI(PEO)

A potencialidade de uso da fase SiAl(PEO) foi avaliada pela separa¢ao de compostos
que sao normalmente dificeis de serem resolvidos na modalidade de fase reversa. Para tal
estudo, foi utilizada uma coluna 60 x 3,9 mm de d.i, recheada com a fase estacionaria com
carga polimérica de 50 % e imobilizada a 150 °C, fase SiAl(PEO) #9 do planejamento
experimental. Esta fase SiAl(PEO) foi aplicada na separagcao de duas misturas de farmacos

€ uma mistura de agrotoxicos, com caracteristicas polares.
4.4.1 Separagdo de agrotoxicos

Foi realizada a separagdo de uma mistura composta por seis agrotoxicos, sendo estes:
os inseticidas metomil e clorpirifds; os fungicidas carboxina, difenoconazol e tiofanato
metilico; e o herbicida terbutilazina. Os seis agrotoxicos sdo utilizados principalmente nas
culturas de arroz, milho e soja, com aplicagdes sistémicas ou foliares. Estes compostos
apresentam caracteristicas polares, tornando-os assim moléculas de baixa retenc¢ao nas fases
Cis comercialmente disponiveis. As estruturas moleculares dos agrotoxicos em estudo estdo

apresentadas na Figura 35.

Figura 35. Estruturas moleculares dos compostos: (A) carboxina, (B) clorpirifos, (C)

difenoconazol, (D) metomil, (E) tiofanato metilico e (F) terbutilazina.
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A mistura de agrotoxicos foi analisada na coluna recheada com a fase SiAl(PEO) #9
utilizando uma fase movel MeOH:H>O em proporg¢des distintas, no modo isocratico de
eluicdo, até a obtencao da separagdao de todos os compostos da mistura. Para tanto, foi
determinada como melhor condig¢ao de separagdo dos agrotoxicos a propor¢ao MeOH:H>O

(40:60 v/v). O cromatograma obtido dessa separagdo esta apresentado na Figura 36.

Figura 36. Cromatograma de separagdo da mistura de agrotoxicos pela fase SiAI(PEO). Fase
mével MeOH:H>0 40:60 (v/v), vazéo 0,8 mL min”, detec¢do UV a 230 nm. Compostos.: I-

metomil, 2- tiofanato metilico, 3- carboxina, 4- terbutilazina, 5- difenoconazol e 6- clorpirifos.

0 ' IIO ' 2IO ' 3IO ' 4IO
Tempo (min)

Conforme apresentado na Figura 36 ¢ possivel realizar a separacdo dos seis
componentes da mistura por uma elui¢do isocratica, sem a utilizacdo de aditivos na fase
movel. No entanto, o tempo de andlise registrado foi longo, resultando em alargamento dos
picos e consequente perda de eficiéncia para os compostos mais retidos. Além disso, a
resolucdo entre os picos ndo ficou adequada, com picos muito proximos no inicio do
cromatograma e muito distantes no final. Visando uma melhor separagdo, empregou-se um
gradiente de eluicdo da fase movel. Para comparacao, a mistura de agrotoxicos foi analisada

em uma coluna C;g comercial sob as mesmas condi¢des de analise empregadas para a fase

SiAl(PEO). Os cromatogramas estdo apresentados pela Figura 37.
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Figura 37. Cromatogramas de separagdo da mistura de agrotoxicos pelas fases (A) SiAl(PEO) #9

e (B) C;s comercial. Condicoes de andlise: Fase movel MeOH:H>O (30:70, v/v) de 0-7 min; (60:40

v/v) de 7-8 min; (60:40 v/v) de 8-18 min; (30:70 v/v) de 18-19 min, permanecendo por um minuto a
30:70 v/v; vazdo de 0,8 mL min™', detec¢ao UV a 230 nm. Compostos. 1- metomil, 2- tiofanato

metilico, 3- carboxina, 4- terbutilazina, 5- difenoconazol e 6- clorpirifos.
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Avaliando os cromatogramas apresentados pela Figura 37A ¢ possivel inferir que a
eluicdo por gradiente melhorou significativamente a separacao da mistura de agrotoxicos,
reduzindo o tempo de andlise e melhorando a resolugao entre os picos. Este resultado indica
a estabilidade da camada de PEO sobre a superficie da silica aluminizada, uma vez que o
material resiste a mudanca da composi¢gdo de fase moével durante uma corrida
cromatografica. Além disso, como ja foi evidenciado através da caracterizagdo
cromatografica, a fase SiAI(PEO) tem seletividade para compostos polares e ndo necessita
de fases moveis com alta porcentagem de solvente organico. Desta forma, a fase mével, no
modo gradiente, empregada para a separacdo dos compostos na fase SiAl(PEO) foi
majoritariamente constituida de agua.

A mistura de agrotoxicos também foi analisada por uma coluna Cis comercial
utilizando as mesmas condi¢gdes para a separacdo na fase SiAl(PEO) (Figura 37B). O
cromatograma da separa¢do na coluna comercial mostra que ndo houve separacdo de todos
os componentes da mistura. A alta porcentagem de agua na fase mével nos minutos iniciais
resulta em uma baixa for¢a cromatografica, menor que a necessaria para que 0os compostos
sejam eluidos da coluna. Assim que ¢ aumentada a porcentagem de metanol na fase movel,
os compostos sdo eluidos havendo co-elui¢do dos compostos tiofanato metilico e carboxina

e, também, entre a terbutilazina e o difenoconazol. Esse comportamento era esperado ja que
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essas substancias sdo normalmente dificeis de serem analisadas em fases estaciondrias mais

hidrofobicas, como a fase C;s.
4.4.2 Separacdo de farmacos

Duas misturas distintas de farmacos foi utilizada para avaliar a capacidade de
separacao da fase SiAl(PEO) de substancias que requerem fases moveis alcalinas, fora da
faixa estavel das fases quimicamente ligadas comerciais. As analises foram realizadas com
fase movel a pH 10, condigdo necessaria para a andlise dos fArmacos como moléculas
majoritariamente ndo ionizadas, pK ~ 9. Essa condicdo permite que o mecanismo de
separacdo seja regido por principalmente por interagdes hidrofobicas entre solutos e a fase
estaciondria.

A primeira mistura de farmacos, foi composta por trés antidepressivos: a

nortriptilina, amitriptilina e hidroxizina, cujas estruturas estdo apresentadas na Figura 38.

Figura 38. Estruturas moleculares dos compostos: (A) nortriptilina, (B) amitriptilina e (C)

hidroxizina.
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Devido a limitagdes relacionadas ao suporte cromatografico, as analises na coluna
contendo a fase Cis foram realizadas com fase movel MeOH:H,O (70:30, v/v), visando a
integridade da coluna cromatografica. A condicdo de fase mével MeOH:solugdo tampao
fosfato a 25 mmol L' e pH 10 (70:30, v/v) foi empregada como a melhor condico de anélise
para mistura de antidepressivos. As mesmas condi¢des foram aplicadas a uma coluna Cig
afim de comparar a separacdo dos compostos nos dois materiais. Os cromatogramas de

separac¢do dos antidepressivos nas colunas avaliadas estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39. Cromatogramas de separagdo da mistura de antidepressivos pelas fases (A) SiAl(PEO)
#9 e (B) C1s comercial. Condicoes de andlise: (A) Fase movel MeOH:Solugdo tampdo fosfato a 25
mmol L™ e pH 10 (70:30, v/v). (B) Fase mével MeOH:H>O (70:30, v/v). Compostos: 1- hidroxizina,

2- nortriptilina e 3- amitriptilina.
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A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 39 ¢ possivel inferir que houve
separacao total dos componentes da mistura de antidepressivos na fase preparada em
laboratorio, SiAI(PEO), e ndo se obteve separagdo na fase comercial Cigs. A Figura 39A
apresenta a separacdo da mistura de farmacos na fase SiAI(PEO), que se mostrou eficiente
com boa retencdo dos compostos, registrando um tempo total de andlise de 15 min. A
retengdo dos compostos foi, provavelmente, governada por mecanismos mistos de interacao
hidrofobica/hidrofilica, requerendo uma fase mével com maior porcentagem de solvente
organico em sua composicao para a eluigdo dos farmacos da camada polimérica da fase
SiAl(PEO). Essa interagcdo mais forte pode ser justificada pela condi¢dao de neutralidade das
moléculas dos farmacos em pH 10, impedindo a ocorréncia de interagdes por troca ionica,
que levaria a picos com alto fator de assimetria. Adicionalmente, observa-se a capacidade
da fase SiAI(PEO) em separar substancias com diferenga de um grupo metila, caracterizada
pela mistura de Tanaka, como € o caso da nortriptilina e amitriptilina. A Figura 39B
apresenta o cromatograma da mistura de antidepressivos pela fase Cis empregando fase
moével MeOH:H>O (70:30, v/v). Os compostos da mistura de antidepressivos, nessa condi¢ao
de fase movel, encontram-se majoritariamente protonados (carregados positivamente),
fazendo com que sua interagdo com a fase estacionaria seja reduzida, em especial, por se
tratar de uma fase altamente hidrofobica, como a Cig. Desta forma, a separa¢do dos

compostos ndo ocorreu na fase Cig, gerando um Unico pico no cromatograma. A solugdo
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neste caso, seria aumentar a alcalinidade da fase movel para a neutralizagdo das cargas das
moléculas dos farmacos, no entanto, o pH da fase movel ficaria em uma condigdo critica
para fases quimicamente ligadas a base de silica, podendo leva-la a uma rapida degradacao,
0 que nao ocorre com fases estacionarias recobertas com camadas poliméricas.

A segunda mistura de farmacos analisadas correspondeu a trés anestésicos:
benzocaina, lidocaina e tetracaina, que s@o moléculas com um carater mais polar que a
mistura de antidepressivos e devido a basicidade dessas moléculas ¢ necessario a utilizagao
de fases moéveis alcalinas para garantir que as mesmas estejam majoritariamente neutras
durante o processo de separagdo, favorecendo a retenc¢do nas fases estacionarias avaliadas.

A estrutura dos anestésicos se encontra na Figura 40.

Figura 40. Estruturas moleculares dos compostos: (A) benzocaina, (B) lidocaina e (C) tetracaina.
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Para separacdo da mistura de anestésicos pela fase SiAI(PEO) foi empregada uma
fase movel alcalina MeOH:solugio tampao fosfato a 25 mmol L' e pH 10 (40:60, v/v) e para
a separacdo pela coluna Cis comercial foi empregada uma fase movel MeOH:H,O (40:60,
v/v), para preservar a integridade da coluna. Os cromatogramas obtidos para esta mistura

estao apresentados na Figura 41.
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Figura 41. Cromatogramas da mistura de anestésicos pelas fases (A) SiAl(PEO) #9 e (B) Cs
comercial. Condicdes de andlise: (4) Fase mével MeOH.:solugdo tampdo fosfato a 25 mmol L e
pH 10 (40:60, v/v). (B) Fase movel MeOH:H>O (40:60, v/v). Compostos: - tetracaina, 2-

benzocaina e 3- lidocaina.
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Através dos cromatogramas apresentados na Figura 41A ¢ possivel observar a
separacdo total dos anestésicos pela fase SiAI(PEO), empregando um maior percentual de
componente aquoso na fase movel, o mesmo ndo ocorrendo para a fase comercial, que ndo
foi capaz de resolver os picos da benzocaina e lidocaina. Assim, a fase SiIAI(PEO) se mostrou
eficaz na separagdo de compostos basicos, sob condi¢des drasticas de fase movel quando
comparada a fase comercial quimicamente ligada. A separa¢do em meio basico, além de
neutralizar a maioria das moléculas dos farmacos, garantem uma interacdo mista
hidrofébica/hidrofilica dos compostos com a fase estacionaria, promovendo uma maior
retencdo desses e, consequentemente, a possibilidade de separar a mistura pela interagao
diferencial entre solutos e fase estaciondria. A ordem de elui¢do dos compostos na fase
SiAl(PEO) foi equivalente a modalidade de fase reversa, ou seja, compostos mais apolares
sao retidos mais fortemente que compostos menos apolares, porém, demandou de maior
porcentagem de componente aquoso na composic¢ao da fase movel, indicando potencialidade
do material produzido para ser aplicada nessa modalidade, com a vantagem de reduzir o

volume de residuo organico gerado na CLAE.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que a imobilizagdo do PEO sobre o
suporte de silica aluminizada na forma de uma camada fisicamente adsorvida se mostrou
eficaz, mesmo sem a evidéncia de formagdo de ligagdo quimica entre grupos ativos da
superficie do suporte e do copolimero. A caracterizacao fisico-quimica da fase SiAI(PEO)
indicou a presenga de bandas referentes ao estiramento C-O-C e C-H proveniente do PEO
na fase estacionaria. A microscopia eletronica de varredura com espectroscopia de energia
dispersiva permitiu quantificar o teor de alumina no suporte, bem como avaliar que a
morfologia das particulas das fases estacionarias SiAl(PEO) se manteve adequada para
finalidades cromatograficas. Aplicando-se o planejamento experimental, foi possivel
observar que o efeito da carga polimérica de PEO ¢ maior que o efeito da temperatura de
imobilizagdo no preparo da fase estacionaria, € que a condi¢ao de imobilizacdo do PEO sobre
a silica aluminizada que produz o material com melhor recobrimento polimérico ¢ obtida
quando a carga polimérica foi de 50 % (m/m) e temperatura de imobiliza¢do térmica de
135 °C.

As caracterizagdes cromatograficas indicaram que a fase SiAl(PEO) possui
propriedades de retengdo que levam as separagdes dos compostos na modalidade de fase
reversa, na qual compostos polares eluem mais rapidamente que os apolares. Concluiu-se
também que as fases SiAI(PEO) necessitam de fases moveis mais aquosas para a separacao
dos componentes polares ou apolares. Essa carateristica estd associada a caracteristica mais
polar do bloco polidéxido de etileno da fase SiAI(PEO) que fornece uma seletividade
diferenciada para compostos hidrofobicos e hidrofilicos. Apesar da fase SiAI(PEO) nao
apresentar ligacdes quimicas entre o PEO e a silica aluminizada, os pardmetros
cromatograficos, como tempo de retencao e area de pico, apresentam estabilidade adequada
com a passagem continua de fase movel. Além disso, as caracteristicas mais polares da
superficie da fase SiAI(PEO) possibilitou uma separacdo adequada de misturas de
agrotoxicos e de farmacos, que apresentam caracteristicas polares, requerendo fases moveis
com mais de 70% de dgua ou ajustes de pH fora da faixa de estabilidade dos materiais
comerciais. Essa condicdo se apresenta vidvel para o material produzido, uma vez que a
estabilidade quimica em condi¢des drasticas de fases moveis foi muito maior que de fases
comerciais quimicamente ligadas a base de silica. Esta estabilidade pode ser atribuida a
contribui¢do das nanoparticulas de alumina que revestiram o suporte cromatografico

empregado na fase estacionaria. Assim, pode-se concluir que o material obtido neste trabalho
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apresenta uma seletividade adequada para separacdo de compostos polares sem a
necessidade de uso de grandes volumes de solvente organico na fase movel, com elevada
estabilidade quimica, inclusive em condigOes alcalinas de fase movel, além de realizar

separacdes com boa reprodutibilidade de andlise € no modo de elui¢do por gradiente.
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ANEXO

Equagdes utilizadas para calcular parametros cromatograficos a partir dos picos dos

compostos obtidos nos cromatogramas:

t, —t
Fator de retengdo: k= (R—M)
Y
. . _ CB
Fator de assimetria: ASl 0% =i
; 2
Numero de pratos: N=5545| &
w
h
Resolugao: R, =117 (tRz _tRl)
Wh2 ¥ Wni

Em que: k = fator de retengao; tr = tempo de retencao de um determinado composto; tm = €
o tempo de retengdo de um composto ndo retido pela fase estacionaria; Asioy = fator de
assimetria a 10 % da base do pico; N = numero de pratos de uma coluna; w, = largura do
pico a uma altura de 50 % da sua base (ou largura do pico a meia altura); e Rs = resolugdo.
A simbologia pode ser mais bem compreendida pela andlise dos cromatogramas nas

Figuras Al e A2.

Figura Al. llustragdo de um cromatograma de separagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a medi¢do das informacgoes dos picos registrados para obtengdo dos pardametros

cromatograficos.
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Figura A2. llustra¢do de um cromatograma de separagdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia e a medigdo do pico registrado para obtengdo do fator de assimetria.
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