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RESUMO

A cromatografia liquida € a técnica de analise mais abrangente na quantificagéo
de compostos organicos na atualidade, porém suas analises produzem um grande
volume de residuos devido ao uso de solvente organico na fase movel, sobretudo para
compostos polares. Adicionalmente, compostos polares apresentam baixa retengao em
fases estacionarias tradicionais, Cs e C1s ligadas quimicamente ao suporte, restringindo
maiores aplicagcbes da cromatografia liquida. Uma estratégia para contornar essas
limitacbes tem sido a utilizagdo de polimeros pré-sintetizados imobilizados no suporte
cromatografico, garantindo seletividade finamente ajustada as fases estacionarias de
acordo com a estrutura do polimero, além de maior estabilidade quimica. A preparagao
de fases estacionarias moderadamente polares e que requerem fases moveis altamente
aquosas tem sido objeto de estudos por diversos pesquisadores para separagao de
compostos polares. Nesse trabalho foram preparadas fases estacionarias a partir da
auto-imobilizagdo do poli(metil-3,3,3-trifluorpropilsiloxano) (PMTFS) sobre suporte de
silica aluminizada. A preparacao das fases auto-imobilizadas foi realizada durante um
periodo de 180 dias analisando-as periodicamente quanto as caracteristicas de retengao
do material, visando a avaliar a reatividade da superficie do suporte de silica aluminizada
e a obtencao de uma fase estacionaria estavel e util na separagao de compostos polares.
As caracterizacdes da fase SiAI(PMTFS) indicaram um material constituido de particulas
esféricas e livre de aglomeragcbes, mesmo apds as incorporagdes da alumina e do
polimero. A presenga do polimero fluorado na silica aluminizada foi confirmada por
espectroscopia no infravermelho através de sinais caracteristicos, como os estiramentos
entre 1210 e 1449 cm™", atribuidos as ligagdes C-F. A estabilidade do material foi avaliada
dentro do protocolo produzido pelo grupo de pesquisa, se mostrando altamente estavel
como ja fora observado com outras fases a base de silica aluminizada. A caracterizacao
cromatografica foi realizada a partir de misturas testes e protocolos ja consolidados na
caracterizagdo de novas fases estacionarias, sendo possivel verificar que a fase
SiAI(PMTFS) atua no modo de fase reversa com uma alta porcentagem de agua em sua
fase movel. A fase SIAI(PMTFS) tem potencial para separagdo de compostos polares

gerando menor quantidade de residuos e apresenta maior estabilidade quimica.

Palavras-chave: estabilidade quimica, poli(metil-3,3,3-trifluoropropilsiloxano), auto-

imobilizagéo, fase mével aquosa, fase estacionaria fluorada.



ABSTRACT

Nowadays, liquid chromatography is the most comprehensive analytical technique
for the quantification of organic compounds. However, their analyzes produce a large
volume of toxic residues due to the use of highly organic mobile phase, especially for
polar compounds. Furthermore, polar compounds show poor retention in traditional
stationary phases, Cs or C1s chemically bonded, restricting some applications of liquid
chromatography. An alternative to overcome these limitations has been the use of
immobilized pre-synthesized polymers on an inorganic support, resulting in a finely
adjusted selectivity according to the polymer structure, in addition to higher chemical
stability. The preparation of moderately polar stationary phases using water-rich mobile
phases for the separation of polar compounds has been the object of studies by different
researchers. In this work, we prepared stationary phases by self-immobilization of
poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane) (PMTFS) on an aluminized silica support. The
stationary phases were self-immobilized for 180 days and were periodically
chromatographically analyzed. In this study, the retention properties and the polymer-
aluminized silica interaction were evaluated for the useful and stable stationary phase
preparation. Physicochemical characterizations indicated that the SiAI(PMTFS) particles
were spherical and free of agglomerations even after the incorporation of alumina
particles and the self-immobilization of PMTFS. The immobilization of PMTFS on
aluminized silica support was confirmed by infrared spectroscopy through signals
attributed to the stretching C-F bonds between 1210 and 1449 cm-'. SiAI(PMTFS) phase
showed high stability under alkaline conditions using a lab-made protocol, which can be
associated with the aluminized silica support. The chromatographic characterization of
the SIAI(PMTFS) phase was performed by the separation of test mixtures using
consolidated protocols. These separations confirmed that the SiAI(PMTFS) phase acts in
a reversed-phase mode but requiring water-rich mobile phases for the separation of polar
compounds. Therefore, the SiIAI(PMTFS) phase presents good chemical stability and also
presents the potential to separate polar compounds, generating less toxic organic

residues.

Keywords: chemical stability, poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane,  self-
immobilization, agueous mobile phase, fluorinated stationary phase.
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1 INTRODUGAO

Varios métodos de separacao tém sido empregados durante quase toda a historia
da humanidade. Processos como remog¢ao de contaminantes por filtragdo em areias ou
de excesso de sal por contato com certas folhas encontram-se descritas na Biblia e em
trabalhos gregos e egipcios antigos. Outros métodos de separagao, como destilagao,
extragdo por solvente e amalgamacéo foram empregados pelos alquimistas. Os efeitos
resultantes da “adsor¢cdo” foram descritos no século XVI para um processo de
preparagao de vinho branco a partir de vinho tinto. No século XIX, alguns cientistas
aplicaram diferentes solidos para a “filtracdo”, remog¢do de alguns componentes ou
fracionamento de liquidos, enquanto outros fizeram esses fracionamentos em papel. O
século XX tem sido chamado de “o século da cromatografia”, uma vez que essa técnica
de separagao foi altamente importante no desenvolvimento de varias areas das ciéncias.
No momento, existem indica¢cdes que as cromatografias e suas técnicas relacionadas
também proporcionarado relevantes contribuicées neste século XXI (COLLINS, 2009).

O desenvolvimento da cromatografia liquida moderna como se conhece hoje
iniciou-se na década de 1960 por dois grupos de pesquisa liderados por: Csaba Horvath
nos Estados Unidos, e Josef Huber na Europa. Esses pesquisadores conduziram
estudos voltados para o desenvolvimento de um sistema instrumental de cromatografia
liguida hoje conhecida como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high-
performance liquid chromatography) (NAZARIO; LANCAS, 2013).

Em muitos laboratérios, a HPLC se tornou uma técnica indispensavel, as razdes
para este crescimento ao longo das ultimas décadas devem-se principalmente a sua
vasta aplicabilidade e adaptabilidade para a analise de amostras, determinacéo de
constantes fisicas e isolamento de componentes de misturas complexas. Atualmente, é
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; MALDANER; COLLINS;
JARDIM, 2010)

Essa técnica pode ser classificada de acordo com a forma fisica do sistema
cromatografico, o tipo de fase movel (MP, mobile phase), a fase estacionaria (SP,
Stationary phase) e o mecanismo de separag¢ao. Dentre as modalidades destacam-se a

de fase reversa (RP, reversed-phase), fase normal (NP, normal phase), troca iénica (IE,
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ion-exchange) e, mais recentemente, os modos de: interagdo hidrofilica (HILIC,
hydrophilic interaction liquid chromatography) e de fase aquosa (PALC, per aqueous
liquid chromatography) (FERREIRA, 2018).

Dentro da HPLC, estima-se que a RP-LC (reversed-phase liquid chromatography)
concentra mais de 85 % das aplicagdes da cromatografia liquida (BUSZEWSKI; NOGA,
2012). Sistemas de RP-LC consistem em uma fase estacionaria de menor polaridade e
uma fase movel de maior polaridade, enquanto a NP-LC (normal-phase liquid
chromatography) tem as polaridades invertidas. As fases reversas apresentam varias
vantagens, tais como: uso de fases médveis menos toxicas e de menor custo com o uso
da agua como um dos componentes; fases estacionarias estaveis de muitos tipos
diferentes; rapido equilibrio da coluna ap6s a mudanga da fase movel; facilidade de
empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em analises e boa reprodutibilidade dos
tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas a separacdo de solutos de
diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (TONHI et al., 2002).

A ampla utilizagdo da RP-LC esta relacionada ao desenvolvimento continuo de
novas SP, cada vez mais seletivas e que promovem separagoes rapidas e eficientes
para uma grande quantidade de compostos. As fases estacionarias tipicamente reversas
se caracterizam pela ligagado quimica de cadeias organicas nao polares, principalmente
octadecilsilano (C1s) e octilsilano (Cs), sobre a superficie e poros de particulas de um

suporte inorganico de caracteristicas polares, normalmente a silica (SANTOS, 2019).

1.1 A silica como suporte cromatografico

As fases estacionarias para RP-LC normalmente sdo compostas de um liquido
estacionario sorvido ou ligado quimicamente a um suporte cromatografico. O material a
ser utilizado como suporte, no entanto, necessita de alguns requisitos para que a SP
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 poros entre 5 e 100 nm, pois poros muito estreitos tornam dificil a
transferéncia de massa podendo ocorrer efeitos de exclusdo de tamanho,

enquanto poros muito largos impedem a fixagdo do liquido estacionario por
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forgas capilares e, desta forma, o liquido pode ser removido com a passagem da

fase movel,
v Alta concentracéo de grupos ativos em sua superficie, para facilitar a adsorgao
do liquido estacionario ou a reagao de fixagcdo do mesmo;

v Area superficial suficientemente grande, tipicamente maiores que 10 m2 g™';

v Resisténcia mecanica elevada, para que o suporte seja capaz de resistir as altas
pressdes necessarias em RP-LC;

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

O material utilizado como suporte cromatografico também deve apresentar um
meétodo de sintese das particulas altamente reprodutivel e resistir térmica, mecanica e
quimicamente a degradacdo (TRUDINGER; MULLER; UNGER, 1990). Os primeiros
materiais empregados como suporte cromatografico foram os 6xidos inorganicos de
silicio (SiO2 — silica) e de aluminio (Al203 — alumina). Por mais de 50 anos, a silica, na
sua forma amorfa e esférica, tem sido o material preferido para a preparacédo das fases
estacionarias para RP-LC. Esta ampla utilizacdo esta relacionada as suas propriedades
altamente favoraveis para aplicagcbes cromatograficas. Dentre as principais
caracteristicas da silica, podem ser destacadas: alta estabilidade mecanica e térmica,
rigidez, eficiéncia elevada obtida nas separagdes cromatograficas de diversas
substancias e a facilidade de modificagao de sua superficie, devido a presencga de grupos
hidroxilas (silandis) altamente reativos (BERTHOD, 1991; BUSZEWSKI et al., 1998;
TONHI et al., 2002; VAN DER VOORT; VANSANT, 1996; ZHURAVLEYV, 2000).

A silica contém em sua superficie pelo menos trés tipos distintos de grupos ativos,
representados na Figura 1, tais como silandis isolados, vicinais e geminais que conferem
ao material uma elevada acidez superficial, além de suas ligagdes siloxano (BERTHOD,
1991).
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Figura 1. Tipos de grupos silandis e ligacao siloxano na superficie da silica.
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Fonte: Préprio autor

As propriedades que fazem da silica um oOxido altamente interessante para a
cromatografia liquida sao (i) a alta atividade quimica da sua superficie, essa atividade
depende da concentragdo e distribuicdo dos diferentes grupos silandis, e ndo das
ligacdes de siloxano que apresentam maior estabilidade, e (ii) pela estrutura porosa da
silica (FARIA, 2006).

Apesar da silica ser o material mais utilizado como suporte cromatografico na
preparacao de fases estacionarias, ela possui duas limitagées frente a utilizagdo como
suporte para RP-LC: a primeira restringe a sua utilizagdo em uma faixa de pH 2 a 8. Em
fases moveis de pH < 2, ocorre hidrélise acida das ligagdes Si-C entre a superficie da
silica e o material ligado quimicamente. Isto resulta em continua perda da fase ligada
concomitante a perda de retengao cromatografica dos compostos. Em fases moéveis com
pH > 8 ocorre rapida dissolugao da silica devido a exposi¢cao de parte do suporte ao
contato com a fase moével, formando silicatos soluveis e, consequentemente, a clivagem
da fase ligada do suporte. A dissolugéo 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).

A segunda limitacao refere-se a elevada atividade quimica da superficie da silica,
se por um lado essa atividade é desejavel para a interagdo com diversas moléculas
apolares, proporcionando SP de diferentes seletividades; por outro, é estimado que, por
problemas de impedimento estérico, apenas 50 % dos grupos silandis sdo capazes de
se ligar quimicamente aos modificadores organicos, restando um grande numero de
silandis residuais. A presencga destes grupos residuais nas fases estacionarias afeta o
mecanismo cromatografico de retencao (FARIA, 2006; NAHUM; HORVATH, 1981).

Diante desses dois inconvenientes encontrados, o objetivo dos cromatografistas
tem sido o desenvolvimento de materiais de suporte que oferecam inércia quimica aos

componentes das amostras (redugao da atividade residual da superficie de sitios que
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nao reagiram com os agentes modificadores na sintese de uma nova SP), bem como o
aumento da estabilidade quimica dos suportes cromatograficos (NAWROCKI et al.,
2004).

1.2 Outros suportes cromatograficos

Apesar do aparente dominio da silica como suporte cromatografico, tem havido
varias pesquisas para o desenvolvimento de materiais de suporte alternativos, visando
superar as limitagbes que a silica apresenta. Uma alternativa encontrada foi a
substituicdo da 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 oxidos de zirconio (zircdnia), de titanio (titdnia) e de aluminio (alumina) foram
os propostos. O 6xido que mais se destaca € a alumina por ser amplamente empregado
como fase estacionaria na NP-LC e tem como vantagem principal a boa estabilidade
quimica 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 ndo se encontram na forma ionizada, assim
a separagao € baseada somente no mecanismo de interagao hidrofobica, sem
interferéncia do mecanismo de troca ibnica, uma grande vantagem se comparada as
fases a base de silica. Varias SP baseadas em alumina foram preparadas e
comercializadas, seja pela modificagdo quimica do suporte ou pelo recobrimento fisico
das particulas com polimeros organicos. A alumina foi investigada como um possivel
substituto para a silica na RP-LC, avaliando seu potencial como suporte cromatografico
para fases reversas a partir de reagdes de modificagao da superficie da alumina, através
da organossilanizagdo com moléculas de C1s ou da cloragdo com cloreto de tionila
(SOCI2) seguida de reagédo com um composto organolitico (PESEK; MATYSKA, 2002).
Apesar das SP reversas a base de alumina terem apresentado estabilidade numa faixa
de pH mais ampla, em muitos casos as propriedades de retencdo ndo foram
significativamente diferentes quando comparadas a materiais similares de silica. Além
disso, o baixo desempenho cromatografico nas separagdes obtido com SP baseadas em
suportes de alumina aliado a disponibilidade comercial limitada de formas, tamanhos e
grau de porosidades das particulas contribuiram para a modesta difusdo da alumina
como suporte cromatografico (NAWROCKI et al.,, 2004, BUCHMEISER, 2001;
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NAWROCKI et al.,, 2004, JARONIEC, JARONIEC, KRUK, 1988). Adicionalmente, a
alumina é um oxido anfétero cujas propriedades da superficie dependem fortemente do
valor do pH do meio. O valor do pH no qual a carga liquida de uma superficie é zero é
conhecido como ponto isoelétrico (pl). O pl da alumina é 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 estara
carregada positivamente em valores de pH < pl e negativamente carregada quando pH
> pl. Sendo assim, o grau de polarizagdo da superficie da alumina ira depender de
valores de pH do meio (NAWROKI et al, 2004; MAO, FUNG, 1997; HODERN, 2004),
exigindo um controle ainda mais rigoroso do pH da fase moével do que para fases a base

de silica.

1.2.1 Suportes cromatograficos a base de 6xidos mistos

Suportes cromatograficos baseados em silica revestidos com camadas de 6xido
metalico sdo uma alternativa para obtengao de materiais mais estaveis para HPLC. A
estabilidade hidrolitica das fases estacionarias baseadas em silica revestida com
camadas de Oxidos metalicos é até cinco vezes maior que a estabilidade de fases
semelhantes a base de silica. Além disso, os suportes de 6xidos mistos permitem a
manutengdo da morfologia e da estrutura porosa da silica, que sado essenciais para
produzir fases estacionarias de alta eficiéncia (SILVEIRA; DIB; FARIA 2014).

Apesar das SP reversas baseadas em alumina apresentarem uma série de
dificuldades com relacao a modificacdo de sua superficie, associada a menor reatividade
dos seus grupos hidroxilas superficiais (KURGANOV et al., 1994), a alumina apresenta
caracteristicas morfologicas similares as da silica com estabilidade quimica em uma faixa
mais ampla de pH e, portanto, neste trabalho é proposta a modificacdo da superficie da
silica com nanoparticulas de alumina, através de uma deposigdo organizada na forma
de uma unica camada (DUN et al., 2004, SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014).

O grande inconveniente no preparo da alumina é o crescimento acelerado e
desordenado, além da aglomeragao das suas particulas devido a alta reatividade dos
reagentes precursores do aluminio (MIRJALILI;, HASMALIZA; ABDULLAH, 2010;
PARIDA et al., 2009; CHIARADIA, 2005). Para que o crescimento seja limitado e forme
particulas com poucos nanémetros de didmetro, o método sol-gel tem se apresentado
como o mais eficaz, para isso todo processo de preparo das particulas deve ser

conduzido em um ambiente de menor escala que restrinja o crescimento da particula de
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alumina e evite a aglomeragéo. O preparo de nanoparticulas no interior de micelas de
surfactantes € uma opg¢do que tem sido empregada no preparo de nanoparticulas
metalicas 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 condugdo de reacodes
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, definindo o seu formato
(SANTOS, 2019).

O método utilizado para a deposicdo das nanoparticulas 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 RP-
LC. Um método empregado para incorporacdo de camadas de 6xidos sobre a silica,
resultando em um material com excelente estabilidade para a analise cromatografica, é
0 método de deposi¢cdo de camadas auto-organizadas de oxidos (AHMED; MYERS;
ZHANG, 2004; GE et al., 2010). Nesse método, independentemente da forga de
interacéo entre a alumina e a silica, as particulas do suporte serdo obtidas pela
imobilizagdo de um surfactante na superficie da silica, seguida da incorporagado de
nanoparticulas de alumina no agente tensoativo e subsequente combustdo da matéria
organica. O material final obtido é 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).

1.3 Fases estacionarias recobertas com polimeros

Apesar da ampla utilizacdo da RP-LC, as SP quimicamente ligadas possuem
consideragdes estéricas que impossibilitam densas distribuigbes de cadeias alquilas (Cs
ou Ci1s) no suporte de silica. Aproximadamente 50 % de grupos silandis permanecem
sem reagir apos a sintese de fases estacionarias quimicamente ligadas, resultando em
metade da superficie do suporte exposta a interagcdes indesejaveis com solutos e a
prépria fase movel (ENGELHARDT; BLAY; SAAR, 2005). Vérias pesquisas tém sido
desenvolvidas na tentativa de minimizar as interagdes com os silanadis residuais da silica,
melhorando a estabilidade quimica e a eficiéncia das fases estacionarias para que

possam ser aplicadas aos mais variados tipos de amostras (VIGNA, 2004). Uma
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possibilidade eficiente para contornar as limitagdes do recobrimento orgénico incompleto
da superficie da silica na preparacao de fases estacionarias reversas € a imobilizagcao
de camadas organicas de polimeros pré-sintetizados sobre a superficie da silica
(JARDIM; COLLINS C; COLLINS K, 2004).

Neste método 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 moével
(SANTOS, 2019). A preparagao da fase recoberta com polimero é realizada a partir da
dissolugéo do polimero em um solvente apropriado seguida da adigao das particulas do
suporte. O solvente é evaporado de forma estatica a temperatura ambiente, obtendo-se
a SP cuja camada polimérica esta retida por mecanismos de adsor¢ao (fase estacionaria
auto-imobilizada). A fixagdo do polimero ao suporte por interagdes mais fortes pode ser
garantida pela inclusdo de um tratamento fisico sobre a SP auto-imobilizada (JARDIM;
COLLINS C; COLLINS K, 2004; CARVALHO et al, 2016). Os principais tratamentos
empregados para imobilizacdo da camada polimérica sobre o suporte cromatografico
sdo o tratamento térmico, a irradiagcdo gama e a irradiagdo por micro-ondas (GAMA,
2017; FARIA, 2006; CARVALHO et al, 2016). Dentre esses procedimentos, o tratamento
térmico € o mais acessivel e mais eficiente, sendo o mais utilizado na preparacao de
fases estacionarias imobilizadas com polimeros.

Em principio, as SP recobertas com polimeros combinam as propriedades
mecanicas dos Oxidos inorganicos com a inércia quimica e a seletividade de polimeros
organicos. Estas SP apresentam uma série de vantagens que as tornam extremamente
atrativas para uso em RP-LC, tais como: melhor protegao dos silandis residuais (silica)
ou de sitios acidos de Lewis (zircbnia, titdnia, alumina) comparado as fases estacionarias
quimicamente ligadas, evitando interagdes indesejaveis com componentes da amostra;
protecdo mais eficaz da matriz do suporte inorganico contra o ataque quimico de fases
moveis agressivas; maior facilidade de preparo (GAMA 2017). Além disso, a seletividade
da fase estacionaria imobilizada por polimero é 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 et al., 2002).
A ampla variedade comercial de polimeros com distintas funcionalidades permite a
aquisicao de materiais de fases estacionarias com ampla faixa de seletividade, tornando
possivel o ajuste fino da seletividade ao problema analitico de separag¢ao (JARDIM et al.,
2010).
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1.3.1 Polimeros fluorados

Os compostos organofluorados apresentam propriedades Unicas, em virtude da
presenca dos atomos de fluor. Suas propriedades sdo governadas pela alta
eletronegatividade e baixa polarizabilidade do fluor, o que confere um carater mais ibnico
na ligagdo C-F, normalmente ligados a cadeia alquila ou a grupos fenil. Dessa maneira,
os compostos organofluorados oferecem maior estabilidade térmica e quimica, além de
promoverem um aumento no carater dipolar da SP, o que intensifica a interagdo com
compostos polares. Algumas dessas propriedades sao exploradas no desenvolvimento
de fases estacionarias fluoradas, uma vez que oferecem muitas vantagens em termos
de seletividade para misturas complexas comparadas as SP convencionais Cs e Cis
(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010, FERREIRA, 2014).

O primeiro trabalho sobre SP fluoradas a base de silica para RP-LC foi publicado
no inicio dos anos 80 por Berendsen e colaboradores (BERENDSEN et al. 1980), no qual
foi preparada uma SP a base de heptadecafluorodecil dimetilsilla (HFD,
heptadecafluorodecyl dimethylsiliy) que foi comparada com as SP n-propil € n-decil, na
separagao de compostos fluorados e nao fluorados. O resultado deste estudo mostrou
que a SP fluorada apresentou maior interacdo com os compostos fluorados que as SP
nao fluoradas. Estes resultados despertaram o interesse em investigar estas SP e uma
série de estudos estdo sendo realizados em vista da especificidade destas SP,
principalmente comparando-as com as nao fluoradas (MALDANER; COLLINS; JARDIM,
2010). Algumas das principais diferengas entre as fases fluoradas e n&o fluoradas foram
observadas, como (ZHANG, 2008):

1- Os compostos fluorados geralmente tém uma retencdo muito mais forte nas
fases fluoradas do que nas fases nao fluoradas;

2- Uma mistura de compostos fluorados pode ser resolvida na fase fluorada de
acordo com seu teor de fluor;

3- As misturas contendo compostos fluorados e nao fluorados podem ser
separadas nas fases fluoradas;

4- As fases fluoradas melhoraram o desempenho de muitos métodos de
cromatografia, incluindo cromatografia de fluido supercritico, cromatografia
micelar, cromatografia de ions, eletrocromatografia e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS, liquid chromatography-mass

spectrometry);
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5- As fases fluoradas geralmente tém reprodutibilidades melhores e tempos de vida
mais longos do que as fases n&o fluoradas.
Ja existem algumas fases fluoradas disponiveis comercialmente, como
apresentadas na Quadro 1 (FERREIRA 2014).

Quadro 1. Fases estacionarias fluoradas comerciais

Marca Fornecedor Fase Ligada Particula (um)
Fluorflash FTI CsF17 5
FluorSep-RP Octyl ES CsF17 5
Fluofix Wako CsF13-ramificada 5
Fluophase RP/WP Thermo CeF13 5
Tridecafluoro Silicycle CeFs 3,5
FluorSep-RP Phenyl ES N&o especificado 3,5
Fluophase PFP Thermo Nao especificado S
Discovery F5 HS Supelco Nao especificado 3,5
PentaFluorphenyl Silicycle N&o especificado | N&o especificado
FluoroSep-RP Propyl ES CsF7 5
Fluorchrom Silicycle Nao especificado 3,5

Os compostos fluorados sao preferencialmente retidos em colunas fluoradas, em
comparagao com as colunas alquila. Esse comportamento é muitas vezes atribuido a
intensidade do momento dipolo da ligacdo C-F ou a baixa polarizabilidade do atomo de
fluor. A seletividade das colunas fluoradas comparada com a das colunas alquila pode
ser explicada, pelo menos em parte, como consequéncia da baixa polarizabilidade do
ligante fluor. Menor polarizabilidade indica interagdes via forcas dispersivas reduzidas,
que mostra como consequéncia a baixa retengéo de composto apolares e maior retengao
de compostos fluorados (MARCHAND et al, 2005).

Neste trabalho objetiva-se estudar o comportamento cromatografico de um
material de fase estacionaria obtido a partir da auto-imobilizagcdo do polimero pré-
sintetizado poli(metil-3,3,3-trifluroproprilsiloxano) (PMTFS) sobre particulas de silica
aluminizada. Espera-se do material maior seletividade, sobretudo para compostos
polares, e maior estabilidade quimica que SP alquilas (Cs ou C1s) comerciais

quimicamente ligadas. A estrutura quimica do PTMFS esta apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica do poli(metil-3,3,3-trifluorproprilsiloxano).
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Fonte: Préprio autor
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver uma nova fase estacionaria
para HPLC, baseada na auto-imobilizagdo de uma camada de poli(metil-3,3,3-
trifluorpropilsiloxano) sobre particulas de silica aluminizada, de maior estabilidade
quimica e de melhor seletividade para compostos polares que as fases quimicamente
ligadas a base de cadeias alquilas. Para alcancgar esses objetivos, algumas etapas foram
delineadas:

i. Preparar o suporte de silica aluminizada;

ii. Estudar a auto-imobilizagao do poli(metil-3,3,3-trifluorpropilsiloxano) sobre o
suporte de silica aluminizada — SIAI(PMTFS);

iii. Caracterizar morfolégica e fisico-quimicamente a nova fase estacionaria
SiIAI(PMTFS) e associar os resultados aos requisitos para materiais de
separagao cromatografica;

iv. Caracterizar cromatograficamente a fase SiIAI(PMTFS) através da separagao
de misturas teste padrao, para determinacdo das suas propriedades de
retencgao, e;

V. Aplicar a fase SIAI(PMTFS) produzida na separagdo de misturas de

compostos polares.
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3 METODOLOGIA

3.1 Equipamentos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

equipamentos:

>

Cromatdgrafo a Liquido Waters e2695, com sistema de detecgdo de arranjo de
diodos modelo 2998 PDA, gerenciado pelo software Empower3®. Localizado no
Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da Rede de Laboratoérios
Multiusuarios (RELAM) da Universidade Federal de Uberlandia.

Microscopio eletrénico de varredura TESCAN modelo VEGA3 LMU (Brno,
Republica Tcheca). Localizado no Laboratério Multiusuarios do Instituto de
Quimica/UFU.

Analisador de poros e area superficial especifica ASAP da Micromeritics, modelo
ASAP 2020PLUS. Localizado no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do
Pontal - RELAM/UFU.

Espectrofotdbmetro de absorcdo no infravermelho Jasco modelo FTIR 4100
(Toquio, Japao). Localizado no Laboratério de Instrumentacdo do Curso de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal/UFU.

Analisador elementar, PerkinElmer, modelo Series Il 2400 (Norwalk, CT, EUA).
Localizado no Laboratério Multiusuarios do Instituto de Quimica/UFU.
Difratdbmetro Bruker D8 Discover, Localizado no Laboratério Multiusuarios do
Instituto de Quimica/UFU.

3.2 Reagentes e solventes

Para a preparagao, caracterizagao e aplicacbes das fases estacionarias deste

trabalho foram utilizados: acido nitrico, P.A. 65 % (Carlo Erba, Mildo, Italia); agua

ultrapurificada a 18,3 Q cm; acetato de n-butila P.A (Dindmica, Diadema, Sdo Paulo);

benzilamina 99 % (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil); butilbenzeno 99,5 % (Sigma

Aldrich); cafeina 98 % (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); cloroférmio grau espectroscopico,
99 % (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil); fenol 99,5 % (Vetec); isooctano, P.A. 99 %
(Dinédmica, Diadema, S&o Paulo); isopropdxido de aluminio, P.S. 99,5 % (Vetec);
metanol grau HPLC, 99,5 % (Tedia); o-terfenilo 99 % (Sigma Aldrich); pentilbenzeno
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99 % (Sigma Aldrich); poli(metil-3-3-3-trifluorpropilsiloxano) (Gelest Inc., Morrisville, PA,
EUA); silica cromatografica Kromasil, particulas de 5 ym de didametro (AkzoNobel,
Bohus, Suécia); surfactante Na(AOT), bis-2-etilexilsulfossuccinato de soédio 99,9 %
(SigmaAldrich); tolueno grau espectroscopico (Tedia); trifenileno 98 % (Sigma Aldrich);
uracila 99 % (Sigma Aldrich); acetato de aménio (Dinamica); fosfato de potassio

monobasico (JT Baker, Xalostoc, México); fosfato de potassio dibasico (JT Baker).

3.3 Preparacao da fase estacionaria SiAI(PMTFS)

3.3.1 Ativagao da silica

Inicialmente, realizou-se a ativagcdo dos sitios ativos das particulas de silica
cromatografica através da dessorcdo de moléculas de agua de sua superficie. Foram
pesados 1,500 g de silica cromatografica de 5 ym em um béquer, que foi coberto por
papel aluminio previamente furado, para liberagdo do vapor de agua. Em seguida, com
o auxilio de uma mufla, a silica cromatografica foi aquecida a 140 °C por 12 h. Apds esse
periodo, o béquer contendo a silica cromatografica foi colocado em um dessecador sob

vacuo e deixado em repouso até sua utilizagao.

3.3.2 Sintese do suporte cromatografico de silica aluminizada

Inicialmente foi realizada a sintese das nanoparticulas de alumina através do
processo sol-gel em micelas reversas do surfactante bis-2-etilexilsulfossuccionato de
sodio — Na(AOT) (SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014). Para a sintese, foi montado um sistema
de refluxo contendo uma manta de aquecimento, um baldo de fundo redondo e um
condensador. Adicionaram-se 36,0 mL de isooctano ao baldo de fundo redondo, sob
agitacdo magnética com aquecimento a temperatura de refluxo do isooctano,
aproximadamente 100°C. Apés 10 minutos, foram adicionadas 2,440 g do surfactante
Na(AOT) ao balado de fundo redondo sob agitagdo magnética. Apds a total dissolugao do
surfactante no meio reacional, foi adicionado 1,00 mL de agua Milli-Q ao baldo de fundo
redondo. Em seguida, foram adicionados 0,250 g de isopropdxido de aluminio. O meio
reacional foi mantido sob agitacdo constante e aquecimento a temperatura de refluxo do
isooctano por 2 h. O fluxograma do processo sol-gel realizado para a preparagao das

nanoparticulas de alumina esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma do processo sol-gel intramicelar para sintese de nanoparticulas de alumina.
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Fonte: SANTOS, 2019.

Ap0s as 2 h de reagao, foram adicionados 0,90 mL de uma solugéo de acido nitrico
0,021 mol L', a fim de peptizar a solugéo e 1,500 g de silica cromatografica previamente
ativada. A reacao foi mantida por 24 h sob a temperatura de aproximadamente 100 °C
com agitagao constante. Depois das 24 h desligou-se o agitador e o aquecimento,
retirando o baldo de fundo redondo do sistema e deixando-o reservado até que atingisse
a temperatura ambiente. A suspensao contendo a silica aluminizada foi transferida em
quantidades, aproximadamente iguais, a tubos de ensaios previamente limpos e secos,
os quais foram centrifugados a 2500 r.p.m. por 3 min, descartando o sobrenadante.
Realizou-se a lavagem do material s6lido com isooctano, isopropanol, metanol e agua,
respectivamente, nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente, sempre descartando o
sobrenadante. A etapa de limpeza foi realizada para a remogao do solvente orgéanico e
0 excesso de reagente proveniente da sintese da silica aluminizada. Para a evaporagao
da umidade residual, o suporte de silica aluminizada foi aquecido a 120°C por 12 h em
estufa. Passado esse periodo, o suporte foi transferido para um cadinho de porcelana e
calcinado a temperatura de 500 °C por 1 h com o auxilio de uma mufla, o processo

realizado esta representado na Figura 4.

Figura 4. Fluxograma do processo de sintese do suporte de silica aluminizada
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Fonte: SANTOS, 2019.
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3.3.3 Ativacao da silica aluminizada

Inicialmente, os sitios ativos das particulas de silica aluminizada foram ativados
através da dessorgdo de moléculas de agua adsorvidas em sua superficie. Foram
pesados aproximadamente 8 g de silica aluminizada em um béquer, que foi coberto com
papel aluminio previamente furado, para liberagdo da umidade residual. Em seguida, a
silica foi aquecida a uma temperatura de 140 °C por 12 h com o auxilio de uma mufla.
Apos esse periodo, o béquer contento a silica aluminizada foi transferido para um

dessecador sob vacuo e deixado em repouso até alcangar a temperatura ambiente.

3.3.4 Estudo da auto-imobilizagao do PMTFS no suporte de silica aluminizada

Foram preparadas fases estacionarias sem qualquer etapa de imobilizagcao apds
a sorgao do polimero ao suporte. Em um béquer foram pesados 9,04 g do polimero
PMTFS, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Em seguida, foram adicionados 88 mL
de acetato de n-butila, solvente que o polimero apresentou melhor solubilidade, para
obter uma solugédo 10 % (m/v). A solugdo foi deixada em agitacdo até a completa
solubilizagdo do polimero. Em seguida, foram adicionados 8,0 g de silica aluminizada
(SiAl) previamente ativada a solugéo. A suspensao foi mantida sob agitagdo na capela
por 3 h, desligando a agitacédo e mantendo a suspensao em capela até a evaporagao
completa do solvente (MALDANER, 2010).

ApOs a evaporagéo do solvente, o material foi deixado em repouso por 180 dias
na capela. Aproximadamente 1,0 g do material sorvido SiAl(PMTFS) foi retirado de forma
periodica, Tabela 1, para avaliagao do processo de auto-imobilizacdo do PMTFS sob as

particulas de SiAl.

Tabela 1. Quantidade de dias da auto-imobilizagéo.

Fase estacionaria Dias
SIAI(PTMFS) 15 15
SiAI(PMTFS) 30 30
SiAI(PMTFS) 60 60
SIAI(PMTFS) 90 90
SIAI(PMTFS) 120 120

SIAI(PMTFS) 180 180
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3.3.5 Extracdao do PMTFS nao imobilizado sobre o suporte de silica aluminizada

Uma quantidade de PMTFS nao é imobilizada no suporte de silica aluminizada,
portanto, esse residuo deve ser removido para que nao seja liberado dentro do sistema
cromatografico durante a passagem continua de fase médvel. Para isso,
aproximadamente 1,0 g do material solido foi adicionado, em por¢des iguais, a tubos de
ensaio previamente limpos e secos. A cada tubo foram adicionados aproximadamente 3
mL de acetato de butila e agitado com o auxilio de um agitador vértex por 30 s. Os tubos
foram levados a centrifuga por 5 min a 2500 r.p.m., descartando-se o sobrenadante. Em
seguida, adicionaram-se outros 3 mL de agua e repetiu-se o procedimento, por ultimo o
material foi lavado com metanol como solvente de limpeza. O material sélido resultante

foi seco a 60 °C em estufa por 1 h.

3.3.6 Enchimento da coluna cromatografica

Para o enchimento de colunas cromatograficas com as fases SiAI(PMTFS) auto-
imobilizadas foi utilizado o método de suspensao a alta pressdo (MEYER, 2010). Para o
enchimento da coluna cromatografica foi preparada uma suspensdo contendo
aproximadamente 1,0 g da fase SiAI(PMTFS) e 20 mL de cloroférmio, garantindo a
densidade e a viscosidade apropriada para a formagao da suspensao. A suspensao foi
deixada em um sistema de rolamento por 1 h, apds esse periodo a suspensao foi

transferida para o sistema de enchimento de colunas, apresentado na Figura 5.

Figura 5. Sistema de enchimento e esvaziamento da coluna cromatografica.
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Coluna Cromatografica;

Descarte de solvente;

o g A~ w D=

Computador;

Fonte: Préprio autor.

Para realizar o procedimento, o reservatorio do solvente propulsor (1) foi

preenchido com metanol previamente filtrado e desgaseificado. Em seguida, a presséo
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da bomba (2) foi ajustada para um valor maximo de 9.000 psi, com vazao de solvente de
24 mL min-'. O reservatorio de suspens3o (3), contendo a coluna cromatografica de 50
mm x 3,6 mm d.i. (4) devidamente acoplada a sua extremidade, foi preenchido com a
suspensao SIAI(PMTFS). O volume do reservatoério foi completado com o solvente de
suspensao (cloroférmio) devidamente filtrado. Fechou-se a extremidade superior do
reservatorio de solvente pelo qual foi adicionada a suspensao da SP. Com o sistema
todo fechado, a bomba foi ligada, bombeando metanol para o sistema de enchimento,
que impulsiona a fase SIAI(PMTFS) para o interior da coluna cromatografica,
compactando-a sob a pressao ajustada. A fase ficou retida na coluna devido a presenca
de um filtro (didmetro de poro < 2 ym) na extremidade inferior. O sistema foi mantido sob
pressdo até a passagem de aproximadamente 80 mL de solvente (5), que foram
recolhidos em uma proveta de 100 mL, colocada logo abaixo do sistema de enchimento.
Esse volume é equivalente a duas vezes a capacidade do reservatorio da suspensio. A
manutencdo da pressdo durante todo o procedimento de enchimento da coluna foi
necessaria para produzir um recheio homogéneo e uma boa compactagéao. Finalizado o
enchimento, o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do reservatorio,

fechando apropriadamente sua extremidade superior com um filtro terminal.

3.3.7 Preparacao das fases moveis

Para preparacao das fases moveis (agua, metanol, acetonitrila, Kz2HPO4/KH2PO4
a 0,020 mol L' a pH 7,0, pH 7,6, pH 2,7 e pH 10,0 e acetato de amoénia (CH3COONH4)
em pH 9,0) foi necessaria a filtracdo de cada solvente individualmente, utilizando-se de
um sistema de filtracdo de fase moével e uma membrana de Nylon® de 47 mm de
diametro e 0,22 ym de tamanho de poros. Em seguida, os solventes foram armazenados
em frascos separados e desgaseificados com o auxilio de um banho ultrassom por 20
min. Apds serem retirados do banho ultrassom, os solventes foram dispostos nos

reservatorios para fase moével do cromatégrafo a liquido.
3.3.8 Condicionamento das colunas cromatograficas
Apdés o enchimento, as colunas cromatograficas foram conectadas ao

cromatoégrafo a liquido, realizando-se o condicionamento da coluna. O condicionamento

consistiu na passagem de fase moével MeOH:H20 na proporgdo de 50:50 (v/v) por
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aproximadamente 2 h. Nesse caso, apenas uma das extremidades da coluna foi
acoplada ao cromatografo a liquido, enquanto a outra extremidade foi ligada diretamente
ao descarte. Esse procedimento foi importante para eliminar os residuos da etapa de
enchimento, evitando o entupimento da cela de detecgédo do detector de fotoarranjo de

diodos (PDA, photodiode array detector).

3.4 Caracterizacao fisico-quimica da fase SiAI(PMTFS) auto-imobilizada

3.4.1 Microscopia eletrénica de varredura

A avaliacado morfologica das particulas de PMTFS auto-imobilizado sobre a silica
aluminizada foi realizada por microscopia eletrébnica de varredura (SEM, scanning
electron microscopy), uma vez que a morfologia das particulas afeta o desempenho das
SP no processo de separagédo, bem como o recheio das colunas cromatograficas. Nessa
técnica, as particulas foram fixadas em um porta amostras por uma fita dupla face de
carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o metal
foi bombardeado com atomos de argbnio sob alto vacuo por 120 s, para a formacgao de
uma camada de aproximadamente 10 nm de espessura. As imagens das particulas de

SiAI(PMTFS) foram obtidas com diferentes ampliagdes.

3.4.2 Avaliagao da area superficial especifica e porosidade

As amostras de SIAI(PMTFS) foram submetidas a determinagdo da area
superficial especifica, volume e diametro de poros (ASAP, adsorption analyzer for
surface area and porosity). A area superficial especifica foi calculada de acordo com o
método BET (Brunauer-Emmett-Teller) a pressdes relativas (p/po) entre 0,05 e 0,30, na
qual p e po sdo, respectivamente, pressdes de equilibrio e pressao de saturacdo do
nitrogénio a -196 °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 didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos
valores de volume total de poros e da area superficial BET (GREGG; SING, 1982),

conforme Equacao 1.
4V

d_

p SBET

Equacao 1
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Em que: dp = didmetro médio de poros (nm); Vp = volume total de poros (mm?3 g') e Sger

= area superficial especifica (mm? g') obtida pelo método BET.

3.4.3 Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho com transformada de Fourier

O polimero PMTFS e as fases estacionarias SiAI(PMTFS) auto-imobilizadas foram
caracterizadas por espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR, Fourier Transform infrared spectroscopy). Cerca de 5 mg
de amostra foram empregados na preparacgao de pastilhas, na proporgédo aproximada de
1:100 (m/m) com KBr solido. A mistura foi prensada em um porta-amostras e a pastilha
formada foi levada a um espectrofotdmetro Jasco modelo FTIR 4100. As medidas foram
realizadas na faixa espectral de 4000 a 400 cm-', com resolugédo de 4 cm™' e uma taxa

de 32 scans min™.

3.4.4 Analise elementar

Todas as fases SiAI(PMTFS) produzidas foram submetidas a analise elementar
para a determinacdo da percentagem de carbono, apos as etapas de auto-imobilizagao
e remogao do polimero ndo imobilizado. O objetivo dessa medida foi avaliar o grau de
recobrimento efetivo do suporte cromatografico com o PMTFS. O método empregado
utiliza a combustao do material devidamente seco, cerca de 10 mg de SP, para converter
os elementos da amostra em gases, como COz2, H20 e N2. 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.

3.4.5 Difragao de Raios-X

As medidas de Difragao de raios X (XRD, X-ray diffraction) foram realizadas em
um Difratdbmetro Bruker D8 Discover. Utilizou-se radiagdo monocromatica de um tubo
com anodo de cobre acoplado a um monocromador com filtro de niquel Johansson para
Ka1 operando em 40 kV e 30 mA, configuragdo BraggBrentano 6-20, detector
unidimensional Lynxeye®, intervalo de 26 de 5° a 40°, varredura continua de 2° min-'. As

amostras foram mantidas em rotagédo de 15 rpm durante a medida. Os difratogramas
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foram separados em um halo representando a contribuigdo da regido amorfa e picos

representando as regides cristalinas da amostra.
3.5 Avaliagao cromatografica das fases SiAI(PMTFS) auto-imobilizadas
3.5.1 Mistura teste hidrofobica

A avaliagdo cromatografica para determinar o comportamento/modo que a
separagao € governada pela fase SiAI(PMTFS) foi obtida através das melhores
condi¢cbes da ordem de eluicdo da mistura teste padrdao. Os compostos presentes na
mistura foram: uracila, benzeno, benzonitrila, tolueno e naftaleno. As estruturas dos
compostos estdo apresentadas na Figura 6. Os compostos foram detectados no
comprimento de onda de 254 nm e o volume de injecao foi de 20 uL. Os parametros

cromatograficos foram obtidos pelo software Galaxie™ ou Empower3®.

Figura 6. Estrutura moleculares dos compostos: (A) uracila, (B) benzeno, (C) benzonitrila, (D) tolueno e
(E) naftaleno.
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Fonte: Préprio autor.

3.5.1.1 Otimizagdo da vazao da fase movel

Normalmente, a eficiéncia de uma coluna usada na HPLC é expressa em numero
de pratos por metro (N/m), pois desta forma, € possivel comparar a eficiéncia
cromatografica de colunas com diferentes comprimentos. A medida da altura de um prato
(H), € uma outra forma de se comparar o desempenho de colunas cromatograficas. H
pode ser obtida de acordo com a Equacgao 2 (MEYER, 2010).
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H= Equacgéao 2

Z |-

Em que: L € o comprimento da coluna (um

~—

e N o numero de pratos.

A curva de Van Deemter mostra que existe uma vazao 6tima de fase mével, que
relaciona a (H) altura de pratos (um) com a velocidade linear da fase mével (y, cm min
1), calculada a partir da Equagéo 3, que resulta em um valor maximo de eficiéncia para
a coluna (um valor minimo de H) (MEYER, 2010).

F
TTXR?2

U= Equacéo 3
Em que: F é a vazdo da fase movel (mL min-') e R é o raio da coluna cromatografica

(cm).

Neste estudo, para determinar a vazdo otima da fase mével a ser eluida pela
coluna recheada com a fase SIAI(PMTFS), diferentes vazées de fase moével foram
aplicadas na separagao da mistura teste padrao pela fase SiAI(PMTFS). A fase movel
empregada foi composta de ACN:H20 na proporgao de 30:70 (v/v), variando a vazao de
0,1 até 1,2 mL min' e analisando os compostos separados por detecgdo por arranjo de
diodos (PDA) a 254 nm.

3.5.2 Mistura-teste de Engelhardt simplificada

A mistura-teste simplificada de Engelhardt e Jungheim (ENGELHARDT;
JUNGHEIM, 1990) foi utilizada para obter algumas caracteristicas de retencao da fase
SiIAI(PMTFS) auto-imobilzada. A mistura &€ composta por uracila, fenol, N,N-
dimetilanilina, tolueno e etilbenzeno, a estrutura dos compostos esta apresentada na
Figura 7. Para a avaliacdo da mistura foi empregada uma fase movel ACN:tampéo
fosfato 20 mmol L' a pH 7,0, a uma vazao 6tima de 0,3 mL min-! e detecgdo UV em 254
nm. As principais informagdes fornecidas por este teste sao:

» Seletividade hidrofébica: Esta propriedade é obtida pela razao entre os fatores
de retencgéo do etilbenzeno e do tolueno (acH2 = Ketilbenzeno/Ktolueno), que diferem
entre si por um grupo CH2, também denominada de seletividade metilénica. O
valor de acH2 fornece informagdes a respeito da hidrofobicidade das fases

estacionarias.
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> Atividade silanofilica: Medida pelo fator de assimetria do pico da N,N-
dimetilanilina a 10 % de sua altura e pela ordem de eluicdo do composto basico
(N,N-dimetilanilina). Para uma coluna de baixa atividade silanofilica, a N,N-
dimetilanilina deve ser eluida antes do tolueno e com pico simétrico.
(ENGELHARDT; JUNGHEIM, 1990).

Figura 7. Estrutura moleculares dos compostos: (A) uracila, (B) fenol, (C) benzilamina, (D) N,N-

dimetilanilina, (E) tolueno e (F) etilbenzeno.
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Fonte: Préprio autor.

3.5.3 Mistura de Tanaka e colaboradores

Para realizar uma caracterizagao cromatografica mais completa das propriedades
de retencao fase SiAI(PMTFS) foram analisadas as misturas do Protocolo teste de
Tanaka e colaborados (KIMATA et al., 1989). O protocolo & constituido por quatro
misturas distintas, que sado analisadas em diferentes condicbes de fase médvel. As

misturas e suas respectivas condi¢gdes de analises estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Misturas testes padrao e condigdes de analise do Protocolo de Tanaka e colaboradores.

Condicoes de

Misturas Compostos analise Propriedades medidas
Uracila, Butilbenzeno, (1) Hidrofobicidade
MT-l Pentilbenzeno, O- MeOH:H,0, 80:20 v/iv (2) Seletividade metilénica
terfenila e Trifenileno (3) Seletividade estérica
MT-Il Uracila, Cafeina e MeOH:H,0, 30:70 viv (4) Capacidade de ligagao

Fenol de hidrogénio
MeOH:tampao fosfato

Uracila, Benzilamina e (5) Capacidade de troca

afu=lll Fenol 20 mmol L a pH idnica total
7,60, 30:70 v/v
. I MeOH:tampao fosfato ,
MT- IV Uracila, Benzilamina e 20 mmol L' a pH (6) Capacidade de troca

Fenol 2.70, 30:70 viv ibnica em meio acido

3.5.4 Teste de estabilidade da fase SiAI(PMTFS)

Para avaliar a estabilidade da fase SiAI(PMTFS) auto imobilizada foi empregado
um teste de degradacéo rapida desenvolvido no Laboratério de Pesquisas em Materiais
de Separagdo e Cromatografia (CroMat) (GOMES; SANTOS; FARIA, 2020). Desta
forma, as condi¢cbes degradantes foram empregadas para avaliar de forma rapida a
estabilidade da fase SiAI(PMTFS) e compara-la com uma fase comercial C1s sob as
mesmas condigbes. O método de avaliagdo consiste na passagem continua da fase
movel pela coluna cromatografica recheada com a fase estacionaria por 30 minutos
(etapa de degradacgao da fase). Em seguida, é realizada a separagado da mistura teste
padrao (uracila, benzeno, benzonitrila, tolueno e naftaleno) (etapa de analise). Esse ciclo
de degradacao e analise foi realizado durante 24 horas. Os parametros avaliados foram
o numero de pratos (N) para o pico do naftaleno, composto mais retido na fase
estacionaria. As condicdes experimentais do método de avaliacdo da estabilidade da

fase estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Condigbes estabelecidas para a degradagao rapida da fase SiAI(PMTFS).

Variaveis Condicoes
pH 10
Tampao Fosfato
Temperatura 45°C
Concentragao 25 mmol L

% solvente organico 60
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3.6 Avaliagao da aplicabilidade da fase SiAI(PMTFS)

3.6.1 Separacgao de agrotoxicos

A aplicabilidade da fase SiAI(PMTFS) para separacdo de compostos polares foi
avaliada na separagao de uma mistura de cinco agrotoxicos moderadamente polares. A
mistura foi composta por metomil (LogP = 0,3), tiofanato metilico (LogP = 1,4), carboxina
(LogP = 2,14), terbutilazina (LogP = 3,21) e difenoconazol (LogP = 4,3) as estruturas dos
compostos estao apresentadas na Figura 8. Para a separagao da mistura foi empregada

fase movel ACN:H20 na proporgao 4:6 e detecgao PDA a 230 nm.

Figura 8. Estruturas moleculares dos compostos: metomil (A), tiofanato metilico (B), carboxina (C),

terbutilazina (D) e difenoconazol (E).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase SiAI(PMTFS) foi preparada e submetida a caracterizagao fisico-quimica e
morfoldgica. Os principais objetivos dessa caracterizagao foram (i) confirmar sua auto-
imobilizagdo nas particulas de silica aluminizada e (ii) avaliar se suas caracteristicas séo
compativeis com as necessidades de separagdo cromatografica de compostos polares
presentes em misturas. As fases SiAI(PMTFS) foram caracterizadas quanto a morfologia
(SEM e ASAP) e estrutura (FTIR e XRD).

Para melhor identificagdo das fases SiAI(PMTFS) de acordo com o periodo de
auto-imobilizacdo da camada polimérica, as fases foram referenciadas nesta dissertagao
com sua sigla previamente definida SiAI(PMTFS), seguida do periodo em dias deixada
em repouso estatico (sem agitacdo) a temperatura ambiente para imobilizagdo do
polimero: 15, 30, 60, 90, 120 e 180 dias. Assim, a fase SiAI(PMTFS) 15 se trata da fase
estacionaria de poli(metil-3,3,3-trifluroproprilsiloxano) auto-imobilizado nas particulas de

silica aluminizada por 15 dias.

4.1 Caracterizagao fisico-quimica da fase SiAl(PMTFS) auto-imobilizada

4.1.1 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura fornece informagdes importantes sobre a
morfologia das particulas que s&o essenciais para o enchimento de colunas
cromatograficas para a cromatografia liquida. Na cromatografia liquida empregam-se
colunas recheadas com fases estacionarias particuladas e o melhor desempenho é
alcancado quando o empacotamento da coluna é realizado em seu grau maximo de
compactagao das particulas da SP, ou seja, sem muitos espagos vazios entre as
particulas. Essa condigédo € alcangada com particulas esféricas, regulares e uniformes,
dispostas dentro da coluna. Uma micrografia representativa da fase SiAI(PMTFS) 180

auto-imobilizada esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Micrografias da Silica (A) e da fase SiAI(PMTFS) 180 preparadas com ampliagéo de (B) 5k e
(C) 20k.
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Pelas micrografias apresentadas na Figura 9B e C é possivel observar o
aparecimento de pequenos fragmentos apés a adicdo da alumina e do PMTFS sobre as
particulas de silica, esses fragmentos podem ser associados as nanoparticulas de
alumina presente na SP, porém podemos observar ndo houve mudanga significativa no
formato esférico da particula original da silica. Nao se observa também aglomeragao das
particulas da fase estacionaria. Quanto maior a regularidade das particulas para o
recheio das colunas cromatograficas, melhor tende a ser o desempenho cromatografico,

devido a melhor compactacao das particulas no interior do tubo de aco inoxidavel.

4.1.2 Andlise de area superficial e porosidade da fase SiAI(PMTFS)

As fases SIAI(PMTFS) auto-imobilizadas foram analisadas quanto as suas
caracteristicas de area superficial e porosidade a fim de avaliar as propriedades
morfolégicas das particulas, bem como o efeito da incorporacdo das particulas de
alumina e da camada de PMTFS. A area superficial foi determinada pelo método BET e
a porosidade pelo método BJH (Barret, Joyner e Halenda) (GREGG; SING, 1982), em
que as propriedades sido avaliadas através da adsorgcdo e dessor¢ao de N2 nos poros
das particulas dentro de uma faixa de pressdes relativas. Os resultados obtidos para as
fases estacionarias SiAI(PMTFS) auto-imobilizadas foram comparados com os
resultados obtidos para os suportes de silica e de silica aluminizada (SANTOS, 2019) e

estao dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4. Propriedades morfolégicas das particulas de silica, silica aluminizada e das fases
estacionarias SiAI(PMTFS).

Fase estacionaria Area ’s_uperfigzia_l1 Volume dsos_1 Diametro de
especifica(m“g') poros (cm°g™) poros (nm)
Silica 546,2 1,67 12,25
Silica aluminizada 423,0 0,97 11,12
SIAI(PMTES) 15 70,4 0,21 12,08
SIAI(PMTES) 30 50,3 0,14 11,56
SIAI(PMTFES) 60 90,6 0,26 11,59
SiIAI(PMTFES) 90 89,0 0,26 11,60
SIAI(PMTFS) 120 117,4 0,33 11,20
SIAI(PMTES) 180 169,6 0,44 10,31

Os resultados da Tabela 4 mostram que o suporte de silica aluminizada atende
aos requisitos necessarios para ser utilizado como suporte cromatografico, uma vez que
apresenta area superficial especifica maior que 10 m? g”' e mesoporosidade (MEYER,
2010). Quando comparados os suportes de silica e de silica aluminizada, ha uma
reducéao significativa 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 especifica houve uma redugao de 23 % do suporte de silica aluminizada
comparada a da silica. O mesmo acontece com os diametros de poros, apesar de niao
ter sido tao significativo quanto o volume de poros e area superficial. A diminuicdo da
area superficial especifica ndo é considerada uma desvantagem, quando se leva em
consideragao as vantagens que a modificagdo da superficie da silica com éxido metalico
traz ao suporte de silica aluminizada, como a maior resisténcia quimica em condicdes
mais alcalinas (SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014).

Apébs a auto-imobilizagdo do PMTFS sobre o suporte de silica aluminizada levou
a uma redugao de 60 % a 90 %, de acordo com o tempo de auto-imobilizacio, da area
superficial da silica aluminizada, bem como uma diminui¢ao significativa no volume dos
poros, entre 55 % a 85 %. Observa-se também que a redugdo das propriedades
morfolégicas, em comparagao com as propriedades dos suportes de silica e silica
aluminizada, € maior no inicio do processo de auto-imobilizacdo e aumenta
consideravelmente ao final do periodo estudado. Uma possivel explicagao para esse fato

pode ser o rearranjo das cadeias poliméricas do PMTFS que vao se acomodando e
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espalhando de forma mais uniforme sobre a superficie e poros das particulas do suporte
com o tempo, reduzindo a espessura da camada e levando a desobstru¢cdo de poros
previamente preenchidos com o polimero, completamente preenchidos com o polimero.
Esta forte redugao das propriedades morfolégicas do suporte € uma forte evidéncia da
auto-imobilizacdo do PMTFS.

As propriedades de poros e area superficial especifica das fases SIAI(PMTFS)
foram obtidas por meio de isoterma de adsorg&o de nitrogénio a -196 °C. Uma isoterma

representativa da medida esta apresentada na Figura 10.

Figura 10. Isoterma de adsorgéo e dessor¢édo de N2 na fase estacionaria SiAI(PMTFS) 180.
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O perfil da isoterma obtida pela adsorgao e dessorcao do N2 na fase SiAI(PMTFS)
€ caracteristico de isotermas do tipo IV. Nas isotermas do tipo IV sdo observados
processos distintos de adsorcao e dessorcdo de N2 na superficie e poros da fase
SiIAI(PMTFS) (ALOTHMAN, 2012). Esse tipo de isoterma é caracteristico de materiais
mesoporosos, com didmetro de 2 a 50 nm, confirmando os valores apresentados na
Tabela 4. A ndo sobreposi¢ao das isotermas de adsorcao e dessorgao caracterizam uma
histerese do tipo H1, o que define morfologicamente a fase SiAI(PMTFS) com poros
regulares, abertos e uniformes de forma cilindrica, caracteristicos da silica (TEIXEIRA;
COUTINHO; GOMES; 2001), indicando que nao ha alteragao significativa do formato dos

poros com a deposig¢ao das nanoparticulas de alumina e com a imobilizacido do PMTFS.
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4.1.3 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho

A espectroscopia de absor¢ado no infravermelho foi empregada para avaliar a
presencga dos grupos funcionais caracteristicos do PMTFS nas fases estacionarias auto-
imobilizadas. Os espectros de absor¢do no infravermelho da fase SiAI(PMTFS) e do

suporte SiAl estdo apresentados na Figura 11.

Figura 11. Espectro de absorgao na regido do infravermelho da fase SiAI(PMTFS) 180 auto-imobilizada

em comparagao com o espectro do suporte SiAl.
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Através dos espectros apresentados na Figura 11 é possivel observar os
estiramentos em 2970 e 2900 cm™' atribuidos ao estiramento Csp3-H de grupos CH2 e
CHes, respectivamente. Estes sinais na fase SiAI(PMTFS) é a evidéncia da presenca de
material organico no suporte de silica aluminizada e que a unica proveniéncia possivel &
do polimero. Uma outra evidéncia da imobilizacdo do polimero PMTFS s&o os
estiramentos em 1210, 1268, 1372 e 1449 cm™' que s3o referentes as ligagbes C-F,
estiramentos caracteristicos do carbono ligado a 3 atomos de fluor (grupos trifluoropropil
da estrutura polimérica) (MALDANER, 2010), confirmando assim que o polimero foi auto-
imobilizado nas particulas de silica aluminizada. Além disso, a SP mantém uma camada
de agua adsorvida, como pode ser observado pelas bandas em 1650 e 3400 cm™' que
sao referentes aos estiramentos O-H, esse resultado pode estar relacionado a duas
condigdes: (i) recobrimento incompleto da superficie do suporte; (i) o PMTFS pode ser
capaz de manter moléculas de agua adsorvidas na superficie da fase estacionaria,

mostrando seu carater polar, que pode ser util na interagdo com analitos polares.
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4.1.4 Analise elementar

As porcentagens de carbono nas fases SiAI(PMTFS) auto-imobilizadas foram
determinadas através da analise elementar. Os resultados obtidos estao apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5. Porcentagem de carbono em cada fase SiAl(PMTFS) auto-imobilizada.

Amostra (periodo de auto-

imobilizagio) %C %H %N
SIAI(PMTFS) 15 8,0 1,18 -0,09
SIAI(PMTFS) 30 9,5 1,37 -0,02
SIAI(PMTFS) 60 11,1 1,57 -0,07
SIAI(PMTFS) 90 10,9 1,53 -0,010
SIAI(PMTFS) 120 11,9 1,60 0,00
SIAI(PMTFS) 180 9,1 1,20 -0,05

Através dos dados apresentados na Tabela 5 é possivel verificar que o PMTFS
foi efetivamente imobilizado na superficie da silica aluminizada, uma vez que todas as
fases apresentaram um teor de carbono entre 8,0 e 11,9 %, carbono proveniente
exclusivamente do polimero. Para as fases SiAl(PMTFS) auto-imobilizadas por periodo
de até 60 dias é possivel observar um aumento na % C indicando que o polimero esta
em processo continuo de auto-imobilizacdo. A partir de 60 dias de auto-imobilizagao,
SIAI(PMTFS) 60, ha pequenas variagdes da % C obtida, indicando assim que o material
apresenta um comportamento constante do PMTFS sob o suporte de silica aluminizada,
ocorrendo apenas rearranjos da camada polimérica na superficie e poros das particulas

do suporte de silica aluminizada.

4.1.5 Difragcdo de Raio-X

A quantidade da alumina no suporte cromatografico de silica-aluminizada
preparado através do processo sol-gel intramicelar, foi avaliada por um trabalho do nosso
grupo de pesquisa, onde foi determinada, em média, 3,05 £ 0,27% m/m de alumina
(Al203) (SANTOS; ASSUNCAOQ; FARIA, 2019).
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Para verificar se o lote de silica aluminizada preparado neste trabalho de fato
possuia a alumina no suporte cromatografico e, consequentemente na fase estacionaria,
foi realizada a analise do material imobilizado a 180 dias por difracdo de raios X. O

difratograma obtido para a fase SiAI(PMTFS) esta apresentado na Figura 12.

Figura 12. Difratograma da fase SiAI(PMTFS) 180
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Através da Figura 12 observa-se um perfil tipico de materiais amorfos de silica,
aspecto confirmado com a presenga de um halo que apresenta elevada largura a meia
altura centrado em 26 entre 20 e 22 graus. A presenga da alumina pode ser confirmada
pelo pico estreito em 26 igual a 37,7°, atribuido ao plano cristalino 110 da fase alfa da
alumina. Este perfil era o esperado ja que a estrutura principal da fase € a base de silica
com pequenos tracos de alumina (SANTOS; ASSUNCAOQ; FARIA, 2019).

4.2 Avaliagao cromatografica das fases SiAl(PMTFS)
4.2.1 Mistura teste hidrofobica
4.2.1.1 Otimizagdo da composicao da fase movel
Inicialmente, as fases preparadas SiAI(PMTFS) foram aplicadas na separagao de

uma mistura teste padrao produzida no laboratério, contendo compostos hidrofébicos.
Essa mistura € normalmente empregada para a caracterizagao do modo de separagao
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das fases estacionarias, a partir da ordem de eluicdo dos compostos, bem como para a
otimizacao das condi¢cdes de analise requeridas pela fase estacionaria. A composi¢cao
ideal da fase mével para a analise da mistura na fase SiIAI(PMTFS) foi determinada a
partir da separagcao da mistura teste padrao, avaliando diferentes composicdes de fase
movel ACN:H20, porém sempre iniciando os testes com a composi¢cao 50:50 (v/v) e
ajustadas até a obtengcdo da melhor separagdo da mistura a partir da mudanga da
composic¢ao da fase movel.

Desta forma, a melhor condigdo de separagao obtida para a fase SiAI(PMTFS) foi
com ACN:H20 30:70 (v/v), com vazéo de 0,3 mL min-! e deteccdo dos compostos da
mistura teste hidrofébica em 254 nm. Os cromatogramas destas separagdes para todas

as fases SiAI(PMTFS) produzidas no estudo estdo apresentados na Figura 13.

Figura 13. Cromatogramas da separagéo da mistura teste hidrofébica composta por (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno, (5) naftaleno obtidas pelas fases SiAI(PMTFS). Condigcbes de
analise: fase mével ACN:H20 (30:70, v/v); vazdo de 0,3 mL min-'; detecgdo em 254nm. Identificacdo: (A)
SIAI(PMTFS) 15, (B) SiAI(PMTFS) 30, (C) SIAI(PMTFS) 60, (D) SIAI(PMTFS) 90, (E) SiAI(PMTFS) 120,
(F) SIAI(PMTFS) 180.
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Através dos cromatogramas apresentados na Figura 13, observa-se que houve a
completa separacdo da mistura teste padrdo hidrofébica, indicando que as fases
SiAI(PMTFS) atuam tipicamente na modalidade de fase reversa, uma vez que a ordem
de eluigao da mistura ocorreu do composto menos hidrofébico (benzonitrila) para o mais
hidrofébico (naftaleno). Nesta mistura e nas demais misturas analisadas neste trabalho,
foi incluida a uracila como marcador do tempo da fase movel, ou seja, o tempo que a
fase movel leva para percorrer todo o sistema cromatografico desde o momento da
injecao até a detecgéo.

Um dos principais problemas relacionados a RP-LC é a geracdo de grandes
volumes de residuos organicos, devido ao alto consumo de solvente organico na fase
movel. Nota-se que uma das principais caracteristicas observadas nas fases
SIAI(PMTFS) é a sua capacidade de separar uma mistura teste tipicamente hidrofébica
com alto teor de agua (70 %) em sua composigao de fase mével, minimizando o consumo

e geracgao de residuos organicos nas analises. Caracteristica esta que pode ser atribuida
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ao carater mais polar da fase estacionaria. Essa mesma mistura € mais bem separada
quando se emprega 80 % de solvente organico na fase movel, ou seja, apenas 20 % de
agua (FARIA; JARDIM; COLLINS, 2009). Por outro lado, podemos observar que o maior
teor de agua leva ao alargamento dos picos dos compostos mais hidrofébicos, em fungéo
de sua baixa solubilidade na fase movel e, consequentemente, a taxas mais lentas de

transferéncia de massa.

4.2.1.2 Otimizagdo da vazao da fase movel

A vazéo o6tima da fase movel para analise das fases SiAl(PMTFS) foi determinada
com base na curva de Van Deemter, que relaciona a altura de um prato (H) a velocidade
linear da fase moével (u), empregando ACN:H20 (30:70, v/v). O ponto minimo da curva
indica a velocidade linear da fase movel que proporciona a maxima eficiéncia de
separagao, portanto a melhor vazdo da fase mével para uma determinada coluna
cromatografica. Os valores de H foram obtidos a partir do pico do naftaleno presente na
mistura teste e os valores de p estao relacionados a vazao da fase mével. A curva de
Van Deemter apresentada na Figura 14, foi obtida através da fase SiAI(PMTFS) 60, com

o intervalo de vazao entre 0,1 a 1,2 (mL min™").

Figura 14. Curva de Van Deemter para a fase SiAI(PMTFS) 3.
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A curva apresentada na Figura 14 mostra que o ponto minimo é obtido na vazao
0,3 mL min-' (velocidade linear de 2,4 cm min-') e apresenta maxima eficiéncia de coluna
e, consequentemente, o menor valor de H para a fase SiAI(PMTFS). No entanto, &

possivel observar uma constancia da eficiéncia a partir desta vazéo até 1,2 mL min-', o



50

que indica que o aumento da vazao na FE nado produz grandes alteragcdes na eficiéncia
da fase SiAl(PMTFS). Assim, qualquer vaz&o a partir de 0,3 mL min-' podera ser adotada
para fase movel em separagdes empregando a fase SiAI(PMTFS) sem perda significativa
de eficiéncia de coluna. A vazao de 0,3 mL min-' foi adotada para os demais estudos por
possibilitar uma maior resolugdo dos picos no cromatograma e melhor visualizagdo das

propriedades de retencao da fase.
4.2.2 Mistura teste Engelhardt simplificada

As fases estacionarias SiAI(PMTFS) auto-imobilizadas foram aplicadas na
separagao de alguns compostos da mistura-teste proposta por Engelhardt e Jungheim
(ENGELHARDT; JUNGHEIM, 1990) para a caracterizagdo da atividade silanofilica
(atividade dos grupos silandis residuais), da seletividade hidrofébica e da hidrofobicidade
das fases. As fases SIAI(PMTFS) 15 e 30 n&o obtiveram boas separagdes dos
compostos e, portanto, ndo sdo apresentadas neste trabalho. Os cromatogramas das
fases SIAI(PMTFS) 60, 90, 120 e 180 estao apresentados na Figura 15.

Figura 15. Cromatogramas da separagéo de alguns compostos da mistura-teste de Engelhardt e
Jungheim pelas fases SiAI(PTMFS). Condigbes cromatograficas: ACN:acetato de amdnio pH 9,00 30:70
(v,v); 0,3 mL min-' e detecgdo a 254 nm. Compostos testes: (1) uracila, (2) fenol, (3) benzilamina, (4)
N,N-dimetilanilina, (5) tolueno e (6) etilbenzeno. (A) SIAI(PMTFS) 60, (B) SiAI(PMTFS) 90, (C)
SIAI(PMTFS) 120 e (D) SiAI(PMTFS) 180.
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Os cromatogramas apresentados na Figura 15 mostram que em todas as fases a
N,N-dimetilanilina foi eluida antes do tolueno, indicando uma baixa atividade silanofilica
nas fases SIAI(PMTFS). A atividade silanofilica esta relacionada a interagdo dos grupos
ativos superficiais do suporte cromatografico que, por natureza, apresenta caracteristica
acida, com componentes basicos das misturas. Logo, a baixa atividade silanofilica &
indicativo de um bom recobrimento do suporte cromatografico a partir de 60 dias de auto-
imobilizagdo do PMTFS sobre a silica aluminizada.

Outros parametros cromatograficos avaliados pela mistura de Engelhardt foram a
hidrofobicidade (medida pelo fator de retencdo do etilbenzeno) e a seletividade
hidrofobica das fases SIAI(PMTFS) (acH2 = Ketibenzeno/Ktolueno). Estes valores estao

dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Caracterizagdo cromatografica das fases SiAI(PMTFS) pela mistura-teste de Engelhardt.

Fases OlCH2 As 10 (N,N-dimetilanilina) Ketilbenzeno % C
SIAI(PMTFS) 60 1,7 1,2 15,2 11,1
SIAI(PMTFS) 90 1,7 1,6 16,1 10,9
SiAI(PMTFS) 120 1,7 1,2 14,2 11,9
SiAI(PMTFS) 180 1,7 1,4 14,3 9,1

Observa-se que as fases apresentam seletividade hidrofébica idénticas 1,7,
indicando que houve separagao total entre o etilbenzeno e o tolueno, uma vez que o acHz
de uma fase reversa de cadeia linear alquila quimicamente ligada (Cs, C1s) apresentam
valores dessa ordem quando empregadas fases moéveis com 80 % de componente
organico na fase mével (EUERBY; PETERSSON, 2003). O Ketibenzeno Sofre pequenas
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variagbes ao longo do tempo de auto-imoiblizagcdo do PMTFS, indicando uma alta
hidrofobicidade da fase SIAI(PMTFS) nas condicbes de analise com 70 % de
componente aquoso na fase mével. A hidrofobicidade sob condigbes tipicas de fase
movel (80 % de acetonitrila) para o modo de fase reversa indica um fator de retencéo
para o etilbenzeno de 1,0. Outra medida na fase SiAI(PMTFS) obtida com a mistura de
Engelhardt foi o fator de assimetria para o composto basico da mistura, a N,N-
dimetilanilina. O valor ideal para o fator de assimetria de um pico fica entre 0,9 e 1,2
(MEYER, 2010), podendo ser considerado como um pico simétrico. O pico simétrico é o
indicativo de que as interacbes ocorrem apenas entre o soluto e a camada da fase
estacionaria dentro da coluna. Os fatores de assimetria obtidos para o composto basico
nas fases SIAI(PMTFS) estdo préximos desta faixa, o que confirma os resultados de
caracterizagao fisico-quimica das fases, indicando um bom recobrimento da superficie

das particulas de silica aluminizada a partir de 60 dias de auto-imobilizagcdo do PMTFS.

4.2.3 Protocolo de Tanaka e colaboradores

O protocolo de caracterizagdo cromatografico desenvolvido por Tanaka e
colaboradores (KIMATA et al., 1989) é um método bem conceituado para avaliar a
qualidade e as propriedades das fases estacionarias, principalmente na modalidade de
fase reversa. Este método € utilizado por diversos grupos de pesquisas e fabricantes de
fases estacionarias. O protocolo de Tanaka é constituido por quatro misturas testes que
devem ser separadas pelas fases estacionarias em estudo, empregando as condigbes
pré-definidas de analise em cada mistura.

Apos a separacdo das misturas, sdo obtidos os tempos de retencdo dos picos
para caracterizacao das propriedades de retencao da fase estacionaria e sua capacidade
de separar substancias que se diferem por pequenos grupos funcionais. As propriedades
sao analisadas através do fator de retencao dos compostos, calculado pela Equagao 4.

k — tanalito—tm

Equacao 4

tm
Em que: tanaito € referente ao tempo de retencédo do analito desejado e tm € 0 tempo de

retencéo da uracila

O tm se refere ao tempo de retengdo do primeiro pico no cromatograma, neste

caso a uracila, que foi eluida pela fase mével sem interagir com a fase estacionaria.
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Dessa forma, esse composto gasta o mesmo tempo que a fase movel para percorrer o
sistema cromatografico, desde a injecdo da amostra até a deteccdo no sistema de
detecgdo. As propriedades das fases SiAI(PMTFS), medidas pelo protocolo de Tanaka
foram:
> Hidrofobicidade (krs) — E medida pelo fator de retencéo do pentilbenzeno
presente na MT |. Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da fase
estacionaria, permitindo também inferir sobre o grau de recobrimento da
superficie do suporte cromatografico;
> Seletividade hidrofébica (ackz) — E medida pela razdo entre os fatores de
retencdo do pentilbenzeno e do butilbenzeno, acH2 = kes/kss. Esta € uma medida
da capacidade da fase em separar dois compostos que se diferenciam apenas
por um grupo CHz;
> Seletividade estérica (aro) — E medida pela raz&o dos fatores de retengéo
do trifenileno e da o-terfenila, atio = k1/ko. O ato mede a capacidade da fase
estacionaria em separar duas substancias com polaridade similares, no entanto
com diferenca em sua geometria e disposicao espacial;
> Capacidade de ligagao de hidrogénio (acm) — Esta propriedade é obtida
pela razdo dos fatores de retencido da cafeina e do fenol, acr = kc/kp, presentes
na mistura de Tanaka Il. O acr € uma medida do numero de grupo silandis
disponiveis na fase estacionaria que estdao aptos a formarem ligacbes de
hidrogénio com componentes de amostra;
> Capacidade de troca ibnica total (as/p pH 7,60) — Propriedade medida pela
razao dos fatores de retengdo da benzilamina e do fenol, asr pH 7,60 = kse/kp,
presentes na mistura de Tanaka lll, empregando a fase moével tamponada em pH
7,60. O valor obtido € uma estimativa da atividade silanofilica total da fase
estacionaria;
> Capacidade de troca ibnica em meio acido (as/p pH 2,70) — Propriedade
medida pela razao dos fatores de retencao da benzilamina e do fenol, as/ pH 2,70,
presentes na mistura de Tanaka IV, empregando fase mével tamponada em pH
2,70. O valor obtido é uma estimativa da acidez dos grupos silandis residuais

presentes na fase estacionaria.
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Os resultados obtidos a partir da separagao dos compostos das misturas testes
de Tanaka com relagc&o aos parametros cromatograficos nas fases SiAI(PMTFS) auto-

imobilizadas estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Propriedades de retencdo cromatografica obtidas com a separagao das misturas de Tanaka

pelas fases SIAI(PMTFS) e uma fase C1s quimicamente ligada.

Parametros/ kes OlCH2 aT/o ac/p OB/PpH7,6 OB/PpH27
Fases
SIAI(PMTFS) 60 1,00 1,00 1,00 1,84 3,62 2,48
SIAI(PMTFS) 90 1,00 1,00 1,00 1,90 3,87 3,55
SIAI(PMTFS) 120 1,00 1,00 1,00 1,81 3,49 3,56
SIAI(PMTFS) 180 1,00 1,00 1,00 2,09 3,35 3,36
C1is comercial 5,60 1,45 2,04 0,44 0,81 0,02

A partir dos valores apresentados na Tabela 7, é possivel observar que as fases
auto-imobilizadas a partir dos 60 dias apresentam valores de propriedades muito
similares entre si, indicando que o fenbmeno de auto-imobilizacdo do PMTFS ocorre
efetivamente a partir dos 60 dias. Além disso, observa-se que as caracteristicas de troca
ibnica, acidez e de formacgao de ligagao de hidrogénio nas fases SiAI(PMTFS) s&o mais
pronunciadas que nas fases comerciais a base de C1s quimicamente ligadas. De certa
forma, os valores obtidos eram esperados, uma vez que a fase SiAI(PMTFS) requer
maior quantidade de agua na fase mével para melhor separagédo das substancias,
indicando suas caracteristicas de interacao hidrofilica com os compostos das misturas.
Adicionalmente, a presenca de ions metalicos no suporte cromatografico aumenta a
acidez da fase, retendo mais fortemente compostos basicos como a benzilamina. Estes
resultados, no entanto, podem ser considerados positivos, pois os compostos basicos
eluem de forma simétrica, como visto para a N,N-dimetilanilina, indicando a possibilidade
de as interagdes hidrofilicas ocorrerem a partir do grupamento trifluoropropila do
polimero com os solutos basicos.

Para avaliar a diferenca, no entanto, entre as fases auto-imobilizadas por
diferentes periodos se tona mais dificil se forem considerados apenas os valores
numéricos dos parametros apresentados na Tabela 6. Para facilitar a visualizagao
dessas propriedades e realizar uma analise comparativa, os valores da Tabela 6 foram
plotados em graficos do tipo radar e comparados com os resultados obtidos para valores

tipicos de fases estacionarias C1s comerciais, também apresentados na forma de grafico
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radar na Figura 16. Os valores dos parédmetros de Tanaka da fase C1s quimicamente

ligada foram obtidos da média de 10 colunas comerciais (CRUZ et al., 1997).

Figura 16. Grafico radar das propriedades de retengao das fases estacionarias SiAI(PMTFS) e de uma

fase C18 comercial.
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De uma forma geral, nota-se que as fases SiAI(PMTFS) possuem menor

hidrofobicidade e menor seletividade hidrofobica que fases comerciais de Cis
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quimicamente ligadas, isso se deve a fase SiAI(PMTFS) possuir uma caracteristica mais
polar, requerendo uma fase moével de menor forga cromatografica (mais agua na sua
composicao) e atuando na modalidade de fase reversa. Porém, as fases SiAI(PMTFS)
apresentam maior seletividade para compostos polares, medida pelos parametros acre e
asp, provavelmente devido a presencga do fluor nas fases e devido a influéncia da
alumina no suporte cromatografico. A maior hidrofobicidade ou maior hidrofilicidade das
fases € medida pelo tamanho da area hachurada a direita ou a esquerda,
respectivamente, no grafico radar. Desta forma, observa-se que as fases SiAI(PMTFS)
apresentam maior area hachurada do lado esquerdo, enquanto a fase comercial maior
area hachurada do lado direito, confirmando a caracteristica de maior polaridade das
fases SiAI(MPTFS) auto-imobilizadas.

Através dos dados apresentados € possivel indicar que o processo de auto-
imobilizacdo do PMTFS sob o suporte de silica aluminizada foi eficaz produzindo fases
estacionarias que atuam na modalidade de fase reversa a partir do 60° dia de auto-
imobilizagdo. Apesar de atuar nessa modalidade, a fase SIAI(PMTFS) ndo apresenta
somente carater hidrofébico, mas também um carater hidrofilico, proveniente do PMTFS,
que por sua vez possui o atomo de fluor e ligagdes C-F na estrutura, garantindo assim
uma hidrofilicidade a fase SiAI(PMTFS), além, possivelmente, da influéncia da alumina

no suporte cromatografico.

4.2.4 Teste de estabilidade da fase SiAI(PMTFS)

Algumas condi¢des de analise podem afetar a vida util das fases estacionarias,
tais como: pH da fase mével (MP, mobile phase), temperatura, concentragao e tipo de
tampao e composicdo da MP. Estas condicbes combinadas podem acelerar a
degradagdo da fase estacionaria. Empregando o teste proposto por Gomes e
colaboradores (GOMES; SANTOS; FARIA, 2020) é possivel determinar a vida util da
coluna cromatografica com menor gasto de solvente e tempo de analise. A Figura 17
apresenta o grafico de estabilidade da eficiéncia de coluna para a fase SiAI(PMTFS) 90

e de uma fase C1s a partir da analise da mistura teste hidrofébica.
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Figura 17. Avaliagcao da vida util da fase estacionaria SiAI(PMTFS) 90 e da fase estacionaria comercial
Crs.
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A perda de eficiéncia que caracteriza a morte de uma coluna cromatografica, ou
seja, 0 momento a partir do qual a mesma perde todas suas fungcbes de separagao é
definida quando 50 % da eficiéncia inicial € perdida com a passagem continua de fase
movel, estabilidade hidrolitica (FONSECA et al., 2004). Sendo assim, a fase
SiAI(PMTFS) foi avaliada empregando condicdes drasticas de eluigdo, Figura 17. E
possivel observar que a morte da coluna recheada com a fase SiAI(PMTFS) 90 nao é
registrada dentro do periodo de estudo, definido previamente como 24 h. Apds esse
periodo o estudo € encerrado devido ao consumo de tempo de funcionamento do
equipamento sob condicbes drasticas para evitar problemas com seu desempenho e
pressao. Comparativamente, uma fase comercial C1s tipica apresenta perda de 50 % de
sua eficiéncia inicial quando atinge 390 volumes de coluna, indicando que a fase com
suporte de silica aluminizada produzida neste trabalho € mais estavel que fase
quimicamente ligada tipica. Apds passada as 24 h (mais de 1000 volumes de coluna) a
fase SIAI(PMTFS) 90 apresenta uma queda de 30 % da sua eficiéncia, indicando que o
suporte de SiAl confere a fase SiAI(PMTFS) 90 uma maior estabilidade quimica diante
de condigbes extremas de pH. Como ndo conseguimos realizar o teste de estabilidade
em comparagao com uma fase fluorada comercial, acredita-se que uma contribuicdo
para a maior estabilidade da fase SIAI(PMTFS) esta associada a camada polimérica,

uma vez que os resultados cromatograficos indicaram um bom recobrimento do suporte
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pela camada de PMTFS, evitando o contato da fase mével alcalina com o suporte

cromatografico.

4.3 Aplicabilidade da fase SiAl(PMTFS)

4.3.1 Separagao de agrotoxicos

De acordo com as propriedades de retengao apresentadas pela fase SiAI(PMTFS)
na caracterizagdo cromatografica com misturas testes padrdao, uma mistura composta
por cinco moléculas de agrotoxicos, com caracteristicas moderadamente polares, foi
avaliada usando a fase SiAI(PMTFS) auto-imobilizada. A mistura de agrotdxicos foi
constituida do inseticida metomil, os fungicidas carboxina, difenoconazol e tiofanato
metilico, e o herbicida terbutilazina. Esses compostos sao utilizados principalmente nas
culturas de arroz, milho e soja, com aplicagdes sistémicas ou foliares. Estes compostos
apresentam baixa retencdo em fases C1s comerciais, pois possuem caracteristicas
moderadamente polares, com LogP entre 0 e 4 (PUBCHEM, 2021).

A mistura de agrotdxicos foi analisada pela fase SiAI(PMTFS) 120 e a melhor
condicao de fase movel encontrada foi a ACN:H20 (40:60, v/v), com vazéo de 1,2 mL
min-! e detecgdo PDA 230nm. O cromatograma dessa separagdo esta apresentado na

Figura 18.

Figura 18. Cromatograma de separag¢ao da mistura de agrotéxicos pela fase SiAI(PMTFS) e pela fase
C1s comercial composta por: (1) metomil, (2) tiofanato metilico, (3) carboxina, (4) terbutilazina e (5)
difenoconazol. Condigdes de analise: fase mével ACN:H20 (40:60, v/v), vazdo de 1,2 mL min' e
detecgao PDA a 230 nm.
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Pelo cromatograma da fase SiAI(PMTFS) da separagédo dos cinco agrotéxicos,
apresentado na Figura 18, é possivel observar que houve uma separacéo eficiente dos
compostos, com boa retengdo para os agrotoxicos mais polares da mistura na fase
SiIAI(PMTFS). Se compararmos com o cromatograma apresentado da fase C1s comercial
€ possivel observar que a fase SiAI(PMTFS) possui melhor separagéo dos compostos 1
e 2 da mistura e uma analise mais rapida, de aproximadamente 6 min com elevada
porcentagem de agua em sua fase movel. Além disso, a eluicdo dos picos pode ser
considerada simétrica na fase, mostrando potencialidade de aplicagdo da fase
SiAI(PMTFS) auto-imobilizada na separagao de compostos de moderada polaridade. A
separagao dos agrotoxicos corrobora com os resultados obtidos de caracterizagdo da
fase SIAI(PMTFS), indicando que a fase possui seletividade para compostos polares
devido as interagdes estabelecidas com grupos trifluoropropila do polimero PMTFS,
possibilitando a separagcao de compostos de baixa retencdo em fases comerciais a base
de C1s. A separacgao da mistura foi realizada a vazao de 1,2 mL min-', indicando também
que pode-se alcancgar separacoes eficientes e boa resolucédo entre os compostos com
vazbes mais elevadas. Nao foi possivel realizar a comparacao da separacao da mistura
de agrotdxicos com uma fase fluorada comercial, no entanto acredita-se que a auto-
imobilizagdo do PMTFS, ocorre de forma efetiva sobre o suporte de silica aluminizada,
garantindo a interagdo de compostos polares e evitando a sangria de coluna durante a

analise.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos foi possivel concluir que a auto-imobilizagédo do
polimero PMTFS sobre o suporte de silica aluminizada na forma de uma fina camada se
mostrou eficaz ja a partir do 60° dia de auto-imobilizagdo, mesmo sem a evidéncia de
formacgao de ligagado quimica entre grupos ativos da superficie do suporte e do polimero.
A caracterizacao fisico-quimica da fase SiAI(PMTFS) indicou a presenca de bandas
referentes aos estiramentos C-F confirmando assim a presenca do polimero PMTFS
sobre as particulas de silica aluminizada. Através do DRX é possivel confirmar a
presenca da alumina devido a presenga de um pico estreito em aproximadamente 38°.
A microscopia eletrbnica de varredura permitiu constatar que mesmo com as
modificagdes realizadas nao houve mudancas significativas no formato das particulas,
garantindo assim um melhor empacotamento das particulas da fase estacionaria dentro
da coluna.

Através das avaliagbes cromatograficas foi possivel determinar que a fase
SiAI(PMTFS) atua na modalidade de fase reversa, determinada pela ordem de eluigéo
dos compostos analisados. Diferentemente das fases comumente utilizadas na
modalidade de fase reversa, a fase SiAI(PMTFS) necessita de uma alta quantidade de
agua na fase mével (70 %) para que haja separagéo total de misturas testes padrao.
Esses resultados indicam uma boa perspectiva de separagao de compostos hidrofébicos
e hidrofilicos pela fase SiAI(PMTFS) sem que haja geragao de altos volumes de residuo
de solvente organico. Além disso, a fase SiIAI(PMTFS), mesmo sem qualquer processo
de fixagcdo do polimero se mostrou eficiente na separacdo de compostos polares e
apolares ao longo do estudo. A avaliagao da estabilidade quimica da fase indicou boa
estabilidade quimica em condigdes extremas de fase mdvel que é proveniente da
utilizacdo do suporte de silica aluminizada, possibilitando maiores possibilidades em
relagao as condicdes de analises.

A fase SIAI(PMTFS) foi entdo aplicada na separagdo de agrotéxicos com
caracteristicas polares, resultando em uma boa separacdo de compostos confirmando
assim a seletividade do material produzido neste trabalho para separagao de compostos

polares.
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