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RESUMO

Apesar do amplo campo de aplicacao a cromatografia liquida no modo de fase reversa apresenta
limitagdes na separagdo de algumas classes de compostos, em especial, os altamente polares, por
apresentarem baixa retencdo nas fases estacionarias convencionais, como a Cs e a Cig
quimicamente ligadas. Visando contornar essa limitacdo, este trabalho apresenta o
desenvolvimento de uma fase estacionaria com caracteristicas polares com intuito de obter um
material seletivo para compostos polares. A fase estacionaria foi preparada a partir da
imobilizagdo térmica do poli(glicidoxipropilmetilsiloxano), PGPMS, sobre particulas de silica,
em que o grupamento glicidoxi forneceu as caracteristicas desejadas para o material. A
preparagdo da fase estacionaria Si(PGPMS) foi otimizada empregando um planejamento fatorial
e caracterizada fisico-quimica e cromatograficamente. Com os resultados de caracterizacdo
fisico-quimica obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia magnética
nuclear 2°Si e analise elementar, foi possivel determinar: (i) a presenca do PGPMS na fase através
de bandas caracteristicas no espectro de infravermelho, que o mesmo foi quantificado por analise
elementar em termos de % C e que o PGPMS foi imobilizado quimicamente nos grupos silandis
da silica. A caracterizagdo morfoldgica foi realizada por microscopia eletronica de varredura e
analise de area superficial e porosidade, mostrando que o suporte de silica imobilizado com o
polimero mantém as caracteristicas de porosidade e alta area superficial na forma de particulas
esféricas do suporte de silica. O tratamento térmico do PGPMS sobre a silica foi otimizado,
resultando em temperatura e tempos ideais de imobilizacao de 90 °C por 12 h, respectivamente,
tanto em termos de quantidade de polimero imobilizado quanto de desempenho de separagdo. As
analises cromatograficas realizadas a partir da separagdao de misturas testes padrao resultaram em
separacgoes tipicas da modalidade de fase reversa, com boa estabilidade da camada polimérica
sobre a silica, mantendo fixas as propriedades de retencao dos compostos apds uso continuo do
material na separagdo das misturas. No estudo das propriedades de retengdo da fase Si(PGPMS),
observou-se interagdes bem intensas de substancias acidas, polares e basicas, indicando que a
superficie polar, garantida pela presenga do grupo glicidoxi, pode ser adequada para separagdo
de misturas de compostos que normalmente ndo sdo retidos em fases estacionarias reversas

comerciais.

Palavras-chave: CLAE, fase estaciondria, otimizagdo, poli(glicidoxipropilmetilsiloxano),

tratamento térmico.



ABSTRACT

Despite the wide field of application, liquid chromatography without reverse phase mode presents
limitations in the division of some classes of compounds, especially the highly polar ones, by
branch of low retention in conventional stationary phases, such as C8 and C18 chemically
bonded. Aiming to circumvent this limitation, this work presents the development of a stationary
phase with polar characteristics to obtain a selective polar material. The stationary phase was
prepared from the thermal immobilization of the poly(glycidoxypropylmethylsiloxane), PGPMS,
onto silica particles, where the glycidyloxy group provided as desired characteristics for the
material. A preparation of the Si stationary phase (PGPMS) was optimized using a factorial
design and characterized physicochemically and chromatographically. Compatibility with results
of the physical-chemical characterization obtained by infrared spectroscopy, 2°Si nuclear
magnetic resonance and elemental analysis, was designed to determine: (i) a presence of the
PGPMS in the phase through characteristic bands in the infrared spectrum, which the was even
quantified by elemental analysis in terms of %C and that PGPMS was chemically immobilized
on the silanol silanol groups. A morphological characterization was performed by scanning
electron microscopy and porous surface area analysis, showing the silica support immobilized
with the polymer maintained as pore characteristics and high surface area in the form of spherical
particles of the silica support. The heat treatment of PGPMS on silica was optimized, resulting in
optimum temperature and immobilization times of 90°C for 12 h, respectively, in terms of the
amount of immobilized polymer as well as the performance of separation. As chromatographic
analyzes performed from the separation of standard testers mixtures resulted in typical
separations of the reversed phase modality with good stability of the polymer layer on the silica,
keeping them fixed as retention property of the products after the continuous use of the material
in the separation of the mixtures. In the study of the Si phase retention good (PGPMS),
background observations, safety measures, safety measures, guarantees of the presence of the
glycidyloxy group, may be suitable for separating mixtures of content that are not normally

retained in stationary phases reverse.

Keywords: HPLC, stationary phase, optimization, poly(glycidoxypropylmethylsiloxane),

thermal treatment.
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1 INTRODUCAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performance liquid
chromatography) vem ocupando um lugar proeminente nos ultimos 40 anos, dentre as técnicas
mais utilizadas para fins analiticos, abrangendo tanto analises qualitativas como analises
quantitativas. A HPLC ¢ a técnica de separacdo mais abrangente e versatil para resolver misturas
de compostos com as mais variadas estruturas quimicas. Sendo assim, a cromatografia se
caracteriza por ser um método fisico-quimico de separagao dos componentes de uma mistura,
realizada através da distribui¢do desses componentes entre duas fases. (FARIA; COLLINS;
JARDIM, 2009).

A HPLC possui uma importante subdivisdo, sendo duas principais: a cromatografia
liquida classica (LC, do inglés liquid chromatography) e a HPLC. A elui¢do na LC ¢ propiciada
pela acdo da gravidade ou com aplicacdo da pressdo reduzida, podendo reutilizar o recheio da
coluna desde que seja recuperado o adsorvente. Na HPLC emprega-se uma coluna fechada de
aco inox, na qual as particulas das fases estacionarias sdo menores e preenchem completamente
a coluna, tornando necessario o uso de uma bomba de alta pressdo para a eluicdo da fase movel
(DEGANI; CASS; VEIRA, 1998).

Na HPLC o processo cromatografico consiste, basicamente, em uma fase movel (FM) que
se move através de uma fase estacionaria (FE), carregando os componentes de uma mistura.
Durante a passagem da fase movel pela fase estacionaria os componentes da mistura sdo
distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um desses componentes ¢ seletivamente retido
na fase estacionaria. A fase movel ¢ bombeada sob alta pressao, porém a uma vazao controlada.
Na técnica, uma pequena quantidade de amostra ¢ introduzida por meio de uma vélvula de
injecao, sendo arrastada pela fase movel através da coluna e até ao detector (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).

A técnica se divide em modalidades de acordo com os mecanismos de separagdo
promovidos por suas fases moveis e fases estaciondrias. As principais modalidades da HPLC sao:
a cromatografia em fase normal (NP-LC, do inglés normal-phase liquid chromatography), no
qual emprega-se uma fase estaciondria mais polar que a fase mével, e; a cromatografia liquida
em fase reversa (RP-LC, do inglés reversed-phase liquid chromatography), na qual a fase
estacionaria € constituida de uma camada fortemente apolar retida na superficie e poros de um

suporte inorganico, enquanto que a fase mével emprega eluentes misturados com agua (MEYER,
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2010). Esta ultima modalidade possui uma grande aceitacdo, principalmente, devido a grande
quantidade de substancias que podem ser separadas com altas eficiéncia e rapidez.

A fase reversa apresenta algumas vantagens em relagdo a fase estacionaria normal. As
fases reversas utilizam como fase mével, solventes menos toxicos e mais baratos, que os solventes
clorados empregados na fase normal, como agua e metanol; tendem a adquirir rapido equilibrio
da coluna apds a mudanca da fase movel; possuem boa reprodutibilidade dos tempos de retengao;
possibilidade de elui¢do por gradiente, resultando em melhor separacdo e rapidez nas analises
(TONHI et al., 2002).

A fase estaciondaria ¢ de extrema importancia no sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, pois juntamente com a eluicao da fase moével promove a separacao de espécies de uma
amostra, devido as diferentes interacdes. Fases estacionarias reversas, devido a inversao da
seletividade com a introdu¢do de grupos orgéanicos sobre suporte de silica, vém sendo
desenvolvidas nos ultimos anos em grande extensdo (FARIA; JARDIM; COLLINS, 2009).

Dentre as formas de preparo de fase estacionaria, as fases estacionarias quimicamente
ligadas (FEQL) obtidas pelo processo de organossilanizagdo apresentam melhor
reprodutibilidade e melhor estabilidade hidrolitica e, portanto, ¢ o método mais comum no
preparo de fases estaciondrias comerciais (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). No
método por organossilanizacdo ¢ necessario inicialmente ativar os grupos ativos (silandis) da
superficie da silica através de aquecimento, removendo moléculas de agua presentes por ligagdes
de hidrogénio. Apos a ativagdo dos grupos reativos, promove-se a reacao quimica entre 0s grupos
hidroxilas e um agente silano, formando-se as fases estacionarias quimicamente ligadas do tipo
siloxano (KIRKLAND, 2004).

Os agentes silanos que se ligam quimicamente aos grupos silanois da silica mais utilizados
sdo o octadecilsilano (Cis) e o octilsilano (Cg) (TONHI et al., 2002). A principal vantagem das
fases do tipo siloxano ¢ a estabilidade relativamente alta da ligacao siloxano, Si-O-Si, entre o
suporte de silica e o agente organossilano, conferindo maior estabilidade hidrolitica a fase
estacionaria (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). O maior problema das reacdes de
silanizag¢do da superficie da silica e, por consequéncia, das fases quimicamente ligadas ¢ que
somente um numero limitado de grupos silanois (grupos ativos da superficie da silica, Si-OH)
reage devido ao impedimento estérico (KIRKLAND, 2004; ENGELHARDT; BLAY; SAAR,
2005). O impedimento estérico ¢ gerado pelos volumosos agentes silanos (Cs ou Cig) empregados
na reagdo, que ocasionam a baixa concentracao do ligante na superficie da silica. Os silanois que

ndo reagem (silanodis residuais) sdo acidos e podem alterar o mecanismo de retencao, contribuindo



14

para a retengdo e desempenho indesejados, principalmente, de substancias basicas, mas também

de substancias polares (KIRKLAND, 2004; ENGELHARDT; BLAY; SAAR, 2005).

1.1 Suportes cromatograficos

As fases estaciondrias para RP-LC sao normalmente constituidas de um suporte solido
revestido, através de ligacao quimica ou recobrimento polimérico, por uma de um liquido com
caracteristicas mais apolares. S3o muitas as caracteristicas desejaveis para que um suporte
cromatografico seja empregado no preparo de FE, tais como (MEYER, 2010):

v' Ser suficientemente poroso, permitindo que o liquido seja absorvido pelos seus poros;
v Diametro de poro entre 5 ¢ 100 nm, pois poros mais estreitos dificultam a transferéncia
de massa podendo ocorrer efeitos por exclusdo de tamanho, enquanto que poros mais

largos impedem a fixagdo 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
estacionario ou a reagao de fixacdo do mesmo;

v' Area superficial suficientemente grande para aumentar a capacidade de aceitagdo da
amostra;

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

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

Os primeiros materiais empregados como suporte cromatografico foram os oxidos
inorganicos de silicio (SiOy, silica) e de aluminio (Al2O3, alumina). A silica tem sido o material
preferido para a preparagdo das fases estaciondrias para RP-LC, devido principalmente a sua
facilidade de modificagdo superficial, possibilitando o preparo de diversos tipos de fases
estaciondrias reversas. Além disso, ¢ comercialmente disponivel em uma grande variedade de
tamanho de particulas e formas (TONHI et al., 2002).

A silica na sua forma amorfa contém em sua superficie pelo menos trés tipos de grupos
silandis (Figura 1), tais como: silandis isolados, silandis vicinais e silandis geminais, que
conferem ao material uma elevada acidez superficial (BERTHOD, 1991). Além destes grupos
caracteristicos, a silica possui uma estrutura rigida devido a suas liga¢des siloxano (Si-O-Si)

altamente estaveis.
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Figura 1. Tipos de grupos silandis e ligacoes siloxano na superficie da silica amorfa.
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Fonte: SILVEIRA; DIB; FARIA, 2014.

Porém, a silica apresenta algumas limitagdes como suporte cromatografico: A primeira
limitacdo se deve a sua utilizacdo restrita a uma faixa de pH de 2 até 8 e, a segunda, refere a
presenca dos grupos silanois residuais (que ndo foram totalmente modificados durante a
preparacdo da fase reversa). Em meio acido, quando o pH for menor que 2, os grupos organicos
(camada da fase estacionaria) ligados a silica na fase reversa sdo mais facilmente lixiviados, pois
as ligacdes =Si-O-Si-C susceptiveis a hidrolise 4cida. Em meio bésico, quando o pH estiver acima
de 8, a silica se converte a silicato que ¢ soluvel em meio aquoso (fase movel), promovendo a
dissolu¢do da silica e, consequentemente, a perda da camada de fase estacionaria que se encontra

ligada ao suporte (SILVA et al., 2004).

1.2 Imobilizacio polimérica sobre suporte cromatografico

Na tentativa de se obter uma FE com uma maior protecao dos grupos silanois na superficie
da silica e maior estabilidade frente a passagem de FM em condic¢des basicas ou acidas, novas
estratégias de preparacdo de fases estacionarias vém sendo desenvolvidas. Uma das estratégias
bem-sucedida na preparagdo de fases estaciondrias para HPLC de melhor recobrimento do
suporte consiste em imobilizar polimeros organicos sobre as particulas de silica (NASAL et al.,
1996, KURGANOV et al. 1996; JARDIM; COLLINS K; COLLINS C, 2004; FARIA,
COLLINS, JARDIM, 2009). O principal objetivo deste procedimento ¢ recobrir a superficie da
silica com uma fina camada do polimero e assim, bloqueando o acesso de solutos aos grupos
silanois do suporte cromatografico (SILVA et al., 2004).

A forma mais simples de preparagdo de fases recobertas com polimeros ¢ realizada pelo
método de evaporagdo estatica do solvente sem etapas posteriores de imobilizagdo da camada
polimérica no suporte cromatografico (ANAZAWA; JARDIM, 1994). Para isto, o polimero ¢

apropriadamente dissolvido em um solvente, no qual ele seja completamente soluvel e, a esta
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solucdo, ¢ adicionada o 6xido inorganico. Em seguida, evapora-se o solvente obtendo a fase
estaciondria sorvida (FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009).

A imobiliza¢do de polimeros sobre suportes cromatograficos tornou-se um método de
grande importancia no preparo de fases estacionarias para RP-LC (SILVA; COLLINS, 2012).
Isto ocorre, uma vez que a imobilizacdo de um polimero na superficie da silica resulta em uma
melhor prote¢ao dos grupos ativos do suporte, ja que o polimero recobre uma maior extensao da
sua superficie. Desta forma, as FE se apresentam mais estaveis em uma faixa mais ampla de pH,
pois a superficie do suporte estara melhor protegida do ataque da fase movel, resultando em uma
melhor separacdo de compostos (SANTOS, 2016).

O tratamento térmico € um dos principais procedimentos de imobilizagdo polimérica, que
consiste no aquecimento, por conduc¢do de calor, do recipiente contendo o suporte cromatografico
e o polimero. Este tratamento térmico ¢ empregado para acelerar a imobilizagdo do polimero no
suporte, auxiliando no processo de auto-imobilizagdo (BOTTOLI et al., 2004). A auto-
imobilizacao ¢ um processo lento de imobilizacdo a temperatura ambiente, sendo necessario
consideravel periodo de tempo para que as moléculas do polimero se rearranjem de maneira a
formarem uma camada estdvel e uniforme sobre a superficie do suporte cromatografico
(BOTTOLI, 2002).

Fases com recobrimento polimérico apresentam uma série de vantagens que as tornam
extremamente atrativas para uso em RP-LC, tais como: melhor protecdo dos silandis residuais
(silica) ou de sitios acidos de Lewis (zirconia, titania, alumina), evitando interagdes com
componentes da amostra; protecdo eficaz da matriz do suporte inorganico contra o ataque
quimico de fases moveis agressivas; maior facilidade de preparo; etc. Além disso, a seletividade
destas fases depende essencialmente dos grupos funcionais do polimero imobilizado. Devido a
disponibilidade, as fases recobertas com polimeros permitem o ajuste flexivel da seletividade
cromatografica dentro de uma ampla faixa, dependendo apenas da escolha do polimero
apropriado para a separacdo (FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009).

Neste trabalho foi utilizado um copolimero pré-sintetizado, o poli(glicidoxipropilmetil-
co-dimetilsiloxano) (PGPMS), Figura 2, que apresenta em sua estrutura monomeérica um grupo
glicidoxi da qual se espera proporcionar a FE uma seletividade adequada para separar substancias
polares. As substincias polares apresentam dificuldade de reten¢do nas fases estacionarias
reversas convencionais, uma vez que o Cis se apresenta como um grupamento fortemente
hidrofobico, oferecendo pouca retengao para tais substancias e consequentemente dificuldade de
separacdo (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010). O grupo glicidoxi do PGPMS ¢ capaz de

formar unidades de glicol por abertura hidrolitica do anel epdxi, formando cadeias de diferentes
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comprimentos de 6xido de polietileno (PEO) por polimerizagdo. Os grupos epoxi reagem para
formar cadeias de PEO a partir da foto-polimerizagdo, pela indugdo de calor ou através de
catalisadores basicos ou acidos. Além disso, o anel epoxi do PGPMS pode softrer abertura, a qual
pode permitir a formagdo de um poli(6xido de etileno) sob condi¢des apropriadas de fase movel.
A estrutura desse anel epoxi ¢ formada por um dtomo de oxigénio unido a dois a&tomos de carbono,

que por sua vez estdo unidos por uma ligacao covalente (INNOCENZI ef al., 2009).

Figura 2. Estrutura quimica do poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano).

grupamento polar = glicidoxi
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[
HSCL: H2(.|: CH, CH,
| |
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polissiloxano

Fonte: Propria autora.
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi a preparacdo de uma fase estacionaria que apresente
caracteristicas adequadas para separacao de substancias polares para cromatografia liquida de
alta eficiéncia na modalidade de fase reversa (RP-LC). Para tal, o copolimero
poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano), Si(PGPMS), foi imobilizado termicamente sobre
particulas de silica como fase estacionaria seletiva para substancias polares. Para alcancgar este
objetivo algumas etapas foram realizadas, como:

» (aracterizagdo do PGPMS como recobrimento polimérico para fases estacionarias para

HPLC;

» QOtimizagao das condi¢des de preparo da fase Si(PGPMS);

» (Caracterizagdo fisico-quimica da fase estacionaria - Si(PGPMS) — por diferentes técnicas
microscopicas e espectroscopicas de analise;

» Avaliacdo cromatografica da fase Si(PGPMS) através da separagdo de protocolos de

misturas testes padrao para caracterizagdo de suas propriedades de retengao.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes

Inicialmente, para o teste de solubilidade do copolimero PGPMS foram utilizados os
seguintes solventes como: hexano, isopropanol e cloroférmio todos grau PA. Para o preparo ¢ a
analise das fases estacionarias foram utilizados os seguintes reagentes e solventes: silica
cromatografica Chromosorb (Varian, Palo Alto, EUA), particulas de 5 pm de diametro;
poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) da UnitedChem (Bristol, PA, EUA); tolueno grau
espectroscopico; metanol grau HPLC, 99,5 % (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil); cloroféormio grau
espectroscopico, 99 % (Tedia); 4gua ultrapurificada a 18,3 Q cm™! obtida em um ultrapurificador
MegaPurity modelo Mega ROUP (Equisul, Pelotas, Brasil). Foram utilizados para a
caracterizagdo cromatografica das FE os compostos: uracila 99 %, benzeno 95 %, etilbenzeno
99,5 %, butilbenzeno 99,5 %, pentilbenzeno 99 %, o-terfenila 99 %, trifenileno 98 % e
benzilamina 99 % todos adquiridos da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil); cafeina 98 %, naftaleno

99 %, N,N-dimetilanilina 98 % e fenol 99,5 % adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

3.2 Preparacio das fases Si(PGPMS)

3.2.1 Ativagao da silica cromatogrdfica

Realizou-se a ativagdo da silica com o objetivo de remover as moléculas de agua
adsorvidas no suporte, uma vez que este apresenta alta capacidade de adsor¢ao de dgua em seus
grupos silanos (-OH), deixando-os indisponiveis para a modificagdo eficiente para fase reversa.
Foram pesados aproximadamente 5 g de silica em um béquer, e este foi levado a mufla por 12 h
a uma temperatura de 140 °C, para que todas as moléculas de dgua adsorvidas na superficie da
silica pudessem ser removidas (ZHURAVLEV, 2000). Em seguida, colocou-se o béquer

devidamente fechado com papel aluminio em um dessecador, sob vacuo, at¢ o momento do uso.

3.2.2 Preparacdo da fase Si(PGPMS) sorvida

A fase estacionaria foi preparada pela adicdo de 1,200 g de silica pré-ativada a uma

solugdo de PGPMS a 30% (m/v) em 15 mL de cloroféormio, deixando a mistura sob agitagdo
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branda por 10 min. Logo apds, a mistura foi colocada em banho ultrassom por mais 10 min para
melhor contato do polimero com a silica. Apds o ultrassom, a mistura foi deixada sob agitagao
magnética por cerca de 2 h e 30 min. Passado esse periodo, desligou-se a agitagdo, deixando a
mistura polimero e silica em repouso, para que fosse evaporado totalmente o solvente por cerca

de 5 dias. O material obtido ao final do repouso foi denominado de fase Si(PGPMS) sorvida.

3.2.3 Imobilizacdo térmica do PGPMS sobre silica

O tempo e a temperatura de imobilizacdo sdo fatores que normalmente afetam a fixagao
do polimero sobre a superficie do suporte cromatografico na preparagdao de fases estacionarias
recobertas com polimeros. Com isso, foram determinadas as melhores condi¢des experimentais
para obtencao do material de fase Si(PGPMS) que melhor separe constituintes de uma mistura
padrdo. Para isso, foram avaliadas trés condi¢cdes de temperatura ¢ duas condi¢gdes de tempo de

imobilizacao, que estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Estudo da temperatura e tempo de imobilizacdo para o preparo de fases Si(PGPMS).

Fase estacionaria Temperatura (°C) Tempo de imobilizacio (h)
Si(PGPMS) #1 80 10
Si(PGPMS) #2 120 10
Si(PGPMS) #3 160 10
Si(PGPMS) #4 80 20
Si(PGPMS) #5 120 20
Si(PGPMS) #6 160 20

Fragdes da fase Si(PGPMS) sorvida foram levadas levada para uma mufla, ajustando as
condi¢cdes de aquecimento de acordo com as condi¢gdes da Tabela 1. Apds a imobilizacao térmica,
o polimero que nao foi imobilizado sobre a silica foi removido da fase estacionaria com lavagem
sucessivas com tolueno, separando o material solido por centrifuga¢do a 2500 rpm por 4 min e
descartando o sobrenadante. O procedimento de centrifugagdo foi repetido por 3 vezes. O solido
da fase Si(PGPMS) imobilizada termicamente foi seco sob aquecimento em estufa a 60 °C por

1 h.
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3.2.4 Enchimento das colunas cromatogrdficas com as fases Si(PGPMS)

Para o enchimento da coluna, foi preparada uma suspensdo a 5 % (m/v) das FE
Si(PGPMS) imobilizadas termicamente em cloroféormio. A suspensdo foi agitada em agitador
vortex por 2 min e, em seguida, levada ao banho ultrassom por 10 min, antes de ser submetida ao
sistema de enchimento.

A suspensao da fase Si(PGPMS) foi entdo submetida ao procedimento de enchimento da

coluna cromatografica, de acordo com o esquema apresentado na Figura 3.

Figura 3. Representacdo esquemdtica do sistema de enchimento de colunas cromatogrdficas.

—
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Fonte: Propria autora

Para o enchimento de colunas cromatograficas com as fases Si(PGPMS), as suspensdes
foram transferidas para o sistema de enchimento de colunas. Resumidamente, o reservatorio do
solvente propulsor (1) foi preenchido com metanol previamente filtrado. Em seguida, a pressao
da bomba (2) foi ajustada para um valor maximo de 9.000 psi, com vazao de solvente de 24 mL
min!. O reservatério de suspensio (3) contendo a coluna cromatografica de 50 milimetros de
comprimento (4), devidamente acoplada a sua extremidade. O volume do reservatorio foi
completado com o solvente de suspensdo (cloroférmio) devidamente filtrado. Fechou-se a
extremidade superior do reservatorio de solvente pelo qual foi adicionada a FE. Com o sistema
todo fechado, a bomba foi ligada através de acionamento no software Quick-set Pump® (6), que
bombeou metanol para o sistema de enchimento, impulsionando a fase Si(PGPMS) para o interior
da coluna cromatografica. A fase Si(PGPMS) ficou retida na coluna devido a presenca de um
filtro (didmetro de poro de 2 um) na extremidade inferior. O sistema foi mantido sob pressao até
a passagem de aproximadamente 80 mL de solvente, que foram recolhidos em uma proveta de
100 mL (5), colocada logo abaixo do sistema de enchimento, sendo esse volume equivalente a
trés vezes a capacidade do reservatorio da suspensdo. A manutencdo da pressdo durante todo o

procedimento de enchimento da coluna foi necessaria para produzir um recheio homogéneo e
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com boa compactagdo. Depois de terminado o enchimento, o sistema foi despressurizado e a
coluna desconectada do reservatorio, fechando apropriadamente sua extremidade superior com
um filtro terminal.

A coluna cromatografica previamente recheada foi conectada ao equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para condicionamento, passando fase movel MeOH:H,O
na proporgido de 50:50 (v/v) vazdo 0,4 mL min™!, por cerca de 60 minutos. A coluna foi conectada
apenas a bomba cromatografica e nao ao detector, pois nesta etapa, residuos provenientes do
enchimento, como polimeros removidos da silica poderdo ser removidos da coluna e entupir a

cela de detecgao do detector.

3.3 Analise cromatografica das fases Si(PGPMS)

Todas as medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo Varian (Palo
Alto, CA, EUA) com sistema binario de bombas modelo ProStar 210, detector de absorbancia

ProStar 325 e injetor manual Reodhyne 77251 com alga de amostragem de 20 pL.

3.3.1 Preparacdo das fases moveis

Os solventes constituintes da fase movel (4gua e metanol) foram filtrados e seus volumes
foram individualmente, utilizando-se de um sistema de filtragdo de fase movel e uma membrana
de Nylon de 45 mm de didmetro e 0,22 pm de tamanho de poros. Em seguida, os solventes foram
estocados em frascos separados e deixados por 5 minutos em banho ultrassom, para serem
desgaseificados. Apos desgaseificados, os solventes foram dispostos nos reservatorios para fase

movel do sistema cromatografico.

3.3.2 Avaliagdo das propriedades de retencdo das fases Si(PGPMS)

A avaliagdo cromatografica das fases estacionarias Si(PGPMS), neste trabalho, foi
realizada com uma mistura teste de compostos padrao. As propor¢des dos solventes ou vazao da
fase movel foram alteradas conforme a necessidade para melhor resolucdo dos picos no
cromatograma. As misturas testes padrdo que foram empregadas para a avaliacdo da fase
Si(PGPMS) consistem em protocolos de caracterizagdo das propriedades de retengao de FE

reversas.
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3.3.2.1 Mistura hidrofobica

As colunas cromatograficas recheadas com as fases Si(PGPMS) foram avaliadas através da
separa¢cdo de uma mistura hidrofébica composta por uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e
naftaleno (REFERENCIA). Esta mistura ¢ utilizada para avaliar a seletividade e o mecanismo de
separacao da fase estacionaria. Na Figura 4, estdo apresentadas todas as estruturas quimicas dos

compostos presentes na mistura teste hidrofébica.

Figura 4. Estrutura quimica dos compostos presentes na mistura teste hidrofobica.

Uracila Benzonitrila Benzeno
Tolueno Naftaleno

: - -

3.3.2.2 Mistura teste de Tanaka

O protocolo desenvolvido por Tanaka e colaboradores (KIMATA ef al., 1989) ¢ o mais
empregado para caracterizagao de preparacdes de fases estaciondrias quanto as suas propriedades
de retencao. Neste protocolo, ha quatro misturas testes, cada uma com composi¢ao de fase movel
especifica e que avalia diferentes caracteristicas das FE. Todas as misturas foram analisadas
empregando uma vazio de fase movel de 0,4 mL min’!, deteccio UV a 254 nm e volume de

inje¢do de 20 pL. As misturas e suas respectivas fases moveis estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Misturas testes padrdo e condi¢oes de andlise do Protocolo de Tanaka e colaboradores.

MISTURAS COMPOSTOS CONDICOES DE ANALISE

M. Tanaka 1  pentilbenzeno, o-terfenilo

uracila, butilbenzeno, vy 11: 120, 80:20 viv; detecglio UV 254 nm,

e trifenileno temp. 25 °C
uracila, cafeina MeOH:H20, 30:70 v/v; detecgdo UV 254 nm,
M. Tanaka 2 !
e fenol temp. 25 °C
M. Tanaka 3 uracila, benzilamina MeOH:tampao fosfato pH 7,60, 30:70 v/v;
) e fenol detec¢dao UV 254 nm, temp. 25 °C
M. Tanaka 4 uracila, benzilamina MeOH:tampao fosfato a pH 2,70, 30:70 v/v;
) e fenol detecgio UV 254 nm, temp. 25 °C

No protocolo proposto por Tanaka e colaboradores as propriedades das fases estacionarias

avaliadas foram:

Hidrofobicidade (kpg) — Medida pelo fator de reten¢do do pentilbenzeno (kpg) na mistura
1. Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da camada organica da fase estacionaria,
permitindo também inferir sobre o grau de recobrimento da superficie da fase estaciondria,
uma vez que quanto maior a quantidade de polimero, maior o valor de kpg.

Seletividade hidrofobica (ocn2) — Medida pela razdo dos fatores de retengdo do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, acn2 = kpp/kss. Esta ¢ uma medida da capacidade da fase
em diferenciar compostos organicos durante a separagdo, pois a seletividade hidrofobica
mede o grau de separacdo de alquilbenzenos distintos por um grupo CHa.

Seletividade estérica (a1/0) — Medida pela razao entre os fatores de retencao do trifenileno
e da o-terfenila, aro = kr/ko. O a0 mede a capacidade da fase estacionaria em separar
duas substancias com estruturas quimicas similares, porém que diferem quanto a sua
geometria e disposi¢cdo espacial.

Capacidade de ligacdo de hidrogénio (ocp) — Esta propriedade € obtida pela razio entre os
fatores de retengdo da cafeina e do fenol, acp = kc/kp. O ac/p € uma medida do nimero de
grupos silanois disponiveis na fase estacionaria que estdo aptos a formarem ligagdes de
hidrogénio com componentes da amostra.

Capacidade de troca i0nica total (as/p pn 7,60) — Propriedade medida pela razdo entre os
fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, as/p pn 7,60 = ke/kp, empregando fase movel
tamponada em pH 7,60. O valor obtido ¢ uma estimativa da atividade silanofilica total da
fase estacionaria.

Capacidade de troca i6nica em meio acido (o pH 2,70) — Propriedade medida pela razao

entre os fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, as/p pn 2,70 = ke/kp, empregando fase
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movel tamponada em pH 2,70. O valor obtido ¢ uma estimativa da acidez dos grupos

silanois residuais presentes na fase estacionaria.

Na Figura 5 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos compostos analisados nas

misturas testes propostas por Tanaka (KIMATA et al., 1989).

Figura 5. Estrutura quimica dos compostos das misturas testes propostas por Tanaka e colaboradores.

Benzilamina Butilbenzeno Cafeina
CH;
[ j’ "NH, g
Fenol Pentilbenzeno o-terfenilo Trifenileno

3.4 Caracterizacio fisico-quimica do PGPMS e das fases Si(PGPMS)

As fases estaciondrias preparadas a partir da imobilizagdo do PGPMS sobre as particulas de
silica foram caracterizadas fisico-quimicamente por diferentes técnicas: Microscopia Eletronica de
Varredura (SEM, do inglés scanning electron microscopy), Ressonancia Magnética Nuclear de *°Si
(NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance), Analise de Area Superficial ¢ Porosidade (ASAP,
do inglés Accelerated Surface Area and Porosimetry System), Analise Elementar (CHN), Analise
Termogravimétrica (TG, do inglés thermogravimetric analysis), Cromatografia de Permeagao em Gel
(GPC, do inglés Gel permeation chromatography), além de Espectroscopia na Regido do

Infravermelho (FTIR, do inglés Fourier-transform Infrared spectroscopy).
3.4.1 Analise elementar

Todas as fases Si(PGPMS) produzidas foram submetidas a andlise elementar para a

determinagdo da percentagem de carbono apos a etapa de imobilizagdo térmica e remocao do
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polimero ndo imobilizado. O objetivo dessa medida foi avaliar o grau de recobrimento efetivo do
suporte cromatografico com o PGPMS. O método empregado utiliza a combustdo do material
devidamente seco, cerca de 5 mg de fase estacionaria, para converter os elementos da amostra
em gases, como CO», HO e N». Estes gases sdo controlados em condi¢des exatas de pressao,
temperatura ¢ volume. Em seguida, os gases foram despressurizados através de uma coluna,
separados e detectados em fun¢ao das respectivas condutividades térmicas, sendo convertidos em
percentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio. Essa medida foi realizada no Laboratorio

Multiusuario do Instituto de Quimica da UFU.

3.4.2 Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica do PGPMS foi avaliada por analise termogravimétrica, na qual
cerca de 5 mg de amostra foram colocados em uma microbalanga no analisador térmico e
submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C até 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C min™'. As medidas foram realizadas sob atmosfera oxidante em um
analisador termogravimétrico, relacionando a perda de massa da amostra com o aumento da
temperatura. Esta medida foi realizada no Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da

Universidade Federal de Uberlandia (IQ/UFU).

3.4.3 Cromatografia de permeacdo em gel

A cromatografia por exclusdo, na modalidade de permeacdo em gel, avalia as
caracteristicas do polimero, fornecendo informacdes sobre a distribui¢do da massa molar e o
indice de polidispersividade. Essas medidas foram necessarias para se determinar as
caracteristicas do PGPMS. Foi empregada uma coluna American Polymer Standard
Corporation® 1.000-20.000, com dimensdes de 300 mm de comprimento por 7,8 mm de diametro
interno. Para constru¢do da curva analitica foram empregados padrdes de poliestireno de massas
moleculares 5,0 x 10%; 2,6 x 10°%; 6,4 x 10%; 1,8 x 10* e 4,3 x 10* dissolvidos em tetraidrofurano.
Foram injetados 250 pL de cada padrdo, empregando como fase movel tetraidrofurano a uma
vazdo de 1,0 mL min™! e uma temperatura de 40 °C para a coluna e para o detector por indice de
refracdo. Para a avaliagdo do PGPMS, as amostras foram preparadas a partir da dissolucao do
polimero em tetraidrofurano a 0,5 % (v/v). Esta medida foi realizada no Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas (IQ/Unicamp).
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3.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

O polimero PGPMS ¢ as fases Si(PGPMS) foram caracterizados por espectroscopia de
absor¢ao na regido do infravermelho com transformada de Fourier para avaliar a imobilizag¢ao do
polimero sobre a silica, através da identificacao de grupos funcionais caracteristicos do PGPMS
na fase estacionaria. Cerca de 5 mg do polimero ou da fase Si(PGPMS) foram empregados na
preparacgao de pastilha, na propor¢ao 1:100 (m/m), de KBr sélido. A mistura foi prensada em um
porta-amostra apropriado e este foi levado a um espectrofotometro Jasco modelo FTIR 4100. As
medidas foram realizadas na faixa espectral de 4000 a 400 cm™!, com resolu¢do de 4 cm™! e uma
taxa de 32 varreduras por minuto. Esta medida foi realizada no Laboratorio de Instrumentagao

do Curso de Quimica da FACIP/UFU.

3.4.5 Ressondincia Magnética Nuclear de *°Si

As fases Si(PGPMS) foram analisadas por 2°Si NMR com polariza¢io cruzada com
rotagdo em um angulo magico (CP-MAS) no nucleo de silicio. Os espectros foram obtidos para
avaliar o tipo de interagdo do polimero PGPMS com o suporte cromatografico, avaliando-se,
desta forma, a possivel presenca de grupos silandis residuais na superficie da silica apds a etapa
de imobilizagdo térmica do polimero. Esta medida foi realizada no Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas (IQ/Unicamp).

3.4.6 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para a caracterizagdo morfologica das
fases Si(PGPMS) produzidas neste trabalho. Na SEM as particulas foram fixadas em porta-
amostras por uma fita dupla face de carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada
de ouro, na qual o metal foi bombardeado com dtomos de argonio sob alto vacuo por 120 s, para
a formacdao de uma camada de aproximadamente 10 nm de espessura. Esses suportes foram
introduzidos em um microscopio eletronico de varredura JEOL JMS 6360-LV com microssonda
de raios-X. As particulas de fase estacionaria Si(PGPMS) foram amplificadas entre 500 e 10000
vezes, a fim de observar as suas caracteristicas morfologicas. Essas medidas foram realizadas no

Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da UFU.
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3.4.7 Andlise de darea superficial e porosidade

As amostras foram submetidas a determinagdo da area superficial especifica, volume e
diametro de poros. Estas medidas foram obtidas através da adsor¢do e dessor¢ao 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 (Brummet, Elmer e
Teller) (GREGG; SING,1982) a pressoes relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25, na qual p e po sdo,
respectivamente, pressoes de equilibrio e pressdo de saturacdo do nitrogénio a -195,5 °C. O
volume total de poros foi determinado pelo método do ponto unico através da conversdo 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, conforme Equagdo 1. Esta medida foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade

Estadual de Campinas (IQ/Unicamp).

_4Vp
SBET

Eq. 1

Onde: d, = didmetro de poros; V, = volume de poros e Sger = area superficial especifica obtida

pelo método BET.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio fisico-quimica do PGPMS

As informagdes sobre copolimero foram determinadas experimentalmente em virtude da
falta de informagdes pelo fabricante comercial e também pela escassez de informacdes na
literatura. Inicialmente, foi realizado um teste de solubilidade do copolimero para que solugdes
do mesmo fossem preparadas no trabalho. Cerca de 2 mL do PGPMS foram adicionados em tubos
de ensaio contendo hexano, isopropanol e cloroférmio. O que melhor solubilizou o copolimero
foi o cloroférmio. As propriedades fisico-quimicas do PGPMS e sua potencialidade de aplicagdao
como fase cromatografia liquida de alta eficiéncia- fase reversa (RP-LC) foram avaliadas através

da analise de diferentes por¢des do copolimero por TGA, FTIR e GPC.

4.1.1 Cromatografia de permeagdo em gel

A GPC foi utilizada para caracterizar as propriedades do PGPMS quanto ao indice de
polidispersividade (IP) e sua massa molar média. Essas informagdes sdo importantes para avaliar
a taxa de transferéncia de massa na camada polimérica da fase estacionaria. A Figura 6 apresenta

a distribuicao de massa molar do PGPMS obtida por GPC.

Figura 6. (a) Perfil cromatogrdfico de GPC e (b) distribui¢do de massas molares para o PGPMS.
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A massa molar numérica média de 2686 g mol™! e a massa molar ponderal média de 5850
g mol™! para 0 PGPMS foram obtidas a partir de uma curva analitica, que relacionou a massa

molar de padrdes de poliestireno pelos seus respectivos volumes de retencao obtidos pela analise
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por GPC, substituindo o volume de retengdo do PGPMS obtido no cromatograma da Figura 6a
na equacao da reta obtida da curva analitica a partir de sua regressao linear. O PGPMS apresentou
uma ampla distribuicdo de massas molares, uma vez que o indice de polidispersividade foi de
2,178, valor maior se comparado a outros polimeros empregados no preparo de fases
estaciondrias que normalmente apresenta valores menores que 1,200. Os resultados de GPC
indicaram ainda que o PGPMS possui aproximadamente 20 unidades monoméricas
(considerando sua massa molar ponderal média e a massa molar de um monomero de PGPMS).
Esse comprimento relativamente curto de cadeia lateral sugere a produgdo de camadas finas de
filme polimérico sobre o suporte cromatografico, o que resulta em rapidas taxas de transferéncia

de massa.
4.1.2 Andlise termogravimétrica

A TG foi empregada para caracterizar os eventos térmicos que ocorrem com o copolimero
PGPMS e avaliar seu uso na imobilizacao térmica sobre particulas de silica. A Figura 7 apresenta

a curva TG obtida para o PGPMS.

Figura 7. Curva TG em atmosfera oxidante para o PGPMS.
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O copolimero apresentou trés eventos térmicos de acordo com a curva TG da Figura 7. O
primeiro evento corresponde a um platd, da temperatura ambiente até 225 °C, na qual o PGPMS
apresentou estabilidade térmica, sendo adequado para ser imobilizado termicamente sobre a silica
até a temperatura de 200 °C. Entre 225 °C e 415 °C, ocorre o segundo evento térmico,
correspondendo a uma perda de massa de cerca de 60 % da massa inicial que estd associada a

mineralizagdo do glicidoxipropilmetilsiloxano. A partir de 415 °C até 578 °C ocorre o terceiro
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evento térmico do copolimero, sendo este intervalo associado a perda de massa do bloco de
dimetilsiloxano do copolimero, restando ao final cerca de 3 % de cinzas.

O perfil térmico do PGPMS ¢ interessante, pois permite separagdes em temperaturas
elevadas, o que melhora o desempenho da separagdo com reducgdo da pressao do sistema devido

a diminuicao da viscosidade dos eluentes da fase movel.
4.1.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
O PGPMS foi caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho para

identificacao de seus grupos funcionais e a possibilidade de imobilizacao na superficie da silica

e atuacdo no modo RP-LC de separagdo. Na Figura 8 encontra-se o espectro FTIR do copolimero

PGPMS.

Figura 8. Espectro de absor¢do do PGPMS na regido do infravermelho.
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Pode-se observar no espectro FTIR do copolimero PGPMS na Figura 8 um estiramento
C-H de grupos epoxi em 3050 cm™!, além dos sinais de ligacio éter C-O-C em 1010 cm™ e 1250
cm!, o que conferem o grau hidrofilico ao polimero. Além desses sinais, a presenca do sinal
caracteristico da vibracdo O-H de moléculas de 4gua em 3450 cm™ é importante, pois indica a
presenca de agua adsorvida no PGPMS que favorece o mecanismo de interacao hidrofilica para
compostos polares. A caracteristica de polissiloxano do PGPMS ¢ confirmada pelos sinais

intensos relacionados ao estiramento Si-O-Si registrado em 1100 cm™' e em 800 cm™.
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4.2 Otimizac¢ao do preparo das fases Si(PGPMS) imobilizadas termicamente

Uma vez que o polimero PGPMS apresentou caracteristicas desejaveis para ser utilizado
como recobrimento polimérico de fases estaciondrias para HPLC, buscou-se otimizar as
condi¢des de imobilizagdo do PGPMS sobre silica cromatografica. A preparacdo das fases
Si(PGPMS) foi realizada a partir da otimizagdo da imobilizacdo térmica do PGPMS sobre
particulas de silica de 5 micrometros de diametro. A quantidade do polimero imobilizada sobre a
silica foi a resposta medida nesta etapa, a partir da realizacdo de um planejamento fatorial 22,
cujos fatores estudados foram o tempo (10 e 20 h) e a temperatura de imobilizag¢ao (80 ¢ 160 °C).
Os resultados das porcentagens de carbono em cada fase produzida estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem de carbono nas fases Si(PGPMS) preparadas sob condi¢oes diversas de

temperatura e tempo de imobilizacdo, seguindo o planejamento fatorial 2°.

Fase estacionaria Tem?oe(lj';ltura im(;l;)eiﬁlzl;(;;: (h) % C (pralj(ilsnm'l)
Si(PGPMS) #1 80 10 14,2 9.420
Si(PGPMS) #2 120 10 13,5 9.820
Si(PGPMS) #3 160 10 9,4 4.110
Si(PGPMS) #4 80 20 11,7 9.660
Si(PGPMS) #5 120 20 13,1 8.590
Si(PGPMS) #6 160 20 9,7 8.320

A partir dos resultados da Tabela 3, foram calculados os efeitos do tempo e da temperatura
na imobilizagdo do PGPMS sobre a silica. Os efeitos do tempo e da temperatura foram
determinados pelas diferencas entre os resultados médios obtidos nos niveis mais altos (t =20 h
e T =160 °C) e nos niveis mais baixos (t= 10 h e T = 80 °C) dos fatores para a porcentagem de

carbono obtida pelas fases, Equagdes 2 e 3.

- 9,4+9,7) (14—,2+11,7

ETemperatura = T—+ —-T_ = ( > ) =955—-1295=-3,45 Eq. 2

= — _ (11,7+13,14+9,7 14,2+13,5+9,4
Etempo =ty —t-= 3 - 3

) = 11,50 — 12,37 = —0,87 Eq.3
Conforme apresentado nas Equagdes 2 e 3, o efeito da temperatura na imobilizacdo do
PGPMS sobre a silica ¢ mais significativo (Et = -3,45) que o tempo, por esse motivo foram

realizados dois experimentos em temperaturas de imobilizagdo intermedidrias (experimentos #2
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e #5) ao planejamento 2°. Construindo uma superficie de respostas para a % de carbono das fases
Si(PGPMS) obtidas pelo planejamento de experimentos, pode-se assim determinar a condi¢ao
otima de imobilizacao do copolimero sobre a silica. A Figura 9 apresenta a superficie de resposta

para o estudo realizado.

Figura 9. Superficie de porcentagens de carbono para as fases Si(PGPMS) de acordo com os

tempos e temperaturas avaliados na imobilizagdo do PGPMS sobre silica.
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Além da porcentagem de carbono, foi avaliada também a eficiéncia das fases
estacionarias, preparadas sob diferentes condi¢cdes de imobilizagdo, para a eluicdo do pico do
naftaleno na mistura teste hidrofébica. De uma forma geral, a eficiéncia para todas as fases
Si(PGPMS) (< 10 mil pratos m™) foram menores que a de fases comerciais Cis, em torno de 40
mil pratos m™!, o que de certa forma é esperado uma vez que a fase apresenta menor intensidade
de interagdes intermoleculares com componentes mais hidrofobicos como o naftaleno. Aplicando
0 mesmo principio de calculo de efeito para temperatura e tempo de imobilizagdo, de acordo com
as Equagoes 4 e 5, porém levando em consideragdo a eficiéncia da coluna (N/m) para as fases

estaciondrias, tem-se que:

= (4110+8320

ETemperatura =T, -T_= 2

) _ (9420:9660) = 6215 — 9540 = —3325 Eq. 4

Evompo = £1 — £ = (8320+85390+9660) _ (9420+98320+4110) — 8567 — 7783 = +784 Eq.5
De acordo com o calculo de efeito, os resultados de eficiéncia de coluna acompanham os

de porcentagem de carbono, ou seja, o fator que possui maior influéncia na resposta ¢ a
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temperatura de imobilizagdo, tanto para melhor recobrimento do suporte cromatografico como
para o desempenho da coluna em separagdes. Este resultado indica que existe uma correlacao
entre a quantidade de PGPMS imobilizada e o desempenho cromatografico da separacio pelas
fases Si(PGPMS). A Figura 10 apresenta o grafico de curvas de nivel para a eficiéncia de coluna
de acordo com o experimento realizado para determinag¢ao das melhores condigdes de tempo e

temperatura de imobilizagao.

Figura 10. Superficie de eficiéncias de colunas (N/m) para as fases Si(PGPMS) de acordo com os

tempos e temperaturas avaliados na imobiliza¢do do PGPMS sobre silica.
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De acordo com a Figura 9 em combinacdo com a Figura 10, visualmente pode ser
observado que as maiores porcentagens de carbono e, consequentemente, as maiores
porcentagens de PGPMS imobilizadas sobre a silica se encontram quando a temperatura e o
tempo de imobilizagdo correspondem a 90 °C e 12 h, respectivamente. Portanto, essas condigdes
foram definidas como as mais apropriadas para imobilizar maiores quantidades de PGPMS sobre
particulas de silica, resultando em maior recobrimento polimérico da superficie do suporte
cromatografico.

Analisando o grafico da superficie de eficiéncias de coluna (N/m) para as fases
Si(PGPMS) observa-se que em temperaturas de imobilizagdo mais baixas obtém-se as maiores
eficiéncias de colunas, enquanto que o tempo de imobilizacdo ndo apresenta uma influéncia
significativa na resposta. Logo, considerou-se a fase Si(PGPMS) preparada sob condi¢des dtimas
de imobiliza¢ao quando foram empregados temperatura e tempo de imobilizagdo correspondentes

a 90 °C e 12 h, respectivamente.
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4.3 Caracteriza¢ao morfologica e estrutural da fase Si(PGPMS)

As propriedades morfologicas e estruturais das fases Si(PGPMS) foram avaliadas pelas

técnicas SEM, ASAP, FTIR e >°Si NMR.

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

As fases estacionarias Si(PGPMS) foram caracterizadas quanto sua morfologia por SEM.
A microscopia ¢ uma importante ferramenta na caracterizagdo de fases estaciondrias para
cromatografia liquida, pois o enchimento das colunas ¢ fundamental para que a mesma apresente
alta eficiéncia e boa resolu¢do, que sdo alcancadas com particulas regulares, uniformes e livres

de aglomeragdes. As imagens das particulas Si(PGPMS) podem ser observadas na Figura 11.

Figura 11. Imagens de SEM das particulas de Si(PGPMS) com amplia¢do de 700 vezes (a) e
10.000 vezes (b).
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De acordo com as micrografias apresentadas na Figura 11, pode-se observar que o
procedimento de imobilizagdo polimérica nao afetou a estrutura morfologica esférica do suporte
de silica de maneira significativa, apresentando boa regularidade. Isto €, a camada polimérica de
PGPMS depositada sobre as particulas de silica ndo alterou o seu formato esférico e ndo formou
aglomerado de particulas, que poderia afetar negativamente o recheio das colunas
cromatograficas com a fase Si(PGPMS). Quanto mais uniforme a distribui¢cdo do tamanho de
particulas do material de recheio e mais regular o seu formato melhor serd a compactagao no

enchimento da coluna cromatografica e, consequentemente, maior sera a eficiéncia de separagao.
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4.3.2 Area superficial e porosidade da fase Si(PGPMS)
A caracterizagdo morfologica das fases Si(PGPMS) foi obtida também por meio de
informacdes sobre as caracteristicas de poros e de area superficial das particulas, antes e ap6s o

processo de imobilizagdo polimérica. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Area superficial e propriedades de poros das particulas de Si(PGPMS).

. Area superficial Volume de poros Diametro de poros
Materiais ) 1 3 1
(m”g™) (em” g™) (nm)
SiO2 546,2 1,67 12,25
Si(PGPMS) 315,3 0,44 5,60

De acordo com os resultados da Tabela 4, pode-se observar que a imobilizagdo do PGPMS
ocorreu na superficie e nos poros da silica cromatografica, uma vez que ocorre uma reducao da
area superficial e do volume de didmetro de poros se comparadas a silica pura. Estes resultados
sdo esperados ja que a imobilizagcdo polimérica normalmente ocorre nos sitios ativos da silica e
estes se encontram distribuidos ao longo da superficie e também internamente nos poros do
suporte de silica. E importante observar também que a imobilizagdo do PGPMS néo bloqueou os
poros da silica, mantendo as caracteristicas de alta area superficial de um material altamente

poroso.

4.3.3 Ressondncia magnética nuclear de *°Si da fase Si(PGPMS)

Para avaliar a forma de ligagdo do PGPMS na silica, foi realizada uma andlise das
particulas de Si(PGPMS) por ?Si NMR. A ?°Si NMR permite avaliar a forma de interagdo do
polimero PGPMS com os grupos ativos da superficie da silica. Os resultados obtidos estdo

dispostos na Figura 12.
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Figura 12. Espectros NMR de *°Si da (a) silica e da (b) fase Si(PGPMS).
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De acordo com a Figura 12 sinais caracteristicos de deslocamento quimico para grupos
silandis vicinais e silanoéis livres e ligacdes siloxano na silica foram obtidos em -90, -101 ¢ -110
ppm, respectivamente (BACHMANN et al., 2001). Foi observado que, em comparacdo com o
NMR da silica pura (Figura 12a), o sinal Q? referente ao grupo Si-OH da fase Si(PGPMS) (Figura
12b) foi reduzido significativamente. Isto porque a razio Q*/Q* é bem menor para a silica
modificada com PGPMS do que para a silica. Um sinal no deslocamento de -20 ppm surge com
alta intensidade, e se refere ao PGPMS. Esse resultado indica a formacdo de uma ligacdo entre
os grupos Si-OH e o PGPMS na superficie da silica, evidenciando a promogdo de ligacdes
quimicas entre o polimero e o suporte nas fases Si(PGPMS). A ligagdo quimica do polimero na
silica garante maior resisténcia da fase a passagem continua de fase movel sob alta pressao no

sistema cromatografico.

4.3.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier da fase Si(PGPMS)

A estrutura quimica das fases Si(PGPMS) foi analisada por espectroscopia de absorcao
no infravermelho com transformada de Fourier a partir da caracterizagdo dos principais grupos
funcionais presentes no material. O espectro de absor¢ao no infravermelho da fase Si(PGPMS)

esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13. Espectro de absor¢do no infravermelho (a) da silica nua e (b) de uma fase Si(PGPMS)

imobilizada termicamente.
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Através dos espectros FTIR apresentados na Figura 13 foi possivel identificar a presenga
de alguns grupos funcionais caracteristicos do PGPMS na fase estacionaria, bem como a
modificag¢do da superficie da silica. O sinal referente a vibragao de grupos -OH na superficie da
silica em 980 cm™ (Figura 13a) nfio é observado no espectro da fase estacionaria Si(PGPMS) na
Figura 13b. Este ¢ um indicativo de que o polimero se ligou a superficie da silica por meio dos
seus grupos Si-OH. Nos espectros FTIR da fase Si(PGPMS) foi observada ainda a presenga do
sinal em 1250 cm™ do PGPMS sobreposto ao sinal de Si-O-Si em 1100 cm™! da silica, devido ao
alargamento da banda nesta regido. Além disso, a presenca do sinal em 3050 cm™ na fase

Si(PGPMS) referente ao estriamento C-H do grupo epdxi do PGPMS.
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4.4 Avaliacao cromatografica das fases Si(PGPMS)

As fases estaciondrias reversas preparadas a partir da imobilizacdo do PGPMS sobre
particulas de silica cromatografica, preparadas conforme a Tabela 1, foram caracterizadas através
da analise de uma mistura padrao constituida de compostos hidrofobicos e por meio de um
protocolo de avaliagao das propriedades de retencao da fase Si(PGPMS) - Mistura teste de Tanaka
(KIMATA et al., 1989). Este ultimo se trata de um protocolo bem estabelecido para aferir a
qualidade das fases estacionarias quanto as suas propriedades de reten¢do na separacdo de

diferentes tipos de substancias quimicas.

4.4.1 Mistura hidrofobica

Inicialmente, as fases foram aplicadas na separagdo de uma mistura padrdo (mistura
hidrofobica) para andlise das caracteristicas da fase Si(PGPMS) quanto ao seu mecanismo de
separacao. Uma vez que a mistura hidrofobica ¢ constituida de uracila, benzonitrila, benzeno,
tolueno e naftaleno espera-se que, em uma fase estacionaria que atua tipicamente na modalidade
de fase reversa, a ordem de elui¢do seja do composto menos hidrofébico para o mais hidrofébico
(mais retido) dessa mistura. Foram testadas diferentes proporgdes de fase moével, sendo a FM
MeOH:H>O 60:40 (v/v) a composi¢do que se mostrou mais adequada para separacdo dos
compostos na maioria das fases Si(PGPMS) preparadas. A separacdo da mistura hidrofdbica,
nesta condicdo de fase movel, para todas as fases Si(PGPMS) preparadas neste trabalho esta
apresentada na Figura 14.

A separagdao dos compostos da mistura hidrofobica pela fase Si(PGPMS) foi eficiente,
pois os cromatogramas apresentaram picos referentes a todos os compostos, no entanto, sob
condi¢des de FM MeOH:H>O 60:40 (v/v), algumas fases nao conseguiram resolver totalmente a

mistura de compostos, como observado na Figura 14.
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Figura 14. Cromatogramas da separa¢do da mistura teste hidrofobica: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3)
benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno obtidos pelas fases Si(PGPMS). Fase #1 a Fase #6. Condicoes

cromatograficas: MeOH:H>O (60:40, v/v); Vazdo 0,4 mL min; deteccdo UV a 254 nm.
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Fonte: Propria autora.

Os compostos presentes na mistura avaliada medem algumas propriedades da fase

estacionaria importantes para definir o grau de seletividade da mesma. Por exemplo, a uracila (1)
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empregada na mistura hidrofébica e nas demais misturas avaliadas nesse trabalho ¢ utilizada
como marcador do tempo da fase mdvel, uma vez que ela interage menos com a fase estacionaria,
que o demais compostos. A presenca do benzeno (3) e do tolueno (4) dd uma indicagdo da
seletividade da fase, a capacidade da mesma em separar substancias que diferem apenas por um
grupo CHs. A presenca do par benzeno (3) e naftaleno (5) fornece informagdes a respeito da
capacidade da fase estaciondria em separar substancias que se diferem por pelo menos um anel
aromatico e a benzonitrila € o composto mais polar da mistura, e sua eluicdo no inicio do
cromatograma indica o mecanismo de interagdo hidrofébica da fase estacionaria. De uma forma
geral, o tempo total de analise em todas as fases Si(PGPMS) foi relativamente curto se comparado
a uma fase comercial C;s (Figura 15), que necessitou de uma fase movel com 80 % de metanol
para que a elui¢do tivesse um tempo total similar a fase Si(PGPMS) #5, que levou um maior
tempo para separar a mistura com 60 % de metanol na FM. Este ¢ um indicativo de que a
hidrofobicidade das fases Si(PGPMS) ¢ menor que a fase Cig atendendo ao objetivo da
preparagdo. E possivel observar pelos cromatogramas, através da ordem de eluigdo dos
compostos, que ambas as fases estacionarias possuem caracteristica de fase reversa, uma vez que

os compostos mais hidrofobicos ficaram mais tempo retidos na coluna cromatografica.

Figura 15. Cromatograma da separagdo dos compostos da mistura teste hidrofobica pela fase Cis
comercial. Fase movel MeOH:H20 (80:20, v/v); vazdo 1,0 mL min'; deteccdo UV a 254 nm.

Identificagcdo dos compostos: 1- uracila, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno e 5- naftaleno.

5

Tempo (min)

As fases imobilizadas a uma temperatura de 160°C (Figura 14) ndo separaram de forma
eficiente todos os compostos da mistura teste padrao apresentando picos alargados. A ineficiéncia

da separagao nesta condigdo pode estar associada a a alta temperatura aplicada para imobilizar o
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PGPMS sobre particulas de silica, que nao foi capaz de produzir uma camada polimérica de
PGPMS sobre a silica, provavelmente devido a perdas por degradacdao térmica do polimero.
Apesar da curva TG para o polimero apresentar inicio de degradacdo apenas a partir de 225 °C
(Figura 7, pag. 30), na presenca da silica que apresenta moléculas de dgua adsorvidas e sob o
aquecimento do tratamento térmico podem ter havido ruptura do anel glicidil e perdas de material
polimérico, levando a menores taxas de carbono nas fases Si(PGPMS) sob temperaturas mais
elevadas. Como foi observado nas analises elementares das fases Si(PGPMS), as fases

imobilizadas a 160 °C resultaram em menor porcentagem de carbono e menor nimero de pratos

(N/m).

4.4.2 Estabilidade da camada polimérica de PGPMS imobilizada sobre a silica

Para avaliar a estabilidade da camada polimérica de PGPMS sobre a silica na fase
Si(PGPMS) com a passagem continua da fase moével, a mistura hidrofobica foi injetada
sequencialmente na coluna recheada com a fase Si(PGPMS) #5 e a variagcdo dos parametros de
retengdo dos compostos foi medida. Foram realizadas 10 inje¢cdes da mistura hidrofébica no
sistema cromatografico e a separa¢ao obtida por uma fase mével MeOH:H»O (60:40, v/v). Os

cromatogramas obtidos estdo sobrepostos na Figura 16.

Figura 16. Cromatogramas da separagdo da mistura teste hidrofobica: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3)
benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno obtidos pela fase Si(PGPMS) #5 apos medidas consecutivas.
Condi¢oes cromatograficas: MeOH:H,>0 (60:40, v/v); Vazdo 0,4 mL min'; detecgdo UV a 254 nm.

1 2

Tempo (min)

Fonte: propria autora

Como se observa na Figura 16, as sucessivas injecoes da mistura hidrofobica na fase

Si(PGPMS) resultou na constancia dos parametros de retengdo de uma medida para outra,
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mostrando que nao hd perda de PGPMS arrastado da superficie da silica pela fase movel. A
pequena diferenca entre os tempos de retengao dos picos se deve a injecdo manual da mistura no
equipamento. Assim, observa-se que o material apresenta potencialidade na separagdo de
substancias uma vez que a identificagdo dos picos pode ser realizada pela comparacdo com os
tempos de retengdo de padrdes analisados sob mesmas condigdes, ja que os parametros de

retencdo nado sofrem variagdo com a passagem de fase movel.

4.4.3 Mistura teste de Tanaka

Para determinar as propriedades de retengdo das fases Si(PGPMS) preparadas sob
diferentes condicdes, foi realizado um estudo de caracterizacdo cromatografica a partir da
separagdo de misturas testes propostas por Tanaka e colaboradores (KIMATA et al., 1989). Os
parametros cromatograficos das FE medidos pelas misturas de Tanaka sdo: hidrofobicidade (kpg),
seletividade hidrofobica (och2) e seletividade estérica (aro); a capacidade de ligagdo de
hidrogénio (acr); a capacidade de troca idnica total (am/p pH 7,60) € a acidez (o pr 2,70) da fase
estacionaria. A Tabela 5 mostra as propriedades de retencdo cromatografica obtidas com a

separacdo das misturas de Tanaka pelas fases Si(PGPMS).

Tabela 5. Propriedades de retengdo cromatografica obtidas com a separagdo das misturas de Tanaka

pelas fases Si(PGPMS).
Fases Si(PGPMS)
Parametros
#1 #2 #3 #4 #5 #6
ke 3,44 5,99 0,83 3,36 2,56 1,35
OLCH2 1,89 1,09 1,46 1,39 1,00 1,00
oT/0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
ac/p 5,53 4,31 2,18 3,27 4,38 2,49
OB/P pH 7,60 6,48 3,91 2,80 2,12 4,49 2,55
OB/P pH 2,70 4,23 4,38 2,55 4,03 4,38 2,29

Para melhor avaliagdo dos resultados de reten¢dao nas fases Si(PGPMS), os dados da

Tabela 5 foram apresentados também na forma de graficos do tipo radar, Figura 17.
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Figura 17. Grdfico radial das propriedades de reten¢do, de acordo com o protocolo de Tanaka, das

fases Si(PGPMS) preparadas sob diferentes condi¢ées de imobilizacdo. (a) Fase #1 até (f) Fase #6.
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Para analise da Figura 17, a &rea sombreada em cada grafico representa o grau de interagao

dos compostos nas quatro misturas de Tanaka, logo, quanto maior a area sombreada melhor a

tendéncia da fase separar misturas de compostos de caracteristicas distintas. De uma forma geral,

observa-se que as fases Si(PGPMS) #3 e #6 foram as que apresentaram menor drea sombreada,

indicando as fases com menor desempenho na separacdo cromatografica. Esse resultado
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corrobora com o0s obtidos para a porcentagem de carbono e eficiéncia de coluna apresentados
anteriormente, em que temperaturas de imobilizagdo de 160 °C nao sao adequadas para o preparo
das fases Si(PGPMS). Assim, na discussdo dos parametros de retengdo, essas fases ndo serdo
consideradas.

Com relagao as propriedades de retencao avaliadas, a primeira foi a hidrofobicidade das
fases Si(PGPMS) medida pelo fator de retengao do pentilbezeno (kps) na mistura I de Tanaka.
De acordo com a Tabela 5 e Figura 17, a hidrofobicidade das fases Si(PGPMS) sofre uma
variacdo nao uniforme com as condig¢oes de imobilizagao. Os valores obtidos de kpp ficaram na
faixa de 0,83 a 5,99, sendo os menores valores para as fases #3 e #6. Estes valores indicam uma
hidrofobicidade para as fases Si(PGPMS) comparavel com os valores obtidos para diversas fases
comerciais, em que o kps ¢ normalmente superior a 4,0 (EUERBY; PETERSSON, 2003),
indicando reten¢ao hidrofébica dos compostos nas fases Si(PGPMS). Com relagdo a seletividade
metilénica (ach2), que € a capacidade da fase em separar duas substancias que se diferem apenas
por um grupo metilénico, as fases imobilizadas a 80 °C (#1 e #4) apresentaram valores similares
a fases reversas comerciais (Cruz et al., 1997), enquanto que as demais ndo tiveram essa
capacidade. Ainda pela mistura I, foi medida a seletividade estérica (ar/0) das fases Si(PGPMS)
e, como pode ser visto pela Tabela 5, nenhuma das fases preparadas apresentou capacidade de
separar compostos que se diferenciam pela disposicao espacial de sua molécula.

A partir da mistura teste Il de Tanaka, a capacidade de formagao de ligagao de hidrogénio
(acp) das fases Si(PGPMS) foi determinada. Todas as fases apresentaram valores elevados de
acp, quando comparados com as fases disponiveis comercialmente (Cruz et al., 1997). Este
resultado pode ser um indicativo de que a ruptura do anel glicidil do PGPMS pode ter ocorrido
durante a etapa de imobilizagdo e, com o anel aberto, ligacdes de hidrogénio entre 0o PGPMS e
0s compostos tonaram-se mais efetivas.

A capacidade de troca i0nica (oB/p pH 7,60) das fases Si(PGPMS) foi determinada através
da andlise da Mistura teste III de Tanaka, empregando fase mével tamponada em pH 7,60. Nesta
condicdo quase a totalidade dos grupos silanoéis residuais estdo desprotonados, portanto, devem
interagir fortemente com a benzilamina, que estara parcialmente protonada, através do
mecanismo de troca i0nica, ficando retida fortemente na coluna cromatografica. Os valores de
aBp pH 7,60 obtidos para as fases Si(PGPMS) foram bem superiores aos obtidos por fases
comerciais, indicando que a fase apresenta retengdo mais forte para compostos com
caracteristicas polares/basicas, provavelmente devido ao grupamento glicidil da estrutura

polimérica. De certa forma, esse resultado era pretendido, uma vez que a preparacdo da fase
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Si(PGPMS) tinha como objetivo principal produzir um material de separacao capaz de interagir
mais fortemente com compostos que sao dificeis de serem analisados por RP-LC.

A acidez da fase Si(PGPMS) foi medida pelo parametro ag/p pr2,7 @ partir da separagao da
benzilamina e do fenol da Mistura IV de Tanaka, empregando fase mével tamponada em pH 2,70.
Nesta condi¢do, a benzilamina e os grupos residuais do suporte se encontram totalmente
protonados. Portanto, para haver interacao entre a benzilamina e os grupos residuais do suporte
nao recoberta pela camada de PGPMS, a superficie do suporte deveria ser suficientemente acida,
para que ainda haja silanois desprotonados em pH 2,70. Logo, o as/p pH 2,70 € um indicativo da
acidez superficial da fase, quanto maior o seu valor maior ¢ a retencao da benzilamina, logo mais
acida ¢ a superficie da fase. Os valores de app pH 2,70 obtidos para as fases Si(PGPMS)
imobilizadas a 80°C e 120 °C apresentaram resultados similares, em torno de 4,0, sendo muito
superiores a de fases comerciais (Cruz et al., 1997). Além da acidez superficial do suporte de
silica que ndo recoberto pela camada polimérica, a contribui¢do do anel glicidil aberto pode ter
importancia significativa para os valores obtidos. Isto porque fases estacionarias imobilizadas por
polimeros normalmente apresentam valores de ag/p pH 2,70 menores que de fases comerciais,
devido ao melhor recobrimento do suporte cromatografico (DIB; FARIA, 2014; CARVALHO;
SILVA; FARIA, 2016). Novamente, este valor mais elevado pode significar interagdes mais
fortes da fase Si(PGPMS) com compostos que normalmente nao sdo retidos em fases comerciais
(alguns farmacos, nucleosideos, sulfacompostos, corantes, etc.), possibilitando separacdes

eficientes de misturas desses compostos.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o PGPMS
apresenta caracteristicas fisico-quimicas que o torna um recobrimento polimérico em potencial
para uso como fase estacionaria reversa com caracteristicas polares, devido a presenga do grupo
glicidil em sua estrutura monomérica, de alto desempenho, com rapida taxa de transferéncia de
massa de soluto.

Com relagdo a otimizagdo do preparo de fases estaciondrias observou-se que, dentro da
regido experimental estudada, tempos e temperaturas de imobilizacdo mais baixos produzem
fases estaciondrias com maiores porcentagens de PGPMS e fases estacionarias com melhor
desempenho cromatografico (maior eficiéncia de coluna). Assim, foram consideradas condi¢des
otimas de imobilizagdo tempo de 12 h e temperatura de 90 °C, que serdo considerados para as
etapas futuras do trabalho.

A avaliacdo cromatografica das fases a partir da separa¢do das misturas testes padrao
mostra que o desempenho de separacdo da fase Si(PGPMS) foi eficiente, resultando em
separagoes tipicas da modalidade de RP-LC, pois os compostos mais hidrofobicos foram os mais
retidos. Os resultados alcancados com o protocolo de Tanaka indicaram que ha interferéncia
principalmente da temperatura de imobilizagdo do polimero na superficie do suporte
cromatografico nas propriedades de retencdo das fases estacionarias. De uma forma geral,
compostos polares, acidos e basicos apresentaram maior retencdo nas fases Si(PGPMS),
indicadas pelos maiores valores dos parametros de capacidade de formacdo de ligacdo de
hidrogénio, capacidade de troca ionica total e acidez para as fases estacionarias Si(PGPMS).
Essas caracteristicas sdo desejaveis para o material, uma vez que espera-se maior retencao de
compostos polares por mecanismo de interagao hidrofobica (fase reversa) com a fase estaciondria,
para garantir separacdes adequadas de misturas, algo que ndo acontece com os materiais

convencionais comerciais empregados como fase estaciondria reversa atualmente.
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