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RESUMO

Nesta dissertacdo € descrita a polimerizacdao fotoiniciada de fases
estacionarias monoliticas (FEM) em capilares de silica fundida revestidos com
poliacrilato através do método sol-gel. O objetivo deste estudo foi contribuir para a
implementacdo da Eletrocromatografia Capilar (ECC) na Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF).

O Capitulo 1 descreve brevemente a CEC, relacionando-a com a Eletroforese
Capilar (EC) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Caracteristicas

gerais das fases estacionarias, incluindo as colunas monoliticas, sao discutidas.

O Capitulo 2 apresenta os reagentes, solugbes, materiais, equipamentos e
métodos envolvidos na preparacao, avaliacdo e aplicagdo das colunas monoliticas.

Uma breve discusséo sobre o processo sol-gel é realizada.

Alguns parametros relacionados ao preparo e otimizacdo das colunas
monoliticas sédo discutidos no Capitulo 3. Em geral, as etapas de preparagao de uma
coluna sao simples. O revestimento de poliacrilato, em contraste com o de poliimida,
€ transparente a radiagao usada, tornando possivel a polimerizagao fotoiniciada sem
a retirada do revestimento. Além do mais, esta caracteristica facilita a visualizagao

durante o processo de preenchimento, bem como a observagao da FEM obtida.

O Capitulo 4 mostra os resultados obtidos para a avaliacdo da qualidade da
FEM no que diz respeito a permeabilidade, resisténcia mecanica e propriedades
eletrocromatograficas. A quantidade de solvente usada na preparagdo do sol esta
relacionada com a permeabilidade da FEM obtida. O comportamento
eletrocromatografico foi testado mediante a separagdo da mistura padrdo contendo

propilbenzeno, fenatreno e pireno em colunas de 125 um de diametro interno.

O Capitulo 5 descreve a construgdo de uma camara de luz UV-Vis equipada
com lampadas fluorescentes negras e brancas para aplicagdo na polimerizagao
fotoiniciada. Algumas vantagens deste reator fotoquimico sdo: baixo custo (em torno
de R$ 300,00), sendo que todas as pecgas podem ser adquiridas em comércio local;
simples adaptagdes podem ser implementadas de acordo com a conveniéncia e
propositos do sistema; possui um apoio mével, permitindo que a amostra possa ser

posicionada em diferentes alturas da fonte de emissdo. A constru¢do da camara
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mostrada neste trabalho € uma grande alternativa para grupos interessados neste

tipo de instrumento que n&o possuam muitos recursos financeiros.

No Capitulo 6 sao discutidos aspectos e conclusdes obtidos na execucao do

projeto.

O Apéndice A mostra alguns resultados experimentais obtidos na preparagao

de FEM por polimerizacao térmica.
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ABSTRACT

This dissertation describes monolithic stationary phase (MSP) photo-initiated
polymerization in polyacrylate-coated fused silica capillaries using a sol-gel
approach. The objective of this study was to contribute for implementation of

Capillary Electrochromatography (CEC) at Juiz de Fora Federal University (UFJF).

Chapter 1 briefly describes CEC, relating it with Capillary Electrophoresis (CE)
and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). General features about

stationary phases, including monolithic columns, are discussed.

Chapter 2 presents reagents, solutions, materials, equipments and methods
used for the preparation, evaluation and application of the monolithic columns, as

well a brief discussion about the sol-gel approach.

Some parameters related with preparation and optimization of the monolithic
columns are discussed in Chapter 3. In general, MSP preparation steps are simple.
The polyacrylate coating, unlike the polyimide one, is transparent to the applied
radiation, making the photo-initiated polymerization approach possible, without
coating removal. Moreover, this feature makes the visualization during filling process

as well observation of the obtained MSP easy.

Chapter 4 shows results obtained for quality evaluation of the MSP taking into
account permeability, mechanical resistance and electrochromatographic properties.
The solvent quantity used for sol preparation is related with the permeability of the
MSP obtained. The electrochromatographic behavior was tested by means of
separation of a standard mixture containing propylbenzene, phenanthrene and

pyrene in monolithic columns with a 125 pm internal diameter.

Chapter 5 describes the UV-Vis chamber assembly equipped with black and
white fluorescent lamps used for the photo-initiated polymerization. Some
advantages of this homemade photochemical reactor are the following: low-cost
(about US$ 150.00), taking into account that all parts can be easily purchased in the
local market; simple adaptations can be done in accordance with convenience and
the purposes of the system; the bottom part is mobile, so the sample can be placed

at different heights from the emission sources. The chamber assembly showed in this
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work is a great alternative for groups interested in this kind of instrument which do

not have many financial resources.

In Chapter 6, the aspects and conclusions obtained during project execution

are discussed.

Appendix A shows some experimental results obtained for the preparation of

MSP by thermal polymerization.



CAPITULO 1

INTRODUCAO
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Uma das areas mais importantes, com grande reconhecimento em Quimica
Analitica, é a de separagdo. Ha mais de um século, varios grupos de pesquisadores
no mundo vém aperfeicoando e implantando novas técnicas e metodologias de
analise nesta direcao. O principal interesse na separagao de espécies quimicas para
a analise de uma amostra surge quando os seus constituintes apresentam
propriedades e caracteristicas fisico-quimicas (absorgdo ou emissdo de luz, por
exemplo) semelhantes frente a um sistema de detec¢do qualquer, e por outro lado,
possuem fungdes distintas num ambiente, organismo etc. Em geral, os métodos de
detecgao sao seletivos — atendem a uma classe de compostos — e poucos sao
especificos. Por este motivo, as pesquisas em métodos de separagdo sao tao
numerosas. Os avangos nas técnicas de separacdo tém o sentido de aumentar a
simplicidade de operagao e diminuir o custo e o tempo de uma analise, bem como
eliminar possiveis efeitos causados por interferentes ou outros constituintes

presentes nas matrizes, que nao sejam de interesse analitico.

No ramo da separacdo em meio liquido, as duas técnicas instrumentais de
maior importancia sdo a Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia, do inglés “High
Performance Liquid Chromatography” (HPLC) e a Eletroforese Capilar ou “Capillary
Electrophoresis” (CE). Embora haja certa disputa no mercado, estas técnicas podem
ser encaradas como sendo complementares € ndo apenas como concorrentes.
Alias, o que tem sido feito recentemente é unir as caracteristicas positivas mais
relevantes destas duas técnicas em apenas uma, a Eletrocromatografia Capilar, do
inglés Capillary Electrochromatography (CEC). Este casamento possibilita eliminar
alguns efeitos negativos tanto da HPLC — como a necessidade de altas pressdes de
trabalho —, quanto da CE - como a dificuldade em separagcdo de compostos

eletricamente neutros.

1.1 Eletrocromatografia Capilar

CEC é um termo usado para descrever técnicas de separagao que envolvem
uma coluna contendo uma fase estacionaria (FE) onde a fase movel (FM) é

impulsionada por eletroosmose [1] e é entendida como uma técnica hibrida entre a
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CE e a HPLC, estando em franco crescimento no contexto analitico de separacao [2-
6]. O principio basico da técnica esta na aplicagao de potencial elétrico num sistema
de separagao similar ao da CE, porém contendo uma coluna cromatografica com
uma FE. Com isso, o processo de separagcdo em CEC se da por um duplo
mecanismo, ou seja, o cromatografico (processo termodinamico de particao entre FE
e FM, como em HPLC) combinado com o eletrocinético (processo cinético de
migragdo, da CE), de forma que, numa mesma coluna “eletrocromatografica”,
possam ser analisados compostos neutros, idnicos, polares ou apolares. O grande
interesse em CEC é explicado pelo fato desta combinar efetivamente vantagens das
duas técnicas em uma s6. Da HPLC, a CEC extrai a alta seletividade e a
versatilidade na separagado de compostos neutros. Por outro lado, da CE, a CEC usa
a alta eficiéncia de separagdo. Numa corrida eletrocromatografica, um dado soluto
ira experimentar as contribuicbes de retencdo da FE e as propriedades

eletroforéticas de migracéo.

Como a CEC pode ser realizada num equipamento de eletroforese, ela tem a
vantagem da ndo necessidade de aplicagdo de sistemas com bombas de alta
pressdo como em HPLC, o que contribui para que a técnica seja relativamente
simples em termos de instrumentagdo. Isso € possivel, pois a propria voltagem
aplicada promove um mecanismo de “bombeamento eletroosmotico” (fluxo
eletroosmatico), conduzindo a FM através da coluna. Esta caracteristica contribui
para que o perfil do fluxo da FM seja plano, embora a presenca da FE possa

interferir neste perfil. A Figura 1.1 mostra os perfis dos fluxos em CE e HPLC:

Fluxo eletroosmoético

+ — —
perfil plano

Fluxo hidrodinamico

] —i-
bomba perfil parabélico

Figura 1.1. Representacéo dos perfis dos fluxos eletroosmético e hidrodindmico.
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Neste contexto, as caracteristicas apontadas como sendo relevantes para
a HPLC e CE serado analisadas nas préoximas secdes para que possa ser entendido

o surgimento da CEC, bem como suas principais caracteristicas e vantagens.

1.1.1 Aspectos relacionados a Eletroforese Capilar

1.1.1.1 Conceitos basicos

A Eletroforese Capilar (CE) € uma técnica analitica instrumental, que se
baseia na migracao diferenciada de compostos neutros, ibnicos ou ionizaveis em um
sistema de eletrdlito através da aplicagdo de um potencial elétrico (da ordem de 10*
V) em um tubo capilar (de silica fundida, Pyrex ou Teflon) [7]. A amostra é
introduzida no capilar em meio tamponado (eletrélito), como uma banda de pequena
espessura. Quando o campo elétrico é estabelecido, cada zona (constituida de um
analito) migra independentemente, com velocidade constante, mas diferenciada, em
funcdo da razdo carga/raio, proporcionando assim a separagao. Num dado sistema,
quanto maior for a carga — podendo se levar em conta o grau de ionizagado — e
menor for o raio de um constituinte ibnico — incluindo sua hidratagdo, mais
rapidamente este ira migrar. Toda a analise € monitorada por um sistema de
deteccdo. Quando cada analito passa por uma “janela” de detecgao, situada no
proprio capilar proximo a extremidade de saida, ele € acusado pelo sistema de
deteccdo que indica a presenga de uma banda de pequena espessura (pico). Isto
gera um grafico do sinal analitico em fungdo do tempo, denominado

“eletroferograma”. Em CEC, este é denominado “eletfrocromatograma”.

Uma caracteristica importante em analises por CE, assim como em CEC, é a
presenca de um fluxo da solugdo de eletrolito (geralmente no sentido introdugao-
deteccdo) denominado “fluxo eletroosmotico”. Quando um eletrdlito € inserido num
capilar, a superficie interna se torna eletricamente carregada, devido a sua propria
ionizacdo ou adsorgao de ions presentes no eletrélito. No caso dos capilares de
silica fundida, os grupos silandis (Si-OH) da superficie se ionizam formando grupos
silanatos (Si-O7), se o pH do eletrélito for maior ou igual a trés [8]. Em alguns casos

na CEC, a FE também pode apresentar a mesma caracteristica, a qual sera
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comentada no item 1.2. Esta superficie negativamente carregada atrai cations do
tampéao, formando uma camada interna de cations — também chamada de camada
fixa. Esta camada interna ndo tem carga positiva suficiente para neutralizar a
superficie negativa do capilar. Portanto, uma camada externa, ou camada movel é
formada nas proximidades da primeira camada, gerando a dupla camada difusa.
Quando é aplicada uma diferenca de potencial nas extremidades do capilar, os
cations da camada moével sdo empurrados em sentido ao catodo. Como estes ions
estdo solvatados, eles acabam arrastando o leito aquoso, induzindo o fluxo

eletroosmoético.

Assim, a velocidade aparente ou observada de um analito € a soma vetorial
das velocidades efetiva (ou eletroforética) — movimento préprio do analito — e

eletroosmadtica — movimento do fluxo eletroosmdtico, ou seja:
Voss =Vep T Vior (1.1)

onde V., € a velocidade eletroforética (EP = electrophoretic) do analito e Vg, é a

velocidade do fluxo eletroosmotico (EOF = electroosmotic flow).

Outro conceito bastante empregado é a mobilidade, que indica o quanto um
analito ou o fluxo eletroosmoético se movimenta considerando-se o campo elétrico

envolvido:

Vep _ VgpL
Hegp ==~ — 1.2
= 7 (1.2)
onde, E €& o campo elétrico aplicado, obtido a partir da voltagem V7 sobre o
comprimento total do capilar L. Da mesma maneira se calcula a mobilidade

eletroosmdtica, u,,.. A relagdo da mobilidade eletroforética de um soluto com sua

carga e seu raio é dada pela expressao:

__ 49
67nr

HMgp (1.3)

onde q é a carga do soluto, r € o seu raio e n € a viscosidade do eletrdlito. Desta

expressao, é possivel entender que, em fungéo da carga, a mobilidade eletroforética
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de cations sera positiva, a de anions sera negativa e a de compostos neutros sera

nula. Mesmo em CEC, compostos neutros possuem ., = 0. O que justifica as

diferentes velocidades de compostos neutros em CEC sdo as suas caracteristicas

de partigao entre FE e FM.

Dependendo da magnitude da mobilidade eletroosmatica, é possivel que
determinados analitos sejam arrastados no sentido injecdo-deteccédo, mesmo estes
tendo tendéncia em migrar no sentido contrario (analitos que possuem cargas do

mesmo sinal do eletrodo da extremidade da saida), ou seja, se u,,. for maior do

que o modulo de y,,. Dessa forma, numa mesma corrida eletroforética € possivel,

de maneira ilustrativa, analisar anions e cations, com uma unica banda de
compostos neutros (caso houver) no centro do eletroferograma, juntamente com o
sinal do fluxo, entre o grupo de céations e o grupo de anions. Ja numa corrida
eletrocromatografica, ou seja, em CEC, existe também a separacdo entre os
compostos neutros. Estas caracteristicas ajudaram a tornar tanto a CE quanto a
CEC duas técnicas bastante atraentes. As principais vantagens da CE s&o o curto
tempo de andlise e a elevada eficiéncia nas separagdes de compostos de interesses
bioldgico, farmacéutico, alimenticio, ambiental e outros. De modo inclusivo, a CEC

herda satisfatoriamente tais vantagens.

1.1.1.2 Alternativas em CE

A limitacado primaria dos métodos convencionais de Eletroforese Capilar — isto
€, Eletroforese Capilar em Solucao Livre (FSCE, do inglés Free Solution Capillary
Electrophoresis), na qual o capilar € apenas preenchido com eletrdlito, geralmente
tamponado — esta na impossibilidade de separacdo de compostos neutros [9]. Estes
migram juntamente com o fluxo eletroosmatico, sem ser separados. Uma alternativa
bem implementada que foi criada para a separacdo de substancias neutras por
eletroforese € a Cromatografia Eletrocinética Micelar — Micellar Electrokinetic
Chromatography (MEKC). Nesta modalidade de Eletroforese Capilar, tensoativos
ibnicos sdo adicionados ao eletrdlito condutor em quantidades propicias a formarem
micelas. Estas micelas formam uma fase diferenciada denominada fase pseudo-

estacionaria, que sao agregados esféricos onde as caudas (apolares) das moléculas
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de tensoativo estao voltadas para dentro e as cabecas (polares) estao voltadas para
fora, em contato com o eletrdlito. Pelo fato de possuirem a superficie esférica
carregada, as micelas apresentam mobilidade. Moléculas neutras de analito
apresentam interagdes de particdo diferenciadas com as fases de eletrdlito

(hidrofilica) e pseudo-estacionaria (hidrofébica), o que possibilita a separagao.

Entretanto, a MEKC possui algumas desvantagens que limitam a sua
utilizacdo. Em geral, é complicado se trabalhar com solutos muito apolares, pois
estes sdo completamente retidos pela fase micelar, sem haver uma separacéo. Além
disso, esta técnica possui uma limitada capacidade de picos, isto &, o intervalo de
tempo entre o soluto ndo retido e o soluto totalmente retido pela micela. Dessa
forma, todos os analitos envolvidos na separagdo devem ter seus tempos de
migragado entre os tempos do soluto ndo retido e da micela (ou soluto totalmente
retido). Outro problema da MEKC esta na utilizagcdo de tensoativos, que causam

incompatibilidades com os sistemas de deteccéo por espectrometria de massas [2].

1.1.2 Aspectos relacionados a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

1.1.2.1 Conceitos basicos

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é uma técnica analitica
instrumental de separacéao cujo principio esta baseado nas diferengas de distribuigao
dos solutos de uma amostra entre uma fase hidrofobica e outra hidrofilica. O analito
€ transportado em uma coluna cromatografica contendo uma fase estacionaria
porosa pela passagem forgada de uma fase moével liquida, composta por um ou mais
solventes. A FE consiste num material cujas particulas, rigidas e porosas, medem de
3 a 10 ym de didmetro, ou num liquido — imiscivel com a FM — adsorvido neste
suporte particulado. Existem ainda FE monoliticas comerciais para HPLC, as quais
substituem o material particulado. Embora o escopo deste trabalho esteja voltado
para colunas monoliticas em CEC, as FE monoliticas usadas em HPLC apresentam
caracteristicas similares, como diminuicdo da pressdo necessaria para
bombeamento de FM, em consequéncia da alta porosidade e grande area superficial

por unidade de massa [10]. A separacao se da, quando um dado composto possui
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uma intrinseca afinidade (for¢cas de interagao a nivel molecular, incluindo dispersao,
orientagao de dipolo e ligagado de hidrogénio) com a FE ou com a FM, que acarreta
em uma determinada razdo de distribuigdo, justificando seu intrinseco tempo de
percurso pela coluna. Em HPLC em Fase Normal, a FE é mais hidrofilica e a FM é
mais hidrofébica e na HPLC em Fase Reversa, a FE é mais hidrofébica e a FM é
mais hidrofilica. Estes modos de HPLC possuem seus analogos em CEC, ou seja,
uma FE constituida de porgdes organicas hidrofobicas pode se comportar como uma
Fase Reversa, enquanto uma FE a base de silica se comporta como uma Fase

Normal.

Quando o sistema de detecgdo monitora o sinal (absorbancia, por exemplo)
de todo o processo de separagdao — comumente chamado de corrida cromatografica,
€ possivel gerar os cromatogramas, que sao graficos que exibem o sinal medido

continuamente em fungao do tempo.

As principais vantagens da HPLC estdo na seletividade (capacidade de se
analisar uma classe de compostos de interesse sem efeitos de interferentes),
reprodutibilidade (capacidade de obtengdo dos mesmos resultados quando se utiliza
um mesmo método, em diferentes laboratdrios) obtida nas anadlises e na eficiéncia
na separagao de compostos idnicos e moleculares. Exemplos destes compostos
incluem hidrocarbonetos, carboidratos, aminoacidos, proteinas, antibibticos,
esteroides além de inumeras outras classes de composto organicos e inorganicos.
Tais vantagens renderam a HPLC o status de técnica analitica de separagao mais
utilizada nos ultimos anos. Entretanto, a busca incessavel por novas tecnologias tem

mostrado que outros caminhos na ciéncia da separacao sio bastante promissores.

1.1.3 Caracteristicas instrumentais de separacgao

E possivel observar diversas semelhangas nos métodos de separagdo. A
Figura 1.2 mostra algumas caracteristicas gerais da HPLC, da CE e da CEC,
enquanto as Figuras 1.3 a 1.8 mostram diferentes etapas numa separacao ilustrativa
de compostos anidnicos (azul), catibnicos (vermelho) e moleculares (amarelo) por
CE e por CEC.
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Figura 1.2. Esquema basico da HPLC, CE e CEC mostrando (A) injecdo da amostra, (B)
sistema de bombeamento da FM, (C) coluna cromatografica, (D) detecgdo e (E) coleta de
descarte; reservatérios (F) de entrada, (G) da amostra e (H) de saida, (l) sistema de
fornecimento de alta voltagem, (J) capilar e (K) material cromatografico. O didmetro das

colunas foi ampliado desproporcionalmente para facilitar a visualizagdo das mesmas.
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Figura 1.3. Etapa inicial de uma corrida de Eletroforese Capilar (CE), mostrando a amostra

injetada (canto superior esquerdo) em capilar contendo solugao de eletrdlito (ciano).
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Figura 1.4. Etapa intermediaria em CE. Note que a passagem de um composto pelo detector

de arranjo de diodos (DAD) é acusada pelo seu espectro de absorgao (canto inferior direito).
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Figura 1.5. Etapa final de uma corrida em CE, mostrando o perfil do eletroferograma (canto

inferior esquerdo) obtido a partir de um comprimento de onda selecionado.
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Figura 1.6. Etapa inicial de uma corrida de Eletrocromatografia Capilar (CEC), mostrando a

FE no interior da metade esquerda do capilar e a amostra injetada.
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Figura 1.7. Etapa intermediaria de uma corrida em CEC. Neste caso, diferentes moléculas

neutras podem migrar separadamente enquanto percorrem pela FE.
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Figura 1.8. Etapa final de uma corrida em CEC, mostrando os anions saindo do capilar e o

perfil do eletrocromatograma (canto inferior esquerdo).
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1.2 Fases estacionarias utilizadas em CEC

Existem dois conceitos estritamente relacionados na ciéncia da separagao,
que sao a coluna cromatografica e a fase estacionaria. A primeira € uma camara
tubular de separacgao (que, na CEC, pode ser o mesmo capilar utilizado na CE)
contendo em seu interior, a fase estacionaria, que é o material cromatograficamente

ativo.
Uma FE deve atender a duas especificagdes principais:

(a) interagir de maneira seletiva com varios tipos de moléculas de solutos,
neutras ou nao, proporcionando, assim como em HPLC, diferentes taxas de

migracao atraveés da coluna;

(b) apresentar porosidade, permitindo a passagem do fluxo eletroosmatico
(FEO). Dependendo do tipo de FE, o FEO é melhorado pela presenga da dupla
camada difusa formada na interface da FM com a superficie carregada da FE [2],
além daquela formada proximo a superficie interna do capilar, como mostra o

esquema abaixo:

Figura 1.9. Esquema do movimento da fase mével (FM) através da fase estacionaria (FE)
em uma coluna de CEC preenchida com particulas eletricamente carregadas. A seta indica
a direcao do campo elétrico (E) e do fluxo eletroosmético. Neste esquema, as particulas de

FE estdo espagadas para facilitar a visualizagdo das cargas elétricas.

Existem trés tipos principais de colunas cromatograficas em CEC. A primeira
a ser utilizada foi coluna recheada com material particulado onde geralmente o

material poroso e esférico preenche o capilar até a janela de deteccéao, restando
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somente os poros para passagem de fase mével. Um segundo tipo de FE se refere a
coluna tubular aberta, onde o material cromatografico € apenas um revestimento
polimérico interno ao capilar. Ja a coluna monolitica consiste num material, que pode
ser o mesmo utilizado na fabricagdo das colunas tubulares abertas, porém, estando
presente em toda a direg¢ao radial interna num determinado comprimento do capilar.

As etapas de construcéo destas colunas sido descritas nos préximos itens.

1.2.1 Coluna recheada com material particulado

A maioria das colunas utilizadas em CEC esta contida neste grupo [2,11],
onde particulas sélidas micrométricas sao utilizadas como FE para preencher o
capilar. As etapas de confec¢dao, mostradas na Figura 1.10, consistem nos itens

abaixo:

(a) Obtencéo da 12 frita (do inglés frit), que é uma tampa porosa usada para
reter as particulas no interior do capilar. A frita & frequentemente obtida pela queima

de material particulado a base de silica;
(b) Preenchimento do capilar com particulas a base de silica;
(c) Obtengao da 22 frita no final do preenchimento;
(d) Obtencéao da janela de detecgao.

O item mais problematico destas colunas esta na necessidade do uso das
fritas. Elas contribuem para inUmeras caracteristicas indesejaveis, como perda de
desempenho e formacao de bolhas numa analise, influéncia imprevisivel sobre o

fluxo eletroosmotico, além da dificuldade na preparacéao [12,13].
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Figura 1.10. Etapas da preparacdo de uma coluna recheada com material particulado. a)
obtencdo da primeira frita; b) preenchimento do capilar com as particulas esféricas
(geralmente os didmetros s&do menos regulares do que mostrado); ¢) obtencdo da 22 frita

apos o preenchimento; d) obtencao da janela de detecgéo.

1.2.2 Coluna tubular aberta

No formato de tubos abertos uma camada de FE é ligada quimicamente na
superficie interna do capilar. Em geral, a FE deve ser espessa o suficiente para
originar caracteristicas de retencédo e capacidade de amostragem, o que é
usualmente dificil de alcancar usando os métodos convencionais de fabricacdo. E
importante lembrar que este tipo de FE n&o requer o uso das fritas. Conforme
mostra a Figura 1.11, os passos para a confecgao de uma coluna tubular aberta, de

maneira geral, compreendem:
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(a) Limpeza e pré-tratamento do capilar, deixando a superficie interna mais

concentrada com grupos silandis, que funcionam como ancoras para prender a FE;

(b) Preenchimento do capilar com uma fase liquida denominada “sol”, que
permanece em repouso por um determinado periodo para permitir a formagao de

uma camada ligada a parede interna;

(c) Aplicagao de pressao para remover os componentes que permaneceram

em solugao, com posterior pés-tratamento da camada formada;

(d) Obtencgao da janela de detecgéo. A auséncia de FE nesta regido pode ser

obtida com uma mascara que impeca a formagao de FE naquela regiao.

revestimento parede do
/ externo / capilar

i

sol

b)

revestimento interno (FE)

janela de
deteccao \
I — |
d)
| |

Figura 1.11. Etapas da preparagdo de uma coluna tubular aberta, mostrando a) o capilar
pré-tratado; b) o preenchimento do capilar com o sol; ¢) a camada de FE ligada a superficie

do capilar com posterior pos-tratamento e d) a obtengéo da janela de detecgao.
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1.2.3 Coluna monolitica

Segundo Gusev et al [14] uma fase estacionaria monolitica € definida como
“‘uma estrutura continua, unitaria e porosa preparada por polimerizacéo in situ ou
consolidacao no interior do tubo e, se necessario, com a superficie funcionalizada
para converté-la em um sorvente com as propriedades cromatograficas de ligagao
desejadas.” Em termos praticos, uma coluna monolitica consiste numa fina barra,
com certa rigidez, cujo didmetro € igual ao diametro interno do capilar que neste
reside. O capilar, por sua vez, pode ser o mesmo utilizado em CE, como o de silica
fundida. As colunas monoliticas foram desenvolvidas como alternativas para as
colunas recheadas de material particulado, devido a dificuldade na preparagao das

fritas e outros problemas operacionais.

Uma fase estacionaria monolitica (FEM), a qual tem despertado bastante
interesse em CEC [1], € comumente obtida através de polimerizagao via o processo
sol-gel, onde uma solugdo na fase liquida denominada sol, contendo reagentes
especificos, perde sua fluidez pelo aumento da viscosidade, se tornando um gel [15].
Além de precursores poliméricos, € necessaria a presenca de um solvente que atua
como porogénio, de forma que, apds a polimerizagao, este € removido juntamente
com residuos de reagdo quimica, restando no capilar apenas o polimero poroso e

seco (monolito).

Uma alternativa atraente para a preparacdo do monolito é através da
polimerizagao fotoiniciada em capilares recobertos com poliacrilato. Este polimero é
transparente a radiagao utilizada no preparo da FEM e, desta forma, ndo é
necessaria a remogao do revestimento. Esta é uma caracteristica chave, ja que a
flexibilidade e resisténcia mecanica do capilar sdo mantidas [7]. Assim, todo o
processo de otimizagdo do preparo de colunas monoliticas polimerizadas por
fotoiniciagao, o qual é o foco principal deste trabalho, pode ser realizado utilizando-
se capilares revestidos com poliacrilato. De maneira geral, as etapas de construgéo

desta coluna (Figura 1.12) sdo as seguintes:

(a) Preenchimento do capilar (pré-tratado) com o sol por um determinado
segmento. O ponto até onde o sol é inserido pode ser definido por simples

visualizagdo em capilares revestidos com poliacrilato (ou qualquer outro
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revestimento transparente) ou por ajustes do tempo e pressdo de inje¢do no

equipamento de CE;

(b) Polimerizagao fotoiniciada do(s) precursor(es) polimérico(s) no interior do

capilar (polimerizacao in situ);

(c) Remocgao do solvente e residuos da polimerizagdo por aquecimento ou

aplicagao de pressao no capilar, limpeza e condicionamento do monolito;

(d) Obtencgéao da janela de detecgéo.

sol
/
a) /
gel
/
b)
monolito
C)
janela de
deteccao \
d)

Figura 1.12. Etapas da preparacdo de uma coluna monolitica, mostrando a) o capilar
preenchido com um sol; b) a polimerizacao fotoiniciada in situ, formando-se o gel; ¢) a
remogao do solvente utilizado como porogénio com posterior pés-tratamento e d) a

obtencgao da janela de detecgao.
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Uma caracteristica importante € a presenga dos macroporos e mesoporos na
estrutura monolitica. Os macroporos sdo poros com dimensdes maiores que 50 nm
(dimensbes definidas pela International Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC) e sao os grandes responsaveis por uma alta permeabilidade de FM mesmo
com a aplicagdo de baixas pressdes ou aplicagdo de voltagem. Ja os mesoporos
possuem dimensdes entre 2 e 50 nm e s&o grandes responsaveis pela interagao
entre a FE e os analitos, pois a area superficial de um material mesoporoso é
relativamente elevada. A Figura 1.13 mostra uma selegdo de imagens obtidas por
Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy)
[14,10] e por Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM, do inglés Transmission
Electron Microscopy) [16]. A SEM possibilita a visualizagdo dos dominios (estrutura

sélida) e macroporos, enquanto a TEM permite a visualizagdo dos mesoporos.

Figura 1.13. Fotografias de um monolito em capilar de 75 ym D.l. obtidas por SEM (superior

e canto inferior esquerdo) e por TEM (canto inferior direito).



Capitulo 1 - Introducdo 40

A polimerizagcdo de uma FEM é geralmente realizada termicamente, mas
podendo também ser ativada mediante incidéncia de luz [17]. A escolha dependera,
além da disponibilidade de reagentes, das caracteristicas fisico-quimicas do
revestimento externo do capilar. O revestimento de poliimida, comumente
empregado nos capilares para CE, absorve luz no ultravioleta e em certa faixa do
visivel permitindo apenas a termopolimerizagdo (onde o préprio precursor se
polimeriza quando aquecido) ou polimerizagdo termoiniciada (onde um reagente
termoiniciador se decompde quando aquecido, liberando radicais que provocam a
polimerizagado do precursor) de uma FEM. Embora a remogao deste revestimento
para se realizar a fotoiniciagdo ja tenha sido proposta [18], deve-se ressaltar que

este ato torna a coluna capilar extremamente fragil e, de certa forma, inutilizavel.

Em funcdo do avancgo tecnoldgico, as colunas monoliticas vém despertando
grande interesse cientifico do ponto de vista de separagdes. Com o desenvolvimento
da eletrocromatografia capilar e pelo fato de apresentarem relevantes vantagens
sobre as outras colunas, as colunas monoliticas estdo sendo amplamente usadas
entre as categorias que usam fluxo eletroosmoético na separagéo por fase liquida.
Além disto, existem colunas monoliticas comerciais tanto para CEC quanto para
HPLC.

1.2.4 Eficiéncia de separacgao

A eficiéncia de separagdo em uma analise € um parametro que expressa o
quanto um analito percorre (ou o quanto é retido) pela coluna e o quanto ele se
dispersa enquanto percorre. Numa analise eficiente o analito se dispersa pouco
(evitando alargamento de banda) quando ele migra uma dada distancia. Isso permite

a analise de mais constituintes de uma amostra em um dado intervalo de tempo.

Em HPLC e em CEC com colunas de material particulado, um dos fatores que
influenciam a eficiéncia de separacao é o tamanho das particulas que compde a FE.
Isto pode ser mostrado através da relagdo entre o numero de pratos (N) — que

expressa a eficiéncia de separagdo — com a altura do prato (H):

N=L/H (1.4)
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onde L é o comprimento da coluna. A de van Deemter que define H, em HPLC é

dada pela expressao:

H:A+B/u+(CE+CM)u (15)

onde u é a velocidade da fase movel em cm/s e A, B, Ce e Cy séo coeficientes que
expressam as contribuicbes para o alargamento de bandas e sao relacionados,
respectivamente, com os fenbmenos de caminhos mdultiplos de percurso, difusao
longitudinal e transferéncias de massa na fase estacionaria e fase movel. Os termos
A e Cy sao dependentes do diametro das particulas e sdo dados por:

A=2d, (1.6)

S,

b, (1.7)

M

onde 4 € o fator de obstrugdo, que depende da qualidade da FE; d, é o diametro

médio das particulas da FE; & é o fator de retengéo, f,,(k) € uma funcao de & e Dy

€ o coeficiente de difusdo do soluto na FM.

Com as equacdes 1.6 e 1.7 é possivel entender que quanto menor for o
diametro das particulas, menor sera a contribuicdo para H, definido nas equacoes
1.5, 0 que torna a eficiéncia maior (equagéo 1.4). Do ponto de vista geométrico,
particulas esféricas menores, confinadas numa dada coluna de comprimento L,
terao maior somatoério das areas de superficie do que particulas maiores. Portanto,
com uma area superficial total maior — o que permite interacdo mais efetiva com os
solutos, uma FE com particulas menores apresentard maior eficiéncia nas

separacoes.

Entretanto, colunas com particulas de diametro reduzido possuem menos
espago vazio para a passagem de FM e de solutos e a sua utilizagdo requer
sistemas de bombeamento de FM bastante complexos. Além de serem necessarios
alguns requisitos como movimento de FM com auséncia de pulsos e velocidade de
fluxo controlada e variando de 0,1 a 10 mL/min (para HPLC), sdo indispensaveis

altas pressdes de trabalho, chegando a ordem de 10* kPa [19,20]. Tais pressoes
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acabaram sendo o fator limitante para a utilizacdo de particulas menores do que 3
Mm de diametro. Ja que a diminuigdo do tamanho das particulas acarreta,
necessariamente, no aumento da complexidade do sistema de bombeamento,
outros caminhos devem ser trilhados para a busca de maiores eficiéncias, como é o
caso das colunas monoliticas para HPLC e para CEC. Smith [10] estudou as
diferengas entre uma coluna monolitica e uma recheada com material particulado
(ambas comerciais para HPLC). Seu trabalho mostra diferengas significativas nos
trés termos, A, B e C, na equacao de van Deemter, devido as diferencas nas
estruturas cromatograficas, como porosidade, disposicdo da FE, etc. Deve ser
ressaltado que a equagao de van Deemter deve ser analisada com cautela quando
se trata de colunas tubulares abertas e colunas monoliticas, ja que estas né&o
possuem particulas de FE, e sim, um material polimérico continuo. Contudo, as
colunas monoliticas tém apresentado maior performance do que as de material
particulado [21].

1.3 Vantagens

Comparando com as colunas de material particulado, as colunas monoliticas
apresentam muitas vantagens como a facilidade de confeccéo (a preparagao é
realizada in situ), a auséncia das “fritas” [12], o que elimina problemas operacionais
causados por estas (como a formagao de bolhas no interior do capilar, que dificultam
a passagem de corrente elétrica); maior area superficial e alta porosidade da fase

estacionaria, permitindo maior transferéncia de massa através da coluna.

Em comparacao com as colunas tubulares abertas, a principal vantagem esta
no fato de que as fases estacionarias monoliticas estdo mais concentradas num
dado segmento de capilar. Além da fabricacdo de uma coluna monolitica ser mais
simples, as colunas tubulares abertas correm o risco de ndo fornecerem uma

espessura uniforme de FE.

A Figura 1.14 reune os detalhes estruturais dos trés modos principais de

colunas capilares utilizadas em CEC.
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Figura 1.14. Representagao de trés tipos de colunas usadas em CEC: (a) coluna recheada

com material particulado; (b) coluna tubular aberta; e (c) coluna monolitica.

Com relagdo a outras técnicas, a eletrocromatografia capilar tem o privilégio
de desfrutar da grande seletividade da HPLC e da alta eficiéncia da CE, além de
outras vantagens ja citadas no item 1.1. A CEC abrange as analises de varios tipos
de compostos, desde os iGnicos aos moleculares e dos polares aos apolares. Deve-
se ressaltar que os volumes gastos de reagentes, padrbes e amostra sdo minimos,
marca herdada da CE, por se tratar da mesma instrumentacao utilizada. A grande
disponibilidade e variedade dos possiveis reagentes utilizados no processo de
fabricacdo e o custo relativamente baixo tornam a CEC uma alternativa viavel e

bastante atraente no contexto analitico.

Uma outra grande vantagem estd na utilizacdo de colunas capilares
recobertas com revestimento de poliacrilato, que é suficientemente transparente a
luz ultravioleta préoximo ao visivel e a luz visivel. Esta caracteristica facilita a
visualizagdo da solugdo de polimerizagdo no interior do capilar — o que permite

controlar a injecdo desta e de outras solugdes, bem como observar a formagao do
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monolito. Além disso, € possivel que seja feita a polimerizagao fotoiniciada sem a
necessidade de remogao do revestimento polimérico que protege a coluna. Deve ser
notado que a utilizagdo da polimerizacdo fotoiniciada sem a remocdo do
revestimento capilar €, até agora, um fato inédito, tendo-se em vista que capilares
deste tipo somente sao fabricados por uma empresa brasileira, a Microtube e estao

em fase inicial de comercializag&o.

1.4 Objetivos

Este projeto teve como proposta central o estudo e otimizagdo do processo de
preparacdo de fases estacionarias monoliticas polimerizadas por fotoiniciagao pelo

método sol-gel, para posterior utilizagao em Eletrocromatografia Capilar.
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2.1 Capilares

Capilares de silica fundida com dimensdes variando de 70 a 200 ym de
didmetro interno (D.l.) e 375 ym de didmetro externo (D.E.) revestidos com
poliacrilato, adquiridos do Grupo de Materiais Fotbnicos do Departamento de
Quimica Geral e Inorganica da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de
Araraquara, foram utilizados no desenvolvimento e otimizacdo da confeccdo das
colunas monoliticas para CEC. Estes foram produzidos a partir de tubos de silica de
alta pureza (preforma) em uma torre de “puxamento” montada nas dependéncias do
Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara. A temperatura de fundi¢do variou de
1850 a 2050 °C e a velocidade do puxamento foi de 8 a 12 m/min. O revestimento foi
obtido pela cura de acrilato (Borden Chemical) com lampada de xendnio montada na

torre. O esquema da torre (adaptao), feito por Watzig [1] € mostrado na Figura 2.1.

ALIL alimentagao
o
Al }é < engrenagem

pré-forma

- carcaca

<

fornalha

A

{ = laser de controle

revestimento

“puxamento”

—D+ motor

capilar pronto

carretel
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Figura 2.1: Montagem da torre de “puxamento” de capilares de silica fundida e fibras

oOpticas.
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2.2 Reagentes e Padroes

Os reagentes e solventes utilizados no preparo de eletrolito condutor e na
preparacao das colunas monoliticas sao 0s seguintes:
metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPTMS-98%) — Acros Organics (New Jersey, EUA);
oxido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfino (Irgacure 819) — Ciba (Sao Paulo,
Brasil); tolueno (alto grau de pureza) — Beckman (Fullerton, EUA); acetonitrila (alto
grau de pureza) — J.T. Baker (Phillipsburg, EUA); etanol e metanol — Quimex

(Tubarao, Brasil); acido cloridrico - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil);

Padrées de pireno (99,0%) (Buchs, Suica), propilbenzeno (99,0%)

(Sacramento, EUA) e fenantreno (97,0%) (Tokyo, Japao) foram comprados da Fluka.

Os tampbes e solugbes foram preparados com agua purificada por
deionizador Millipore (Milli-Q system, Millipore, Bedford, MA, EUA). Solucdo de
acetato de aménio 50 mmol L' foi preparada pela adicdo de 143 pL de acido acético
99,7 % — Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e 664 pyL de hidréxido de aménio 29 % —

Quimex (Tubarao, Brasil).

2.3 Agitadores

Para o estudo do processo de mistura dos reagentes utilizados na solugao de
polimerizagao, foram utilizados um agitador magnético para cinco amostras (cinco
pontos separados) (Fisatom, Sao Paulo, Brasil), um equipamento com sonda de

ultra-som e uma turbina (Turrax®), composta de pas fixas e rotatérias.

2.4 Outros materiais

Seringas de 5 mL (Plastipak, Becton Dickinson), agulhas de 0,70 mm (D.E.) e
30 mm de comprimento e fita de politetrafluoretileno (PTFE) (veda-rosca - Firlon
S.A.) de 18 mm de largura foram utilizadas nas injecbes manuais de liquidos nos

capilares, conforme o esquema da Figura 2.2.
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A B C T
L 1 l

Figura 2.2. Sistema de inje¢do de liquidos em capilares de 375 um (D.E.). A) Capilar, B)

veda-rosca para evitar vazamentos, C) agulha, D) liquido e E) seringa.

2.5 Equipamento de Eletroforese Capilar

Para a execucao deste projeto foi utilizado um equipamento comercial de
Eletroforese Capilar (modelo HP3d CE, Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
(Figura 2.3), equipado com fonte de alta tenséo (+ 30 kV), DAD (detector de arranjo
de diodos), com controle de temperatura no interior do cartucho por passagem de ar
forgcado e software para controle, aquisicao e tratamento de dados (HP ChemStation

6.0) instalado em um microcomputador conectado ao equipamento.

Figura 2.3. Equipamento de Eletroforese Capilar.
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2.6 Camaras de Radiacao Ultravioleta

Para a fotopolimerizacdo dos monolitos, foi construida uma camara de luz
ultravioleta especifica para comportar os capilares estendidos (Figura 2.4), ja que
camaras comerciais deste tipo ndo possuem as dimensdes desejadas e sao
bastante caras. Esta cAmara consiste em uma caixa feita de madeira MDF (Medium
Density Fiberboard) contendo quatro lampadas fluorescentes negras e duas
lampadas fluorescentes brancas de 15 W de poténcia cada. Todas as paredes
internas da camara sao espelhadas. Os itens necessarios, como a madeira, 0s
espelhos, as lampadas, reatores etc. foram comprados em comércio local com
recursos da FAPEMIG. O Capitulo 5 é dedicado ao processo de fabricagao, as

caracteristicas e resultados obtidos especificamente com a camara.

3

Figura 2.4. Fotografias digitais da cdmara de luz ultravioleta mostrando a) sua aparéncia

externa e b) a porta frontal aberta.

Além da camara construida, foi utilizado no Departamento de Quimica Geral e
Inorgénica da UNESP-Araraquara um equipamento de luz ultravioleta da marca
Kota, (modelo Versalis) (Figura 2.5) do Grupo de Pesquisa de Materiais Foténicos
do Instituto de Quimica da UNESP. Este reator fotoquimico, construido com
estruturas nao metalicas, é equipado com sistema de vacuo, lampada de vapor de
mercurio que emite luz progressiva de alta intensidade na regido UV-Vis e

temporizador eletrénico. O espacgo interno da camara, disponivel para a amostra,
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possui formato cilindrico com didmetro em torno de 10 cm e altura em torno de 7 cm.

As paredes internas sao espelhadas, inclusive a bandeja de apoio da amostra.

e v

Figura 2.5. Foto-reator Kota Versalis mostrando a aparéncia externa e o espacgo disponivel

para amostra, no canto inferior direito [2].

2.7 Mufla

Para os testes de tentativa de polimerizagcado térmica foi utilizada uma mufla
EDG3P-S 3000 (EDG Equipamentos, Brasil) com capacidade para trés programas

de controle de temperatura, velocidade de aquecimento e tempo de permanéncia.

2.8 Espectrofotometros

As medidas de emissao das lampadas da camara construida neste projeto
foram feitos em um espectrofotdmetro UV-Vis, modelo USB 2000, (Ocean Optics,

EUA) equipado com cabo de fibra ética e detector CCD.

As medidas de absorcao de reagentes foram feitas em um espectrofotémetro
modelo UV-1601PC (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado com emissao de duplo feixe
simultaneo. Celas de quartzo com caminho ¢6tico de 1,00 cm foram usadas nas

leituras.
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2.9 Microscopio

Para confirmagéo da presenga de monolito no interior de alguns capilares, foi
utilizado, no Instituto de Quimica da UNESP, um microscopio 6tico modelo DMR e
marca LEICA, com ocular de 10X, objetivas de 4X, 10X, 20X, 50X e 100X
(ampliagdo maxima de 1000X), trinocular com camera digital (Kodo) e Software para

analise de imagem Q-Win.

2.10 Camera Digital

Para obtengao das fotografias contidas neste texto foi utilizada uma camera
digital Cyber-Shot DSC-W30 (Sony, Japao) equipada com lente Carl Zeiss Vario-
Tessar (6 elementos em 5 grupos com 3 elementos esféricos) com fungédo macro,
que permite a focalizagdo de objetos de dimensdes reduzidas (como os capilares)
em até 2 cm de distancia. Com resolucdo de 6 M pixels (2816 x 2112 pixels), captura
imagens com grande definicdo. Com o emprego desta camera, foi possivel detectar

detalhes nas colunas imperceptiveis a olho nu.

2.11 Processo Sol-Gel

Entende-se como “so/” uma disperséo de particulas coloidais (1-1000 nm) em
um liquido. “Gel” € uma rede rigida interconectada com poros de dimensdes sub-
micrométricas e cadeias poliméricas cujo comprimento médio ultrapassa um
micrédmetro. “Sol-gel” € o nome dado a processos em que um sol sofre uma

transigédo, onde sua viscosidade aumenta até formar o gel [3].

Os reagentes usualmente utilizados incluem um precursor polimérico —
geralmente alcéxidos de silicio (Si(OR)4), um solvente para dispersar o precursor,
agua e um catalisador — acido, que orienta a formagéo de redes poliméricas como os

monolitos, ou basico, que orienta a formacao de particulas esféricas [4].

As reacgoes fundamentais deste processo sdo a hidrélise e a condensagao
(Figura 2.6). Quando ha um numero suficiente de precursores hidrolisados que se
condensaram, o solvente torna-se incapaz de solubilizar as cadeias poliméricas

entdo formadas. Este processo € entendido como geleificagdo. Inicia-se, assim, a



Capitulo 2 - Materiais, Equipamentos e Métodos 53

separacao de fases do solvente e do gel, a medida que aumenta o grau de
condensacgao. Este fenbmeno € conhecido como “spinodal decomposition” [5,6]. O
solvente, quando eliminado, da lugar aos poros (por isso € denominado porogénio)
cujo tamanho pode ser devidamente controlado. Em uma andlise com coluna
monolitica, os poros maiores (macroporos), funcionam como canais para passagem
de fase movel, enquanto os poros menores, (mesoporos), sdo responsaveis pelas

caracteristicas de retengao da FE.

As reacgdes genéricas da catalise acida [7] s&o apresentadas nas Figuras 2.6
e2.7:

RO RO OR OR

+ \ ./ + , .
RO—Si—OR ==—==  HO----S§j>---OR === HO—Sj—OR + ROH + H

H H o H
RO OR OR

Figura 2.6. Reacao de hidrdlise de um alcéxido de silicio em catélise acida.

tipida RO—Si(OH),
RO—SIi(OH); + H' =<—=
O+
/N
H H
OH OH
RO—Si(OH),
I + RO—SIi(OH); "3,  R—gi—0—Si—R + H,0"
H/ \H OH OH

Figura 2.7. Reagao de condensagao de um alcoxido de silicio em catalise acida.

2.11.1 Preparo do Sol

Neste trabalho, o sol é obtido a partir da mistura de duas solucdes, onde uma

A) é a solugdo monomérica contendo o metacriloxipropiltrimetoxisilano (MPTMS),
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catalisador e solucao diluida de HCI e a outra B) é a solugao porogénica, constituida

de fotoiniciador diluido em tolueno.

2.11.1.1 Solugdao monomérica (A)

A solugdo monomérica €& preparada misturando-se MPTMS (precursor
polimérico) com HCI 0,1 mol L™ (catalisador) numa determinada razdo molar de
MPTMS / H,O (a agua utilizada € a da prépria solugdo aquosa de HCI). Quando a
mistura é agitada ocorre a hidrolise do MPTMS, liberando-se metanol no meio e
formando-se grupos —OH presos ao silicio (silandis). Nestas mesmas condi¢des,
ocorre a condensagao do MPTMS (hidrolisado) nos grupos —OH, liberando-se agua
(consumo de “H™ e liberacdo de “H3;0™) (veja as reacdes nas Figuras 2.6 e 2.7) e

formando-se dimeros e trimeros, conforme mostra a Figura 2.8.

0 OCHs
HsC ||
C—O—(CH2)3_Si_OCH3
H,C
OCHs
0] @)
o | P |
c—o—(H20)3—?i—o—Sli—(HZC)3—o—C
H,C OH OH CH,
OH OH
HsC | | CH3
%R—Si—O—Sli'—R<
H->C I CH
2 0 OH 2
| o
HO—Si—OH
1L R= —C—0—(HC)s~
H3CACH2

Figura 2.8. Estrutura do MPTMS (no topo), dimero formado da condensagdo de duas

moléculas de MPTMS hidrolisadas (no meio) e um trimero (na parte inferior da figura).
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2.11.1.2 Solugao porogénica (B)

Num processo sol-gel, o porogénio, além de solubilizar os reagentes, tem o
papel de servir como modelador dos macro-poros. Diferentes porcentagens de
porogénio acarretam em diferentes tamanhos dos poros. Ao tolueno (porogénio) é
adicionado o reagente fotoiniciador, 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfino
(Irgacure 819), que forma radicais quando exposto a luz UV e visivel até 450 nm,
aproximadamente). Alguns destes processos foram estudados. Cada parametro que

ainda nao havia sido otimizado foi baseado na literatura [8,9].

2.11.2 Polimerizacao in situ

O capilar pode ser preenchido com o sol no equipamento de CE utilizando-se
presséo positiva ou com o auxilio de uma seringa. O capilar preenchido é colocado
na camara de luz UV-Vis e exposto a radiacdo por um tempo determinado. O
fotoiniciador absorve a luz e forma radicais, que reagem quebrando a ligagao 1 das
duplas ligacbes C=C do precursor (Figura 2.9). Com a ruptura da ligacédo, os
dimeros e trimeros se adicionam mutuamente, formando-se o polimero no interior do

capilar (Figura 2.10).

Irgacure 819 R,

%

R,

Ry Ry
(0] O
P
R, R, R,

Figura 2.9. Fotdlise do Irgacure 819 e iniciagao da polimerizagdo de um precursor genérico.




Capitulo 2 - Materiais, Equipamentos e Métodos 56

OH OH
H,C | | CH,
»R—Si—O—Si—R<
HaC | | CHs L
(0] OH — Z

HO—Si—OH

R
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Figura 2.10. Polimero formado a partir de trimeros de MPTMS (simplificado).
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3.1 Introducgao

Geralmente, a fabricacdo de uma coluna monolitica pelo método sol-gel
consiste a) no pré-tratamento do capilar utilizado como suporte; b) no preparo do sol
contendo o precursor polimérico, solvente organico, catalisador acido e agua; c) no
preenchimento do capilar com o sol, com posterior polimerizac¢ao in situ, quando se

forma o gel e d) no pos-tratamento da coluna [1].

Como ja foi citado no Capitulo 1, o processo de polimerizagdo pode ser de
dois tipos, sendo um deles a termopolimerizagdo ou polimerizacdo termoiniciada,
onde o capilar contendo o sol € submetido a um tratamento térmico e o outro a
polimerizagao fotoiniciada, método onde ¢é incidida uma radiacao eletromagnética ao
longo do capilar contendo o sol. Enquanto a termopolimerizagcdo depende de um
sistema de aquecimento como estufa, mufla ou banho-maria, a polimerizagao
fotoiniciada necessita de uma camara com emissao de luz UV. Colunas monoliticas
preparadas por procedimentos distintos podem possuir diferentes caracteristicas
eletrocromatograficas. Se, por exemplo, um monolito é obtido a partir de um alcéxido
de silicio e a ele é dado um tratamento térmico acima de 300 °C, a tendéncia € que a
por¢cado organica da estrutura polimérica seja perdida [2]. A FE monolitica (FEM),
somente a base de silica, apresentara, entdo, carater hidrofilico, ou seja, de fase
normal. Do contrario, se cadeias organicas hidrofébicas forem mantidas ligadas na

estrutura monolitica, esta tera tendéncia em apresentar carater de fase reversa.

Neste trabalho o método empregado e otimizado € o de polimerizagao
fotoiniciada, com o qual é possivel incidir a luz UV no capilar e esta € absorvida pelo
fotoiniciador presente no sol, transformando-o em gel. Os detalhes de cada etapa

s&o discutidos a seguir.

3.2 Tratamentos preliminares do capilar

3.2.1 Remocao do revestimento de poliacrilato

Um dos primeiros testes feitos para se adaptar o método sol-gel por

polimerizagdo fotoiniciada ao uso de capilares com revestimento externo de
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poliacrilato foi verificar a necessidade ou ndo de remocao deste revestimento.
Capilares com diferentes didmetros internos foram preenchidos com o sol e
irradiados com ou sem o revestimento. A remocao foi feita apds o pré-tratamento,
gueimando-se o polimero protetor. O mecanismo deste teste consiste em incidir a
luz UV, que atravessa o revestimento de poliacrilato e a silica do capilar e é
absorvida pelo Irgacure 819 (fotoiniciador) presente no sol (Figura 3.1),
transformando-o em gel. Foi observado que a presencga do revestimento nao € fator
limitante para a polimerizagao fotoiniciada, ja que todos os capilares testados (com e

sem revestimento) apresentaram suas porgdes de monolito apés a irradiagao.

A

Figura 3.1 Esquema da incidéncia de luz num sol no interior de um capilar revestido com

poliacrilato, mostrando os itens: A) lampada UV, B) representacdo da radiagdo UV, C)
revestimento externo de poliacrilato, D) parede de silica do capilar e E) sol absorvendo

radiacao.

Este comportamento se deve a dois fatores: a) suficiente transparéncia (na
regidao em torno de 370 nm) para uma dada espessura do revestimento (em torno de
30 um) de poliacrilato e b) a grande sensibilidade e eficiéncia do Irgacure 819 em
uma ampla faixa de comprimentos de onda abaixo de 450 nm para formar os

radicais indispensaveis para este tipo de polimerizagao (veja Figura 2.9, Capitulo 2).
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Com isso, foi possivel manter presente o revestimento dos capilares usados nos

testes seguintes. O espectro de absorgao do poliacrilato € mostrado na Figura 3.2.

2,0
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Figura 3.2. Espectro de absorbancia de um filme de poliacrilato de espessura de 0,3 mm.

3.2.2 Pré-tratamento do capilar

A finalidade do pré-tratamento do capilar € aumentar a concentracdo de
grupos silandis na parede interna do capilar, ja que estes representam o principal
sitio de ligagdes para a FE criada, permitindo assim, que o monolito formado esteja

mais fortemente ligado ao suporte.

O pré-tratamento empregado por Sondergeld [3] consiste em lavar o capilar
seguindo as seguintes etapas: a) flush de NaOH 1,0 mol L™ (5 min); b) repouso com
esta solugao (10 min); c) flush com agua deionizada seguido de flush de ar; d) flush
com HCI 1,0 mol L™ (2 min); e) flush com tolueno (10 min); f) flush com MPTMS

10% em tolueno (8 min) e repouso por 2 h; g) flush com tolueno por 5 min e h)
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passagem de ar (5 min). Neste caso, o MPTMS ¢ utilizado apenas como agente
para ancoragem da FE. Dulay et al [3,4] propuseram um pré-tratamento da
superficie do capilar revestido com poliimida apenas com a passagem do proprio sol,

contendo MPTMS, utilizado como precursor polimérico.

Este processo nao resultou em nenhum ganho significativo com relagcado a
ancoragem. Além disso, a passagem de sol em todo o comprimento do capilar pode
resultar na polimerizagdo em regides indesejadas, ja que toda a extenséo da coluna
€ revestida com material transparente. Logo, apenas o flush de NaOH 1,0 mol L™ por
20 minutos, seguido de repouso por 10 minutos com esta solugao, com subsequente
passagem de agua deionizada por 5 minutos e passagem de ar, também por 5
minutos, foram suficientes para promover uma boa ancoragem. Este procedimento
pode ser feito com o sistema de injegdo manual (seringa), porém, é recomendavel a
utilizacdo do equipamento de CE para a injegdo, que € obviamente mais segura e

reprodutivel.

3.3 Preparo do sol

Dependendo da quantidade de agua adicionada para a reacéo de hidrdlise
(veja secao 2.11), pode haver um excesso de fase aquosa que aparece como uma
segunda fase (imiscivel) quando sdo misturadas as solugdes A e B. Em funcéao
disso, foram feitos alguns testes com cada fase separada, e com a emulséo.
Aliquotas de cada fase foram irradiadas em capilares de 5 cm e em reservatérios de
1 mL. Na fase aquosa, ndo houve polimerizagdo, enquanto na fase organica foi
visivel a formagao de monolitos bastante homogéneos tanto no reservatério quanto

no interior do capilar (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Fotografia digital de um capilar vazio (A) e um capilar preenchido com monolito
(B). D.I. =125 ym e D.E. = 375 pm.

3.3.1 Efeito dos agitadores

Para o teste feito com a emulsédo foram usados trés tipos de agitadores: um
agitador magnético, um dispositivo cilindrico que € inserido na solugdo e produz
ultra-som e uma turbina (Turrax®), que também consiste em um dispositivo
cilindrico, porém, composto de pas fixas e pas rotatorias. Pode ser observado na
Figura 3.4 que o monolito mais homogéneo foi obtido usando-se o Turrax (C). No
monolito obtido por agitacdo magnética (A(agit)) as falhas circulares sao oriundas da
formagao de bolhas de agua que nao foram bem dispersas na mistura. Nao houve
uma boa formagao de fase polimérica quando usado o ultra-som (B). Em (A(rep)) foi
tomada uma aliquota apenas da fase organica da mistura deixada em repouso, que
resultou em monolito com homogeneidade mais proxima do monolito C tanto no

reservatério quanto no capilar (Figura 3.5).
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A(agit)

A(rep)

Figura 3.4. Monolitos obtidos por diferentes tipos de agitadores em reservatérios de 1 mL,
onde A(agit): agitador magnético; A(rep): agitador magnético, apenas com fase organica

apos repouso (separagao da fase aquosa); B: ultra-som e C:Turrax ®.

Figura 3.5. Monolitos obtidos por diferentes tipos de agitadores em capilares de 125 ym D.I.,
onde A(agit): agitador magnético; A(rep): agitador magnético, com fase organica deixada em

repouso; B: ultra-som e C:Turrax ®. As setas indicam falhas ou auséncia de monolito.

Apesar de o agitador Turrax ter fornecido o melhor resultado, este possui
dimensbes relativamente elevadas, requerendo um volume de solugdo (a ser
agitada) maior, tornando o processo de otimizagdo inviavel. Enquanto s&o

necessarios, no minimo, 20 mL de sol para se agitar com o Turrax, com um frasco



Capitulo 3 - Preparagdo das Colunas Monoliticas Polimerizadas por Fotoiniciagdo 65

pequeno € um agitador magnético € possivel agitar apenas 5 mL de sol (quatro
vezes menos). Assim, quando ha formagcdo de uma segunda fase, a mistura é
apenas deixada em repouso e é tomada a fase organica como sol, ndo sendo
necessario o Turrax ou o ultra-som. No entanto, é conveniente o uso de um agitador
magnético que possua varios pontos de agitacdo, o que possibilita uma maior
demanda de testes, sem que haja problemas de repetibilidade causados pelo uso de
diferentes modelos de agitadores.

3.3.2 Razdo MPTMS / H,0

Como a agua é fundamental no processo de hidrdlise, foi verificado o uso de
diferentes quantidades de agua para a hidrélise do MPTMS. Geralmente, a

quantidade de agua deve ser maior do que a calculada na equagé&o abaixo [6]:
nR'0Si(OR), +3nH,O = nR'OSi(OH), +3nROH (3.1)

O ideal é usar uma quantidade minima por questao de conveniéncia, mas que
seja suficiente para promover uma hidrolise eficiente. Foram feitos testes com as
razdes molares (MPTMS / H,0) 1/0, 1/1, 1/2, 1/3, 1/4 e 1/6. A formagao de monolito
nos capilares ocorre quando a razao vai de 1/3 a 1/6. Com 2 mols de agua por mol
de MPTMS, a ocorréncia de fase monolitica € quase nula. Porém, com 3 e 4, ela ja é
mais nitida. Acima de 4 mols, a aparéncia do monolito € a mesma e sem diferengas
significativas na resisténcia mecéanica — verificada nos reservatérios. Portanto, o
valor ideal da razdo molar foi de 1/4 (MPMTS / H,0).

3.3.3 Porcentagem de porogénio

Talvez, o parametro de maior influéncia no preparo de uma coluna monolitica
€ a quantidade de porogénio utilizado num sol. Diferentes porcentagens (50, 70, 80,
85, 87 e 90% (v/v)) de tolueno em relagdo a solugdo monomérica contendo o
MPTMS hidrolisado foram testadas. Com 50% de porogénio (porcentagem minima
testada), por exemplo, ndo se consegue eluir nenhum liquido pela coluna formada.
Quando a porcentagem de tolueno aumenta, a porosidade se torna maior e

solventes como etanol, metanol e agua sao transportados mais facilmente com
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aplicagao de pressdo com seringa ou até mesmo por capilaridade. Porém, com o
aumento da porosidade — ou diminuicdo do volume dos “dominios” (estruturas
monoliticas secas), aumenta-se a fragilidade da coluna, o que também é percebido
em monolitos feitos fora dos capilares. A coluna formada apenas com 10% de
dominio (90% de porogénio) é muito fraca e acaba sendo arrastada com o solvente.
A porcentagem maior de tolueno possivel que ndo causou problemas desse tipo foi
87%. E importante lembrar que uma porosidade elevada acarreta em maiores taxas
de transferéncia de massa de solventes pela fase estacionaria — que € uma das

vantagens das colunas monoliticas.

3.4 Polimerizagao in situ

Dois parametros importantes que foram estudados sao o tempo de exposi¢cao
a radiacao e a quantidade de fotoiniciador usado. Como o trabalho de otimizacao foi
feito em grande parte com a camara de luz ultravioleta da Kota no Instituto de

Quimica da UNESP, foi preciso uma otimizagao especifica para ela.

3.4.1 Tempo de polimerizagao

Com a cadmara Kota, em torno de um minuto ja4 é possivel ocorrer a
solidificacdo do sol nos capilares e em torno de cinco minutos para a reagao ocorrer
nos reservatoérios de 1 mL. O problema principal, que limitou uma boa otimizagao, é
a falta de repetibilidade da emiss&o luminosa da lampada (vapor de mercurio),
quando esta é acesa. Além disso, ela libera uma grande quantidade de energia
térmica, que aquece o sistema de polimerizagcdo e afeta a separacao de fases

durante a transigao sol-gel — “spinodal decomposition” [7,8].

Ja com camara construida de lampadas fluorescentes negras e brancas, o
aquecimento é minimizado pela propria natureza das lampadas e pelas amplas
dimensdes da caixa que facilita a dissipagao de calor. Como a luminosidade é mais
branda que a da camara anterior, 0 tempo de exposicdo a radiacdo € maior (20
minutos para capilares e 30 minutos para os frascos de 1 mL), porém, o processo é

indubitavelmente mais reprodutivo.
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3.4.2 Porcentagem de Irgacure 819

A quantidade de fotoiniciador € expressa em termos de porcentagem de
massa de Irgacure 819 por massa de MPTMS. O fabricante [9,10] sugere o uso de
0,1 a 1 % (m/m) do fotoiniciador para sistemas similares, mas com pouca quantidade
de solvente, como resinas, vernizes etc. Foram feitos alguns testes em soéis sem a
adicdo de porogénio e foi verificado que com apenas 0,1% de Irgacure 819 ja é
possivel formar monolitos. Entretanto, em sistemas onde a porcentagem de solvente
chega até a 90%, obviamente a quantidade de fotoiniciador deve ser maior para
compensar a diluicdo. Fixando-se a porcentagem de tolueno em 85% (v/v), a relagéo
de Irgacure 819 foi variada de 0,2 a 5% (m/myptms). Com 0,2 e 0,5% a formagao de
monolito foi precaria, com muitas falhas observadas. Com 1%, as falhas sdo bem
minimizadas e com 2%, obtém-se monolitos mais homogéneos. Como um exemplo,
3% (m/myprvs) do fotoiniciador significa 31,2 mg deste composto para 1,00 mL de
MPTMS (1,04 g). Mas, como ¢é adicionado solvente (solugdo porogéncia) e solugao
de HCI, a chance de choque dos produtos da fotolise do Irgacure com os dimeros e
trimeros do MPTMS é reduzida, devido a diluicdo. Considerando o volume total de
sol (volume do MPTMS mais o de H,O mais o de tolueno) sendo 10 mL tém-se,
entdo, 0,3% de Irgacure (m/mg,), valor dentro da faixa sugerida pela Ciba (de 0,1 a
1%). Acima de 3,5% (m/muptus) de Irgacure 819, ndo houve diferengas na estrutura
monolitica, do ponto de vista macroscopico. Esta porcentagem foi, entdo, adotada

como sendo 6tima.

A Figura 3.6 mostra espectros de absorgao do Irgacure 819 dissolvido em
tolueno. Deve ser notado que existe uma banda com um maximo em 375 nm,
coincidente com o maximo de emissao da ldampada fluorescente negra (UV), a qual é

discutida no Capitulo 5.
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Figura 3.6. Espectro de absorcao do Irgacure 819 em diferentes concentracdes, expressas

em % m/v. Dissolvido em tolueno.

3.4.3 Outros fotoiniciadores

Dois outros fotoiniciadores — Igacure 784 e Canforquinona (associado ao 2-
(dimetilamino)etilmetacrilato) — também foram testados como possiveis substitutos
do Irgacure 819. No entanto, para uma mesma quantidade de fotoiniciador, as
eficiéncias de ambos sao menores, além de produzirem monolitos mais escuros e
mais frageis do que os obtidos com o Irgacure 819. Com o intuito de diminuir tais
fragilidades, foi adicionado o reagente PEG dimetacrilato, que é comumente usado
para este fim. Porém, nenhum resultado satisfatério com relagédo a flexibilidade do

gel (mesmo sem a adi¢ao de porogénio) foi observado (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Monolitos obtidos com 10 % de PEG Dimetacrilato (m/mMPTMS), sem o
porogénio e com diferentes quantidades de Irgacure 784, A: 0,1 %; B: 0,4 %; C:0,5 % e D: 0.

3.5 Pés-tratamento da coluna

3.5.1 Estufa

O monolito contido no capilar ndo é revelado logo apdés a exposi¢cao a
radiacdo, embora a estrutura monolitica ja esteja formada. O capilar € mantido em
estufa a 60 °C por 24 h para eliminacdo do solvente e possivel condensacido de
grupos Si-OH — reagao favorecida nesta temperatura [11] o que aumenta levemente

a rigidez do polimero.

3.5.2 Limpeza do monolito

Apoés o tratamento térmico, uma janela de detecgéo é feita queimando-se o
revestimento do capilar numa pequena secg¢ao. O capilar contendo a FEM pode,
entdo, ser instalado no cartucho. Produtos da fotdlise do fotoiniciador e eventuais
residuos de tolueno ainda na coluna sdo removidos pela limpeza com metanol ou
etanol, aplicando-se pressdo no equipamento de CE por 10 minutos. O monolito
limpo esta pronto para utilizagao e pode ser condicionado com o eletrdlito de corrida,

aplicando-se pressao ou voltagem.
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3.6 Conclusoées (método otimizado)

O processo de preparagao de uma fase estacionaria monolitica (FEM) pode

ser sumarizado neste item, seguindo-se as etapas:

A) Pré-tratamento do capilar revestido com poliacrilato (sem necessidade de
remocao deste) com fluxo de NaOH 1,0 mol L™ por 20 minutos, seguido de repouso
por 10 minutos com esta solugdo, com subsequente passagem de agua deionizada
por 5 minutos e passagem de ar, também por 5 minutos (flush) para promover a

ancoragem de FE.

B) Preparo de uma solugdo monomérica contendo 1 mL de MPTMS mais 0,3
mL de HCI 0,1 mol L™ (razdo molar de 1/4 (MPMTS / H,0)), totalizando 1,3 mL. Esta
solugdo, heterogénea, € submetida a agitacdo magnética por 20 minutos a
temperatura ambiente e no escuro (frasco embrulhado com papel-aluminio),

resultando, apos este tempo, numa solugdo homogénea.

C) Preparo de uma solugdo porogénica, sob agitagdo por 5 minutos a
temperatura ambiente e no escuro, contendo 8,7 mL de tolueno e 36,0 mg de

Irgacure 819 (3,5% (m/mpptms)).

D) Obtencado do sol pela mistura das solugdes monomérica e porogénica
(13% e 87%, respectivamente) sob agitagao por 30 minutos a temperatura ambiente
e no escuro. O sol é, entdo, deixado em repouso por uma hora, ou até separagao da

fase aquosa.

Os itens B), C) e D) sdo executados com auxilio de um agitador magnético de

com cinco pontos de agitagao.

E) Preenchimento do capilar pré-tratado com o sol através de injecdo manual
(seringa) ou, preferencialmente, pelo equipamento de CE até um comprimento
desejado (controlado visualmente, caso se trate de injecado manual, ou pelo tempo e

pressao aplicada pela bomba do equipamento de CE).
F) Polimerizac&o fotoiniciada da coluna por 20 minutos na camara UV-Vis.
G) Tratamento térmico da coluna monolitica em estufa a 60 °C por 24 horas.

H) Obtencéo da janela de detecgao e instalacdo do capilar contendo a FEM

no cartucho e no equipamento de CE.
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I) Flush com solventes organicos (metanol e etanol) e condicionamento da

FEM com eletrolito condutor.
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4.1 Introducgao

Uma coluna monolitica preparada apos a otimizagdo da confecgdo foi
submetida a alguns testes basicos no equipamento de CE como, por exemplo, a
verificacdo da quantidade de massa de solvente ou eletrélito que se passa do “vial’
(reservatorio usado em CE) de entrada para outro de saida. Colunas que
apresentaram bons resultados foram submetidas a corridas eletrocromatograficas de
misturas contendo padrbées de propilbenzeno, fenantreno e pireno. Os resultados

s&o discutidos a seguir.

4.2 Permeabilidade em capilares de 125 ym D.I.

A estrutura monolitica porosa preparada foi avaliada quanto a sua
permeabilidade e resisténcia mecanica através da passagem de diferentes solventes
mediante a aplicagdo de pressao hidrodinamica de 940 mbar (flush) no equipamento
de CE. O experimento consistiu em medir a massa de FM liberada pela coluna apés
esta ter sido inicialmente preenchida com o solvente em estudo. A massa do vial foi
medida antes e apds cada flush de 10 minutos em uma balanga analitica. A Tabela
4.1 mostra os resultados da passagem de massa usando, como FM, metanol, etanol
ou solugdo de eletrdlito (acetato de amdnio 50 mmol L / agua / acetonitrila —
(1/4/6)), por um capilar de 36 cm de comprimento total e 125 uym |.D. contendo 9 cm
de FEM. A FEM foi obtida seguindo-se o item 3.6 (Capitulo 3).

Estes resultados, apresentados na Figura 4.1, forneceram as taxas de fluxo,
que sao os valores dos coeficientes angulares das regressodes lineares obtidas pelo

método dos minimos quadrados para cada fase movel, independentemente.
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Tabela 4.1 — Passagem de massa em fung¢ao do tempo para metanol, etanol e solucao de

eletrélito como FM através de monolito de 9 cm em capilar de 36 cm de comprimento e 125

pm D.I:
Tempo (min) Metanol (mg) Etanol (mg) Eletrélito (mg)
10 39.1 15.2 26.7
20 78.0 30.0 53.4
30 117 45.3 81.4
Taxa de fluxo 3.89 1.51 2.7
(mg/min)
re 0.9999 0.9999 0.9999

*Coeficiente de correlagao.
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Figura 4.1. Passagem de massa de metanol, etanol e solugéo de eletrélito como FM através

da FEM em funcao do tempo, através de flush.
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O teste realizado pdde ser considerado satisfatério, pois os coeficientes de
correlagao proximos da unidade sao indicios relevantes da auséncia de alteragado na
estrutura monolitica. Além disso, ndo se observou deslocamento ou fragmentagéo

da FEM ao longo do capilar.

Deve ser lembrado que este teste foi realizado em um capilar de 125 ym D.I.
com uma FEM de 9 cm preparada com 87% de porogénio. Colunas com 16 cm, 8
cm e 4 cm preparadas com 85% de porogénio também foram testadas. Embora a
porosidade das FEM ndo tenha sido medida por técnicas de porosimetria, neste
caso a permeabilidade destas trés ultimas colunas é necessariamente menor, ja que
a porcentagem de porogénio € menor. Isso pode ser notado, tendo em vista que
uma coluna de 16 cm, preparada com 85% de porogénio, se apresentou
impermeavel sob as mesmas condi¢cées de teste (solventes, pressao, didmetro do
capilar) usadas para a primeira coluna. Uma coluna com 8 cm apresentou uma
permeabilidade timida, mas ainda sendo possivel o seu uso em CEC sem a
utilizagcado de pressurizagdo com nitrogénio. Com 5 cm de FEM preparada com 85%
de porogénio foi possivel a transferéncia de massa em um capilar de 125 pym D.I.,

como mostra a Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Passagem de massa de metanol e acetonitrila em capilar de 40 cm de

comprimento total contendo FEM de 5 cm com 10 e 20 minutos de flush:

Tempo (min) Metanol (mg) Acetonitrila (mg)
10 23,1 35,2
20 46,5 70,5
Taxa de fluxo (mg/min) 2,33 3,53

4.3 Permeabilidade em capilares de 70 ym D.I.

Capilares de 70 ym D.l. também foram testados mediante aplicagcdo de
pressao hidrodindmica com os mesmos solventes. Entretanto, apenas uma coluna
apresentou permeabilidade em um unico dia de testes. Esta, com 5 cm de FEM
preparada com 85% de porogénio, foi a unica a permitir a passagem de massa de

FM, mas nao ofereceu os mesmos resultados apds a primeira batelada de testes.
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Mesmo uma FEM de 5 cm de comprimento preparada com 90% de porogénio nao

obteve éxito nos testes de permeabilidade.

Pode-se perceber, desta forma, que existe uma dependéncia entre a
passagem de massa de FM e a porosidade (estimada pela permeabilidade), o
comprimento da FEM, o diametro interno do capilar utilizado e ainda o tipo de FM
empregada. Embora capilares com didmetro reduzido oferecam melhores eficiéncias
[1], ndo foi possivel a utilizagado destes na analise de padrées por CEC.

4.4 Corridas em CEC

Cada coluna aplicada na analise das misturas de padrdes foi devidamente
lavada com metanol e condicionada com o eletrdlito de corrida. Para cada novo
eletrolito estudado, foi feito um novo condicionamento de, no minimo, 10 minutos de
flush e 20 minutos de aplicacéo de voltagem (15 ou 20 kV). A composigédo da FM foi

baseada no trabalho de Dulay [2].

4.4.1 CEC com FEM de 8 cm e 85% de porogénio

A coluna monolitica preparada com 85% de porogénio e 8 cm de
comprimento num capilar de 125 ym D.l. por 36 cm de comprimento total (27,5 cm
até a janela de deteccgao), foi testada mediante injegcdo de mistura-padrao contendo
propilbenzeno, fenantreno e pireno. Dois eletrocromatogramas, com condi¢cbes de
analise variadas em relagdo aos padrdes, sdo mostrados nas Figuras 4.2 e 4.3. As
principais diferengas sado que, no primeiro caso, os padrbes foram diluidos em
metanol e estdo em maior quantidade no capilar (2,5 mmol L' de cada padrdo com
injecdo de 40 mbar por 15 s) em relagdo ao segundo caso, em que os padroes
foram diluidos no préprio eletrélito e estdo em menor quantidade (1,0 mmol L™ com

injecao de 20 mbar por 10 s).



Capitulo 4 - Avaliagdo das Colunas Monoliticas em CEC 77

50 - 1
El 2,3
< | H)
H 30
@
<
10 -
-10 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15

Tempo (min)

Figura 4.2. Eletrocromatograma de propilbenzeno, fenantreno e pireno diluidos em metanol.
Fase mével: 50 mmol L tampdo acetato de aménio - agua - acetonitrila (1:3:6) (V/V/v);
voltagem aplicada: 15 kV; temperatura: 20 °C; injecao: 40 mbar x 10 s; detecgao: 200 nm.

Padrées: 1: propilbenzeno, 2: fenantreno e 3: pireno. O pico em torno de 2 minutos é

referente ao metanol.

50

1,2,3

Abs. (mAu)
w
o

-
o
|

'10 I I I I
0 4 8 12 16 20

Tempo (min)

Figura 4.3. Eletrocromatograma de propilbenzeno, fenantreno e pireno diluidos em fase
movel. Fase mével: 50 mmol L tamp&o acetato de aménio - agua - acetonitrila (1:3:6)
(viviv); voltagem aplicada: 15 kV; temperatura: 20 °C; inje¢cao: 20 mbar x 10 s; detecgéo: 200

nm. Padrdes: 1: propilbenzeno, 2: fenantreno e 3: pireno.
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Ambos eletrocromatogramas mostram uma pequena diferenga nos tempos de
migrag&o entre propilbenzeno, fenantreno e pireno. Por analise individual dos trés
compostos, foi possivel perceber este fato. Porém, as bandas possuem grande

espessura e nao ha uma separacao por linha-base.

Apesar do pico do metanol ter sido eliminado (1° pico no eletrocromatograma
da Figura 4.2), o ruido € maior e a separagdo nao ocorreu, COmo se esperava no
segundo caso. Para tentar diminuir o ruido na linha-base foi feito um teste utilizando-
se como eletrdlito uma mistura de acetonitrila — tampao Tris-HCI (9:1), mas né&o
houve éxito no teste. O ruido foi maior e nao foi possivel detectar nenhum padrao
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Eletrocromatograma de propilbenzeno, fenantreno e pireno diluidos em metanol.
Fase movel: tampdo Tris (40 mmol L") / HCI (pH 8,05) — acetonitrila (9:1); voltagem
aplicada: 15 kV; temperatura: 20 °C; injecao: 20 mbar x 10 s; detecgao: 200 nm.

4.4.2 CEC com FEM de 9 cm e 87% de porogénio

A coluna monolitica preparada com 87% de porogénio e 9 cm de
comprimento num capilar de 125 ym D.l. por 36 cm de comprimento total (27,5 cm
até a janela de deteccao) foi testada com a mistura dos trés compostos neutros
utilizados. As Figuras 4.5 a 4.8 mostram eletrocromatogramas de misturas de

padrdes de propilbenzeno, fenantreno e pireno, numa tentativa de se ajustar a forga
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de eluicdo da FM para uma analise com maior resolugao. O eletrdlito de corrida foi a
mistura acetato de aménio 50 mmol L™ / agua / acetonitrila. As diferentes proporgdes

da FM estdo agrupadas na Tabela 4.3:

Tabela 4.3. Razées volumétricas de acetato de aménio 50 mmol L™ / 4gua / acetonitrila,
porcentagens de acetonitrila, concentragbes de tamp&o e correntes médias das corridas A-
D.

Corrida Tampao/agua/ACN % ACN Conc. tampao Corrente média

(viv:iv) (mmol L™)* (MA)**
A 1:4:7 58,3 4,2 22,0
B 1:4:5 50,0 5 28,8
C 2:3:4 44 4 11 71,6
D 1:2:2 40,0 10 65,8

*Concentracdo “aparente” de acetato de aménio (estoque: 50 mmol L") na fase mével
(calculo incluindo o solvente orgénico).

**Média obtida dos dados do monitoramento da corrente elétrica durante as corridas.

Com as razdes tampao / agua / acetonitrila (ACN) dadas na Tabela 4.3, pode-
se calcular tanto a porcentagem de ACN quanto a concentragao aparente de acetato
de aménio. E possivel notar que o valor da corrente média, apesar de ser uma
estimativa grosseira, acompanha a concentragdo do tampao presente na FM. Além
disto, ndo foram observadas quedas ou falhas na corrente, que permaneceu estavel
durante as andlises. Isto € um indicativo de bom funcionamento do sistema

eletroforético.
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Figura 4.5. Eletrocromatograma “A” de propilbenzeno (1) (1 mmol L"), fenantreno (2) (2
mmol L), e pireno (3) (1 mmol L"). Fase mével: 50 mmol L' tampao acetato de aménio -
agua - acetonitrila (1:4:7) (v/v/v); voltagem aplicada: 20 kV; temperatura: 20 °C; injecao: 40

mbar x 15 s; deteccdo: 200 nm. Pico do solvente: S.
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Figura 4.6. Eletrocromatograma “B” de propilbenzeno (1) (1 mmol L'1), fenantreno (2) (2
mmol L™, e pireno (3) (1 mmol L),. Fase mével: 50 mmol L™ tamp&o acetato de aménio -
agua - acetonitrila (1:4:5); voltagem aplicada: 20 kV; temperatura: 20 °C; injecdo: 40 mbar x

10 s; detecgao: 200 nm. Pico do solvente: S.
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Figura 4.7. Eletrocromatograma “C” de propilbenzeno (1), fenantreno (2) e pireno (3) (1
mmol L cada padrdo). Fase mével: 50 mmol L™ tamp&o acetato de aménio - agua -

acetonitrila (2:3:4); voltagem aplicada: 20 kV; temperatura: 20 °C; inje¢do: 40 mbar x 10 s;

detecgao: 200 nm. Pico do solvente: S.
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Figura 4.8. Eletrocromatograma “D” de propilbenzeno (1), fenantreno (2) e pireno (3) (1
mmol L cada padrdo). Fase mével: 50 mmol L tamp&do acetato de aménio - agua -
acetonitrila (1:2:2); voltagem aplicada: 20 kV; temperatura: 20 °C; inje¢do: 40 mbar x 10 s;

detecgao: 200 nm. Pico do solvente: S.
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E possivel observar nas Figuras 4.5 a 4.8 que a separacdo aumenta quando
se diminui a forga de eluigdo da fase movel (diminuigdo da quantidade de acetonitrila
no modo de fase reversa). A acetonitrila, em grandes porcentagens, arrasta os
solutos apolares juntamente para o detector, sem permitir que haja tempo suficiente
para que a FEM atue com suas caracteristicas de retencdo. No entanto, quando a
porcentagem de acetonitrila diminui, o tempo de analise aumenta, e a possibilidade
de alargamento de banda é maior. Assim, a razdo de acetonitrila na FM nao pbde

ser menor do que a utilizada para a corrida D, ou seja, 40 %.

Uma explicagado sobre as bandas dos analitos estarem muito alargadas pode
ser dada em funcdo do didametro interno do capilar (125 ym). Segundo Baker [1], o
diametro de um capilar influencia na variacdo de temperatura entre o centro e a

parede do tubo, conforme a equacao:
AT =0,0598 (% r’ (4.1)

onde Q é a densidade de poténcia, k € a condutividade térmica e r € o raio do
capilar. De acordo com a expressao acima, a utilizagdo de um capilar com diametro
interno acima de 75 uym (maximo valor recomendado) pode fornecer altas variagoes
de temperatura da FM. Dessa forma, moléculas de soluto que estdo ao centro do
capilar, na regido mais quente, tendem a se dispersar mais, ao contrario das
moléculas em regides frias, proxima as paredes internas, que ficam mais agrupadas.
O resultado disso € um aumento do tamanho da zona de migragao, que é percebido

pelos detectores numa analise.

4.4.2.1 Espectros de absorgao no UV dos padroes

A passagem dos trés padrdes pela janela de deteccdo foi confirmada pelo
espectro de absorgao no UV-vis de cada um. Sao mostrados nas Figuras 4.9 a 4.14
os espectros de propilbenzeno, fenantreno e pireno, obtidos no proprio equipamento
de CE e no espectrofotbmetro de duplo feixe UV-1601PC. Os espectros do CE
foram copiados da propria tela do software Chemstation e colados em editor de

imagem comum (MS Paint - Windows).
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Figura 4.9. Espectro de absor¢ao do propilbenzeno no CE.
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Figura 4.10. Espectro de absor¢ao do propilbenzeno no espectrofotdmetro.
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Figura 4.11. Espectro de absor¢éo do fenantreno no CE.
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Figura 4.12. Espectro de absor¢do do fenantreno no espectrofotdmetro.
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Figura 4.13. Espectro de absor¢ao do pireno no CE.
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Algumas diferencas sao percebidas entre os espectros obtidos das duas
fontes (CE e espectrofotdbmetro), principalmente na regiao de 200 nm, em fungao do
ambiente em que a substancia se encontra. No equipamento de CE, durante a
corrida, o composto ja esta separado do solvente (metanol) e se encontra com certa
porcao de eletrélito (FM). Ja no espectrofotdbmetro, o composto se encontra presente
em metanol (solvente utilizado para as medi¢des). Contudo, pode-ser ver,
claramente que os compostos detectados no CE s&o os padrdes injetados.

4.5 Analise por Microscopia Otica

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram as fotografias obtidas no microscépio 6tico

(DMR - LEICA) para averiguagao de material no interior do capilar.

Revestimento . Monolito

Figura 4.15. Fotografia digital com microscopio 6tico de um capilar de 125 pm D.I. revestido

de poliacrilato contendo monolito polimerizado por fotoiniciagdo em seu interior.
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Figura 4.16. Ampliacdo da imagem da Figura 4.15 pela troca de objetiva.

Este foi um dos primeiros testes feitos na UNESP apés a aplicacao da técnica
de Dulay [2] para o preparo de um monolito polimerizado por fotoiniciagdo. Pela

fotografia ampliada € possivel enxergar uma superficie aspera.

4.6 Conclusoes

As avaliacdes realizadas puderam ser consideradas satisfatorias, pois estas
indicaram a qualidade da fase estacionaria monolitica frente o equipamento de CE.
Os testes de permeabilidade indicaram, além de uma porosidade estimada, a
robustez da estrutura monolitica, j@ que ndo se observou (com auxilio de lupa)
deslocamento ou fragmentagao da FEM (cuja preparacgao foi otimizada) ao longo do

capilar.

Foi possivel perceber que existem dependéncias significativas entre
transferéncia de massa de FM e: a) porosidade (estimada pela permeabilidade), b) o

comprimento da FEM, c) o didmetro interno do capilar utilizado e d) o tipo de
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solvente empregado. Embora capilares com didmetro reduzido sejam
recomendados, somente foi possivel, para analises de padrdes por CEC, a utilizagao
de capilares de 125 pm D.l. Esta pode ser uma explicagdo sobre as tdo alargadas

bandas dos analitos.

Foi observado que a separagao dos compostos neutros aumenta quando se
diminui a forga da fase movel (diminuicdo da quantidade de acetonitrila no modo de
fase reversa). A razao ideal de acetonitrila na FM foi de 40 %.

Com a confirmacdo dos espectros de propilbenzeno, fenantreno e pireno,
ficou claro que os compostos migraram pela coluna monolitica. Todos estes
resultados reforcam a evidéncia da presenca de uma FEM polimerizada por
fotoiniciacao in situ, sem a qual ndo seria possivel a separacdo destes compostos

neutros em sistemas similares de eletroforese.

4.7 Referéncias

1 — Baker, D.R., Capillary Electrophoresis, 1995, John Wiley & Sons, Inc., New York.

2 — Dulay, M.T.; Quirino, J.P.; Bennett, B.D.; Kato, M.; Zare, R.N., Anal. Chem.,
2001, 73, 3921.



CAPITULO 5

CONSTRUCAO DE UMA CAMARA DE LUZ
UV-VISIVEL
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5.1 Introducgao

Desde que foi percebida uma maior eficiéncia em alguns processos e reagdes
quimicas, quando estes sao provocados por radiagédo eletromagnética, aumentou-se
consideravelmente o numero de equipamentos de emissdo de ondas deste tipo
vendidos em todo o mundo. Estes aparelhos incluem desde os reatores
fotoquimicos, capelas germicidas até os fornos de microondas, que vém sendo
utilizados nos laboratérios. Esta eficiéncia pode ser explicada pelo fato de que
determinados sistemas absorvem energia eletromagnética de forma mais efetiva do

que, por exemplo, energia térmica.

No entanto, os equipamentos de emissdo de ondas eletromagnéticas, como
os reatores fotoquimicos (especificamente na regido do ultravioleta) disponiveis
comercialmente para laboratério apresentam relevantes empecilhos para aquisigao
devido a escassa disponibilidade local (necessidade de importagéo), alto custo e
eventuais necessidades de adaptacdo. Dessa forma, a construgcdo de um
equipamento alternativo com componentes de facil acesso torna-se bastante
atraente, caso a utilizagdo deste seja indispensavel. Como exemplos, Duarte et al [1]
descreveram a construcdo e estudos de desempenho de um reator fotoquimico
concentrador e luz solar como alternativa para reciclagem de aguas residuarias; e
Alvarenga et al [2] mostram a construgdo de uma cémara de luz UV para
visualizagdo em cromatografia plana. Ambos os trabalhos exibem como uma das

principais vantagens o baixo custo.

Com o intuito de se obter um sistema de emissao de luz UV-Vis capaz de
promover a polimerizacdo fotoiniciada de fases estacionarias monoliticas
principalmente em capilares revestidos com poliacrilato, foi desenvolvido um reator
fotoquimico de baixo custo, especifico para comportar as colunas estendidas, ja que
camaras comerciais deste tipo, além de caras, nao possuem as dimensodes

desejadas.

Como ja foi citada no Capitulo 2, esta camara consiste em uma caixa, feita
em madeira MDF contendo seis lampadas fluorescentes, sendo quatro negras e
duas lampadas brancas (90 W de poténcia total). As lampadas sao conectadas a
trés reatores elétricos que, por sua vez, sdo ligados a rede elétrica com o intermédio

de um temporizador digital (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Esquema da alimentagao das lampadas mostrando: A) tomada para conexao a
rede elétrica; B) temporizador eletrbnico programavel para permitir e bloquear a passagem
de corrente elétrica; C) reatores elétricos e D) lampadas fluorescentes de 15 w de poténcia

cada.

O espectro de emissao cobre uma faixa de comprimentos de onda de 350 a
700 nm, na qual o revestimento de poliacrilato apresenta transparéncia suficiente
para a polimerizacdo de FEM. Para que a energia liberada pelas lampadas seja
concentrada no interior da caixa e ndo seja dispersa pela madeira, todas as paredes
internas da camara possuem espelhos planos, os quais favorecem uma distribuicao
de luz mais homogénea no espaco interno. Além disso, existe um apoio mével que

permite posicionar a amostra em diferentes alturas a partir da fonte de emisséo.
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5.2 Materiais para a construgao

Para a construgdo da cadmara foram adquiridos os seguintes itens: ~0,70 m?

de madeira MDF de 15 mm de espessura; 0,25 m? de prancheta MDF de 3 mm de
espessura; ~0,45 m? de espelhos de 2 mm de espessura; 4 lampadas fluorescentes
negras (UV) e 2 lampadas fluorescentes brancas de 15 W, F15-T8, (Starlux);
soquetes (conectores elétricos) e abragadeiras para as lampadas; cabo para
alimentacdo elétrica e tomada; temporizador eletrénico (Timer digital) TS-EB1
(Masterclear) com ajuste minimo de 1 min; 3 reatores para 2 lampadas cada;
parafusos para madeira, arruelas, porcas, algas, tranca, dobradicas e pés de
borracha; cola para madeira (Brascola) (100 g), lixas e verniz. Todos os itens
necessarios foram comprados em comeércio local com recursos oriundos da
FAPEMIG.

5.3 Montagem da camara

5.3.1 Consideracdes sobre seguranca

E importante que um equipamento que emita luz com comprimentos de onda
na regido do ultravioleta oferega seguranga ao operador. Em fungao disto, pranchas
de madeira MDF (Medium Density Fiberboard) foram cortadas, respeitando-se cada
dimensao calculada, e encaixadas de maneira a ndo permitir vazamentos de luz
para o meio externo. Foram utilizadas pranchas de 15 mm de espessura em funcao
da rigidez e disponibilidade de compra. As pegas cortadas foram coladas (com
excecgao das portas) e parafusadas para aumentar a resisténcia mecanica da caixa,
0 que permite que eventuais transportes e manuseios em geral possam ser feitos
com seguranga. A Figura 5.2 traz uma fotografia que mostra o aspecto externo da

camara construida.
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Figura 5.2. Fotografia digital da cAmara de luz UV-Vis mostrando aparéncia externa.

Para o manuseio da amostra, foi feita uma porta frontal, mais leve e, para
manutengdo e limpeza, foi feita uma porta superior, contendo os reatores e as
ldampadas (Figura 5.3). Isto fornece facilidade e seguranga para a utilizagdo da

camara. As portas foram instaladas com dobradigas e trancas.

.

Figura 5.3. Fotografia digital da cdmara mostrando as portas frontal e superior abertas.
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5.3.2 Dimensoes internas da camara

5.3.2.1 Largura longitudinal

E possivel comportar capilares estendidos com até 50,0 cm de comprimento
sem a necessidade de tor¢ao. Esta configuragao favorece polimerizagdo homogénea
ao longo da coluna. Além disso, as lampadas de 15 W utilizadas tém
aproximadamente 46 cm de comprimento. Portanto, a dimenséo foi devidamente
calculada levando-se em consideragédo o tamanho das colunas e das lampadas.

5.3.2.2 Largura transversal

A largura transversal de 21,5 cm foi calculada em fungdo do numero de
lampadas utilizadas, bem como dos espagos entre elas (6 x (2,5 cm de didmetro + 1

cm de espacgo), aproximadamente).

5.3.2.3 Altura

A altura de 16,0 cm possibilita a disposicdo da amostra em diferentes
distancias a partir da fonte de emissao, além de contribuir para a dispersao de calor

gerado pelas lampadas ap6s algum tempo em funcionamento.

5.3.3 Espelhos e apoio da amostra

Todas as paredes internas, com excecao da base, foram recobertas com
espelhos de 2 mm de espessura com auxilio de cola de madeira. Para o apoio da
amostra, foi feita uma prateleira, também espelhada, com uma prancha de MDF de 3
mm de espessura. Esta prateleira foi feita com a intengcdo de permitir apoiar a
amostra a uma altura ajustavel em relacdo as lampadas. A Figura 5.4 mostra o
desenho com dimensdes e caracteristicas internas e a Figure 5.5 mostra a camara

fechada e dimensodes externas.
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Figura 5.4. Desenho da camara com as portas frontal e superior abertas mostrando o

espaco interno disponivel e dimensodes das lampadas.

Compartimento dos
reatores

250cm

Compartimento das
lampadas

Figura 5.5. Desenho da camara fechada mostrando as dimensdes externas.
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5.3.4 Reatores e circuito elétrico

Para o funcionamento das lampadas fluorescentes, sdo necessarios reatores
elétricos especificos para cada faixa de poténcia. A camara foi montada com trés
reatores para cada duas lampadas. Como as lampadas foram instaladas no teto, a
melhor posigéo para a instalagao dos reatores foi acima da porta superior,
permitindo maior facilidade na instalagao elétrica. Desta maneira, as lampadas
ficaram separadas dos reatores pelo espelho e pela tampa de madeira de 15 mm.
Para evitar aquecimento das lampadas sobre os reatores ou vice-versa, o

compartimento destes ultimos foi perfurado (Figura 5.6).

W (X

e g

- - g - -

{ 1 s

Figura 5.6. Fotografia digital da cadmara em fase de constru¢do, mostrando os reatores

elétricos (caixas brancas), fiacao e perfuragdo na parte posterior do compartimento.

A Figura 5.7 mostra esquema do circuito elétrico implementado para a
montagem da camara. O circuito € composto por um timer eletrébnico com a fungao
de controlar a chave liga-desliga associado a trés reatores elétricos em paralelo com
suporte para duas lampadas de 15 W cada. Os reatores utilizados podem operar

com voltagem ajustada para 110 ou 220 V. No presente trabalho optou-se por 110 V.
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Figura 5.7 - Esquema do circuito de alimentag¢ao utilizado na montagem da camara.

5.4 Resultados e discussoes

5.4.1 Espectros de emissao das lampadas fluorescentes

Lampadas fluorescentes sao tubos de vidro revestidos internamente com um
material solido que absorve a radiagdo dos atomos de mercurio excitados, no estado
gasoso a baixa pressao. Este revestimento, quando absorve os fétons provindos do
mercurio, emite uma radiagdo prépria de comprimentos de onda na faixa do
ultravioleta em fungao da mistura de substancias que compde o material. A cAmara
configurada para o presente trabalho consistiu de quatro lampadas negras e duas
brancas (Figura 5.8), com faixa espectral de emissado abrangendo o espectro visivel
e parte do UV.
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Figura 5.8. Fotografia digital mostrando a disposigéo das lampadas.

A Figura 5.9 apresenta os espectros de emissdo de uma lampada negra, uma
branca e as duas ligadas simultaneamente, obtidos com auxilio de um cabo de fibra
dtica no espectrofotdémetro USB 2000, (Ocean Optics). E possivel notar que existe
radiacado na faixa de comprimentos de onda de 350 até 700 nm. Cabe lembrar que a
faixa de emissdo pode ser escolhida em funcdo da obtencdo de lampadas com
emissdo compativeis com a faixa de comprimento de onda de interesse. A escolha
foi feita em fungdo do espectro de absorgdo do Irgaure 819 (veja Figura 3.6 no
Capitulo 3). Como este apresenta uma banda que alcanga os 450 nm (regido do
visivel), a emissdo das lampadas brancas cobre esta cauda. Alguns testes foram
feitos com sbéis em frascos de 1 mL utilizando-se apenas um tipo de lampada. As
lampadas negras apresentaram uma eficiéncia nitidamente maior do que as
lampadas brancas na polimerizacdo. Somente apés uma hora, o sol comecou a
perder viscosidade (obtengdo de gel) com as duas lampadas brancas. Isto é
explicado, pois a poténcia luminosa da lampada branca é distribuida em uma faixa
de comprimentos de onda maior (400 a 700 nm) do que a de uma lampada negra
(350 a 400 nm). Com o uso somente das lampadas negras foi possivel a obtengao

de gel logo em torno de 20 minutos.
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Figura 5.9 - Espectros de emissao de uma lampada negra, de uma |lampada branca e das

duas lampadas ligadas juntas (soma) no interior da camara.

Para fins de ilustragao, o espectro de emissdo de uma lampada negra mais o
espectro de transmitancia do revestimento de poliacrilato (300 ym de espessura —
caminho 6tico) e mais o espectro e absor¢cdo do Irgacure 819 foram plotados em
apenas um grafico na Figura 5.10. Embora ndo seja possivel retirar informagdes
quantitativas destes espectros reunidos, uma comparagao qualitativa pode ser feita
sem problemas, ja que as trés medidas apresentam pelo menos o eixo-x em comum.
A curva de transmitancia do poliacrilato pode ser entendida como uma “janela”
embaixo da qual a luz (espectro de emissao) esta “livre” para incidir no fotoiniciador
(espectro de absorgéao).
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Figura 5.10 - Espectros de emissdo de uma lampada negra, de transmitancia do poliacrilato
e de absorgdo do Irgacure 819. A transmiténcia se aproxima de 100 % acima de 400 nm. Os
eixos-y dos espectros de emissdo e de absor¢cao foram convenientemente adaptados para

se ajustarem ao espectro de transmitancia.

5.4.2 Tempo para polimerizagao

Amostras de solugao fotopolimerizavel foram irradiadas na camara em
capilares de 360 ym de D.E., 125 ym de D.l. e em reservatérios de 1 mL. Para a

polimerizagao das colunas, o tempo necessario € em torno de 20 minutos.

5.4.3 Aquecimento do ambiente interno

E importante lembrar que mesmo depois de 30 minutos o aquecimento na
amostra € minimo, quando comparado com camaras de lampadas de diferentes
naturezas, como as haldégenas ou as de vapor de mercurio a alta pressao. Além
disso, a polimerizagao € visivelmente reproduzida para um determinado tempo de
exposi¢cao, algo que nem sempre acontece com camaras com lampadas que

necessitam de tempo de aquecimento para total funcionamento (vapor de mercurio a
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alta pressao) ou aquecem o ambiente da amostra excessivamente (halégenas). Com
o proposito de medir o aquecimento gerado pelas lampadas, um becker com agua e
termémetro foi exposto a radiagao total da camara por uma hora e a temperatura
interna n3o alcancou 40 °C. E importante lembrar que a temperatura estabelecida

durante a polimerizagao afeta sensivelmente a formagcdo dos poros nos monolitos

3].

5.5 Conclusoes

Como foi descrito, a construcdo de uma camara de luz UV-Vis equipada com
lampadas fluorescentes negras e brancas de 15 W de poténcia foi realizada com
sucesso, bem como sua satisfatoria aplicagao na confecgao de colunas monoliticas.
Contando com todos os custos, inclusive mao de obra de engenheiro elétrico para
montagem do circuito elétrico, a camara ndo custou muito mais do que 300,00 Reais
(US$ 150,00). Todos os componentes (madeira, espelhos, reatores, lampadas etc.)
sdo de facil acesso em comércio local. E importante ressaltar que uma camara
comercial equipada com fungdes semelhantes foi cotada em US$ 1.650,00, fora
impostos. Dessa forma, o custo de uma camara montada como foi descrita, em

comparagao com uma comercial, € bastante atraente.

Algumas modificagdes podem ser feitas em fungdo da aplicagdo do foto-
reator, como o0 numero, tipo e poténcia das lampadas, geometria e tamanho da caixa
e até janela de observacdo para cromatografia plana. Com estas vantagens, a
producdo de materiais fotopolimerizados, se torna uma alternativa atraente,

principalmente para laboratérios que nao dispéem de muitos recursos financeiros.

5.6 Referéncias

1 — Duarte, E.T.F.M.; Xavier, T.P.; Souza, D.R.; Miranda, J.A.; Machado, A.E.H.;
Jung C.; Oliveira, L.; Sattler, C., Quim. Nova, 2005, 28 (5), 921.

2 — Alvarenga, E.S.; Saliba, W.A.; Milagres, B.G., Quim. Nova, 2005, 28 (5), 927.

3 — Takahashi, R.; Nakanishi, K.; Soga, N., J. Sol-Gel Sci. Technol., 2005, 33, 159.
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6.1 Conclusodes Especificas e Estudos Futuros

O processo de preparacdo de colunas monoliticas polimerizadas por
fotoiniciagdo pelo método sol-gel foi desenvolvido com sucesso em capilares
recobertos com revestimento de poliacrilato, que é suficientemente transparente a
luz ultravioleta proximo ao visivel e a luz visivel. O emprego deste capilar facilita a
visualizagéo do sol inserido (o que permite que a injegao seja controlada), bem como
observar a qualidade do monolito formado. Além disso, a polimerizagcdo por
fotoiniciagdo, sem a remogéo do revestimento protetor da coluna €, até agora, um
fato inédito. A quantidade de porogénio foi estudada e relacionada com a
permeabilidade da fase estacionaria monolitica. As etapas de preparagcao de uma
FEM se mostraram bastante simples, sendo algumas delas auxiliadas pelo préprio

equipamento de Eletroforese Capilar.

As FEM preparadas neste projeto se mostraram como uma promissora
alternativa para a analise de substancias neutras e apolares, como o propilbenzeno,
o fenantreno e o pireno. As avaliagdes realizadas puderam ser consideradas
satisfatérias, pois estas indicaram a qualidade da FEM como meio de separacéo e
deram uma estimativa da porosidade, além da sua robustez mecanica. Somente foi
possivel, para analises dos padrbes por Eletrocromatografia Capilar, a utilizagao de
capilares de 125 ym D.l. A diminuigdo do diametro interno deve ser, sem duvida, o

préximo passo para a otimizacado das analises destes compostos de teste.

Como foi descrito no Capitulo 5, a construcdo de uma camara de luz UV
equipada com lampadas fluorescentes negras e brancas foi realizada com sucesso,
bem como sua satisfatoria aplicacdo na polimerizacdo fotoiniciada de FEM nos
capilares utilizados. Com um investimento de menos de 300,00 Reais (US$ 150,00),
gastos na compra de componentes de facil acesso, foi possivel economizar US$
1.650,00 (fora os impostos), evitando-se a compra de um equipamento comercial
similar e que, talvez, ndo atenderia a todas as necessidades de operacdo. Com
estas vantagens, a produgcdo de materiais polimerizados por fotoiniciagdo se torna
uma alternativa atraente, principalmente para laboratérios que nao dispdem de

muitos recursos financeiros.
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6.2 Conclusoes Gerais e Estudos Futuros

Um dos grandes desafios neste projeto foi conseguir desenvolver um
conhecimento dos processos e operagdes envolvidos na linha de pesquisa da
preparacdo de colunas monoliticas para a CEC suficiente para promover uma
contribuicdo na implementagcdo desta técnica ndo muito explorada no Brasil. No
entanto, o estagio de quatro meses nas dependéncias do Instituto de Quimica da
UNESP-Araraquara, no grupo de pesquisa do Professor Sidney José Lima Ribeiro
favoreceu e desencadeou um grande entendimento das questdes relacionadas,
principalmente a metodologia sol-gel, sem a qual n&do seria possivel iniciar este

trabalho.

Para que a CEC possa ser entendida como foi definida neste texto, ou seja,
como uma técnica hibrida da Eletroforese Capilar e da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, algumas analises com 0 mesmo grupo de padrdes devem ser feitos com
estas trés técnicas para efeito de comparagao. Devem ser comparados os tempos
das analises, as eficiéncias, repetibilidades e outros parametros pertinentes. Para
isso, a implementacao da CEC deve estar num patamar mais elevado para que seja

entendido onde cada técnica mais contribui no ramo de separacgao.

No mérito das colunas monoliticas, conciliar um bom comprimento de fase
estacionaria para promover uma separacao eficiente de moléculas apolares com
uma boa transferéncia de massa de fase mével, deve ser um dos primeiros objetivos
para se trabalhar com Eletrocromatografia Capilar, sem sistema auxiliar de
pressurizagcdo. Além deste, outro objetivo é conciliar uma boa resisténcia mecanica
do monolito com sua alta porosidade, que sao itens desejaveis, porém inversamente

proporcionais.

Embora uma FEM tenha sido obtida e utilizada com relativo sucesso neste
trabalho, varios esforgos devem ser feitos em busca de condi¢gdes que oferecam alta
eficiéncia e seletividade. Entretanto, é muito satisfatoria, para este estudo
exploratério, a confirmacao da presenca de uma FEM porosa e robusta, sem a qual
nao seria possivel a separagcdo destes trés compostos neutros e apolares em

sistemas similares de CE.

Um tipo de analise, que é fundamental para a determinagao da morfologia dos

monolitos, € a Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV), que permite a
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visualizacdo dos dominios e dos macro-poros, bem como estimar as suas
dimensdes. Esta e outras técnicas de caracterizacdo, como a Espectroscopia no
Infravermelho (IV), Espectroscopia Raman e Espalhamento de Raios X a Baixos
Angulos (SAXS do inglés), poderdo ser utilizadas futuramente para complementar o

estudo da formacéao das redes poliméricas.

Algumas tentativas de polimerizagdo térmica foram feitas no inicio deste
trabalho, utilizando-se como precursor polimérico o TEOS (tetraetilaortosilicato) e
como porogénios PEG 6000 (polietilenoglicol, M.n¢qia = 6000) e uréia. No entanto, a
obtencdo de monolitos nao foi reprodutiva, mas futuras pesquisas também poderao

ser desenvolvidas nesta diregao.

Por fim, como o método de Eletrocromatografia Capilar ainda € novo no
contexto mundial e, principalmente no contexto local, o numero de perguntas é muito
maior do que o de respostas e a quantidade de trabalho é muito maior do que a de
resultados. Contudo, as poucas respostas e resultados obtidos neste trabalho sao,

no minimo, satisfatorias.
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A.1 Introducgao

Este apéndice tem o objetivo de mostrar estudos relacionados a tentativa de
obteng¢ao de monolitos termopolimerizados. Boa parte do tempo gasto neste trabalho
foi dedicada a preparacao de colunas monoliticas termopolimerizadas. Para estudos
futuros que envolvam a termopolimerizagado, este texto podera contribuir com

informacgdes relevantes.

Como ja foi citado no Capitulo 1, o processo de polimerizagdo de colunas
monoliticas pelo método sol-gel pode ser acompanhado de tratamento térmico, onde
o capilar contendo o sol é submetido a um sistema de aquecimento como estufa,
mufla ou banho-maria. Se um monolito é obtido a partir de um alcdxido de silicio e a
ele € dado um tratamento térmico acima de 300 °C, a tendéncia é que a porgao
organica da estrutura polimérica seja perdida [1]. A FEM, somente a base de silica,
apresentara, entdo, carater hidrofilico, ou seja, de fase normal. Do contrario, se
cadeias organicas hidrofobicas forem mantidas ligadas na estrutura monolitica, esta

apresentara carater de fase reversa.

A.2 Avaliagido da temperatura maxima suportada pelo revestimento de

poliacrilato

Este teste teve como objetivo entender até que temperatura o revestimento de
poliacrilato aguenta manter sua massa e suas caracteristicas fisicas, como cor e
resisténcia. Para isso, um capilar de 125 pm D.l. medindo 4,070 cm de comprimento
foi submetido aos testes na mufla EDG3P-S 3000 (EDG Equipamentos) com
controle de temperatura, velocidade de aquecimento e tempo de permanéncia. Apds
cada tratamento de 12 horas, o capilar era resfriado, pesado numa balanga analitica
e seu diametro externo era medido com paquimetro digital. Outros segmentos de
capilares eram tratados da mesma forma apenas para estimativa da resisténcia. Os

dados desta avaliacédo estdo na Tabela A.1.
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Tabela A.1. Efeitos da temperatura sobre o comportamento do revestimento de

poliacrilato.
Temperatura Massa (mg) D.E. (mm)* Caracteristicas do

(°C) revestimento

t.a. (~25) 7,8 0,39 Transparente (normal)
60 7,8 0,39 Transparente
100 7,8 0,39 Transparente
150 7,8 0,39 Transparente
200 7,6 0,38 Levemente amarelado
250 7,3 0,37 Cor de cobre metalico
275 6,8 0,36 Marrom (menos resisténcia)
300 6,6 0,35 Preto (pouca resisténcia)
325 6,6 0,34 Preto (pouca resisténcia)
350 6,5 0,34 Preto (pouca resisténcia)
375 6,3 0,34 Preto (sem resisténcia)
400 6,3 0,33 Preto (sem resisténcia)

*Didametro externo medido com paquimetro digital.

A Figura A.1 mostra um gréfico da perda de massa cujos dados sé&o

apresentados na Tabela A.1.

Como pode ser notado, a partir de 200 °C o revestimento comega a sofrer
alteracbes na sua coloragao e a partir de 275 °C a resisténcia comeca a diminuir

(leves tor¢des ocasionam quebras dos capilares).
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Figura A.1. Efeitos da temperatura aplicada sobre a perda de massa e a diminuicdo do
didmetro externo (D.E.) de um segmento de capilar com 4,070 cm de comprimento revestido

com poliacrilato.

A.2.1 Calculo para perda de massa do poliacrilato

Um outro capilar de mesmo diametro teve seu revestimento totalmente
gueimado com chama de gas propano / butano a fim de se calcular a massa minima
possivel que o capilar submetido aos testes poderia chegar. O capilar, medindo
4,015 cm de comprimento e 7,5 mg passou a ter 6,0 mg de massa apos a queima.
Considerando que o revestimento possui uma distribuicdo homogénea ao longo do
capilar, esta perda de 1,5 mg de poliacrilato corresponde a 1,52 mg (valor tedrico
calculado por regra de trés simples) de perda maxima para o capilar de 4,070 cm, o
que resultaria em 6,28 mg. Este valor se aproxima da massa medida apds o
tratamento térmico de 375 °C, indicando que o revestimento preto é apenas residuos

de decomposicao térmica.

Estes resultados mostram que temperaturas superiores a 200 °C devem ser

evitadas caso se queira manter as propriedades protetoras do poliacrilato.
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A.3 Preparo de coluna monolitica termopolimerizavel

Os so6is para termopolimerizagdo foram preparados seguindo-se as etapas

com base no trabalho descrito por Ishizuka et al [1]:

a) Mistura de 3,0 mL TEOS (Tetraetilaortosilicato) como precursor polimérico
com 5 mL de HCI 0,1 mol L™' como catalisador acido com agitador magnético por 60
minutos, em banho de gelo (Figura A.2) para evitar formagdo do gel antes da
injecdo. Com o consumo de agua e a liberagdo de etanol (veja Figura 2.7 no
Capitulo 2), o meio se torna miscivel. A utilizacdo de agitagédo por ultra-som também

se mostrou efetiva.

Banho de gelo Recipiente
em agua de vidro
destilada ~ |
Barra i
magnética

Agitador

V& Q\

Figura A.2. Sistema de agitacdo em banho de gelo (0-5 °C).

A utilizagdo de acido acético 0,01 mol L' como catalisador no preparo do sol
foi feito, conforme ¢é indicado [1], anteriormente ao wuso do HCI 0,1
mol L. Com este acido fraco a polimerizagdo foi pouco visivel, mesmo fora dos

capilares, em frascos de 1 mL.

b) Adicao de 0,5 g de polietilenoglicol (PEG) 6000 e 0,5 g de uréia na mistura
acima e constante agitagdo por mais 10 minutos. O PEG é um tipo de porogénio
polimérico utilizado na produgdo de monolitos termopolimerizados (formagédo dos
macroporos). Apds a termopolimerizagdo, o porogénio deve ser removido da
estrutura monolitica. A uréia tem como funcédo se decompor apés a formacgao do gel,

liberando gases, como nas equagdes das reagdes abaixo:
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(NH,),CO,,, +3H,0, —=-2NH, "9 + CO,, +20H « (A1)

(aq)

NH, @g +OH @9 — NH,  +H,0 (A.2)

3(g) 2~

Os gases formados tendem a modelar os mesoporos do gel durante o

tratamento térmico de 120 °C (etapa d).

Em fungédo das massas e volumes de reagentes utilizados, a composigao do
sol é a seguinte: TEOS / H,O (HCI 0,1 molL™") / PEG 6000/ uréia (3/5/0,5/0,5) —

(v/v/im/m).

c) Preenchimento do capilar com o sol. Todos os capilares utilizados foram
devidamente pré-tratados com NaOH 1,0 mol L' em repouso e com trocas
periddicas num total de uma hora. Como este era um estudo apenas para se
detectar a presenca ou ndo de monolitos, varios capilares foram necessarios € o
comprimento destes teve de ser reduzido, em torno de 5 cm, para nao tornar inviavel
este processo exploratério. Com o uso deste comprimento e levando-se em conta a
baixa viscosidade, na maioria das vezes n&o era necessario nem mesmo o sistema
de injecdo manual com seringa. Apenas o contato de uma das pontas do capilar no

sol permite que este seja inserido por capilaridade em toda a extenséao.

d) O tratamento térmico foi programado na mufla para 40 °C por 12 horas, em
seguida 120 °C por 3 horas e depois 330 ou 650 °C foi aplicado de acordo com a
Tabela A.2:

A permeabilidade foi testada pela tentativa de injecdo de MeOH ou EtOH pela
seringa. Os fragmentos citados na Tabela A.2 indicam uma formacdo falha de

material em apenas alguns pontos no interior dos capilares.
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Tabela A.2. Tratamentos térmicos elevados apds geleificacao e resultados obtidos.

D.I. (um) 330°C 650°C Caracteristicas
70 24 h - Revestimento preto, impermeavel
70 - 24 h Perda do Revestimento, fragmentos no interior do
capilar, pouco permeavel
70 - - Fragmentos no interior do capilar, impermeavel
125 24 h - Revestimento preto, pouca permeabilidade
125 - 24 h Perda do Revestimento, fragmentos no interior do
capilar, permeavel
125 - - Fragmentos no interior do capilar, permeavel
125 x 40* - - Impermeavel, inumeras falhas

*Capilar de 40 cm de comprimento.

Como Nakanishi et al [2] fazem uso de tratamentos de 330 e 650 °C para
sintese de monolitos, estas temperaturas também foram aplicadas, embora a
temperatura maxima recomendada para manter a resisténcia mecanica do
poliacrilato seja 200 °C (sugerido pela Tabela A.1). Entretanto, pelos resultados
explicitos acima, ndo foi possivel a obtencdo de uma coluna monolitica que
apresentasse homogeneidade ao longo do capilar e porosidade. Uma justificativa
para este fato pode ser atribuida a dificuldade da remog¢ao do PEG da estrutura
formada. O porogénio pode ter ficado retido, obstruindo a passagem dos solventes
(acarretando em impermeabilidade), ou ter sido removido do capilar bruscamente
durante o aquecimento, arrastando consigo o precursor polimérico (resultando na
sobra de residuos fragmentados). Outra possibilidade é a temperatura empregada
(40 °C) no processo de geleificagdo. Esta pode ser insuficiente para uma eficaz
polimerizagdo. Outros autores utilizam temperaturas maiores nesta etapa, como 60
°C [2,3] e 70 °C [4].

A.4 Perda de massa de PEG

Dois processos para a remog¢ao do PEG s&o possiveis: mediante o proprio
tratamento térmico elevado a seco [1-4] e mediante tratamento térmico em meio

aquoso, ja que este polimero é soluvel em agua.
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A.4.1 Tratamento térmico a seco

Um aquecimento de 200 °C por 24 horas dado a uma massa de 0,1483 g de
PEG 6000 em frasco de vidro sem tampa resultou em 0,0035 g de residuo, tingindo
as paredes do frasco. Este teste é considerado satisfatério em amostras de monolito
sintetizado em frascos abertos, mas em capilares, a remogao deste polimero € mais
complicada. Para tentar resolver este problema, foi feito um estudo da perda do PEG

sob tratamento térmico em meio aquoso.

A.4.2 Tratamento térmico em meio aquoso

Com o intuito de estudar a perda de massa de PEG em amostras de monolito,
foi feito um sistema de banho para o tratamento das amostras de monolitos

sintetizados em frascos abertos, conforme mostra a Figura A.3.

—_ i

Becker Termdmetro
\ //
Agua deionizada i
---—-'-"‘—-..____“ | |
Monolito Q | Barra
o magnetica
Agitador

/ \ermostatzado

Figura A.3. Sistema de banho com agitacdo e tratamento térmico. Inicialmente, a amostra

flutua sobre a agua. Apds algum tempo, a agua penetra nos poros do monolito e este, entao,

vai para o fundo do frasco.

O experimento consistiu em medir as massas da amostra antes e apds o

banho em agua deionizada a 90 °C por duas horas com lenta agitagdo. Elas foram
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mantidas em estufa a 120 °C por doze horas para remogao da agua. A Tabela A.3
mostra os resultados da perda de massa de amostras de monolito sintetizadas com
PEG 6000, PEG 200 ou sem PEG.

Tabela A.3. Perda de massa de monolitos preparados com PEG 6000, PEG 200 e

sem PEG em frascos abertos.

Teste PEG Massa inicial (g) Massa final (g) Perda (%)

1 - 0,3472 0,3154 9,2
200 0,2832 0,1194 57,8
3 6000 0,2625 0,1551 40,9

E visivel que a perda de massa é maior quando se utiliza o PEG 200 como
porogénio. Como a unica diferenga no preparo destes monolitos foi o tipo de PEG,
pode-se dizer que existe uma influéncia na perda de massa total da amostra quando

se usam estes diferentes porogénios.

Este tratamento térmico em meio aquoso € mais complicado para se adaptar

nas colunas capilares.

O uso do PEG 200 na preparacdo de colunas monoliticas em capilares de
125 pm foi efetuado. As etapas de preparo foram as mesmas do item A.3,
substituindo-se apenas o PEG 6000 pelo PEG 200. No entanto, ndo foi obtido
sucesso. Nenhuma estrutura polimérica foi visualizada no interior dos capilares

utilizados.

A.5 Conclusoes

Neste apéndice foram mostrados os testes relacionados a obtencdo de
monolitos termopolimerizados, os quais ndo renderam resultados tdo bons quanto os

obtidos através de processo de polimerizagao fotoiniciada.

Como foi visto, a partir de 200 °C o revestimento passa a sofrer alteragdes na
sua coloracéo e a partir de 275 °C a resisténcia comega a diminuir (leves tor¢des

ocasionam quebras dos capilares). Com isso, temperaturas superiores a 200 °C
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devem ser evitadas caso se queira manter as propriedades protetoras do

poliacrilato.

Nao foi possivel a obtencdo de uma coluna monolitica que apresentasse
homogeneidade ao longo do capilar e porosidade. Duas justificativas sdo possiveis:
a) dificuldade da remocgdo do PEG da estrutura formada e b) baixa temperatura

empregada no processo de geleificagéo.

E visivel que a perda de massa é maior quando se utiliza o PEG 200 como
porogénio no lugar do PEG 6000. No entanto, nenhuma estrutura polimérica foi

visualizada no interior dos capilares de 125 uym e 70 ym.

Um tratamento térmico em meio aquoso foi aplicado em amostras sintetizadas
em frascos abertos, fornecendo uma remocédo de massa satisfatoria de quase 60%.

Porém, nao foi possivel adaptar este teste nas colunas capilares.
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Workshop de Quimica Analitica, durante a 10 Semana do Instituto de Ciéncias
Exatas — Departamento e Quimica, 2006.

Artigos para publicacao em revistas cientificas:

1 - “Preparation of Photopolymerized Sol-Gel Monolithic Column in Polyacrylate-
Coated Capillary”. Artigo em preparacgao.

2 - “Camara de Luz Ultravioleta para Aplicagdes como Reator Fotoquimico. Artigo
em preparacao’.
Produto tecnolégico sem registro ou patente:

Camara de Luz Ultravioleta-Visivel para Aplicagcbes como Reator Fotoquimico,
2006.



