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“O tempo é imperceptivel, porém sentido’
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RESUMO

No presente trabalho foi proposto a compreensdo das variaveis inerentes a criacdo de
infraestrutura adequada para preparacdo de fase estaciondria monolitica (FEM)
utilizando colunas capilares de 100 mm de diametro interno para aplicacdo em
electroromatografia capilar (CEC). A fim de alcancar a elucidagdo do processo de
funcionalizacdo do monolito, as FEM foram produzidas por quimica de sol-gel. Neste
caso, a mistura otimizada de reagentes origina o sol que muda de um estado liquido para
0 estado de gelificacdo no interior do tubo capilar, resultando em uma superficie
polimérica. Dentro deste contexto, foi desenvolvido um dispositivo manual para alta
pressao (DMAP) para a inser¢do do sol nas colunas capilares. O DMAP a vacuo
montado foi desenvolvido no Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ) a
fim de tornar possivel a producdo de colunas monoliticas de maneira otimizada e
reprodutivel. Este dispositivo tornou possivel o preenchimento interno da coluna capilar
de forma homogénea através do trabalho forcado em movimento, como capilaridade, na
qual o sol € introduzido diretamente do frasco ao capilar, evitando o contato do sol com
acessorios e dispositivos, como conexdes, seringas e agulhas. Como objetivo
secundario, estudos para preparacao das FEM modificadas por nanoparticulas de ouro-
AuNps foram realizadas. As AuNps foram sintetizadas através da reacdo de reducgéo
com o citrato de sodio e a passivacdo com o0 uso da quitosana. As nanoparticulas foram
ancoradas na superficie do monolito para melhorar a funcionalizacdo das FEM e
possibilitar testes com diversos analitos. Essa reacao foi caracterizada por Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo- MET, Microscopia Eletronica de Varredura- MEV,
Ultravioleta Visivel- UV-Vis. Nesse mesmo tempo foi montado um segundo dispositivo
denominado mini-forno para aquecimento radial homogénea do tubo capilar, a fim de
atingir a funcionalizacdo adequada. Finalmente, todas as colunas preparadas e
funcionalizadas com sucesso foram submetidas a testes de separacdo de mistura padrédo
de HPAs.

Palavras chaves: Quimica sol-gel. Fotopolimerizagdo. Fase estacionaria monolitica.
Eletrocromatografia capilar.



ABSTRACT

In the present work the understanding of the inherent variables to establishment of
adequate infrastructure to monolithic stationary phase (MSP) preparation using capillary
columns at 100 um of internal diameter to application in capillary electrocromatography
(CEC) was proposed. Thus, in order to achieve the elucidation of the monolithic
functionalization process, the MSP were produced by sol-gel chemistry. In this case, the
optimized mixture of reagents originates the sol which changes from liquid state to the
jellification state inside the capillary tube, resulting in a polymeric surface. Within this
context, was developed a manual device to high pressure (MDHP) for sol insertion into
the capillaries columns. The vacuum MDHP assembled was developed in the Grupo de
Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ) in order to make possible the optimized
and reproducible monolithic columns production. This device made possible the internal
fill of the capillary column in homogenous way through of forced moving such as
capillarity, in which the sol is introduced direct from the vial to the capillary, avoiding
the contact of the sol with accessories and devices such as connections, syringes and
needles. This procedure avoids air passage into the capillary tube and the contamination
of devices and accessories, providing the operation in presence of any type of solution.
Thus, the MDHP became possible a significant advance in the understanding of the
MSP preparation mediated by sol-gel chemistry and photopolimerization. As a
secondary objective, studies to preparation of MSP modified by gold nanoparticles were
carried out. In this same time was assembled a second device called mini oven to
homogeneous radial heating of the capillary in order to achieves the adequate
functionalization. Finally, all columns prepared and functionalized with success were
submitted to tests of HPAs standard mixture separation.

Keywords: Sol-gel chemistry. Photopolimerization. Monolithic stationary phase.
Capillary electrochromatography.
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1 INTRODUCAO

A eletrocromatografia capilar (ECC) pode ser definida como uma técnica
analitica de separagdo que ocorre em meio liquido, sob a presenca de um campo
elétrico, dentro de tubos capilares preenchidos com fase estacionaria (FE). Esta técnica
combina os parametros relevantes da eletroforese capilar (EC) e da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (HILDER, 2004; KATO, 2002; LOUGH, 1995).
Esse processo baseia-se na migracdo do analito através de uma coluna cromatografica,
movido por eletrosmose. O funcionamento ocorre em um equipamento de eletroforese,
com algumas adaptacdes na pressdo externa usada no equipamento para auxiliar o fluxo
da fase movel (LU, 2005; ZEISBERGEROVA, 2006).

De acordo com estudos anteriores a ECC promove melhoria em alguns fatores
indesejaveis da CLAE como a necessidade de altas pressdes para bombeamento da fase
movel, o que gera um perfil de fluxo parabdlico e diminui a eficiéncia das analises
(VAZ, 2007; VAZ, 2008; VAZ et al., 2012; TAVARES, 1996; COLLINS, 1993; 1995;
PONCE, 2011). Em comparacdo com a EC, a ECC apresenta maior seletividade, devido
ao emprego de fases estacionarias inseridas no interior do capilar, semelhante a CLAE
(KATO, 2006). Porém, a ECC usa a diferenca de potencial (ddp) da EC, o que gera um
perfil planar ao fluxo do analito e forma picos mais estreitos e agudos para uma boa
separacdo (PATERSON, 2000; A JORGENSON, 1981; SEGATO et al, 2009). A
diferenca de potencial aplicada, junto com as cargas presentes na parede do capilar,
geram o fluxo eletroosmoético (FEO) responsavel pela migracdo da Fase Movel (FM)
liquida através da Fase estacionaria monolitica (FEM) (WATZIG; 2003). O analito
presente na FM quando em uso, ao passar na frente do detector gera um pico
caracteristico, de acordo com o comprimento de onda de absorcdo. O grafico de sinal
em funcdo de tempo de retencdo recebe o nome de eletrocromatograma.

A ECC permite a separacdo dos varios tipos de substancias e compostos, tais
como: aminoacidos e peptideos (SHEDIAC, 2001), proteinas (BANDILLA, 2003),
antraquinonas (HAIXIA, 2007), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPA
(KATO, 2002) e determinagbes mais complexas como a de isdmeros (M.
LAMMERHOFER, 2000).

Com base na revisdo bibliografica deste trabalho, bem como nos experimentos
realizados, foi possivel perceber que a grande dificuldade encontrada, ao trabalhar com

esta técnica, esta na producdo das colunas monoliticas que sdo formadas quando a FEM



é inserida no capilar. Esta dificuldade acarreta falta de reprodutibilidade na reacdo de
formacdo do monolito, ou FEM in situ no qual percola a FM, o que interfere
diretamente nos perfis das separagdes. A formacdo do polimero — onde ocorrem
formacBes porosas aleatdrias dentro do capilar — é de dificil controle, o que acaba
comprometendo a reprodutibilidade das analises. Em cada corrida eletrocromatografica,
pode ser comum a obtencéo de perfil de eletrocromatogramas variados — tanto na ordem
de migracdo quanto na resolugdo - para cada coluna monolitica preparada sob as
mesmas condi¢bes (SVEC, 2006; JINNO, 2000).

Cabe ressaltar que a formacdo incorreta e irreprodutivel do leito polimérico,
causado pelas diferentes formas, posicbes e tamanhos dos poros modelados no
momento da polimerizacdo € o grande responsavel pela variagdo mencionada acima. De
fato, normalmente ndo se pode controlar e reproduzir as formas, posicdes e tamanhos
dos poros que dependem diretamente da quantidade do agente porogénico e da iniciacao
da polimerizag&o in situ na coluna (JIANG, 2001).

Além do exposto acima, outro problema que ocorre, segundo relatos em outros
trabalhos nesta area (PONCE, 2011) estdo na insercdo e na reagdo do mondlito dentro
do capilar, o que, junto com a formacao dos poros e a producdo da janela de deteccdo,
sd0 0s momentos mais criticos de toda a producdo da FEM. Desta forma, o foco do
trabalho consistiu em conseguir reprodutibilidade na producdo da FEM com base no
perfil de separacdo da mistura de padrdes de HPAs. Para tanto, foram desenvolvidos e
otimizados aparatos para auxiliar e controlar a inser¢do do sol, 0 aquecimento na pré-
funcionalizacdo, e com isso a formacdo e funcionalizacgio do monolito.
Concomitantemente foi também realizado um breve estudo envolvendo o tempo e a
temperatura no modo de preparo, estoque e manuseio da solucdo polimérica- Sol usada
no Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ). Todos os procedimentos
tiveram o intuito de investigar e contribuir com a evolucdo de cada fator fundamental na

formacdo das FEM produzidas para uso em eletrocromatografia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de separacdo que faz o uso da
diferenca de potencial (ddp) para a separagdo de compostos neutros, ions solvatados e
espécies ionizaveis dentro de uma coluna capilar preenchida com uma solucdo de
eletrolito, normalmente tamponado. Estas colunas, geralmente sdo de silica fundida
recoberta externamente com um polimero que lhes confere maior resisténcia e
flexibilidade para uso. O fluxo de solugdo como um todo, ou seja, o fluxo
eletroosmético (FEO) é uma caracteristica da composicao quimica da parede do capilar
(grupos silandis) associado a ddp aplicada nas extremidades do capilar (TAVARES,
1996).

Dentre os modos mais comuns da EC destaca-se a eletroforese capilar de zona
(ECZ), cromatografia eletrocinética micelar (CEM), microemulsdo, isotacoforese
capilar (ITF), focalizacdo isoelétrica capilar (FIE) e eletrocromatografia capilar (ECC).
O modo mais utilizado ¢ a ECZ. Contudo, a limitacdo estd, especialmente, na
impossibilidade de separacdo de compostos neutros entre si (TAVARES, 1996), pois
todos migram juntamente com o FEO, impossibilitando a separacdo. As alternativas
mais comuns para a separacao de substancias neutras por EC é a CEM, microemulsao e
ECC. Entretanto, no presente documento, sera dada énfase a ECC, pois foi o0 modo de
EC desenvolvido pelo GQAQ da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

O equipamento de eletroforese € constituido basicamente por reservatdrios para
eletrolito e amostra,sistema de detec¢do, fonte de alta tensdo, eletrodos de platina,coluna
capilar, compartimento termostatizado e microcomputador para controle, aquisicdo e

andlise de dados, conforme apresentado na Figura 1.



Figura 1 - Equipamento de eletroforese capilar
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A introducdo da amostra no interior do capilar, que contém o
eletrolito,geralmente tamponado, ocorre com uma aliquota, por metodos eletrocinéticos
ou hidrodinamico. A fonte de alta tenséo € conectada aos eletrodos de platina, que estdo
imersos nos reservatorios do eletrolito, os quais também ficam imersas as extremidades
do capilar preenchido com eletrolito. No momento que o campo elétrico é imposto, cada
parte do analito ira migrar de acordo com a razdo carga/raio, em uma determinada
velocidade constante, o que proporciona a separagao.

Essa migracdo esta relacionada também com o chamado FEO, uma caracteristica
intrinseca do capilar, que ocorre devido a parede interna do capilar apresentar grupos
silanois que quando tratados com hidroxido de sodio geram cargas negativas em sua
superficie. Estas cargas atraem os céations, assim como as moléculas de &gua que
solvatam o eletrdlito. Isto gera uma aglomeracdo de cargas junto a superficie do capilar
chamada de camada compacta (Figura 2). Nesta camada, outros ions hidratados também
sdo atraidos, com uma forca menor, inversamente proporcional a distancia da superficie
interna onde estdo presentes as cargas negativas da silica capilar. A camada compacta
ndo tem carga suficiente para neutralizar toda a carga negativa existente na parede do
capilar. Portanto, mais cations hidratados, sdo atraidos, o que forma uma nova camada,
conhecida por camada difusa, adjacente a camada compacta. Na camada difusa, a
concentracdo de carga positiva e as forcas de atracdo também vao diminuindo até ser

obtida uma concentracdo semelhante a do proprio eletrolito.



Figura 2 - Esquema do FEO dentro do capilar
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Quando € aplicada a diferenca de potencial nas extremidades do capilar, os
cations solvatados séo atraidos em sentido ao catodo e arrastam todo o leito aquoso, o
que faz migrar a FM que contém o analito. O FEO e caracterizado por um perfil de
velocidade que minimiza o efeito de alargamento de banda do soluto (FARIA,2006;
ALOTHMAN, Z, 2011).

Os detectores utilizados em EC podem ser de varios tipos tais como: absorcéo
molecular, espectrometro de massas, condutividade e luminescéncia (BAKER, 1995;
SCHMEER, 1995). O detector por arranjo de diodos (DAD), por exemplo, é um sistema
no qual varios fotodiodos atuam simultaneamente e continuamente como transdutor de
intensidade luminosa/carga elétrica, convertendo sinal luminoso em sinal elétrico (JR. e
PASQUINI, 1997), que posteriormente é transformado em sinal analitico. Sendo assim,
é possivel coletar o espectro de absorcdo molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis),
além de monitorar os compostos em um ou mais comprimentos de onda nesta regido de
190 a 260 nm. Quando cada analito passa por uma “janela de detec¢ao” ele ¢ detectado
e a sua presenca € representada como uma banda chamada de pico onde é formado um

eletroferograma na EC e eletrocromatogramas na ECC.



2.2 ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A eletrocromatografia capilar (ECC) foi o0 modo de EC abordada na presente
tese e pode ser resumida como uma possibilidade analitica de separacdo cromatografica
que funciona segundo 0s mesmos parametros da EC, pois utiliza 0 mesmo equipamento.
Porém, com o uso da FE se assemelha & técnica de CLAE. Com o intuito de melhorias
nas caracteristicas relevantes da CLAE e EC, esta técnica esta em franco
desenvolvimento desde o inicio dos anos 90 (SVEC, 2006).

A ECC pode ser definida como o modo de separacdo semelhante a EC, mas que
envolve o uso de uma coluna capilar contendo uma FE, pela qual percola a FM
bombeada por eletroosmose (SVEC, 2006). Esta integracdo das duas técnicas
possibilita, por exemplo, estabelecer condicbes de suporte para alguns efeitos
indesejaveis tanto da CLAE (como a necessidade de altas pressfes para bombeamento
da FM), quanto da EC (separacdo de compostos eletricamente neutros) (SIOUFFI,
2003; FARIA,2006).

A ECC usa tubos com dimensdes capilares, normalmente de silica fundida, por
onde percola a FM liquida. O diametro interno dos capilares varia entre 75 a 125 um
(d.i.), 310 a 400 um de diametro externo (d.e.) e 40 a 100 cm de comprimento (NEUE,
1997). Estes sdo revestidos externamente com material polimérico de baixa massa
molecular que confere maior flexibilidade e resisténcia mecénica a silica (TAVARES,
1996).

Os materiais usados para este fim podem ser os polimeros de poliimida, que
garante robustez mecéanica, mas ndo sdo transparentes a radiacdo Ultravioleta- UV
(VAZ, 2008). Ja os revestimentos que usam oligdmeros de fluoropolimeros ou de
poliacrilatos sdo transparentes em uma faixa util de radiacdo ultravioleta (UV),oque,
além de conferir a resisténcia mecanica, facilita a visualizacdo na formacéo da solucéo
que dara origem ao polimero, quando inserida no interior do capilar. No caso de colunas
monoliticas, no momento do preenchimento, é possivel controlar a injecdo da solucéo,
bem como observar a formacdo do monolito e verificar visualmente falhas na estrutura
monolitica formada. Outra caracteristica € a possibilidade de fazer a polimerizacdo
fotoiniciada — na radiacdo UV desejada - sem a necessidade de remocdo do
revestimento polimérico(KATO, 2002). Como neste trabalho a FEM ¢é polimerizada in

situ por iniciador foto polimérico, em camara de luz UV, o uso de materiais



transparentes é ideal. Também h& vantagem de ndo precisar fazer a janela Otica de
deteccdo que, junto com a inser¢do do monolito no capilar, ¢ 0 momento mais critico da
técnica (PONCE, 2011). Quando é feito a remocdo de uma parte do revestimento
polimérico, o capilar fica fragil e susceptivel a quebra neste ponto.

O didmetro interno do tubo de silica e a sua elevada area superficial interna,
quando comparada com o volume, favorece a dissipacdo do calor pela passagem de
corrente elétrica, que € gerada pelo efeito Joule (RATORE, 2002).

Com isto, torna-se possivel o estabelecimento de campos elétricos elevados de
100 a 1000 V/cm o que permite separacdes com alta eficiéncia e resolugcdo em curtos
intervalos de tempos de analise (BAKER, 1995). Além do diametro, outras
propriedades importantes do capilar, como alta constante dielétrica, baixa condutividade
elétrica e alta condutividade térmica sdo de extrema importancia para 0 sucesso da
separacdo em EC (MALONEY, 2002).

Com tudo mencionado, ocorre também a contribuicdo da parede interna do
capilar de silica que, além de contribuir para o fluxo eletroosmotico, apresenta grupos
silandis (SIOH) que podem servir de suporte para a insercdo de VArios grupos
funcionais. Estes grupos sdo &cidos fracos e alguns se ionizam, tornando a superficie
negativamente carregada, onde podem ser formados os grupos silanodis dissociados
(SiO"). Estes estdo diretamente relacionados com o fenémeno da eletroosmose ou fluxo
eletroosmético, caracteristica intrinseca do capilar importante para a migracdo da FM
(NEUE, 1997). Logo, os grupos silandis podem também interagir e servir como suporte
para ancoragem de varias substancias com diferentes grupos funcionais, tais como
organosilanos:  3-mercaptopropiltrimetéxisilano  (SMPTMS) e metacrilatos  3-
Metacrioléxiopropiltrimetoxilsilano (PTMS) (MAJORS, 2000).

A parte mais importante da ECC é a FE, a qual é responsavel pela separacéo e
que fica aderida a silica — grupos silandis - da parede interna do capilar. Quando
preparada de forma errada pode apresentar baixa eficiéncia, resolucdo deficiente e picos
assimétricos nas separacGes (MALONEY, 2002). Vale ressaltar que a insercdo da FE no
tubo capilar € o momento mais critico na producdo das colunas (PONCE, 2011). Na
maioria dos casos ocorrem falhas na formacdo do monélito o que impede a execucao e a
repetibilidade da analise (MALONEY, 2002). Com isto é importante uma infusdo
homogénea, segura e sem entrada de ar no capilar para a formacdo de um leito
polimérico uniforme ou homogéneo o que garante a passagem da corrente elétrica e o

transporte do analito para analise.



Existem trés tipos principais de FE usadas em ECC. O primeiro tipo é a recheada
com material particulado o qual, geralmente, é poroso e esférico (Figura 3). Os
tamanhos destas particulas de silica podem variar de 1,5 a 5 um de didmetros e podem
ser quimicamente modificadas (DITTMANN, 1996; NORTON, 2003). Apresenta custo
elevado, pois depende de filtros para manter a FE segura no capilar, é fragil, a sua vida
atil é limitada e, freqlientemente, apresenta problemas de repetibilidade na producéo.
(MALONEY, 2002).

Figura 3 - Fase estacionaria recheada
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Um segundo modelo de FE refere-se a tubular aberta (Figura 4), onde o suporte
cromatografico fica aderido a parede do capilar, que forma apenas um revestimento
polimérico interno em toda a superficie radial do tubo (CHEN, 2010; XIE, 2001). Esse
tipo de FE é produzido a partir da reacdo da parede do capilar de silica, dos grupos
silandis, com um reagente funcional. Apresenta facil preparo, dispensa o uso dos filtros
e permite analises mais rapidas. Poréem, este tipo de FE tem menor capacidade de
separacdo (HUANG, 2006).

Figura 4 - Fase estacionaria tubular aberta
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A fase estacionaria monolitica- FEM é formada por um polimero poroso aderido
em toda a superficie interna radial do capilar, conforme apresentado na Figura 5
(FARIA,2006).A vantagem da FEM ¢é que, além de ter propriedades
cromatogréficas,pode ser preparada in situ, permitir a ancoragem de diferentes grupos
funcionais (GUSEV et al, 1999), ndo necessitar de filtros, apresentar baixo custo e altas
eficiéncias nas separagdes. Dependendo dos materiais e equipamentos usados, sdo de
facil preparo.

Figura 5 -Fase estacionaria monolitica- FEM

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

As FEM podem ser divididas em: monolitos de silica e a base de polimero
organico. Os de silica podem ser preparados por alguns metodos diferentes, mais
detalhados, complexos e trabalhosos. Esses métodos vdo desde a fusdo/sinterizacdo,
entrecruzamento no interior do capilar e até por processo sol-gel (PETERS, 1999;
BEDAIR, 2004). Por outro lado, a FEM preparadaa base de polimeros organicos pode
ser obtida por reacdo sol-gel seguida da polimerizacdo térmica ou por luz ultravioleta
(UV). Esta em termos cromatograficos leva vantagem aos de silica devido a maior
formacdo de mesoporos, que aumentam a resisténcia ao fluxo da FM e permitem apenas
analises de substancias muito pequenas.

O material orgéanico inserido no capilar pode conter monémeros funcionais - de
acordo com a especificidade que se deseja separar - um iniciador e um solvente
porogénico que dardo respectivamente inicio e molde aos poros da FEM. A formacéo
dos poros durante a polimerizacdo depende da escolha do solvente porogénico e da
temperatura ou tempo exposto a polimerizacdo (SVEC, 2000).

As fases monoliticas poliméricas organicas mais empregadas sdao a base de

estireno, acrilamidas e principalmente de metacrilatos, que formam maior variedade de



monémeros funcionais e facilidade de funcionalizacdo ap6s ser polimerizado
(MORAVKOVA, 2003; SAFRANY, 2005). A vantagem desse tipo de FEM é que pode
apresentar diferentes grupos funcionais e maior facilidade na separacdo de solutos
polares e ibnicos. Os monolitos poliméricos organicos estdo sendo mais utilizados em
ECC quando comparados aos monolitos de silica. Isto é devido a maior facilidade e
rapidez no preparo devido ao numeros possiveis de materiais disponiveis e por serem
mais toleraveis a variagdes de pH, robustos e com maiores tempos de vida util (FARIA,
2006; NISCHANG, 2011).

O processo sol-gel foi usado neste trabalho e se baseia no crescimento e na
agregacdo de particulas coloidais para formar o gel de onde se origina o polimero. O
termo sol é usado para definir uma suspensdo com particulas sélidas ou polimeros do
tamanho coloidal, entre 1 a 100nm, em um liquido. A geleificacdo € a formacéo do gel e
ocorre com o aparecimento de ligagGes covalentes na estrutura do material (BRINKER,
1990; BERGNA, 2006).

Com isso, a grande facilidade, estabilidade e variedade dos possiveis reagentes
poliméricos utilizados no processo de fabricacdo dos monolitos e o custo relativamente
baixo, tornam a ECC uma alternativa viavel e bastante atraente no contexto analitico.
Além disso, apresenta baixo consumo de solventes, reagentes e padrdes, fato herdado
também da EC (FARIA, 2006). Porém, € necessario, ter aparatos que permitam fazer a
insercdo e a funcionalizacdo da FEM de maneira adequada, onde seja possivel fazer as

analises de maneira repetiveis.

2.3 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo compostos apolares,
neutros, constituidos apenas por carbono e hidrogénio e formados por nucleos
aromaticos condensados ou isolados. Tém sido utilizados como analitos testes em FE
apolares de ECC, devido a auséncia de cargas elétricas e as possiveis interagdes n-n em
sua estrutura. Quando em testes, no momento da corrida eletrocromatografica, as
diferentes massas moleculares e formas estruturais dos HPAs permitem interac6es
diferenciadas com a FEM. Além disto, podem realizar interagdes com o ouro, quando
aderido na coluna. Estas interagdes sdo chamadas de =n-m staking e formam um

empilhamento entre um sistema « rico em elétrons, os aromaticos, € outro sistema pobre



em elétrons © como 0s metacrilatos e o ouro (PAVEL, 2012;H.-Y, 2010; G. GOTMAR.
T, 2000; M, LAMMERHOFER, 2000). As interacOes garantem variados tempos de
retencdo, um para cada tipo de estrutura analisada, sendo assim, possivel a analise em
ECC (N.S. WILSON, 2004; ARMSTRONG, 2001; VITHA, 2006; DABEK-
ZLOTORZYNSKA et al., 2008; DING et al., 1997). A Figura 6 apresenta os HPAs que
foram utilizados em testes para ECC no presente trabalho.

Figura 6 - HPAs usados como analitos
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2.4  NANOPARTICULAS DE OURO

O ouro pode apresentar boa biocompatividade e interacdo com grupos funcionais
variados, tal como o enxofre. Além disto, possui Otimas propriedades eletrénicas,
magnéticas, Opticas, resisténcia a corrosdo (BHATTACHARYA, 2008) e podem
realizar intera¢des m-n devido a existéncia de orbital disponivel.

A producdo das nanoparticulas de ouro é relativamente simples, no qual uma
banda de superficie plasmon ressonante- SPR simplifica o controle de diversas
propriedades, como o tamanho e a facilidade de caracterizacdo. As propriedades
quimicas e fisicas variam de acordo com o tamanho e o tipo de reacdo (HUANG, 2006).

A sintese das nanoparticulas pode ocorrer sob diversas condi¢fes e reagentes.
Devem ser usados passivantes por se ligarem a superficie das AuNps e impedirem a

aglomeracéo da solucdo coloidal, além de melhorar a estabilidade, tamanho e forma.Em



alguns casos o redutor também pode desempenhar o papel de passivante; isto
normalmente acontece nas rotas de sinteses em meio aquoso. E comum o citrato ser
usado como agente redutor e passivante do sal de ouro, o que favorece o processo da
nucleacdo e faz com que aconteca a estabilizacdo do sistema coloidal (REZANK, 2008).

Mas para garantir uma maior estabilizacdo a sintese no meio orgénico é
recomendado que o passivante e o redutor sejam substancias diferentes. Geralmente
usa-se um passivante alcanotiol que possa garantir a boa estabilidade das AuNps junto
com um redutor como o citrato de sddio (SPERLING, 2008).

Na reacdo de formacdo pode ser estudada a variagdo da forma e do tamanho - os
quais séo fatores que podem possibilitar a melhoria na sua deposicdo por dentro dos
poros das FEM - que podem ser variados de acordo com o meio reacional
experimentado.

Utilizando a sintese em meio aquoso, Karatas e col (2009) obtiveram
nanoparticulas de ouro com tamanho médio de 13 nm. Esta etapa ocorreu por 15
minutos, sendo o citrato adicionado no momento da ebulicdo da solucdo de &cido
tetraclorodurico. Em seguida a reacdo foi resfriada e entdo pode se adicionar um
segundo agente passivante.Trata-se de um procedimento extremamente simples e
rapido, semelhante ao que ocorre no trabalho de TURKEVITCH, 1951 e foi realizado
nesta tese.

Com isso, devido ao efeito do plasmon, as sinteses podem ser analisadas através
da Microscopia Eletrnica de Transmissdo- MET, Microscopia Eletronica de Varredura-
MEV e do UV-VIS para a caracterizacdo e otimizacdo das propriedades relacionadas
com as caracteristicas cromatograficas desejaveis.

O uso das AuNps em FEM foi realizado por YE FANG-GUI, 2011; PAVEL,
2012, no qual foi abordado a separacdo de peptideos e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, porém houve escassez de informacGes sobre o0s equipamentos que

auxiliaram a funcionalizacéo.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do trabalho foi a construcdo de dispositivos (sistema de
pressurizacdo a vacuo e mini-forno) para a preparacdo e funcionalizacdo de fases

estacionarias monoliticas com nanoparticulas de ouro via processo sol-gel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar o processo de preenchimento do capilar via quimica sol-gel utilizando
o DMAP.

Avaliar as colunas preparadas via quimica sol-gel mediante analise da mistura de
padrdes de HPA em anélises por ECC.

Avaliar as colunas modificadas com nanoparticulas de ouro mediante
aquecimento por mini-forno “labmade”.

Avaliar as colunas modificadas com nanoparticulas de ouro mediante analise de

mistura de padrbes de HPA por ECC.



4 EXPERIMENTAL

4.1 EQUIPAMENTOS

411 Equipamento de EC.

Foi utilizado um equipamento de EClocalizado nas dependéncias do
Departamento de Quimica da UFJF. O modelo Agilent-7100 equipado com fonte de alta
tenséo (x 30 kV), DAD, controle de temperatura no interior do cartucho por passagem
de ar forcado e programa para controle, aquisicdo e tratamento de dados ChemStation
6.0. Encontra-se instalado neste equipamento, um sistema de pressurizacdo externa —
gas nitrogénio - que permite a aplicacdo de altas pressdes (de 2 al2 bar) em capilares

durante as corridas ou pré-tratamentos.

4.1.2 Centrifuga.

Centrifuga da marca MSC-6000 da Biosanlocalizada nas dependéncias do

Departamento de Quimica da UFJF para separagédo forcada da agua no preparo do sol.

4.1.3 Seringas e Conexdes.

Seringas Gastight de 25 pL (1702 RNR) e 50 pL (1705 TLL) da Hamilton
Company, Reno, Estados Unidos. Elas sdo acopladas aos capilares pela agulha, com o
auxilio de conexdes PEEK (polimero PEEK™, marca registrada de Victrex plc.) e
unides True-ZDV (P-720). O conector PEEK- 1foi encaixado na agulha da seringa e a
juncdo True-ZDV- 2 enroscado em uma de suas extremidades. Outra ponta da jungédo
foi enroscadaao segundo conector- 3 que, estd acoplado ao capilar de silica. Por fim,
figura 7, as jungbes 1, 2 e 3 permitiram a unido da agulha de metal da seringa com o

capilar.



Figura 7. Seringa, agulha seguida por conector PEEK- 1, jungdo True-ZDV- 2 e o
conector final- 3

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.1.4 Céamara de fotopolimerizacéo.

A cémara é composta por reator fotoquimico que consiste em uma caixa, feita
em madeira “medium density fiberboard” (MDF) de largura transversal de 21,5 cm,
altura de 16,0 cm. Contém seis lampadas fluorescentes de 46 cm de comprimento (90 W
de poténcia total el5 W cada) conectadas a trés reatores elétricos. As paredes internas
da camara possuem espelhos planos. A porta frontal e a porta superior sdo espelhadas.
Temporizador digital com a fungédo 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. Todas as
polimerizacdes realizadas foram deixadas na caAmara expostas a radiacao ultravioleta por
um tempo de 20 minutos. A camara, Figura 8, foi construida durante atividades de

dissertacdo de mestrado desenvolvida no GQAQ.

Figura 8 - Camara de fotopolimerizacao

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



4.1.5 Espectrofotometro de UV

Espectrofotdmetro modelo UV-1601PC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado
com emissdo de duplo feixe simultaneo. Celas de quartzo com caminho 6tico de 1,00

cm foram usadas nas leituras em 220 nm.

4.1.6 Analise Térmica Gravimétrica- TGA

A analise térmica gravimétrica foi obtida em aparelho TGA-50 modelo TA 2100
cedida pela Mercedez-Bens Juiz de Fora. A analise foi feita em atmosfera inerte, com
cadinho de platina e massa de material para analise em aproximadamente 10 mg. A
temperatura de aquecimento foi iniciada em 75 °C até 850 °C, a razdo de aguecimento
de 10 °C/mim até se atingir a temperaura constante, isto é, ndo haver mais residuos de

massa no cadinho de platina utilizado no equipamento.

4.1.7  Microscopia Eletronica de Transmissdo- TEM

A analise morfoldgica das amostras foi realizada por Microscopia Eletrdnica de
Transmissdo (TEM), “JEOL modelo JEM-2100”, disponivel no LNLS-Brasil por
cortesia do Professor Wendel de Andrade Alves da UFABC. Para as anélises, foi
empregada uma tensdo de aceleracdo dos elétrons de 200 kV. A pressdo na coluna do
TEM foi de 1,5x10-5 Pa. Antes das medidas, as amostras foram diluidas e dispostas em
grades de cobre de 5 mm de diametro e espessuramenores que 1000 A. A quantidade de

amostra empregada variou conforme a diluicdo, sendo utilizados volumes entre 10 e 20

ML.



4.1.8 Andlise elementar- CHNS

A andlise elementar de Enxofre foi conseguida em um equipamento SC632
Carbon/Sulfur. Verséo 1.5x Part Number 200-706; Julho de 2010 LECO corporation
minor, cedida pela Votorantim Metais de Juiz de Fora-MG através do responsavel
laboratorial Professor Marcelo Biolcati. As analises ocorreram depois de passado o
branco pelo equipamento e as amostras, aproximadamente de mesma massa foram

colocadas em uma barca de cerdmica e levadas a queima.

4.1.9 Microscopio optico de baixa resolucdo USB chinés

A marca usada foi a Eletronics produzido na China, valor aproximado de 18
dolares. Foi utilizado para verificacdo e analise dos capilares com ou sem a FEM, com

resolucéo especificada no equipamento de 25 a 400X.

4.2 REAGENTES E PADROES

Os reagentes e solventes utilizados no preparo de eletrolito condutor e na
preparacdo das FEM foram os seguintes: metacriloxipropiltrimetoxisilano (PTMS-98%)
— Acros Organics (New Jersey, EUA); 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfino
(Irgacure 819) — Ciba (Séo Paulo, Brasil); tolueno (alto grau de pureza) — Beckman
(Fullerton, EUA); metanol — Quimex (Tubardo, Brasil); acido cloridrico, acetato de
amonio, tiouréia e acetonitrila (ACN) (PA) - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Foram
analisados os seguintes padrées: naftaleno e acenafteno (99,0%) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA); antraceno (99,0%) e fluoreno (98,0%) (Aldrich, Steinheim, Alemanha);
As solugdes foram preparadas com agua purificada pelo deionizador Millipore (Milli-Q
system, Millipore, Bedford, MA, EUA).



5 METODOS

5.1 PRODUCAO DE FASES ESTACIONARIAS MONOLITICAS

A primeira etapa para a producdo das colunas monoliticas foi o preparo da
solucdo monomérica através do processo sol-gel (SCHUBERT, 2005).0 reagente
empregado como mondmero precursor é o0 PTMS que foi misturado com HCI (0,1 mol
L™ na razdo de 1/4. A mistura foi agitada por 10 minutos em um agitador magnético,
com a ocorréncia de hidrélise e a condensacdo do PTMS formando dimeros e trimeros e

a liberagdo de metanol no meio reacional (KATO, 2005), como mostra a Figura 9.

Figura 9. ReacOes genéricas da catalise &cida
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Em seguida, foi adicionada ao oligdmero condensado a mistura do reagente
porogénico, (Tolueno) 8 mL - que solubiliza os reagentes e tem o papel de servir como
modelador dos mesos e macroporos- e o fotoiniciador, 6xido de fenil-bis(2,4,6-
trimetilbenzoil)-fosfina (FMBF) 0,55 g previamente misturados durante cinco minutos

em um agitador magnético.



O FMBF gera radicais livres ao absorver, em reator de fotopolimerizacao,
radiacdo em comprimento de onda caracteristico (375 nm). Logo apds a mistura dos
oligbmeros e do porogénico com o fotoiniciador foi submetida a agitacdo por 30
minutos para a formacdo do sol. Na Tabela 1 estdo apresentadas as quantidades de
reagentes usados na preparacédo do sol (J. OU, 2010; JOCKUSCH 1998).

Tabela 1. Quantidade de reagente no preparo do sol

Componente da mistura Quantidade
PTMS 1.437 pl
HCI 0,1 mol/I*(moluzo / Molucr) 623 pl
Tolueno 8ml
Fotoiniciador 0,5569

O procedimento fez com que ocorresse a formagao dos poros e, “a posteriori”, o
polimero que formou a FEM, depois de inserido no capilar e exposto a luz ultravioleta
em uma camara de fotopolimerizacéo por 20 minutos(VAZ 2008).

Foi visto no trabalho de VAZ et al. (2008), que dependendo da quantidade de
solucdo aquosa de HCI adicionada para a reacdo de hidrdlise (pode haver um pequeno
excesso de dgua) pode aparecer uma segunda fase imiscivel, quando sdo misturadas as
solugdes monomerica e porogénica. Por isto, foi provocadaa aceleracdo da decantacédo
da solucdo por meio de centrifuga. Na fase aquosa foi verificado que ndo ocorre
fotopolimerizacdo, devido a baixa solubilidade dos componentes da reacdo nesta fase.
Portanto, somente a fase organica deve ser aproveitada, ou seja, ser inserida no capilar.
Todos os frascos utilizados foram do tipo ambar e revestidos com papel aluminio para
evitar a fotopolimerizacdo precoce do sol.

Depois de pronto, o polimero formado, provavelmente apresentacaracteristicas
apolares, devido a estrutura da FEM, isto €, fase reversa na eletrocromatografia capilar
eficiente na separacdo dos HPAs.

Através da representacdo (chemic station), conforme a modelagem estrutural
proposta do monolito finalizado, pode-se perceber que a FEM foi formada por muitos
hidrocarbonetos e compostos aromaticos oriundos do fotoiniciador FMBF. Com isto

serdo predominantes as caracteristicas apolares, ou seja de fase reversa na



cromatografia. Porém, alguns autores atribuem ao monolito PTMS como FEM polar
(KATO, 2001; apud PONCE, 2011).

Realmente os oligdmeros do PTMS apresentam caracteristicas polares, mas com
a adicdo do iniciador Irgacure, os anéis aromaticos que sdo ligados a estrutura do
mondlito garantem a hidrofobicidade da FE.

Figura 10 - Polimero PTMS que forma a FEM

FEM
(,)HO OH ﬁ ? (|)H cl)H
O , /\/\ O
Si sf\/\oY\P o Vs s o
§ v\ | I HRNAYR
SEELANE S
y Sjovmme S Sjawe S "

Capilar de silica

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Ao fazer um diagndstico na possivel estrutura do mondlito da Figura 10, pode-se
observar que 0s anéis aromaticos sdo capazes de conferir além da apolaridade as
interagdes - com os HPAs. Nao foi possivel obter o RMN em fase solida de carbono e
hidrogénio para essa estrutura (Figura 10), mas de acordo com a representacao
estrutural, resumida, representada no trabalho de VAZ, (2008) pode-se prever a

provavel estrutura.

5.2 PRE-TRATAMENTO DO CAPILAR

A finalidade do pré-tratamento da superficie interna do capilar de silica foi
aumentar a concentracdo de grupos silandis em sua parede interna, 0 que representa o

principal sitio de ligacGes e permite que a FEM criada esteja mais fortemente ligada ao



suporte. O tratamento empregado seguiu a metodologia apresentada no trabalho de VAZ
(2008) e consistiu em passagem de fluxo de hidréxido de sédio- (NaOH) 0,1 mol L™
para ativacdo da silica (-Si-O-Si-). Em seguida, por HCI 0,12 mol.L™para remocéo de
excesso de NaOH, onde ions Na* sdo substituidos por fons H*, formando-se grupos (Si-
O-H) chamados de grupos silanois, por um periodo de 30 minutos cada um. Por fim,
foram executados limpeza, flush com metanol- (MeOH) e flush com passagem de ar por
mais 30 minutos para limpeza e retirada de dgua do material, seguidos por secagem do
material com ar pressurizado através do Dispositivo manual a alta pressurizagdo-
DMPA, por um tempo igual a 30 minutos. Estas etapas garantem que a silica ndo
armazene agua e permite que a FEM fique aderida a parede do tubo capilar e no
momento da corrida eletrocromatografica ndo se desprenda. Foi visto em trabalho
anterior (VAZ, 2007) que, sem este pre-tratamento, as FEM preparadas séo expelidas do
capilarsob aplicacdo de pressdes usuais de trabalho, tanto através do DMAP, quanto
pelo equipamento de EC. Os capilares depois de tratados foram cortados com

comprimento de 40 cm sendo que a FEM, quando inserida no capilar, ocupou 8 cm.

5.3 PREENCHIMENTO DA COLUNA CAPILAR

Com o auxilio do dispositivo manual a alta pressdéo- DMAP a vacuo foi inserida
a solucdo monomérica denominada de sol. O funcionamento do dispositivo otimizado
garantiu a homogeneidade ou uniformidade da FEM e foi realizado conforme descrito
abaixo:

A injecdo do sol pode ser feita por succdo do liquido contido em seu recipiente

diretamente para o tubo capilar proporcionada pelo DMAP a vacuo(Figurall).



Figura 11 - DMAP (otimizado) e o sentido do seu funcionamento para inser¢do a
vacuo. 1) reservatorio de sol, 2) capilar, 3) conectores para o capilar e a agulha, 4)
seringas, 5) plataforma fixa, 6) plataforma mdvel, 7) componentes auxiliares para

injecdo a vacuo

Fonte: (RIBEIRO, 2014).

O processo pode ser descrito em etapas: A) uma extremidade do capilar é
conectada hermeticamente a agulha da seringa, por meio dos conectores apropriados- 3;
B) a outra extremidade é imersa no sol, contido em um recipiente independente do
sistema- 1; C) a seringa- 4 ¢ afixada na plataforma fixa- 5 e D) o0 seu émbolo é preso na
plataforma movel- 6 por meio dos componentes auxiliares- 7. Inicialmente, o0 émbolo
deve estar totalmente pressionado e as plataformas 5 e 6 proximas. A partir da rotacéo
do parafuso no sentido horario, a plataforma 6 se afasta da plataforma 5, puxando o
émbolo consigo. Este movimento cria um vacuo no interior do capilar permitindo a
succdo do liquido.A seguir, o parafuso é girado lentamente até que o liquido alcance o
comprimento de capilar desejado (RIBEIRO, 2014). Isto poderia ser feito também por
capilaridade,mas dependendo da viscosidade do sol e dos movimentos de balango no
manuseio do capilar, no momento do preenchimento, ocorréncias de ndoinsercéo do sol
no tubo ou falhas na estrutura monolitica seriam comuns.

Por fim, a coluna foi levada a foto-polimerizacdo na camara de UV por 20

minutos para a formacgédo do polimero in situ.



54 POS TRATAMENTO DO CAPILAR DE SILICA

O pos tratamento serve para remover os residuos da polimerizagdo, assim como
lavar os poros da FEM e consiste em fazer percolar por cinco minutos metanol com o
auxilio do DMAP. Depois desta etapa a coluna se encontra propicia a ser condicionada
e testada no equipamento de EC.

55 PREPARO DOS POLIHIDROCARBONETOS AROMATICOS- HPAS

O preparo da solucdo de mistura de HPAs, ou seja, naftaleno, acenafteno,
fluoreno e fenantreno é mostrado na Tabela 1, onde foram diluidos na concentragéo de
1,0 mmolL™ cada um, em metanol. A tioureia,usada como marcador de fluxo, fez parte
da mistura dos HPAs, e sendo diluida em metanol em concentracédo diferente (0,1 mmol
L!)dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.O pico do marcador de fluxo, antes
analisado, apresentou-se bem definido e intenso nas corridas eletrocromatogréaficas ndo

precisando de elevadas concentragdes para ser visualizado.

Tabela 2. Diui¢do dos HPAs usados nas analises em ECC

HPAS Quantidades(mmol L™)
Tioureia 0,1
Naftaleno 1,0
Acenafteno 1,0
Fluoreno 1,0
Antraceno 1,0

5.6 PREPARO DA FASE MOVEL- FM

A FM foi preparada com a mistura de acetato de aménio 16,7 mmol L™ (60%)
que funcionou como tampdo com o pH em torno de 7 e acetonitrila (40%) como

solvente.



5.7  CONDICIONAMENTO DO CAPILAR PREENCHIDO COM A FEM

Esta etapa é de extrema importancia para promover a corrente elétrica no ato da
corrida eletrocromatografica. Faz-se a passagem do sistema de eletrolito, constituido de
um tampao e solvente, por no minimo de cinco minutos. Esse condicionamento pode ser
realizado com o equipamento de EC ou com o DMAP. Vale destacar que todas as
injecOes realizadas neste trabalho — seja nos condicionamentos e nas andlises - foram

realizadas do outlet para o inlet conforme mostra a figura 12.

Figura 12 - Cartucho de EC e modo de injecéo outlet em direcéo ao inlet
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O tempo de execucdo depende da necessidade de obtencdo da corrente no
momento da analise o que pode chegar a tempos indeterminados dependendo da
estabilizacdo da corrente elétrica. Neste trabalho foi sempre iniciado o condicionamento
com 5 minutos e aumentado gradativamente mediante a ndo obtencdo da corrente
desejada.

Por oportuno, lembra-se que foi mantido um método comum, em todos 0s

condicionamentos e corridas eletrocromatograficas no equipamento de EC.



Tabela 3. Condigdes de funcionamento do equipamento de EC

Variével Condicéo
Temperatura do cartucho 25°C
Voltagem -20 KV
Presséo de injecéo 25 mbar
Tempo de injecdo 5s
Deteccdo 220 nm
Flush 5 bar
Amperagem 300 pA
UV-VIS 190-400 nm
Resposta > 0.10 min
Poténcia 6,0 W
Presséo externa 5,0 bar

58 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

A sintese das AuNps nesse trabalho se deu conforme a metodologia de
TURKEVITCH, (1951); FRENS, (1973), na qual ocorreu a dissolucdo em agua
deionizada de 2,5 x 10° mol do 4cido tetracloroaurico trihidratado 3H,0 [HAUCI 4] em
um baldo de 10 mL. A solucdo de coloracdo amarela foi agitada e aquecida até a
ebulicdo. Em seguida, adicionou-se 0,75 mL de citrato de sddio -CsHsNasO-0,5mol L™,
que agiu como estabilizante e redutor do ouro, fez com que o Au*® fosse reduzido a
atomos neutros Au’. Logo apds o resfriamento e a mudanca da coloragdo de amarelo
para violeta, o que indica o fim da reacéo, foi adicionado 2,5 pL™do passivante

quitosana0,001g L™.

5.9 PRE-FUNCIONALIZACAO

A reacdo de pré-funcionalizacdo foi repetida apartir do trabalho de YE FANG-
GUI, (2011) no qual resumidamente foi mostrado que ocorre a diluicdo do reagente
sililante- MPTMS em tolueno 10%:90% (V/V), em seguida, foi feita a passagem com

aquecimento a 110°C por dentro da FEM contida no capilar por uma hora. Nessa etapa,



foi utilizado um aparato de aquecimento chamado de mini-forno. Este acopla a FEM e
insere calor de forma homogénea, em toda a superficie radial do capilar, para a adeséo
do reagente sililante na parede do monolito. Depois de percolar o MPTMS com o

auxilio do mini-forno, a FEM foi deixada a temperatura ambiente para ser resfriada.

5.10 FUNCIONALIZACAO DAS FEM

A etapa da funcionalizagdo também seguiu a referéncia YE FANG-GUI, (2011),
onde foi percolado a solucdo preparada de AuNps por uma hora, a temperatura ambiente
com o auxilio do DMAP, entre os poros da FEM pré-funcionalizada.



6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CONSTRUCAO DO DISPOSITIVO A ALTA PRESSURIZACAO- DMAP

Durante as tarefas realizadas, foi possivel notar que a insercdo do sol no tubo
capilar €é o momento mais critico de todo o processo. Tal fato fundamenta-se ndo apenas
nas observacGes oriundas deste trabalho, mas também em pesquisas de autores que
produziram FEM em capilares de silica anteriormente (PONCE, 2011). E necessario
que o monolito formado apresente homogeneidade em sua estrutura polimérica a fim de
evitar a formacdo de falhas que causam bolhas as quais acarretam problemas no
processo de separacdo em ECC (COLLINS, 1993). A Figura 13 mostra imagens de
FEM com a estrutura monolitica comprometida com falhas.

Figura 13 - Falhas causadas na FEM devido ao preenchimento irregular

Fonte: Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os instrumentos para a introducdo de solugdes no interior do capilar, ndo sao
comumente descritos na literatura. Normalmente é relatado o uso de bombas de alta
pressdo. Existem varios modelos disponiveis comerciais, 0s quais sdo bombas de
infusdo digitais. De um modo geral, as bombas apresentam custo elevado, necessitam de
quantidades expressivas de reagentes e solventes, e demandam muitos cuidados para o
preenchimento de forma controlada do mondlito em apenas uma se¢do do tubo capilar.

Diante da necessidade de um dispositivo manual de facil manuseio, que inserisse
a fase monolitica no capilar, foram projetados, construidos e otimizados no GQAQ dois



aparatos denominados como Dispositivos Manuais a Alta Pressurizacdo (DMAP). Estes
proporcionam a introducdo do sol, assim como auxiliam os processos de pré-tratamento
da superficie interna da coluna capilar e de po6s-tratamento da FEM recém-formada. O
DMAP apresenta baixo custo, utiliza pequeno volume de liquido (solucdes, solventes ou
sol) e possibilita a injegdo de forma controlada e precisa em um dado comprimento de
coluna capilar (RIBEIRO, 2014). Além disto, com o uso do DMAP ¢é possivel a
introducdo de diferentes tipos de solugdes, com viscosidades diversas, 0 que pode
permitir a producéo e a insercéo de diferentes FEM.

Esse dispositivo também torna o processo “ecologicamente correto”, pois usam
menos reagente e solvente, no preparo das colunas monoliticas. Ademais, o dispositivo
é de simples manipulacdo, homogeniza ou uniformiza a FEM em todo leito polimérico e
preenche de maneira impar o capilar (VAZ, 2011).

O primeiro dispositivo manual DMAP | criado em trabalho de mestrado e
doutorado no GQAQ é constituido por um suporte rigido de ferro onde fica acoplada
uma seringa previamente preenchida com o sol, como mostra a Figura 14. Este
dispositivo apresenta dois parafusos com roscas, sendo o primeiro representado pela
letra A (Figura 14), com um suporte circular que gira em direcdo ao émbolo, expelindo
a solucdo que passa através da agulha, das conexdes e segue para o interior do capilar. O
segundo parafuso mostrado também na Figura 14, letra B, serve para segurar o sistema
de injecdo que pode ser dotado de diferentes tipos de seringas.

Cabe ressaltar que, o DMAP 1 foi projetado para seringas grandes (acima de 5
mL). Com isso, mesmo 0S pequenos avancos promovem grandes liberacbes de volume

para o capilar, dificultando o controle da injecdo (VAZ, 2008).



Figura 14 - DMAP | — Protétipo | desenvolvido no GQAQ.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Apos a criacdo do DMAP I, com o objetivo de miniaturizar o volume liberado,
um segundo modelo do dispositivo, chamado de DMAP Il (Figura 15), foi projetado e
construido no mesmo trabalho anterior (VAZ, 2008). Este prot6tipo foi construido com
um material mais leve do que o primeiro e possui duas entradas para seringas, ao invés
de uma conforme no DMAP I, o que possibilita o preenchimento de dois capilares
concomitantemente. Também foi mudada a forma como o parafuso empurra 0 émbolo.
Uma plataforma mdvel (Figura 15- A) é que avanca e/ou recua na direcdo do percurso
do émbolo, enquanto o parafuso é girado expelindo o sol, através da seringa, agulha e

dos conectores, para o interior do capilar.



Figura 15 - DMAP I1I- Capacidade de operar duas seringas. Plataforma movel-(A) com a
possibilidade de avanco no funcionamento
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para a confeccdo do segundo DMAP, foram utilizadas ligas metalicas de acgo
carbono. Todos 0s componentes estruturais foram planejados e projetados no Autodesk
Inventor software. A etapa de usinagem, assim como todo o projeto realizou-se na
oficina mecéanica do departamento de Fisica na Universidade Federal de Juiz de Fora-
MG.

Ao comparar os dois primeiros dispositivos DMAPs | e 1l, o segundo é de mais
facil manuseio por ser mais leve e os dois orificios para seringas permitirem um
aproveitamento maior no tempo de trabalho. Também é possivel um aproveitamento
maior do sistema de rotacdo do parafuso de avango, uma volta, com o uso da seringa
Gastight é capaz de preencher um metro do capilar de 100 um de didmetro interno.

De acordo com o trabalho escrito por VAZ, (2011), € mostrado a quantidade
(44,5 mg ou 44,5 pl) de liquido expelido quando dado o giro de uma volta no parafuso
do DMAP Il que insere o sol no tubo capilar. Esta quantidade foi capaz de preencher
um capilar de aproximadamente 1 metro com o sol. Baseando-se nisto e posto em
pratica observou-se que, um toque, correspondente a um leve e curto giro no parafuso
do DMAP II, com a seringa gastihigt, pode preencher mais do que 8 cm de capilar. A
quantidade pequena que é usada para uma FE, ndo s6 minimiza o custo da preparacao,
como também é ecologicamente correto, pois reduz a producdo de residuos para
descarte.

Embora as FEM inseridas com os dois modelos do DMAP tenham obtido
resultados relativamente satisfatorios na separacdo de HPAs no GQAQ (VAZ, 2008;



VAZ et al., 2012), algumas condic¢des de contorno ainda deveriam ser implementadas.
Um dos problemas que se observou foi a deteriorizacdo dos conectores, agulhas,
encaixes e seringas devido ao contato com o sol, o que resultava na fotopolimerizacéo
no interior destas pecas mesmo com a presenca de iluminacdo natural ou artificial no
laboratério.

Diante do exposto, realizou-se limpeza com solug&o de HCl de 0,1 a 1 mol L™,
em lavagens repetidas, 0 que gerava um aumento no tempo total do processo de
producédo das FEM. Contudo, algumas vezes, ndo se conseguia a limpeza das pegas com
sucesso, levando muitas a um dano irreversivel. Outro problema era a formacdo de
falhas na FEM, na maioria das vezes causadas por acimulo de ar na agulha, durante o
experimento do sol para dentro da seringa. Quando o sol é inserido no capilar, esse ar,
que pode estar acumulado nas seringas ou nas agulhas, é expelido para o interior do
monolito. Quando isso ocorre, as falhas formadas no mondlito prejudicam as corridas
eletrocromatograficas devido a queda de corrente elétrica ao longo do capilar -
provocada por bolhas no local onde ocorrem as falhas - no momento das anélises.

Vale destacar que, mesmo depois do capilar lavado, a sua estrutura ndo ficava
em boas condi¢cdes para o reuso e as falhas persistiam. Isso fazia com que o tempo de
trabalho fosse aumentado em no minimo 150 minutos. Este problema também afetava o
sistema de conexdes capilar-seringa e estes tinham de ser limpos e secos para serem
usados novamente.

Na Tabela 4 sdo mostradas as etapas de producdo das FEM e a duracdo do
trabalho realizado na sua producdo. O tempo apresentado foi alcancado depois de
rotineiros erros, no mesmo problema, sendo que no aprendizado foram gastos muito

mais tempo nas execucdes dessas mesmas tarefas.

Tabela 4- Etapas de Producdo da FEM

Etapas Tempo (min)
Preparo do sol 50
Pré-tratamento do capilar 120

Insercéo 5
Polimerizacéo 20
Pds-tratamento 5

Tempo total de trabalho 200




Os problemas que ocorriam com as FEMs no preenchimento do capilar,
dependendo do caso, aumentariam no minimo duas horas de trabalho, quando ndo era
perdido algum aparato material conforme antes mencionado. Na tabela 5, pode ser visto
0 tempo requerido para cada etapa. Logo, a cada conserto, um tempo minimo era

preciso ser adicionado ao tempo total de trabalho.

Tabela 5- Tempo de reparo dos problemas na inser¢éo da FEM

Etapas Tempo(min)
Inser¢do com problemas de polimerizacgdo precoce na agulha 120
Insercdo com problemas de polimerizacéo precoce na seringa Irreparavel

Insercdo com problemas de polimerizagao precoce nos conectores 120
Inser¢do com problemas de falhas no capilar 150

Pode- se observar ainda, nesses mesmos testes de preenchimento do capilar com
a solucdo monomérica, que todas as vezes que se chegou ao final de um trabalho sem
intercorréncias, ainda assim o rendimento das FEM com aspectos homogéneos eram
muito baixos. Conseguia-se, em média, aproximadamente 20% apenas de colunas com
aspectos visuais homogéneos (Figura 16) prontas para analise em ECC.

Figura 16 - A e B- Esporadicas FEM com aspecto homogéneo produzida com o DMAP
]

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



Nas demais FEM era possivel observar falhas na estrutura polimérica por dentro
do capilar. Cabe destacar que a visualizagdo das falhas s6 foi possivel gracas a escolha
de capilares que usavam revestimento polimérico com fluoropolimero em sua estrutura.
Abaixo na Figura 17, algumas imagens captadas utilizando camera digital- USB com

baixa resolucdo, nas quais é possivel notar as falhas nas estruturas monoliticas.

Figura 17 - FEM produzidas com falhas visiveis em suas estruturas
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Depois do sol inserido no capilar, foi formada a FEMin situ através da radiacéo
absorvida por 20 minutos em uma camara apropriada de luz UV. Esta é formada por
uma caixa de madeira, um reator fotoquimico, seis lampadas negras de 90 W de
poténcia com emissdo entre 350 e 400 nm e espelhos planos nas paredes internas da
camara, os quais favorecem uma distribuicdo de luz mais homogénea, (Figura, 8),
(VAZ, 2008 e 2011).

Nesse momento da fotopolimerizacéo, o fotoiniciador absorve a radiacdo e ha
formacdo de radicais livres que se adicionam a dupla ligacdo dos grupos metacrilato do
precursor. Com esta adicdo, novos radicais sdo formados e os dimeros e trimeros se
adicionam mutuamente, formando o polimero dentro do capilar (VAZ, 2008;
BERNABE-ZAFON et al., 2010), conforme mostrado na Figura 18.



Figura 18 - Reacéo resumida do fotoiniciador com o oligdmero condensado adaptado

de (KATO, 2001).
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Segundo KATO, 2001, esse precursor polimérico apresenta caracteristicas
polares. Mas, a grande quantidade de hidrocarbonetos e dos anéis aromaticos em sua
estrutura — depois da reacdo com o fotoiniciador - pode diminuir a polaridade da FEM.
Vale destacar que, neste trabalho, o mondlito formado quando posto em analise no
equipamento de EC, no modo de funcionamento ECC, apresentou caracteristica de fase
reversa, ou seja, FEM apolar. Em vérias corridas eletrocromatogréaficas realizadas neste
estudo, em analises de HPAs apolares, misturados com o marcador de fluxo tioureia
com caracteristicas polares, a apolaridade da FEM foi constatada, através dos
eletrocromatogramas, ou seja, 0 marcador de fluxo percolou pela FEM primeiro que 0s
HPAs. Isto se deve ao fato de que a tioureia polar interage pouco com a FEM apolar e
0s HPAs apolares ficam mais retidos na FEM também apolar. Porém, ha de ser
destacado que os anéis aromaticos dos HPAs podem realizar interagdes do tipo m-m com
os elétrons disponiveis, presentes igualmente na FEM (KARENGA. S, 2010).

A Ultima etapa realizada na preparacdo da coluna foi o pds-tratamento, no qual
fiz-se a passagem de metanol, por 5 minutos, para eliminacdo do solvente retido e restos
de fotoiniciador. Antes das corridas eletrocromatograficas, foram realizados

condicionamentos por no minimo cinco minutos com o sistema de eletrdlito



conveniente. A acetonitrila e acetato de aménio sdo utilizados neste trabalho como
eletrdlito para gerar o fluxo eletroosmatico e corrente elétrica. Esta etapa também foi
realizada com o auxilio do DMAP.

A Figura 19 mostra a fotografia de uma FEM pronta, depois de ser preenchida
com o DMAP II, onde pode ser vista a homogeneidade ndo comum da coluna em
comparagdo com um capilar sem o preenchimento.

Figura 19 - Fotografia entre a FEM no capilar e a foto do capilar sem o

monolito

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Primeiramente, as FEM preparadas com o uso do DMAP 1l ndo apresentavam
corrente, desde o inicio até o final das corridas. Provavelmente este fato ocorria por
entupimento do fluxo da FM gerada pelos fechamentos de poros no instante da
polimerizagdo ou outros problemas como: falta de condicionamentos mais longos,
quebra do capilar, entupimento das FEM no momento do condicionamento, bolhas de ar
contida na estrutura do mondlito devido as falhas da superficie e/ou a decomposicdo do
eletrolito de corrida.

Em algumas anélises foram observadas variagdes captadas na corrente e no
decorrer das corridas, por possivel passagem momentanea de eletricidade por dentro do
tubo capilar. Isto se repetia até a interrupcdo da anélise e aconteceu em varios testes
realizados em ECC.

Essa variacdo também ocorreu nas estruturas monoliticas com pequenas ou

poucas falhas nas estruturas poliméricas e poderia indicar uma melhoria, pois ocorreu



quando era usado um tempo maior de condicionamento para uma coluna outrora sem
apresentar corrente. Isto pode ser indicio de expelimento de uma parte da bolha de ar,
concentrada no interior das falhas na FEM no momento do condicionamento.

Quando isso acontecia, era uma ocorréncia tida como um resultado, por saber
que com pequenas falhas, as FEM permitiam um pouco de passagem de corrente
quando se aumentava o tempo de condicionamento. Foram estudadas diferentes
possibilidades, do que poderia levar a auséncia de corrente nas analises e 0s possiveis
interferentes foram analisados.

No estudo relacionado a esses interferentes, foram realizados tempos maiores
para 0 condicionamento, que variou de 5 minutos a 24 horas. Também, foram
produzidas filmagens na superficie da FEM e do revestimento capilar, o que pbde
contribuir para verificagdo de falhas na estrutura monolitica e na superficie do
plastificante que envolve o tubo para prevenir quebras. Verificou-se também que as
pontas da silica capilar poderiam — no momento das corridas - quebrar e entupir as
colunas. Mesmo com os testes realizados,maior tempo de condicionamento e filmagens
da superficie capilar com o microscépio USB - ainda assim, ndo foi possivel obter
corrente elétrica estavel no EC atraves de varias analises, ja que as falhas na FEM eram
muitas e persistiam.

Em algumas vezes, a corrente ficava com valores aceitaveis, mas néo
permanecia estavel por toda a corrida eletrocromatografica. O comportamento variado
com a presenca da corrente elétrica pode ter sido em funcdo de quebra do capilar no
meio da corrida.

As quebras dos tubos capilares foram constantes, por se tratar de finos tubos de
silica, com diametros em torno de 100 micrometros. Os plastificantes que envolvem o
capilar aumentam a resisténcia do material, mas ndo impedem a fragilidade e a quebra,
mesmo quando manipuladas com cuidado ou ap6s algum tempo rotineiro de uso.

Depois de varias quebras dos capilares que acoplavam as colunas,comecou-se a
visualizar minuciosamente - com o uso do microscopio USB digital de baixa resolucéo -
toda a extensdo do capilar. Com isto foi possivel verificar algumas falhas ndo comuns
nos revestimentos das estruturas do capilar de silica, mas, apenas dois capilares se
mostraram com o0s plastificantes deformados em 25 vistoriados. As deformacdes
apareceram em alguns capilares revestidos com plastificantes de fluoro polimero e
podem ser derivados de problemas na sua fabricacdo. Foi verificado no plastificante que

recobre e protege a silica uma fina e rasa fratura e esta poderia ser a causa de algumas



quebras, conforme pode ser visto na Figura 20 onde sd&o mostrados os dois
revestimentos ndo conformais que podem diminuir a resisténcia e provocar a fratura do

capilar.

Figura 20 - Possiveis avarias no revestimento da FEM Figuras A e B (LEE, 2013).
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Na fotografia da Figura 20- A e B é visto que o oligbmero tido como
plastificante do capilar de silica, apresentou falhas, rachaduras ou cortes na superficie
do polimero. Isto pode deixar o capilar quebradico no ponto onde ocorrem as falhas. O
aparecimento dessa anormalidade ndo foi encontrado com frequéncia e facilidade, visto
que fora preciso visualizar toda a extenséo, fazendo o giro do tubo com muita sutileza,
para ser observado toda a parte radial do material plastificante. Abaixo, Figura 21, segue

uma micrografia onde é possivel observar o revestimento de uma FEM sem avaria.



Figura 21 - FEM com revestimento sem avaria

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

O revestimento do capilar mostrado na Figura 21 - do plastificante que reveste o
capilar —ndo apresenta falhas, o que garante uma maior seguranca ao se trabalhar com
os tubos de silica muito frageis.

Entdo se recomenda a verificacdo do material de revestimento quando se
trabalha com capilares de silica revestidos com plastificantes.

Era impossivel fazer anadlise em ECC, onde a migracdo da FM acontece por
diferenca de potencial, sem ter a passagem da eletricidade através do meio em que
ocorre a separacao. Uma corrente viavel tem que ser estavel durante toda a analise. Para
isto o leito polimérico — por onde percola a FM - deve apresentar homogeneidade ou
uniformidade na FEM.

As FEM com o leito polimérico homogéneo podem proporcionar uma corrida
eletrocromatografica dentro dos parametros essenciais para analise em ECC. Quando os
leitos das FEM nao se mostravam homogéneos, nas corridas eletrocromatograficas, as
quedas e auséncias de correntes apareciam com frequéncia como resultados nos
eletrocromatogramas, com ruidos, das separa¢fes também envolvendo HPAs.

Em algumas analises, raramente, as colunas preparadas ndo continham falhas em
suas estruturas. Com isso, a obtencdo de corrente elétrica possibilitava a realizacdo de
algumas analises no equipamento de EC. Porém, estas se mostravam com baixa
resolucdo na separacdo dos HPAs, que eluiam juntos dentro da FEM em direcdo do
detector. Vale destacar que mesmo depois de feito um estudo na otimizag&o do eletrdlito

de corrida, ndo foi possivel obter as separacdes desejadas.



Quando o procedimento de preenchimento ndo é eficiente para homogeneizar o
monolito, este pode ficar aderido a parede do capilar, mas ndo recobre toda a estrutura
radial do tubo assemelha-se a formagdo de uma FE apenas na superficie do capilar.
Neste trabalho, ndo foi possivel conseguir imagem no MEV ou no microscépio USB
digital com baixa resolugdo, da extremidade do capilar com o problema - orificio no
centro - da FEM. O microscopio de baixa resolucdo ndo foi capaz de detectar as avarias
existentes nas colunas que foram preenchidas com o uso do dispositivo manual DMAP
Il. Portanto foi realizado um desenho simulando o possivel orificio na estrutura

monolitica, conforme ilustrado na Figura 22.

Figura 22- Representacdo de um monolito com problema de preenchimento

FEM

Crificio

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Diante destas dificuldades, foi projetada uma adaptacdo no DMAP Il na qual
seria possivel fazer o preenchimento do capilar no sentido da succdo do sol ao invés da
liberacdo. Para tal, foi adicionado ao DMAP Il um sistema de encaixes em que seria
possivel a insercdo das FEM a vacuo, forma usada no sentido contrario ao de
funcionamento a principio realizado. Entdo, a inser¢cdo do sol passou a ocorrer por
succdo do liquido, diretamente do reservatério onde esta contido, para dentro do tubo
capilar. Diferentemente da forma na qual vinha sendo realizada, antes da modificacéo,
em que era feito 0 movimento de avango da plataforma movel, conforme ja descrito
anteriormente para expelir o liquido - sol contido dentro da seringa para o interior do

capilar.



Para 0 novo modo de funcionamento, todos 0os componentes estruturais do
sistema de encaixe foram planejados e desenvolvidos em software, conforme
apresentado na Figura 23 onde é mostrado a producédo do DMAP I1. O projeto e a etapa
de usinagem, também foram realizados na oficina mecénica da Fisica da Universidade
Federal de Juiz de Fora- MG e sob a coordenacdo do professor José Paulo Rodrigues
Furtado de Mendongca.

Figura 23 - Desenho técnico do projeto DMAP a vacuo. 1) porcas e arruelas, 2)
seringa, 3) guia, 4) base, 5) barra roscada, 6) bucha nylon, 7) seringa, 8) bucha da guia
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Fonte: (RIBEIRO, 2014)

Pode-se observar que a FEM sendo introduzida por suc¢do a vacuo é evitado o
contato do sol com a agulha, a seringa e 0s conectores, evitando, consequentemente, 0
aumento no tempo de producdo das FEM, assim como o encarecimento do custo do
processo. Utilizando-se a succdo a vacuo, também nao é formado o acimulo de ar no
monolito, o que permite a obtencdo de corrente e reprodutibilidade nas analises.

O novo dispositivo foi chamado de DMAP a vacuo e funciona da seguinte forma
(Figura 24): uma extremidade do capilar € conectada a agulha da seringa, através dos
conectores apropriados - 1, a outra permanece livre para ser imersa no sol, contido em

um recipiente independente do sistema - 2.



>

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

A seringa é segura na plataforma fixa - 3 e 0 émbolo na plataforma mével - 4 do
DMAP, através de encaixes de seguranca especiais. Estes tornam possivel 0 movimento
do émbolo no sentido da succdo do liquido, movimento de recuo, diretamente do
recipiente onde o sol esta contido para dentro do capilar.

A Figura 25 mostra 0s encaixes de seguranca que permitem o sistema
operacional de funcionamento do novo modelo do DMAP a vacuo, construidos

especialmente para permitirem o movimento de recuo da plataforma movel.

Figura 25 - Encaixes de seguranca para seringa e émbolo construido em parceria com o
departamento de fisica da UFJF

Fonte: (RIBEIRO, 2014)



Estes foram feitos de latdo, possuem parafusos e roscas para o acoplamento na
plataforma do dispositivo e seguram a seringa e o émbolo (Figura 26). Além disso,
tiveram que ser modelados de acordo com o formato das plataformas do DMAP Il e do
sistema de inje¢do. Desta forma, é garantido o uso do novo modo de insercdo a vacuo da
FEM no interior do capilar (RIBEIRO, 2014).

Figura 26 - Movimento de recuo da plataforma mével do DMAP i

Fonte: (RIBEIRO, 2014)

E importante observar que o novo modo de funcionamento, além de n&o
comprometer o funcionamento das conexGes e seringas, traz melhoria na
homogeneidade, controle e repeticdo no preparo das colunas. Vale destacar que grupos
de pesquisas nesta area, tém enfrentado dificuldades para reproduzir as analises, com o
uso das FEM, fato este que tem desestimulado novos pesquisadores a realizarem
pesquisas em ECC (BELENKII, 2006; GEISER, 2007; KOSITARAT, 2011)

Segundo PONCE(2011), o momento mais critico € a inser¢cdo da FEM no
capilar, uma vez que é preciso ter repetibilidade na homogeneidade ou uniformidade do
monolito, o que garante as mesmas condicdes de separacdo nas analises. De fato,
corroborando a preocupacdo existente em relacdo as dificuldades em pesquisas com
FEM, em palestra proferida durante a Escola de Inverno de Separacdo da Unicamp, em
julho de 2013, o cientista especialista em colunas monoliticas, professor Milton L. Lee
declarou “temer pelo desestimulo aos trabalhos com FEM por ndao haver
reprodutibilidade nas produgdes das colunas”. Fato que prejudica o avango na area

eletrocromatogréafica.



Entdo nas andlises em ECC feitas com o novo modelo de funcionamento,
otimizado, do DMAP a vacuo, em todas as corridas, a corrente se mostrou estavel,
possivelmente devido a estrutura homogénea da FEM conseguida com o novo modelo
de inser¢do. Com isso, depois que foi usado o novo dispositivo de insercdo todas as
corridas puderam ser realizadas com étimas correntes e boas analises.

Todas as FEM , isto &, cem por cento das colunas produzidas de forma
otimizada, mostraram-se homogéneas, com perfis de picos semelhantes e foram
eficientes nas separacfes dos HPAs. Esta etapa s6 foi conseguida depois da criacdo do
sistema de encaixes que tornou disponivel a otimizacdo do dispositivo e 0s picos

referentes aos HPAs, enfim apareceram (Figura 27).

Figura 27 - Eletrocromatogramas obtidos em colunas produzidas A, B, C e D em
capilar TSUOrdem de eluicdo: (1)tioureia, (2) naftaleno, (3) acenafteno, (4) fluoreno e
(5) fenantreno, diluidos em metanol a 1,0 mmol L™. FM: NH,Ac 16,7 mmol L™ (60%) e
acetonitrila (40%); voltagem: -20 kV; temperatura: 20 °C; injecdo: -25 mbar por 5 s;

deteccdo: 220 nm
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

(D) tempo, min

Cada pico representa um tipo de HPA. A ordem de eluicdo foi: (1) tiouréia, (2)

naftaleno, (3) acenafteno, (4) fluoreno e (5) fenantreno. Nos eletrocromatogramas a

interacdo da FEM, com caracteristicas apolares, € menor com 0s compostos que



apresentam as maiores polaridades. A tioureia que é polar interage menos com a FEM e
apresenta 0 menor tempo de retengdo, sendo usada como marcador de fluxo, ja que a
FEM tem caracteristicas apolares. O pico da tioureia apareceu em menos de um minuto
de corrida. O segundo composto a percolar foi o naftaleno, apolar, e que possui menor
massa molecular em relacdo aos demais compostos aromaticos.

Na sequéncia, a eluicdo dos HPAs ocorreu em relacdo as suas massas molares e
formas geométricas que tiveram percolagdes diferentes entre os poros na FEM. Porém
0s picos dos acenafteno e fluoreno ndo foram completamente separados. Uma
explicagdo para isto seriam as interagdes -1 na separagdo entre os aromaticos ¢ a FEM
0 que pode ter contribuido de forma mais efetiva do que as interagdes hidrofébicas ou
por forcas de Van der Waals.

Estes eletrocromatogramas (Figura 27) foram obtidos nas colunas monoliticas
preparadas com o mesmo sol, seguindo a mesma metodologia de trabalho, mas em
momentos diferentes de preenchimentos. Foi usado o mesmo modo de funcionamento
do DMAP a vacuo para o preenchimento de todas as colunas testadas. Cada uma teve
sua preparacdo executada da mesma forma, seguindo rigorosa e criteriosamente 0s
mesmos procedimentos mostrados no capitulo 5.

As preparagdes de todas as colunas foram feitas da seguinte maneira: depois da
solugdo monomerica pronta, estocada a temperatura ambiente por uma semana, iniciou-
se a insercdo nos capilares, pré-tratados, com o DMAP a vacuo em uma determinada
sequéncia especifica de quatro colunas e apds foram fotopolimerizadas. O preparo de
cada FEM analisada é detalhado a seguir:

A primeira coluna, chamada de (A), foi pré-tratada, preenchida e polimerizada
na parte da noite, em uma temperatura de dezesseis graus confirmada atraves de
termdémetro e no equipamento de ar-condicionado no laboratério do GQAQ. Esta foi
lavada com metanol e ficou guardada por trés semanas para ser posta a analise no
equipamento de EC.

Depois de transcorrido uma semana no preparo da primeira coluna, foi pré-
tratada, preenchida, polimerizada e lavada na parte da tarde, com condicdes de
temperatura diferente, em torno de 30° C, a segunda coluna chamada de (B). Esta ficou
em espera, pronta, a temperatura ambiente, para ser analisada em ECC, no prazo de
duas semanas, junto com a coluna (A) também armazenada na mesma forma.

Vale mencionar que o sol do qual se fez o preenchimento da coluna (A) ja estava

armazenado a temperatura ambiente por uma semana, dentro do armario, abaixo da



bancada e ficou por mais uma semana até ser feito o preenchimento da coluna (B). A
temperatura do ambiente variou entre 17° e 30°C em todos os dias da semana em que 0
sol e a FEM ficaram armazenados.

O preparo da coluna (C) ocorreu uma semana ap0s o preparo da segunda coluna
e seguiu todos os procedimentos realizados nas colunas anteriores, mas novamente em
condi¢cbes ambientais diferentes. Esta foi produzida na parte da manhd, com o ar
condicionado posto na temperatura de 20° C, e com o sol ja& armazenado a baixa
temperatura por uma semana. Em seguida, a coluna (C) ficou no aguardo, por uma
semana até a analise, juntamente com as outras colunas (A e B).

O sol do preenchimento, ap6s ser usado na segunda coluna (B), foi armazenado
na geladeira em baixa temperatura, em torno de 2° C. Entéo, para o preparo da terceira e
quarta coluna, o armazenamento da solucéo polimérica foi mantido a praticamente 2° C.

Depois de trés semanas, no momento das corridas eletrocromatograficas, a
coluna (A) armazenada a temperatura ambiente, foi posta a analise junto com a coluna
(B), que ficou guardada por duas semanas, também a temperatura ambiente. Neste
mesmo dia, também foi analisado a coluna (C), armazenada conforme as outras s6 que
por uma semana. Junto das andlises das colunas A, B e C, houve o preenchimento com
0 mesmo sol inserido nas demais colunas, a polimerizagéo e a lavagem da quarta coluna
(D), no periodo da tarde, quando a temperatura ficou em torno de 27° C, e esta foi
analisada no mesmo dia em que foi preparada, junto com as demais colunas.

A tabela 6 mostra as diferentes temperaturas usadas no preenchimento do tubo
capilar com a solucdo do mondlito. O desejavel seria saber o que a variacdo da
temperatura poderia interferir na formacédo aleatoria dos poros e consequentemente nas

analises eletrocromatograficas.

Tabela 6. Temperatura de preenchimento, polimerizacao e limpeza da FEM.

Coluna preparada Temperatura de preenchimento (°C)
Coluna (A) 16
Coluna (B) 30
Coluna (C) 20

Coluna (D) 27




A estabilidade do sol preparado nestes preenchimentos também foi testada.
Entdo, o sol foi produzido ficou armazenado por uma semana em temperatura ambiente
e em seguida inserido na coluna (A) e ficou novamente guardado, em temperatura
ambiente, por mais uma semana até o preenchimento da coluna (B). Em seguida ficou
armazenado em baixa temperatura (2 °C) por uma semana até o preenchimento da (C) e
por mais uma semana até o preparo da (D), sob baixa temperatura, conforme pode ser

visto na tabela 7.

Tabela 7. Temperatura de armazenagem do sol usado no preenchimento das FEM.

Sol / colunas Temperatura de Armazenamento do sol
(°C)/Semana

Coluna (A) Temperatura ambiente

Coluna (B) Temperatura ambiente

Coluna (C) 2°C

Coluna (D) 2°C

Assim como ocorreu nas analises anteriores a esta, o requerido foi saber o
quanto a armazenagem em diferentes temperaturas do sol poderia interferir na formacao
dos poros e nas separagoes.

Ao analisar a estabilidade no tempo de armazenamento, das colunas monoliticas
prontas (Tabela 8), pode-se observar que a coluna- (A) ficou pronta e guardada por trés
semanas a temperatura ambiente sem estar imersa em solucéo, antes da analise em ECC.
A coluna (B) ficou pronta e em espera por duas semanas nas mesmas condicdes que a
coluna anterior e as demais. A coluna (C) permaneceu por uma semana pronta e a (D)

so foi preparada e testada no momento da corrida eletrocromatogréafica.

Tabela 8. Tempo de armazenagem da FEM em espera para analise em ECC

Coluna preparada Tempo de estoque da FEM(Semanas)
Coluna (A) 3

Coluna (B)

Coluna (C) 1

Coluna (D) -




Tanto a solugdo monomérica como as FEM puderam ser observadas, em analises
com HPAs em ECC, em relagéo ao tempo de armazenamento e as condicGes de preparo.
O objetivo foi verificar a influéncia do tempo, temperatura e da variacdo climatica na
preparacao, polimerizacdo, no estoque do sol e das colunas monoliticas.

Com isto pode-se avaliar a estabilidade do sol através do tempo de estocagem,
assim como na influéncia, de sua insercdo e polimerizacdo, de tempos e condigcdes
variadas. A repetibilidade no preparo do sol e da FEM foram testadas, em dias e
momentos diferentes, e ndo ocorreram modifica¢cdes em suas composi¢des. O solvente
tolueno, responsavel pela formacdo dos poros, permaneceu em solucdao provavelmente
sem variar sua concentracao inicial o que foi indiciado pela semelhanca entre os picos

eletrocromatograficos na separacdo de HPAs.

Tabela 9. Condigdes gerais de trabalho no preenchimento das FEM

Coluna Temperatura de Tempo de Temperatura Tempo de
preparada preenchimento  estoque da de estoque estoque do sol
(°C) FEM pronta do sol (°C) (semanas)

(Semanas) antes do

preenchimento
Coluna (A) 16 3 Ambiente 1
Coluna (B) 30 2 Ambiente 2
Coluna (C) 20 1 Ambiente 1
2°C 3
Coluna (D) 27 - Ambiente 2
2°C 4

Nas analises envolvendo a separacdes de HPAs (Figura 27) podem ser notados
nos eletrocromatogramas das colunas (A), (B), (C) e (D) que ndo houve variacdo na
separacdo dos HPAs. As FEM apresentaram os mesmos perfis de separacdo coincidente
com os tempos, também, semelhantes de analises.

Diante dos resultados foi possivel observar que as condi¢des ambientais que
variaram durante a producdo, preenchimento e o armazenamento das FEM néo
interferiram no processo de formacdo porosa do monolito. Cada coluna analisada, de
acordo com os eletrocromatogramas, se comportou de maneira semelhante —
provavelmente por apresentarem a mesma distribuicdo porosa - com 0s mesmos

resultados dos perfis de separacOes. Cada pico que corresponde a um tipo de HPA foi



detectado de acordo com as suas absorcGes caracteristicas e confirmados através de seus
espectros.

Vale destacar que as colunas foram inseridas com o novo DMAP a vacuo,
produzidas com 0 mesmo sol, sequido a mesma metodologia de producdo e execucédo
nas analises. Todas foram condicionadas somente no aparelho de EC por apenas cinco
minutos e apresentaram corrente ja nas primeiras corridas. Portanto é possivel observar
0 mesmo perfil de separacdo em todas as colunas o que nédo tinha sido conseguido em
outras analises, sem a insercdo modificada pelo novo DMAP, das FEM. Quanto ao
tempo de estocagem da solugdo monomérica, ndo foi percebido nenhum tipo de
deterioracdo ou evaporacdo do agente porogénico - em ficar por aproximadamente um
més guardado em temperatura variada — ja que, possivelmente, os poros tiveram
formatos e tamanhos semelhantes.

Também pode ser confirmado de acordo com a analise do eletrocromatograma
mostrado na Figura 32 (A) e (B), que envolveu o uso da temperatura na insercéo do sol
nas FEM, com a ajuda do Ar- condicionado do laboratorio, que, ndo houve mudanca
nos perfis de separacdo. A variacdo da temperatura de 16 para 30 °C no preparo e no
preenchimento com o sol, no capilar, ndo interferiu na formacdo dos poros das FEMs.
Entdo a variacdo da temperatura no preparo e no preenchimento com o sol para a
formacdo das FEM, ndo é um fator que interfere na formacao dos poros — com a mesma
metodologia e reagentes aqui usados - e consequentemente na separacao

eletrocromatografica.

6.2 PRE-FUNCIONALIZACAO DA FEM COM REAGENTE SILILANTE
MPTMS

Antes da funcionalizacdo da FEM, foi realizada a pré-funcionalizacdo com um
reagente sililante, conforme abordado no trabalho de YE e FANG(2011). Esta pré-
funcionalizacdo serviu para garantir a ancoragem das nanoparticulas na FEM. O agente
de pré-funcionalizacdo usado apresenta grupos sulfetos em sua estrutura(Figura 28) que

podem ligar-se eletrostaticamente as AuNps.



Figura 28 - Estrutura do agente sililante- MPTMS usado como reagente de
funcionalizacdo ou de pré-funcionalizacéo
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR
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A pré-funcionalizagdo consistiu na reacdo da FEM contida no capilar com o
reagente sililante 3-mercaptopropiltrimetoxisilano — MPTMS.Na tentativa de repetir o
processo de pré-funcionalizacdo foi usado o dispositivo a alta pressurizacdo do GQAQ e
estufa de aquecimento convencional. Em primeira analise, o reagente sililante foi
diluido em tolueno 10%/90% V/V e em seguida, foi percolado por entre a FEM por uma
hora. Apos esta passagem, o capilar foi levado a estufa para aquecimento por mais uma
hora, onde foi realizada a reacdo de pré-funcionalizacdo, ou seja, a reacdo entre 0s
grupos metdxidos do MPTMS com as hidroxilas pendentes do PTMS. Este
procedimento foi chamado de método 1 e seguiu conforme descrito no trabalho
mencionado.

Cabe ressaltar que no processo para a pré-funcionalizacdo na referéncia citada,
ndo foram encontrados os detalhes primordiais para execucdo desta reacdo, como 0
aparato onde foi feito o aquecimento in situ descrito na reacdo e o dispositivo de
insercdo do liquido percolado por dentro do capilar.

Em seguida, para a caracterizacdo, foi feita a passagem de nanoparticulas de
ouro por sob a FEM, ja com o reagente sililante aderido em sua estrutura. As AuNps
aderem ao grupo sulfeto do mondlito pré-funcionalizado, no qual pode ser percebido a
mudanca da coloracdo da FEM que passa do branco ao violeta no término do processo.
A visibilidade da coloracdo violeta aumenta de acordo com a maior concentracao das
nanoparticulas ancoradas na FEM. Quanto mais intensa for, pressupbe-se que maior seja
a concentracdo do ouro aderido na estrutura polimérica e maior também sera a
concentracdo de grupos sulfetos aderida na FEM. Desse modo, este foi um parametro
usado para mostrar a eficiéncia na pré-funcionalizacdo (KEATING, 1998;
PLUEDEMANN, 1991).



A fotografia abaixo, (29), mostra que a fase estacionaria monolitica pré-
funcionalizada — conforme método 1 — ndo mudou perceptivelmente a sua coloragéo
apos a passagem das AuNps. Porém, foi possivel constatar uma coloragdo violeta de
tonalidade bem fraca em alguns pontos da estrutura do monélito, mesmo ao se observar

a coluna a olho nu.

Figura 29 - Fotografia da FEM pré-funcionalizada conforme método 1 ap6s passagem
das AuNps

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Como ndo ocorreu no uso do método 1 a formacdo da FEM com coloracdo
violeta acentuada, apds passagem das nanoparticulas de ouro pela FEM pré-
funcionalizada, foi pensado em se fazer outro teste. Desta forma, realizou-se uma
tentativa de reacdo exploratoria, variando o tempo de passagem e de aquecimento do
reagente sililante percolado pela FEM. Vale destacar que a passagem das AuNps pela
fase estacionaria com o reagente sililante pode mostrar — através da presenca da cor
violeta uniforme em toda a FEM — que o processo de pré-funcionalizacdo foi bem
realizado. Assim sendo, foram testadas varias passagens do reagente sililante
intercaladas por varios aguecimentos. Estas passagens e aquecimentos repetiram-se por
tempos e vezes superiores ao que foi realizado no método 1.

Todos os processos foram realizados com o auxilio do DMAP, no qual através
do capilar contendo a FEM com o PTMS, o MPTMS foi percolado por uma hora a
temperatura ambiente e em seguida deixado na estufa a 110° C por também 1 hora. Este
processo repetiu-se por mais cinco vezes cada. Apds cada passagem do reagente por
uma hora por dentro do capilar, este seguia para a estufa por mais uma hora. Este



processo foi chamado de método 2 e aconteceu por tempo superior a dez horas de
trabalho.

Em seguida, a coluna também foi caracterizada por passagens das AuNps,
baseando-se também na mudanca da coloracdo do monolito para o violeta. O resultado
deste novo método 2 mostrou que a coloragdo violeta ndo ficou com tons iguais na
superficie radial da FEM. Isto indica a ocorréncia de uma fraca adesdo do reagente de
pré-funcionalizagdo na coluna monolitica conforme é mostrado na Figura 30 em
diferentes FEM representadas por letras A e B (YE FANG-GUI, 2011).

Figura 30 - FEM A e B pré-funcionalizadas com falhas na coloragdo violeta conforme
método 2

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Com o uso do método 2 — passagens repetidas e intercaladas do reagente de
funcionalizacdo por cinco horas cada — foi observada através da fotografia A e B, uma
coloracdo violeta mais intensa, porém cheia de falhas, o que corresponde a baixa adesao
dos sulfetos em alguns pontos da FEM.

Todavia, com o novo método, criou-se uma expectativa de conseguir a
realizacdo dessa tarefa, j& que com o aumento no tempo de pré-funcionalizacdo houve
uma melhoria significativa no resultado esperado. Emergiu, entdo, a necessidade de se
construir um equipamento especifico para o aguecimento, no momento da passagem do
reagente sililante, por dentro da FEM. Logo, devido a insisténcia em obter o acerto
almejado na pré-funcionalizacdo e a falta de informacBes por parte da referéncia
adotada e de outras fontes bibliograficas, foi criado um aparato de aquecimento,

denominado de mini-forno (Figura 31).



Este acopla o capilar em toda a sua extensdo e promove 0 aquecimento
homogéneo em toda a sua superficie radial da FEM durante a passagem do reagente
sililante. O aparato foi criado também em parceria com o professor José Paulo
Mendonga do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora, tendo
como objetivo aquecer o capilar de silica em toda a sua extensdo de forma homogénea,
efetiva e precisa para ocorrer a adesdo perfeita do reagente sililante e permitir uma boa

funcionalizagdo com as AuNps.

Figura 31 -A -constru¢cdo do Mini-forno para aquecimento da FEM B —Mini-forno
Produzido
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

O mini-forno constituiu-se por um tubo também de silica, com didmetro em
torno de 0,2mm, para permitir a insercdo do capilar a ser aquecido. Este tubo € inserido
dentro de um tubo de cobre, Figura 31- A, com as extremidades fechadas com Teflon. A
proposta é que o ar fique preso entre os tubos evitando a conveccdo livre com o ar
externo. Isto garante uma uniformidade na distribuicdo da temperatura ao longo do eixo
do capilar.

O tubo de cobre foi revestido por uma fita de teflon, a que foi envolvida por um
fio de niquel-cromo. Este fio de niquel-cromo foi ligado a uma fonte de tensao-/corrente
e a funcéo da fita de teflon foi servir de isolante elétrico para altas temperaturas (até a
temperatura de 400 °C.). Desta forma, ao conectar o fio de niquel-cromo a fonte de
tensdo, a temperatura atingida foi uniformemente distribuida pelo tubo de cobre (que
possui uma excelente condutividade térmica).

Para garantir ainda mais a estabilidade da temperatura e evitar o seu transiente
foi introduzido um tubo de PVC (baixa condutividade térmica) de parede espessa. Entre



o0 cano de PVC e cobre foi adicionado I& de vidro para gerar uma alta resisténcia térmica
que acaba reduzindo a taxa de transferéncia de calor para 0 meio externo. Isto faz com
que o sistema entre em equilibrio térmico por um grande periodo de tempo. Este
equilibrio térmico garante a uniformidade da temperatura ao longo do capilar.

O controle da temperatura pode ser feita através do controle da corrente da fonte
de tens&o e registrada por termometro inserido entre a FEM e o interior do mini-forno
(Figura 31- B). Logo apds a producao deste aparato de aquecimento, foi praticavel obter
FEM homogéneas em termos de coloragdo, o que é indicio de muita adesdo do MPTMS

na fase estacionaria.

Figura 32 - A e B - FEMs ap0s uso do mini-forno

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Nestas micrografias 32 A e B é possivel observar o quanto a coloracdo da FEM
foi intensificada em toda a extensdo do capilar que a acopla. Na fotografia A é possivel
observar uma FEM sem a funcionalizacdo e a outra com as AuNps de coloracao escura
dentro do tubo de silica. O capilar com a coluna foi inserido no interior do mini-forno,
aquecido, e com o auxilio do DMAP o reagente sililante foi percolado por 1 hora por
dentro do capilar.

O aspecto homogéneo mostrou-se praticamente perfeito, estruturas bem visiveis
com coloragBesvioleta nitida. O mini-forno apresentou uma melhoria bem significante
na eficacia da pré-funcionalizacdo, quer dizer, na ancoragem do reagente sililante na
FEM. A comprovacdo de uma pré-funcionalizagdo bem sucedida foi devido & mudanca

e a intensificagcdo do aspecto uniforme da cor violeta.



Igualmentefoi possivel, para concretizacdo do melhor método, a caracterizacao,
com pedagos iguais da FEM pré-funcionalizada, na analise elementar de carbono,
hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos capilares nos quais foram aderidos ao MPTMS.
Entdo se observou a quantidade relacionada de enxofre aderido ao mondlito, ap6s o0 uso
de cada método usado na pré-funcionalizacéo.

6.2.1 Caracterizacéo

A caracterizacdo das FEM foi feita por analise elementar, CHNS, onde foi
possivel observar os valores das porcentagens de enxofre encontrados na FEM dentro
capilar de silica ap6s os métodos e o uso do mini-forno na pré-funcionalizacéo, assim
como uma breve analise em ECC da coluna que conteve a maior concentracdo de
grupos SH em sua estrutura.

As analises elementares foram realizadas com o intuito de confirmar a melhor
ocorréncia da adesdo do MPTMS na estrutura do mondlito. Foram feitas analises das
FEM pre-funcionalizadas, sem o ouro, com massas semelhantes, relacionando o modo
de preparo dos métodos usados com a porcentagem de grupos sulfetos que foram
encontrados. Esta analise possibilitaria concretizar a melhor maneira de se ligar o
reagente sililante na FEM através da% de enxofre.

Primeiro foi cortado em partes iguais (3 cm cada) todos os capilares levados a
teste no CHNS. Entdo, pode ser realizado o primeiro teste no capilar com a FEM, tida
como branco, sem a pré-funcionalizacdo, para em seguida analisar as partes dos
capilares segundo uso dos metodos 1, 2 e do mini-forno. Na tabela abaixo pode ser visto

a porcentagem aderida de enxofre na FEM com o uso dos trés métodos ja descritos.

Tabela 10. Resultados do CHNS

Métodos % SH aderido na FEM ap0s funcionalizacdo
1 0,72
2 1,02
Mini-forno 1,94

Branco 0,12




A andlise do capilar branco, sem a pré-funcionalizag8o, serviu como parametro
para comparar a porcentagem da massa de reagente sililante, com enxofre aderido ap6s
0 uso dos métodos e do mini-forno, nas passagens do MPTMS através da FEM.

A porcentagem de 0, 012 analisada, referente a massa de enxofre encontrada
aderida a FEM (Branco) pode ter ocorrido devido a atmosfera, contaminacéo e ao ar
presente no forno do equipamento do CHNS.

No método 1, semelhante aquele empregado no trabalho de YE FANG-GUI
(2011), no qual a passagem do MPTMS por sob a FEM se deu por uma hora a
temperatura ambiente e em seguida foi levado a estufa por mais uma hora sob
temperatura de 110 °C. O resultado na analise elementar de enxofre mostrou que a
porcentagem de sulfeto encontrada (0,72 % de enxofre) foi a mais préxima ao resultado
semelhante o do branco (0,12 % de enxofre). Com isto é possivel considerar que este
método ndo garante a funcionalizacdo das AuNps.

Contudo, a analise no método 2, em que foi repetido o método 1 seguido de
cinco repeticOes intercaladas entre aquecimento e passagem do MPTMS, o resultado
encontrado no CHNS ( 1,02% de Enxofre) mostrou que também ndo houve uma boa
adesdo do reagente sililante. A porcentagem encontrada de grupos SH ndo poderia
garantir a adesdo homogénea das AuNps em toda a superficie da coluna capilar. Na
analise do segundo método houve muitas falhas na coloracdo, (Figura 30), o que atesta
as analises no CHNS. A baixa taxa de grupos SH na FEM preparada no metodo 2, ndo
garantiu a adesdo desejada, que seria em todo o leito polimérico de forma homogénea e
uniforme.

E por fim, os testes do CHNS, que envolveram as FEM pre-funcionalizadas com
o mini-forno a porcentagem encontrada (1,94 % de enxofre) foi superior as dos outros
métodos, fato que foi possivel observar também, na mudanca de coloracdo das FEM
com a funcionalizacdo (Figuras 38 A e B). Com isso o mini-forno construido para este
propdsito garantiu a melhor maneira de aderir o reagente sililante para a posteriore fazer
a funcionalizacdo com nanoparticulas de ouro, tido como objetivo secundario do
trabalho.

Cabe lembrar que o mini-forno ndo foi otimizado, mas mesmo assim, foi
eficiente na adesdo do SPTMS na coluna monolitica e pode contribuir na busca da
possibilidade de melhorias em diversos tipos de possiveis funcionalizacbes e

polimerizagdes das FEM que precisam absorver calor.



6.2.2 Anéalises em CEC

Depois de realizar a passagem do MPTMS pelo tubo capilar com a FEM e
levada ao mini-forno, foi observado, no condicionamento que houve a vazdo do
eletrélito através da FEM. Isto ocorreu em todas as pré-funcionalizagdes testadas, apds
0 uso do mini-forno, o que garantiu 0 ndo entupimento, dos poros, na reacdo entre a fase
estacionéria e 0 MPTMS. Com este fato, foi possivel obter corrente elétrica quando em

teste no equipamento de CE.

Assim sendo, depois de percolado MPTMS e aquecido dentro da FEM, foi posta
em andlise, uma coluna preparada. Um condicionamento de cinco minutos - com o
mesmo eletrolito das corridas eletrocromatograficas anteriores conforme mostrado na
parte de métodos - foi realizado para a obtencdo de corrente elétrica, entdo foi analisada
a separagdo dos HPAs com a tioureia.

Figura 33 — Eletrocromatogramaobtido em uma coluna produzida em capilar TSU em
analise com: tioureia, naftaleno, acenafteno, fluoreno e fenantreno, diluidos em metanol a
1,0 mmol L™. FM: NH,Ac 16,7 mmol L™ (60%) e acetonitrila (40%); voltagem: -20 kV;
temperatura: 20 °C; injecdo: -25 mbar por 5 s; deteccéo: 220 nm
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Nas corridas eletrocromatograficas acima (Figura 33), foram injetados,
além da tioureia, os mesmos HPAs ja analisados antes. Constatou-se nesta analise, que
ndo houve a inversdo da migracdo em relacdo a FEM sem a pré-funcionalizacdo. A

inversdo da migragdo do marcador de fluxo era esperada, pois a FEM com o regente



sililante em sua estrutura passaria a ter um carater polar mais acentuado. Sendo assim, a
tioureia, composto polar, deveria sair por ultimo, depois dos HPAs, que apresentam
caracteristicas apolares. Na andlise acima, pensou-se ter ocorrido conforme o descrito
anteriormente, mas depois de analisados o0s espectros de absor¢éo referentes aos HPAS e
tioureia foi constatado que ndo houve a inversdo de migragdo na FEM pré-
funcionalizada.

Com isso, pode-se afirmar que a tioureia passou primeiro na frente do detector e
os HPAs sairam por ultimo, embora o0s picos estivessem quase que eluindo juntos é
possivel afirmar que a FEM teve caracteristicas também de fase reversa. Os outros picos
ndo foram identificados, pois ndo apresentaram absorcdes espectrais.

Uma hipbtese a ser mencionada é que o reagente sililante pode ter sido
ancorado na FEM do capilar e/ou entre si mesmo, sob aleatérias formas de interacGes e
ligacGes.

Estas formas podem interagir de maneira diferenciada com o analito e também
formar leitos poliméricos com a superficie ndo uniforme e ineficiente nas separacdes.
Podem ocorrer cavidades muito pequenas que provocariam menores vazes e com isso
maior pressdo na FEM. Além do aprisionamento ou forte retencdo da amostra, o que
poderia provocar alargamento dos picos e formacéo de caudas.

Outro fato a ser levado em conta é que a ancoragem do reagente sililante diminui
também a quantidade de grupos silanois livres - possivelmente presentes na estrutura do
PTMS antes da pré-funcionalizacdo - com isso, aumentariam 0s grupos siloxanos,
dispensaveis em cromatografia, que interagem de maneira menos intensa e provocam
menores seletividades (COLLINS, 2006). Diante desses fatos, seria normal o
aparecimento de picos, com formas aleatorias, que interagiram sob ndo explicaveis
formas - chamados de “picos fantasmas”.

Outras analises devem ser realizadas para um diagndstico otimizado dos efeitos

da pré-funcionalizacdo nessa separacéo.

6.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO- AUNPS

Depois da pré-funcionalizacdo foi realizada a funcionalizacdo ou derivatizacdo
com AuNps da FEM também objetivada neste estudo. A FEM funcionalizada foi testada

em analises envolvendo HPAs. Entdo, a iniciativa para a funcionalizacdo foi a sintese



das nanoparticulas. As AuNps apresentam propriedades quimicas e fisicas que
permitem a interacdo com diversos tipos de amostras. Essa reacao de sintese teve como
parametro de sucesso a ressonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR), que
confere a variacdo na cor do ouro de amarelo para o violeta e que pode indicar também
0 término da reacdo (MULVANEY, 1996)

As nanoparticulas sintetizadas podem adquirir formas e tamanhos variados de
acordo, por exemplo, com a quantidade de estabilizante e passivante usados. Como
estas ficam aderidas por dentro dos macro e mesoporos da FEM, foi viavel garantir um
pequeno tamanho das particulas, para ndo obstruir o fluxo eletroosmético quando em
analises. Também foi conveniente o uso de agentes passivantes adequados para garantir
a estabilidade e o aprisionamento das nanoparticulas, a serem usadas na FEM.
(SPERLING, 2008).

6.3.1 Reacao de formacao das AuNps

A reacdo de reducdo, (Figura 34), representada abaixo, mostrou-se o sal de ouro
em contato com o citrato de sodio para a formacdo da espécie do ouro coloidal com

numero de oxidacdo que variou de +3 para zero.

Figura 34 - Equacao de reducdo do ouro

HAuCI, . 3H20(aq)+C6H5Na307(3)—> AU(S) + C6H5O7(S) + 4C|-(aq) + 3Na+(aq)+ H+(aq)
AuCly 3e — Au+ 4ClI

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

A Fotografia 35, da reacdo realizada mostrou a mudanca da coloracdo que passa
gradativamente de amarelo, (Figura A), rosea, (Figura B), a vermelha, (Figura C), até a
coloracdo violeta, (Figura D), o que indicia o fim da reacdo e a formacdo das
nanoparticulas (TURKEVITCH, 1951).



Figura 35 - Foto da reacdo das AuNps produzidas nesse trabalho
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Depois de cessada a reacdo foi adicionado a metionina — pode ser também
adicionado outro agente passivante - para garantir a estabilizacdo das AuNps. A
metionina (Figura 36)foi usada em testes iniciais como passivante do ouro coloidal. Este
é um aminoéacido essencial que apresenta em sua estrutura grupo sulfeto capaz de se

ligar ao ouro das nanoparticulas e promover a passivagéo.

Figura 36 - Metionina usada como agente passivante
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Além do grupo sulfeto a metionina apresenta um grupo amino, que poderia ser
sitio ativo para as AuNps. Mas, preferentemente, por questdes de acidez e basicidade, as
nanoparticulas ficaram passivadas em maior quantidade com a fungdo tiol por ter

interacOes e ligacOes possiveis.



6.3.2 Caracterizacao

Na investigacdo desta reacdo foram feitas variagdes no volume do citrato de
sodio que funciona como estabilizante e redutor. Primeiro a sintese ocorreu no padréo
normal, conforme as quantidades descritas no método de trabalho e com o uso da
metionina como passivante. Em seguida foi usado 0,25 ml a menos e a mais do que a
quantidade padrdo de Cs Hs Nas O;. Todas seguindo os mesmos procedimentos de
reacdo conforme relatadas no itemreferente a metodologia deste trabalho. Em cada
nanoparticula formada foi obtidos diferentes formas e tamanhos e a caracterizagéo deste
experimento aleatorio foi feita por microscopia eletronica de transmissdo - TEM no
laboratério Luz Sincrotron em Campinas, como cortesia, através de um projeto do
professor Wendel de Andrade Alves da Universidade Federal do ABC- UFABC- SP.



Figura 37 - TEM das sinteses das AuNps com proporcdes variadas do estabilizador
citrato de sodio

[ Otimizacdo da sintese]

[ Variagao na quantidade do estabilizante ]

A 4

[ Mesma metodologia de sintese]

A 4

TEM

0,25 ml CgHsNazO+ 0,5ml CgHsNaz04 0,75 ml CgHsNazO-

40 nm 30 nm 15 nm

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

Conforme a Figura 37 acima, na propor¢do usual, chamada de padréo, foram
formadas particulas com diametros em torno de 30 nm e formas geométricas variadas.
No uso de uma quantidade menor do estabilizante foram obtidas AuNps com diametros
acima de 40 nm, formas cilindricas e esféricas. J& no uso de uma quantidade maior do
citrato de sdédio foi obtido formas cilindricas em maior quantidade e com uma maior
homogéneidade, assim como menores diametros (abaixo de 15 nm).

Com isso a metodologia de sintese mais eficaz para o ancoramento nas FEM

corresponde ao uso de maior proporcao do citrato de sodio. Ao invés de 0,5 ml, padrédo



normal, foi usado 0,75 ml. O menor tamanho contribuim de maneira mais adequada ao
ancoramento das AuNps nos macro e mesosporos da FEM o que é fundamental, para
ndo obstruir o fluxo da fase liquida, por dentro do tubo capilar.

Porém, com o uso da metionina como passivante das AuNps, no momento da
funcionalizacdo da FEM, ndo foi possivel obter a mudanca na coloragdo do monolito
pré-funcionalizado que passaria de incolor para violeta. A mudanca de coloragcdo no
momento da passagem da solucdo de ouro por dentro do capilar com a FEM indicaria
boa adesdo das AuNps ao monolito. Também ocorria o imtupimento da FEM apds a
passagem das nanoparticulas, fato que impede a analise em ECC.

Entdo foi feita a troca desse agente passivente por outro, a quitosana (Figura 38).
Esta recebe o nome oficial de o(1-4)-2-amino-2-deoxi B-D-glucana, e € um polimero,
mais precisamente um polissacarideo, com propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas
diversas. Em sua estrutura sdo encontrados grupos hidroxila e amino que podem se ligar
as nanoparticulas de ouroe entdo serem usadas como agente passivante. E obtida por
desacetilacdo da quitina, presente em exoesqueletos de crustaceos.

Com a troca para a quitosana, foi possivel verificar uma coloragcdo violeta
fracaap0s a passagem na FEM pré-funcionalizada, (Método 1), da solucao coloidal, o
que pode ser um indicio de melhor adesédo das AuNps no leito polimérico com o uso do

novo passivante.

Figura 38 - Mondmero do Polissacarideo de quitosana
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Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR

A sintese da quitosana foi reproduzida a partir da referéncia de FRENS, 1973 e
TAVARES, 2012, e consiste, resumidamente, na preparacdo de uma solucdo da
quitosana, a partir da desacetilacdo da quitina, na concentracdo de 1 g/L. Entdo esta
solugdo foi adicionada, depois da reacdo terminada, na quantidade de 1% V/V da

solugéo coloidal.



Outra caracterizacdo foi realizada com a espectroscopia no Ultravioleta visivel-
(UV-Vis), no qual se pode analisar a absorcdo em 520 nm referente & solugdo de ouro
coloidal, devido ao LSPR (Figura 39).

Figura 39 - UV-Vis das nanoparticulas de ouro
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ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os espectros apresentados na Figura 39 foram obtidos da solugdo preparada com e
sem a quitosanae foi realizada de uma amostra cedida pelo grupo de quimica inorganica do
Professor Gustavo Fernandes da Universidade Federal de Juiz de Fora- MG. Neste trabalho
foi sintetizada a prépria solucdo coloidal com o uso da metionina e também quitosana como
passivante. A solucdo foi diluida a aproximadamente 0,01mmol L™ com &gua e posta na
cubeta de quartzo no equipamento onde foi observado o aparecimento da absorcdo

caracteristica, no valor de 520 nm, referente asAuNps.

6.4 FUNCIONALIZACAO COM NANOPARTICULAS DE OURO DA FEM

As nanoparticulas, sintetizadas com o uso da quitosana, foram capazes de
ancorar no grupo sulfeto contido na FEM pré-funcionalizada com o mini-forno. As

AuNpspodem interagir através de elétrons m com varios tipos de analitos, em especial



com HPAs (KARENGA, 2010). A reacdona FEMpode ocorrer através de interacdo
eletrostatica e ou outros tipos, (VARUNI, 2011) entre ouro e enxofre contido no

mondlito funcionalizado.
6.4.1 Reagéo

Em seguida, depois das caracterizagfes, uma solu¢do contendo o ouro foi posta
em contato por 1 hora com a coluna — MPTMS e PTMS - para funcionalizacdo, a

temperatura ambiente, dentro do capilar (Figura 40).

Figura 40 — Reacdo resumida dentro do capilar ap6s pré-funcionalizacdo, a passagem
das AuNps no capilar
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ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Existem varias referéncias que abordam diversas formas de preparacdes de FE
com o uso de nanoparticulas de ouro (VARUNI, 2011; PAVEL, 2012; QU, 2008;
YANG, 2005) As etapas da reacdo, realizadas aqui neste trabalho, foram reproduzidas e
estdo detalhadas na parte dos métodos.A diferenca entre o que foi realizado nas
referéncias e nesta tese, na funcionalizacdo da FEM com AuNps, foi além dos diferentes
dispositivos de insercdo e aquecimento,como também, no uso do polimero organico em

detrimento do de silicatrabalhado pela mencionada referéncia.

6.4.2 Caracterizacao

Com o uso da quitosana nas AuNps e o mini-forno na pré-funcionalizacao, a

mudanca de cor ocorreu logo na primeira hora de passagem das nanoparticulas por entre

0s poros da FEM e o fluxo ndo foi obstruido.



Na fotografia da Figura 41, é possivel distinguir a FEM sem e com
funcionalizacdo ao lado de um capilar sem o monolito presente, somente silica e 0

mesmo revestimento que envolve os capilares.

Figura 41 - FEM funC|onaI|zada pre funC|onaI|zada e capllar sem FEM

ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Outra caracterizacdo possivel foi realizada na analise de microscopia eletrénica
de varredura, onde foi constatada como sendo indicio de nanoparticulas de ouro
ancoradas nas FEM funcionalizadas, como pode ser visto e analisado na Figura 42 A, B,
CeD.

Figura 42 - A, B, C e D Microscopia eletrénica de varredura — MEV de capilar com
FEM funcionalizadas com AuNps

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



De acordo com a analise realizada no MEV, (Figura 42), obtidas em colaboragédo
do INMETRO, através do professor Gustavo Fernandes de Souza da Universidade
Federal de Juiz de Fora- MG e o aluno de pds-graduacdo Linus Pauling de Faria
Peixoto, no qual é mostrado, circulado em branco, o que seriam as possiveis AuNps
ancoradas na FEM. Entdo, nessa analise, houve apenas o indicio de que seriam as
nanoparticulas de ouro, aderidas no interior do capilar, na FEM.

6.4.3 Analisesem CEC

Nos primeiros testes eletrocromatograficos (Figura 27) feitos com as FEM,
conforme antes mostrado,foi possivel observar que ocorreu a separagdo dos HPAs.
Porém nesta etapa da tese foi conseguido realizar essas mesmas anélises,com a coluna
funcionalizada com as AuNps. Emteste inicialexploratorio, primeiro foi injetado em
uma coluna com AuNps — (1), somente a tioureia. Esta € usada como marcador de fluxo,

e 0 seu pico pode ser visto conforme o eletrocromatograma da Figura 43 abaixo:

Figura 43 - Eletrocromatograma obtido em uma coluna monoliticafuncionalizada-(1) em
capilar TSU em analise com: tioureia (Immol/l). FM: NHsAc 16,7 mmol L™ (60%) e
acetonitrila (40%); voltagem: -20 kV; temperatura: 20 °C; injecdo: -25 mbar por 5 s;
deteccdo: 220 nm

70 mAU

min
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A tioureia, conforme dito anteriormente, € um composto polar e pode
interagir com as AuNps através de interagdes eletrostatica e/ou n-m 0 que proporcionou
uma separacao definida e com maior tempo de retencdo em funcdo das nanoparticulas

ancoradas na superficie da FEM.



A seguir é mostrado os eletrocromatogramas de duas FEM funcionalizadas ,
(Figura 44), 1 e 2, preparadas em momentos diferentes, mas com a mesma metodologia
de preparo e de funcionalizacdo mostrada na parte dos métodos. Conforme se pode
constatar, ocorreu a separacdo dos HPAs e os formatos dos picos mostraram-se
semelhantes em relacdo as FEM sem a funcionalizacdo (Figura 27). Os espectros de
absorcdo de cada pico adquirido pelo equipamento de EC, através do DAD, confirmam

a ordem de eluicéo e podem ser visualizados em anexo (Anexo).

Figura 44 - FEM- (1 e 2) funcionalizada com AuNps. Eletrocromatogramas obtidos em
uma coluna produzida em capilar TSU em anélise com: tioureia (0,1 mmol L™ em
metanol), naftaleno, acenafteno e fluoreno, diluidos em metanol a 1,0 mmol L™ FM:
NH.Ac 16,7 mmol L™ (60%) e acetonitrila (40%); voltagem: -20 kV; temperatura: 20
°C; injecdo: -25 mbar por 5 s; deteccdo: 220 nm

10 mAU T0mAU

min min
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Nessa etapa, 0 objetivo ndo era a aplicabilidade das FEM, mas sim, a
funcionalizacdo com as AuNps e a obtencdo de um leito polimérico util na separacao e
consequentemente com obtencédo de corrente elétrica.

Como o tempo de retencdo dos analitos foram aumentados, pode-se confirmar a
possivel mudanca na FEM. O pico da tioureia, na FEM funcionalizada alcanca o
detector acima de 3,5 minutos e na coluna sem a funcionalizacdo a tioureia percorreu
até a deteccdo em menos de 1 minuto. Isto sinaliza positivamente para a ocorréncia na
mudanca da superficie dos poros por onde percola a FM. Em seguida — devido o fato de
na separacdo dos HPAs na FEM sem as AuNps, os picos do acenafteno e fluoreno
eluirem com baixa resolucdo — foi utilizado apenas os trés primeiros HPAs analisados
antes em ECC para a verificacdo do comportamento desses dois picos frente a FEM

com AuNps. Portanto, nas anélises 1 e 2 em discussdo, ocorreu a injecdo da tioureia,



naftaleno, acenafteno e fluoreno e as nanoparticulas de ouro foram capazes de separar
os HPAs, de forma mais resolvida, por presumiveis interacdes eletrostatica e/ou também
por interagdes m-n o que diferencia da interagdo entre a FEM sem a funcionalizagdo com
0s mesmos HPAs (STEVENSON, 2008).

Cabe destacar que estes foram testes iniciais e que devem ser investigados 0s
fatores que influem nessas separacoes.

Diante dos resultados € possivel observar e comparar, 0s maiores tempos de
interacdes entre os HPAs e marcador de fluxo (tioureia), na FEM modificada ou
funcionalizada com AuNps, contrapondo com a FEM sem a funcionalizagéo.

Sendo assim, foi possivel iniciar o estudo das funcionaliza¢es das FEM com

AuNps para assessorar 0 GQAQ e outros grupos de pesquisas quando necessitado.



7 CONCLUSAO

Com o trabalho e o estudo realizados nesta tese, foi possivel promover o avango
que pode corroborar a elucidacdo de preparo e produgdo das FEM para éarea de
separagdes analiticas em especial para a ECC.

Foi conseguida a otimizacdo e construcdo de dois aparatos ou dispositivos que
auxiliam de forma adequada a formagdo da FEM, assim como a pré-funcionalizacdo e a
funcionalizagéo.

O DMAP a véacuo foi capaz de preencher a FEM com homogeneidade ou
uniformidade, fator primordial para alcancar reprodutibilidade e repeticdo no preparo e
nas analises de colunas monoliticas. Depois de muitos insucessos e erros, mostrados em
todas as etapas de producdo das FEM, foi possivel projetar e otimizar o dispositivo a
vacuo. Este possibilitou a constatacdo de que a repetibilidade no processo de insercéo
das FEMs no tubo capilar ocorreu de forma precisa, devido aos mesmos perfis dos picos
conseguidos nas analises em ECC. Entdo, foi mostrado o perfil de separagcdo de HPAs
com o uso de FEM inseridas com 0 DMAP a vacuo. Tal perfil se mostrou semelhante
aos conseguidos de maneira convencional, indicando que este modo de injecdo —
DMAP a vacuo- € uma excelente alternativa capaz de contribuir para difusdo e
expansdo da ECC.

Também foi visto que as variacGes nas condi¢cbes ambientais do tempo, no modo
de estocagem e na temperatura de preparo da solucdo polimérica, que envolveu a
producdo das colunas monoliticas ndo foram interferidas por estes fatores. Por isto,
neste trabalho foi observado que o problema estava na insercdo da FEM e ndo nas
condicBes ambientais no momento de formacgdo dos poros. Todavia, este fato permitiu
iniciar estudo para avancar no passo do objetivo secundario da producdo da FEM
funcionalizada com AuNps.

Logo, foi possivel realizar as etapas de sintese e caracterizacdo das AuNps, que
confirmaram a funcionalizacdo. Assim como ocorreu a mudanca de coloracdo -
promovida pelas nanoparticulas quando aderidas ao monolito na pré-funcionalizacéo -
das FEM. Esta etapa foi conseguida ap6s o uso do mini-forno — segundo dispositivo
criado para aguecimento homogéneo da FEM — no momento da pré-funcionalizacéo.

Foi abordado que o mini-forno aumentou a concentracao de reagente sililante aderido ao



monolito e com isso houve mais facilidade de ligar as AuNps no leito polimérico da
FEM promovendo a mudanga de cor caracteristica de ades&o.

Com o diagnéstico inicial, da coluna monolitica funcionalizada, foi realizada a
separacdo, dos HPAs de forma melhorada — segundo os picos eletrocromatograficos
mostrados - em comparagdo com as FEM sem a funcionalizagdo. Assim sendo, foram
conseguidas as primeiras funcionalizagdes no GQAQ, atraves deste trabalho, o que
poderé permitir o avango em estudos futuros e até mesmo a producgdo associada entre 0s
grupos de pesquisa que desenvolvem FEM.

Embora os resultados alcancados nesta pesquisa tenham  sido
consideradossatisfatorios dentro dos objetivos estipulados, faz-se necesséria sua
repeticdo em outros contextos que envolvam outras variaveis, e assim possam interferir
no processo de producdo das FEM e nas separacdes em CEC.

Em suma, o sucesso alcangado é muito importante face a limitacdo encontrada
em alguns grupos de pesquisas que referenciam a técnica eletrocromatografica. Segundo
EELTING, 2006, o controle no preparo da FEM pode proporcionar, j& que confere a
uniformidade dos poros, que a ECC seja usada constantemente em analises de rotina
nos laboratorios, inddstrias e pesquisas.

Por fim, este trabalho pode ser uma contribuicdo importante para pesquisadores

interessados em desenvolver trabalhos empregando ECC.
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ANEXO

Pespectivas futuras de estudo nesta linha de pesquisa

Para estudos futuros recomenda-se aplicabilidade das FEM produzidas
conforme a metodologia usada nessa tese. Assim como, a otimizacdo das FEM preé-
funcionalizadas e funcionalizadas para testes, com HPAs e outras matrizes, em
eficiéncia nas separacdes em ECC.

E possivel também, ser almejada a funcionalizagdo com outros
compostos, tais como os liquidos ibnicos.

A ocorréncia de estudos que envolvam a otimizagdo dos equipamentos e
reagentes, que fazem parte da producdo de FEM, se faz muito necessario, pois podem
ajudar na evolucdo da técnica de ECC.

Entdo o iminente devera ser areproducdo no preparo dos poros das FEM
0 que garantird ndo somente a perfeita estrutura monolitica, mastambém, a busca por

diferentes tipos de separagdes em usos rotineiros.



