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RESUMO

Esta tese de doutorado aborda o preparo, a caracterizagao e a utilizacdo de
fases estacionarias monoliticas para uso em colunas de separacao
cromatografica em escala capilar. As fases estacionarias foram preparadas pela
polimerizagdo do monémero 3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano em duas etapas
envolvendo primeiramente um processo sol-gel e depois um processo de adigao
radicalar fotoiniciado. A fotopolimerizagao foi feita in situ em capilares de silica
fundida transparentes a radiacdo UV com 100 pym de didmetro interno. As
colunas produzidas foram aplicadas qualitativamente com sucesso na separagao
de cinco hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e trés hormdnios esteroides,
tanto por cromatografia a liquido capilar quanto por eletrocromatografia capilar
em um equipamento de eletroforese capilar. A eletrocromatografia foi usada para
analisar quantitativamente uma amostra de emulsdo transdérmica contendo
estriol e 17-B-estradiol. Como tentativa de melhorar a separacao entre alguns
analitos, foi feita a modificacdo do polimero adicionando o monémero benzil
metacrilato, porém sem sucesso. As colunas foram caracterizadas com relagéo
a sua homogeneidade fisica usando um microscopio optico e um detector
condutométrico sem contato capacitivamente acoplado. O detector foi usado
como um scanner nao invasivo deslocando-se longitudinalmente ao longo da
coluna externamente ao capilar. A caracterizagdo quimica do polimero foi feita
através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear no estado soélido
dos nucleos de 3C e de 2°Si. Foi possivel propor uma estrutura para o arranjo
da cadeia carbdénica e o grau de substituicdo do grupo silil indicando a reticulacao
das cadeias poliméricas através da formacdo de dimeros e trimeros

condensacao de grupos alcoxisilanos.

Palavras-chave: Fase estacionaria monolitica. Eletrocromatografia capilar.
Cromatografia a liquido. Detector condutométrico sem contato capacitivamente

acoplado. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.



ABSTRACT

This doctoral thesis adresses the preparation, characterization and use of
monolithic stationary phases for chromatographic separation columns in capillary
scale. The stationary phases were prepared by polymerizing the 3-
(methacryloxypropyl) trimethoxysilane monomer in two steps involving a sol-gel
process followed by a photoinitiated radical addition. The photopolymerization
was carried out in UV transparent coating fused silica capillaries with 100 um of
internal diameter. The columns were applied in the qualitative separation of five
polycyclic aromatic hydrocarbons and three steroid hormones, both by capillary
liquid chromatography and capillary electrochromatography in a capillary
electrophoresis equipment. Electrochromatography was used to quantitative
analyzis of a transdermal emulsion sample containing estriol and 17-B-estradiol.
In an attempt to improve the separation between some analytes, the polymer was
modified by adding the benzyl methacrylate monomer, but without success. The
columns were characterized with respect to their physical homogeneity using an
optical microscope and a capacitively coupled contactless conductivity detector.
The detector was used as a non-invasive scanner moving longitudinally along the
column externally to the capillary. The chemical characterization of the polymer
was done by the solid state '3C and 2°Si nuclear magnetic resonance
spectroscopy. It was possible to propose a carbon chain strucuture and the
substitution degree of the silyl group indicating the cross-linking of the polymer
chains through the formation of dimers and trimers by condensation of the

alkoxysilane groups.

Keywords: Monolithic stationary phase. Capillary electrochromatography. Liquid
chromatography. Capacitive coupled contactless conductivity detector. Nuclear

magnetic resonance spectroscopy.
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1 INTRODUGAO

Uma das areas mais importantes, com grande reconhecimento e interesse
em Quimica Analitica é, sem duvida, a de separag¢ao. Ha mais de um século,
novas técnicas e metodologias de analise nessa diregdo vém sendo
aperfeicoadas e implementadas. Diante de uma amostra que seja uma mistura
de duas ou mais espécies quimicas que apresentam propriedades semelhantes
frente a um determinado sistema de detecgao € comum que se recorra a alguma
técnica de separacdo capaz de separar entre si as espécies de interesse
(analitos) na presenca ou nao de outras espécies interferentes (constituintes da
matriz), seja para analises qualitativas ou quantitativas. As técnicas
cromatograficas, como a cromatografia a liquido (LC, liquid chromatography) e a
cromatografia a gas (GC, gas chromatography), sao as mais importantes
técnicas de separagdo. Ambas adotam uma fase estacionaria que deve interagir
de maneira distinta entre diferentes espécies quimicas que, para serem
separadas ao longo dela, sdo carreadas por uma fase movel (VON MUHLEN;
LANCAS, 2004).

Contudo, ndo pode-se deixar de citar a eletrocromatografia capilar (CEC,
capillary electrochromatography), que utiliza principios de separagao tanto da
cromatografia, devido a presenca de uma fase estacionaria e uma fase mével,
quanto da eletroforese capilar (CE, capillary electrophoresis), técnica de
separagdo baseada nas diferengcas de velocidade de eletromigracéo entre
diferentes espécies quimicas e que realiza o bombeamento da fase moével
através de um fluxo eletrosmaético (SEGATO; SILVA; JARDIM, 2009).

Existem diversos tipos de fases estacionarias estao dispostas em forma
de coluna. As colunas comumente usadas em LC sdo do tipo empacotadas, ou
seja, particulas esféricas compactadas no interior de um tubo. Atualmente
busca-se obter o melhor desempenho cromatografico com a reducao das
dimensdes da coluna, tanto em seu didmetro quanto na producao de particulas
cada vez menores e mais uniformes para aumentar a area superficial que
suporta os sitios de interagao (SILVA; COLLINS; BOTTOLI, 2011).

Além disso, a miniaturizacdo das técnicas analiticas também é uma

estratégia quando se pensa na “quimica verde” por causa da reducdo dos
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Introdugdo |

impactos ambientais gerados pelo baixo consumo de solventes e reagentes,
reducao de custos e tempo de analise (DE LA GUARDIA; GARRIGUES, 2012)

Apesar de ser possivel obter particulas menores do que 2 um de diametro,
ha um aumento da resisténcia ao fluxo de fase movel pela fase estacionaria
devido a reducdo dos espagos entre as particulas, necessitando elevada
pressao para bombeamento da fase mével. As fases estacionarias monoliticas -
estruturas unitarias, continuas e porosas - sdo uma alternativa interessante, pois
sao de facil preparo, apresentam boa permeabilidade para a fase mével e podem
possuir elevada area superficial (SVEC, 2010).

Um sistema miniaturizado de cromatografia a liquido capilar (CLC,
capillary liquid chromatography) exige instrumentagcado que fornega vazdes de
fase modvel e sistemas de injecdo de amostra que sejam coerentes com o
didmetro da coluna, além de conexdes livres de volume morto e celas de
detecgéo para nano-volumes (VISSERS, 1997; NOGA et al., 2007; PROFROCK,
2010). Devido a escassez de fabricantes e necessidade de importagcdo, os
equipamentos comercias disponiveis atualmente no mercado brasileiro sdo
naturalmente caros.

A dificuldade encontrada esta na limitacdo da instrumentacdo para
vazoes de fase mével e volumes de injecdo muito pequenos. Uma alternativa
viavel seria usar o equipamento de CE, o qual possui um sistema de
pressurizagao por gas comprimido capaz de bombear e injetar liquidos através
de um capilar contendo uma fase estacionaria monolitica (ROUX et al., 2007,
ZHONG,; EL RASSI, 2009).

Nesta tese de doutorado abordou-se o preparo de fases estacionarias
monoliticas para separagdes cromatograficas em escala capilar envolvendo CLC
e CEC utilizando um equipamento de CE. Dessa forma, sera apresentada
adiante uma breve introdugao sobre essas duas técnicas e sobre as fases

estacionarias monoliticas.

1.1 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

A LC é um sistema de separacéao constituido por uma fase mével liquida

que elui por uma fase estacionaria fixa levando a distribuicdo dos solutos entre
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ambas as fases devido as diferengas de interagdo dos solutos em cada uma
delas. A natureza da fase estacionaria e os tipos de equilibrios dos analitos entre
as fases definem cinco tipos de LC: particdo, adsorgao, troca-idnica, afinidade e
exclusao por tamanho. As principais vantagens da LC sao a alta seletividade,
reprodutibilidade e a eficiéncia de separagado de uma vasta gama de compostos
ibnicos e moleculares. Tais vantagens renderam a LC o status de técnica
analitica de separagdo mais utilizada nos ultimos anos do século passado
(SKOOG et al., 2005).

Nao existe atualmente um consenso em relagdo a classificacao das
técnicas de LC. No entanto Chervet et al. (1996) sugeriu uma classificagdo
levando em consideracao a vazao da fase moével e o didmetro interno da coluna

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificagdo de técnicas de cromatografia a liquido

Diametro interno da Vazao da fase movel
Classificagao
coluna (um) (ML/min)
3200-4600 500-2000 HPLC convencional
1500-3200 100-500 HPLC microbore
500-1500 10-100 Micro-LC
150-500 1-10 LC capilar
10-150 0,01-1 Nano-LC

Fonte: ADAPTADO DE CHERVET et al. (1996)

A técnica mais utilizada de LC é a cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(HPLC, high performance liquid chromatography) com colunas de separagao
com até 4,6 mm de didmetro e fase estacionaria comumente formada por
empacotamento de particulas esféricas de didmetro entre 3 e 5 ym. Utiliza um
sistema de alta pressao (em torno de 500 bar) sem pulsos para bombear a fase
movel (MALDANER; COLLINS, 2010).

Embora a HPLC convencional seja amplamente utilizada, o desempenho
cromatografico através da eficiéncia de separagcao pode ser melhorado com a
reducdo das dimensdes da coluna bem como a producgao de particulas cada vez
mais uniformes e menores. Além disso, também é conveniente a possibilidade

de introducdo de menores volumes de amostra, a redugdo do consumo de
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solventes, a menor geragao de residuos e a redugao significativa do tempo de
analise (MUHLEN; LANCAS, 2004).

Quando se assume que a coluna possa ser visualizada como uma divisao
de se¢des imaginarias chamadas de pratos, a eficiéncia de separacédo é dada
pelo numero de pratos (N). Quando o comprimento total (Lt) da coluna é dividido

por N, obtém-se a altura do prato (H), conforme a Equacgao 1:

Equacao 1 — Altura do prato em fungao do namero de pratos

L
H=-=
N

A cada prato a particao do soluto entre a fase movel e a fase estacionaria
€ rapida e o equilibrio é alcancado antes do soluto se mover para o proximo
prato. A magnitude dos efeitos cinéticos sobre a eficiéncia da coluna depende
do tempo de contato entre a fase mével e a fase estacionaria, que por sua vez
depende da vazao da fase movel. Assim, estudos de eficiéncia de uma coluna
sao realizados determinando-se H em fungao da velocidade linear da fase mével
(um). Uma maneira de se fazer isso € através da equacdo de van Deemter

(Equacao 2), que pode ser escrita da seguinte forma simplificada:

Equacédo 2 — Equacéo de van Deemter

BxDm+de§Xufm

H=AXd
P * ufm Dm

onde dp € o didmetro da particula, Dm é o coeficiente de difusdo do analito e os
termos A, B e C séo constantes. O termo A relaciona-se ao alargamento dos
picos devido aos diferentes caminhos percorridos pelo soluto, o termo B a
difusédo longitudinal do soluto na fase movel e o termo C a transferéncia de
massa do soluto entre a fase movel e a fase estacionaria.

Como H é inversamente proporcional a N, quanto menor o valor de H,
mais eficiente é a separacdo. Uma vez que A e C estao relacionados com as
dimensdes das particulas da fase estacionaria, reduzir o tamanho das particulas
formadoras da fase estacionaria reduziria o valor de H e permitiria obter, a

principio, maiores eficiéncias de separagdo. Assim, técnicas como micro-LC, LC-
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capilar e nano-LC ganham cada vez mais espago no cenario das separagoes
analiticas (MALDANER; JARDIM, 2009).

O bombeamento da fase movel pode ser realizado por diferentes tipos de
bomba: i) As bombas de seringa acionada por rosca apresentam baixa
capacidade de solvente e a troca desse se torna inconveniente, porém a vazao
é facilmente controlavel e nao geram pulsacéo; ii) As bombas reciprocas, devido
ao movimento de pistdes, geram um fluxo pulsado que deve ser atenuado
posteriormente, mas permitem trabalhar com vazdes constantes e eluicdo
gradiente, independentes da queda de pressao imposta pela coluna e variagéao
da viscosidade da fase mével. A maioria dos equipamentos operam com esse
sistema, pois além das vantagens ja citadas, permitem trabalhar sob elevada
pressao de saida (até 10000 psi). O custo desse sistema é mais elevado do que
o anterior; iii) As bombas pneumaticas sdao um alternativa de baixo custo e
operam pressurizando um reservatorio de solvente através de um gas
comprimido. Por isso, a pressado de saida € bem limitada. Sao simples e livres
de pulsacdo, porém a vazado depende da viscosidade do solvente e ndo é
possivel realizar eluicdo gradiente (SKOOG et al., 2005).

Esse ultimo tipo de bomba € comumente encontrado em equipamentos
de CE para realizar injegao de amostra e fluxo de liquidos pelo capilar vazio, mas
pode ser adaptado para realizar eluicdo de fase mével em colunas capilares
usadas em CLC e CEC (ROUX et al., 2007; ZHONG; EL RASSI, 2009).

1.2 ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A CEC é uma técnica de separagao que opera em meio liquido no interior
de tubos capilares contendo uma solucao eletrolitica como fase mével e uma
fase estacionaria. Assim como em LC, os mecanismos que governam as
separacdes em CEC também dependem da maneira como determinada espécie
interage com as fases mdvel e estacionaria. Todavia, esses mecanismos podem
ser auxiliados por fendbmenos de eletromigracdo que sao bem descritos nas
teorias de CE.

A CE é uma técnica que utiliza uma solugao eletrolitica para separar ions

solvatados, espécies ionizaveis e compostos neutros na presenca de um campo
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elétrico, que resulta na migragdo com velocidades eletroforéticas diferenciadas
definidas pela relagao entre carga e tamanho de cada espécie. Em geral, uma
caracteristica dessa técnica € a presenca de um fluxo eletrosmético oriundo do
arraste do solvente a partir da migragdo dos cations solvatados do eletrdlito em
diregdo ao catodo (eletrodo negativo), o que € favorecido pelo uso de capilares
de silica fundida e eletrélitos com pH > 3.

Quando a velocidade eletrosmética (velocidade do fluxo eletrosmatico) é
maior que a velocidade eletroforética de determinada espécie, essa € arrastada
em direcido ao catodo, tornando possivel orientar anions, cations e espécies
neutras para uma mesma regido do capilar, possibilitando sua detecgdo em um
ponto comum (TAVARES, 1997).

O modo de separagao mais comum em CE é denominado eletroforese
capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis), em que a concentragcao do
eletrdlito é constante em toda a regido de separagao. Ao longo dessa regido, os
diferentes ions se separam em zonas distintas, porém, as diferentes espécies
neutras permanecem em uma unica zona. Essa € uma limitacdo desse modo,
que é a incapacidade de separar as espécies neutras entre si.

Alternativamente podemos citar o modo de separagao por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC, micelar electrokinetic chromatography) em que
uma pseudo fase estacionaria € obtida a partir de tensoativos ibnicos que
formam micelas carregadas no eletrdlito. As micelas migram lentamente em
direcdo ao detector e os analitos neutros apresentam interacbes de particao
diferenciadas com as fases de eletrdlito (hidrofilica) e pseudoestacionaria
(hidrofébica), possibilitando a separagao. Entretanto, a MEKC possui algumas
desvantagens que limitam a sua utilizagao, principalmente a limitada capacidade
de picos (intervalo de tempo entre o soluto ndo retido e o soluto totalmente retido
pela micela) e a utilizagdo de tensoativos, que podem comprometer os sistemas
de deteccdo por espectrometria de massas (SATINDER; MOHAMEDILIAS,
2008).

Dessa forma, podemos dizer que a CEC é uma técnica hibrida que traz
caracteristicas tanto da LC quanto da CE. Em termos praticos utiliza-se a
instrumentacao da CE incluindo um capilar contendo em seu interior uma fase
estacionaria tipica das técnicas cromatograficas e um eletrélito que atua como

fase mével. Em CEC a fase movel contendo os analitos e o eletrdlito é forgada,
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pela aplicacao de um campo elétrico gerador do fluxo eletrosmatico, a eluir pelo
capilar contendo a fase estacionaria. A separacao se da tanto pela migragdo com
velocidade diferenciada dependente da carga e tamanho do analito, como pelas
diferencgas de interagdo dos analitos com a fase estacionaria e a fase movel.

O fluxo eletrosmotico, caracteristico da CE, elimina a necessidade da
aplicagao de pressao para prover a eluigdo da fase movel, embora em alguns
casos possa ser auxiliado por pressao. O fluxo eletrosmaético tem um perfil planar
contrastando com o perfil parabdlico do fluxo gerado por pressédo em LC e n&o
contribui de maneira significativa para os efeitos de alargamento de banda. Em
adicdo a isso, os principios cromatograficos possibilitam a separagcdo de
moléculas neutras, o que nao é possivel quando se utiliza técnicas eletroforéticas
como a CZE (PATERSON; BOUGHTFLOWER, 2000; SEGATO et al., 2009).

1.3 FASES ESTACIONARIAS MONOLITICAS

As fases estacionarias empregadas nas técnicas de separagao
cromatograficas podem ser um solido, um liquido (adsorvido ou ligado a um
so6lido) ou um gel e sao fixadas em um suporte inerte localizado sobre uma
superficie planar ou tubular, podendo o suporte ser a propria superficie ou um
material particulado depositado sobre ela. No caso em que a fase estacionaria
esta sob a forma de um material particulado compactado preenchendo o interior
de um tubo, temos a denominacao de coluna recheada ou coluna compactada.
Quando o tubo tem sua parede interna revestida por uma camada de fase
estacionaria, temos a denominacao de coluna tubular aberta. Além disso, a fase
estacionaria no interior do tubo pode ser um leito continuo, unitario e poroso
denominado coluna monolitica.

As colunas recheadas sdo o tipo mais utilizado em LC e o recheio é
geralmente preparado a partir de particulas de silica com didmetros altamente
uniformes recobertas com filmes orgénicos, os quais sao quimicamente ou
fisicamente ligados a superficie. Comumente as particulas sao esferas de
diametro entre 3 e 5 ym compactadas em colunas de 4,6 mm de didmetro. Ja as
colunas tubulares abertas requerem preferencialmente capilares com dimensoes

bastante reduzidas (entre 50 e 200 um). Nesse caso, uma fina camada de fase
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estacionaria com espessura de poucos décimos de micrometros € fixada na
parede interna do capilar recobrindo uniformemente o seu interior.

Embora seja possivel obter colunas recheadas com particulas de
didametros inferiores a 2 uym e utilizar colunas tubulares abertas em capilares de
dimensdes bastante reduzidas, alguns obstaculos sdo encontrados. Um deles é
o aumento da resisténcia ao fluxo da fase moédvel devido a reducdo da
permeabilidade com o uso de particulas muito pequenas, que acaba por gerar
elevada pressao de retorno que pode danificar a coluna e até o restante do
equipamento.

Nesse contexto, a CEC é uma técnica que vem ganhando espaco, pois a
fase movel esta associada aos fendbmenos do fluxo eletrosmético, o qual elimina
o problema de pressao de retorno gerada nos equipamentos de LC, mas ainda
existe outra dificuldade que esta no proprio enchimento do capilar com material
particulado, necessitando a criacao de filtros para reter as particulas no interior
do capilar, favorecendo a perda de reprodutibilidade e formagcao de bolhas em
analises por CEC.

No caso das colunas tubulares abertas, a dificuldade esta em obter filmes
de fase estacionaria com espessura uniforme ao longo de toda a parede do
capilar, além de apresentar pequena area superficial.

Tendo em vista essas dificuldades, as colunas monoliticas passaram a
ser bastante empregadas nas separagdes cromatograficas por apresentarem
algumas caracteristicas interessantes, como preparo relativamente facil, boa
permeabilidade da fase mdével e elevada area superficial contendo os sitios de
interacdo (HILDER; SVEC; FRECHET, 2004; FARIA et al., 2006).

As fases estacionarias monoliticas podem ser definidas como um leito
continuo, unitario e poroso pelo qual elui a fase moével e se encontra
normalmente na forma cilindrica no interior de um tubo, dai a denominacao de
coluna monolitica.

Embora estruturas monoliticas tenham sido anteriormente aplicadas nas
ciéncias de separagdes, o primeiro aparecimento do termo "mondlito" nesse
sentido surgiu em 1993 na separacao de proteinas em uma esponja de celulose
funcionalizada. Similarmente, a expressdo "monolitica" foi relacionada com
polimeros rigidos macroporosos preparados por polimerizacdo grosseira em um

molde fechado e tornou-se rapidamente um padrao (SVEC et al., 2003).
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A partir dos anos 2000 e principalmente na década atual as colunas
monoliticas ganharam expressivo interesse e estdo sendo muito bem
aproveitadas nas técnicas cromatograficas miniaturizadas. O interesse esta em
seu preparo relativamente facil, permitirem boa permeabilidade da fase mével e
possuirem elevada area superficial, que propicia separagdes eficientes, (WU et
al., 2011).

As colunas monoliticas sdo constituidas pelos dominios (esqueleto de
silica ou gldbulos de polimero orgéanico) e longos canais que sao 0s espagos
vazios entre os dominios. A boa permeabilidade para a fase mdvel é resultado
da presencga desses canais com dimensdes préximas de 1 ym. A Figura 1
apresenta uma ilustracido exemplificando uma coluna monolitica no interior de

um tubo capilar, apontando para os dominios e 0s canais.

Figura 1 — llustragdo exemplificando uma coluna monolitica no interior de um

tubo capilar

Parede do capilar

Dominios

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

E desejavel que a fase estacionaria monolitica apresente grande area

superficial e consequentemente um grande numero de sitios de interagéo, o que
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permite obter elevada eficiéncia de separacdo. Isso €& conseguido com a
incorporacdo de um grande numero de pequenos poros que sdo encontrados
nos dominios da fase estacionaria monolitica. De acordo com suas dimensoes,
esses poros podem ser denominados como microporos (menores que 2 nm),
mesoporos (entre 2 e 50 nm) e macroporos (maiores que 50 nm). A porosidade
depende do monémero de entrecruzamento, da temperatura e do tempo de
polimerizagéo, mas principalmente do agente porogénico (FARIA et al., 2006).
A facilidade de preparo se deve ao fato das colunas monoliticas poderem
ser preparadas in situ, ou seja, diretamente no interior de tubos capilares, sem a
necessidade de filtros para reter o material, pois este pode se fixar nas paredes
internas. Existem trés tipos basicos de colunas monoliticas de acordo com a
natureza da matriz quimica que pode ser baseada em silica, baseada em

polimeros organicos ou ser um hibrido desses dois tipos.

1.3.1 Fases estacionarias monoliticas a base de silica

O principal método de preparo das colunas baseadas em silica é pelo
processo sol-gel a partir da policondensacao hidrocatalitica de um alcoxisilano
(tetrametoxisilano, por exemplo) na presenca de um polimero organico soluvel
em agua como modelador dos poros (agente porogénico). O processo se
desenvolve com o ganho de viscosidade da mistura passando de um sol para
um gel, acompanhado por uma separacgao de fases na qual o agente porogénico
perde sua solubilidade no meio, formando os poros. Subsequentemente ocorre
uma etapa de envelhecimento do gel com lenta evaporagdo do excesso de
solvente no interior dos poros completando os processos de hidrolise e
condensagao e aumentando as interligagdes entre cadeias poliméricas. Por fim,
€ necessaria uma etapa de secagem para remog¢ao completa da fase liquida
formada pelo solvente, reagentes, catalisadores e produtos de reagéo (SIOUFFI,
2003).
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1.3.2 Fases estacionarias monoliticas a base de polimeros organicos

Para as colunas baseadas em polimeros organicos, o preparo ocorre a
partir da polimerizagcdo de um ou mais tipos de mondmeros (geralmente
estirenos, metacrilatos e acrilamidas) em uma mistura contendo um agente de
entrecruzamento e um iniciador de polimerizagao, tudo na presenca de um ou
mais solventes porogénicos. A polimerizagao é feita por adi¢ao radicalar e pode
ser termoiniciada (por aquecimento) ou fotoiniciada (por radiagcao UV) (ZOU et
al., 2002). Geralmente a termoiniciada requer tempos muito maiores de
polimerizagao. O agente porogénico atua na solvatagcao das cadeias poliméricas
no meio reacional nos primeiros estagios da polimerizacdo e nesse caso a
formacgao dos poros depende da separagao de fases quando a solubilidade dos

nucleos poliméricos diminui (SVEC, 2010).

1.3.3 Fases estacionarias monoliticas hibridas

E crescente o desenvolvimento de colunas hibridas que buscam acumular
caracteristicas positivas das outras duas. As colunas baseadas em polimeros
organicos sao mais estaveis a variagao de pH e podem apresentar uma grande
diversidade de superficies quimicas possiveis de se obter devido a variedade de
monémeros disponiveis para o processo de polimerizagdo. Entretanto, sofrem
desgaste mecanico devido a sucessivos intumescimentos e encolhimentos
provocados por alguns solventes, gerando perda de repetibilidade nas analises
nas quais sdo empregadas. Ja as baseadas em silica sdo mais resistentes a
esse desgaste mecanico, mas sdo comprometidas em pH fora da faixa de
estabilidade da silica (pH entre 2 e 8), pois as ligagdes siloxanas (Si-O-Si) séo
mais vulneraveis ao ataque hidrolitico em pH <2 e pH > 8.

As colunas hibridas podem ser preparadas a partir de um alcoxisilano
organofuncionalizado, como o 3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano (MPTMS), por
exemplo, que contém um grupo metacrilato (Figura 2). O MPTMS é um
monémero que tem sido utilizado como modificador da parede interna do capilar

para permitir a ancoragem de materiais orgénicos na parede inorgéanica
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(POSTHUMUS; MAGUSIN, 2004). Entretanto, poucos trabalhos tratam do
MPTMS como um monémero constituinte principal da matriz polimérica (ZHENG
et al., 2007).

Figura 2 — Estrutura do mondmero 3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano

(MPTMS)

\
»

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O
oO—w—-0o0

A polimerizacdo desse tipo de monémero envolve dois processos
quimicos diferentes: (i) polimerizagao sol-gel, com hidrolise e condensagao dos
grupos alcoxisilanos (Figura 3) e (ii) polimerizagdo radicalar dos grupos
metacrilatos (LI; FRIES; MALIK, 2004). Ap6s a policondensacao dos monémeros
com formacéo de oligbmeros, a estrutura formada passa a ter varios pontos para
a polimerizagao e reticulagdo a partir dos grupos metacrilatos que possuem uma

ligacao 1T para a adigao radicalar (VAZ et al., 2012).

Figura 3 — Etapas de hidrdlise e condensagao do 3-(metacriloxipropil)-

trimetoxisilano levando a formagao de um dimero
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Dessa forma sao obtidas colunas com ligagbes covalentes entre partes
organicas e inorganicas, como as liga¢gdes silica-carbono hidroliticamente mais
estaveis. A parte organica pode conferir a fase estacionaria monolitica
caracteristicas hidrofobicas, o que levaria o sistema eletrocromatografico a atuar
como fase reversa, em que a fase estacionaria é apolar e a fase mével polar.
Além disso, esse tipo de monémero serve como uma interface entre a parede do
capilar e a matriz polimérica, permitindo a ancoragem da fase estacionaria
(Figura 4).

Figura 4 — Esquema mostrando a ancoragem de um trimero formado a partir do

3-(metacriloxipropil)-trimetoxisilano a parede interna do capilar de silica
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Parede interna do capilar Parede interna do capilar

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Além disso, pode ser possivel realizar a modificacdo do polimero
utilizando mondémeros com grupos metacrilatos, como o benzil metacrilato
(Figura 5). O processo deve ocorrer por adigdo radicalar a partir da ligagcéao 1

entre os grupos metacrilatos do MPTMS e do benzil metacrilato.
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Figura 5 — Estrutura do mondmero benzil metacrilato

0

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

1.3.4 Fotopolimerizagao in situ de fases estacionarias monoliticas

As colunas monoliticas podem ser produzidas pela polimerizagao de um
mondmero diretamente no interior do capilar (in situ) e o conjunto passa a se
denominar coluna monolitica (GUSEV; HUANG; HORVATH, 1999). A grande
maioria dos trabalhos envolvendo colunas monoliticas utiliza o processo de
termopolimerizagao, sendo o 2,2-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN) o principal
iniciador de polimerizagao utilizado (Figura 6). Em geral, os processos
envolvendo termopolimerizacdo s&o mais demorados e requerem um rigoroso
controle do tempo e da temperatura (ANDROVIC; BARTACEK; SEDLAK, 2016).

Figura 6 — Formacéao de radicais a partir do 2,2"-azobis(2-metilpropionitrila)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Uma alternativa sdo os processos de fotopolimerizacdo, como por
exemplo, os que utilizam como iniciador o o6xido de fenilbis(2,4,6-
trimetilbenzoil)fosfina que gera radicais ao absorver radiagdo em comprimento
de onda caracteristico, ou seja, 375 nm (Figura 7). Apds a geragao dos radicais
a polimerizagdo se propaga por adicao radicalar as ligagées do tipo 1 do

mondmero.
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Figura 7 — Formacao de radicais a partir da fotdlise do 6xido de fenilbis(2,4,6-

trimetilbenzoilfosfina

T—TU0=—0
N

uv |. [ ]

h
o) o) 375 nm o}

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A fotopolimerizacao in situ necessita que o material do capilar seja
transparente a radiagao utilizada na fotdlise do iniciador. Os capilares de silica
fundida comumente sao revestidos externamente com poliimida, que confere
robustez mecénica ao capilar, mas nao é transparente a radiacéo UV.

Como alternativa, existem capilares revestidos externamente com
fluoropolimero ou com poliacrilato, transparentes a uma determinada faixa da
radiacdo UV. Capilares revestidos com poliacrilato ja foram utilizados com
sucesso no preparo de colunas monoliticas (VAZ et al., 2008a). Entretanto, os
capilares com poliacrilato se mostraram relativamente quebradigos e com
variagdes consideraveis em seu didmetro interno.

Os capilares revestidos com fluoropolimero (série TSU da Polymicro
Technologies) sao transparentes a radiagao UV, permitindo a fotopolimerizagéao
da fase estacionaria monolitica. A série TSU tem transparéncia maior que 90%
a 214 nm, regido do espectro em que muitos analitos s&o detectados, o que
elimina a necessidade de remogéao do revestimento para criar uma janela éptica
de deteccao, sendo essa uma vantagem. Esse tipo de capilar permite o controle
visual do preenchimento do capilar com a mistura polimérica, a fotopolimerizacao

in situ e a avaliacdo da homogeneidade macroscopica do mondlito.

1.4 CARACTERIZACAO DA HOMOGENEIDADE DO MATERIAL
POLIMERICO

Como as colunas monoliticas sédo produzidas in situ, s6 €& possivel

observar a qualidade do material polimérico formado apds a coluna estar pronta.
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Ndo é o caso das colunas empacotadas, por exemplo, em que o material
particulado pode ser avaliado antes de rechear a coluna.

Apesar dos capilares do tipo TSU serem transparentes e, inclusive, ser
possivel visualizar o mondlito formado em seu interior, pequenas variagées em
sua homogeneidade sao dificeis de serem observadas a olho nu. Um
microscopio optico pode ser utilizado com essa finalidade. Ainda assim, em
alguns casos, variagdes pontuais podem ser dificeis de serem distinguidas e
detectadas visualmente, devido a prépria limitacdo do observador.

Uma forma de verificar a qualidade do mondlito de forma mais precisa &
a utilizacdo da microscopia eletrénica de varredura (SEM, scanning electron
microscopy). Porém, essa técnica requer que a coluna seja fragmentada em
diversos segmentos para que seja visualizada ponto a ponto, ou seja, a coluna
precisa ser destruida para ser observada no equipamento. Esse procedimento é
util quando se quer ter um conhecimento geral sobre as caracteristicas dos
monodlitos, como dimensao de cavidades, distancia entre unidades estruturais,
dentre outras, mas o custo do equipamento é bastante elevado (AGGARWAL;
TOLLEY; LEE, 2012).

Uma alternativa elegante e de baixo custo para avaliar apenas a
homogeneidade fisica da coluna, evitando sua destruicdo, seria pela
implementacdo do uso de detectores condutométricos sem contato acoplados
capacitivamente (C*D, capacitively coupled contactless conductivity detection).
Embora n&do tenham sidos projetados com esse intuito, mas sim como um
sistema de detecgdo para separagdes analiticas envolvendo eletromigragéo,
esse tipo de detector pode ser utilizado como scanner nao invasivo na verificagao
da homogeneidade fisica ou quimica ao longo da coluna de forma relativamente
rapida possibilitando que todas as colunas produzidas sejam avaliadas
(CONNOLLY et al., 2007, 2010).

Silva e Lago (1998) e Zemann et al. (1998) introduziram, de forma
independente, a deteccdo condutométrica sem contato, ou deteccao
oscilométrica, como sistema de deteccdo alternativo em analises envolvendo
CZE. Em termos praticos, uma cela oscilométrica consiste em dois eletrodos em
forma de anel de modo que um capilar com didmetro externo em torno de 360
MM possa passar no interior dos anéis (Figura 8). Os eletrodos sdo separados

por uma distancia fixa e uma corrente alternada € aplicada em um dos eletrodos
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a uma frequéncia otimizada. O circuito pode ser fechado entre os dois eletrodos
através de uma solucao eletrolitica contida no capilar. Ndo ha necessidade de
contato fisico entre os eletrodos e a solucdo devido as altas frequéncias
utilizadas. As espécies carregadas do eletrélito permitem a passagem da
corrente elétrica proporcionalmente a condutancia do meio, ou seja, quanto
menor a resisténcia da solugao, maior sera a corrente registrada (BRITO-NETO
et al., 2005; SILVA; LAGO, 1998; ZEMANN et al., 1998).

Figura 8 — Fotografia de um detector condutométrico posicionado ao longo de

um capilar e esquema ilustrando uma cela oscilométrica

Capilar

Eletrodos

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Como a corrente medida é uma propriedade da solu¢cdo, nenhuma
seletividade € encontrada neste tipo de detecgdo, o que o torna um detector
universal. A condutancia do meio depende do numero de ions, das cargas e da
mobilidade de cada ion presente na solucdo. Espera-se que a variacdo da
quantidade de ions em um determinado volume fixo do capilar gere uma variagéo
do sinal posteriormente convertido em condutividade (SILVA, 2003). Porém, em
um capilar preenchido com coluna monolitica, esse volume fixo pode apresentar
quantidades diferentes de solugdo. Assim, torna-se possivel identificar regides
no interior de uma coluna monolitica em que a quantidade de solugéo e,
consequentemente a quantidade de ions, seja maior devido a baixa quantidade
de material polimérico (CONNOLLY et al., 2007, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Preparar, caracterizar e aplicar fases estacionarias monoliticas
fotopolimerizadas para uso em colunas de separagao cromatografica em escala

capilar utilizando um equipamento de CE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as condicdes de preparo de fases estacionarias monoliticas
baseadas no monémero MPTMS.

Utilizar um C*D como scanner nao invasivo para verificar a
homogeneidade e densidade de material polimérico.

Avaliar a aplicabilidade de um equipamento de CE para analises
envolvendo CLC.

Otimizar a separagao por CLC de uma mistura de cinco hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (naftaleno, acenafteno, fluoreno, antraceno e fenantreno)
e de uma mistura de trés esteroides (estriol, 17-B-estradiol e progesterona).

Aplicar a CEC na analise quantitativa de amostras de emulséo
transdérmica contendo associagao de estriol e 17-B-estradiol.

Caracterizar o polimero pela espectroscopia de NMR no estado sdlido dos

nucleos 13C e 29G;.
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3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES, PADROES E AMOSTRAS

Nas etapas de pré-tratamento do capilar e preparo da coluna monolitica
foram utilizados: acido cloridrico (HCI) supra puro - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil);
hidroxido de sédio (NaOH) P.A. - Labsynth (Diadema, Brasil); metanol (MeOH)
P.A. - Quimex (Tubarédo, Brasil); (3-metacriloxipropil)-trimetoxisilano - Acros
Organics (New Jersey, EUA); 6xido de fenilbis(2,4,6-trimetilbenzoil)fosfina; 2,2'-
azobis(2-metilpropionitrila); benzil metacrilato - Aldrich (Steinheim, Alemanha);
tolueno - Beckman (Fullerton, EUA). Para o preparo da fase mével: acetonitrila
(ACN) e acetato de aménio (NHsAc) P.A. - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os
padrbes utilizados foram: naftaleno, acenafteno (99,0%) - Sigma (Saint Louis,
EUA); antraceno (99,0%) e fenantreno (97,0%) - Fluka (Buchs, Suiga); fluoreno
(98,0%) - Aldrich (Steinheim, Alemanha); tiouréia P.A. - Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). Padrées secundarios de estriol (99,61%), 17-B-estradiol (100,23%) e
progesterona (99,32%) foram cedidos e rotulados em frascos ambar pela
Ortofarma (Matias Barbosa, Brasil). Uma amostra comercial de emulsao
transdérmica contendo associagdo de estriol (4,0 mg g') e 17-Bestradiol
(1,0 mg g') foi adquirida para andlise quantitativa por CEC.

Todas as solugbes aquosas foram preparadas com agua tratada pelo
sistema de osmose reversa utilizando o Aparelho de Osmose Reversa - Q842

da Quimis (Diadema, Brasil).

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados capilares de silica fundida revestidos externamente com
fluoropolimero da série TSU e com poliimida da série TSP, ambos da Polymicro
Technologies (Phoenix, EUA). As dimensdes dos capilares foram: 100 ym de
diametro interno e 360 um de didmetro externo.

Para o processo de condicionamento do capilar, preenchimento com a

solugcao fotopolimerizavel e lavagem da coluna monolitica foram utilizadas
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seringas Gastight (25 uL-1702-RNR) - Hamilton Company (Reno, EUA); seringas
descartavel (5 mL) - Becton Dickinson (Juiz de Fora, Brasil) unides do tipo
MicroTight® (P-720 e P-662) - Upchurch Scientific (Oak Harbor, EUA); e um
dispositivo de pressurizagao labmade que permite inserir fluidos no capliar

lentamente e com precisao pela seringa (Figura 9).

Figura 9 — Dispositivo de pressurizagao para controle da insercao de fluidos no

capilar
| |
Parafuso Seringa Conexdo | Capilar de silica |
.: ) T }:Ti
> 8,0cm

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Coluna monolitica

A fotopolimerizagdo foi realizada em um reator fotoquimico labmade
equipado com 6 lampadas negras de 15 W cada e com emisséo predominante
em 375 nm (VAZ et al., 2008b). A termopolimerizacao foi realizada em Banho
Térmico com Cuba Redonda - Q218 da Quimis (Diadema, Brasil).

Um C*D labmade foi utilizado na caracterizagdo nao invasiva das colunas
monoliticas com o auxilio de um software para aquisicdo e monitoramento de
dados baseado na plataforma LabVIEW 8 da National Instruments
(FRANCISCO; DO LAGO, 2009).

Um microsépio 6ptico, com capacidade de ampliar a imagem em até 400
vezes, foi utilizado para verificar a homogeneidade fisica das colunas
monoliticas. Esse microscépio transmite as imagens ao computador através de
uma porta USB.

Foi utilizado nas analises cromatograficas e eletrocromatograficas um
equipamento de CE da Agilent Technologies, modelo 7100, equipado com fonte
de alta tensao (x 30 kV), sistema de detecgdo com arranjo de diodos, controle
de temperatura no interior do cartucho por passagem de ar forgcado e programa
para controle, aquisicao e tratamento de dados Agilent ChemStation — Rev.

B.04.03 (modelo 7100). Foi instalado no aparelho um cilindro de gas nitrogénio
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ultrapuro - White Martins (Juiz de Fora, Brasil) para permitir aplicagdo de
pressdes entre de 2 e 12 bar.

Os experimentos de NMR no estado soélido do '3C e do 2°Si foram
realizados em um espectrémetro Bruker Avance Ill HD 300 operado em um
campo de 7,05 T. As analises foram executadas em uma sonda CPMAS e

rotores de ZrO2 (tampas de Kel-F) de 4 mm.

3.3 PREPARO DAS COLUNAS MONOLITICAS

Foram produzidos trés tipos de colunas monoliticas cujas as composigoes
das solugdes polimerizaveis que dao origem aos polimeros da fase estacionaria
estao descritas na Tabela 2. As colunas | e Il foram preparadas pelo processo
de fotopolimerizagdo usando capilares TSU. A coluna Il foi produzida com o
intuito de modificar a coluna | com o grupo benzila oriundo do benzil metacrilato
para aumentar a hidrofobicidade. A coluna Il foi preparada pelo processo de

termopolimerizacao, tanto em capilar TSU quanto em capilar TSP.

Tabela 2 — Composi¢ao das solugdes polimerizaveis

Coluna MPTMS aHCI Fotoiniciador Tolueno BM AIBN

(mL) (mL) (9) (mL) (mL)  (mL)
| 1,537 0,463 0,0559 8,0 - -
I 1,230 0,463 0,0559 8,0 0,307 -
1l 1,537 0,463 - 6,3 - 1,7

a: HCI 0,12 mol L-'; BM: benzil metacrilato
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

3.3.1 Preparo das colunas monoliticas fotopolimerizadas

As colunas monoliticas fotopolimerizadas foram produzidas seguindo o
procedimento descrito por Vaz et al. (2012) que esta simplificado no fluxograma
da Figura 10. Inicialmente os capilares de silica fundida foram submetidos a um

pré-tratamento para ativagdo dos grupos silandis da parede interna. Esse
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preparo consiste na passagem de fluxos sequenciais de NaOH 1,0 mol L1, HCI
0,1 mol L' e metanol, nessa ordem, durante 30 minutos cada. Nessa etapa, a
unidao MicroTight® P-662 foi utilizada para conectar o capilar a seringa
descartavel de 5 mL cujo o émbolo foi pressurizado pelo dispositivo da Figura 9
fazendo fluir pelo capilar a solugao contida em seu interior. Apds essa etapa, o
interior do capilar foi seco pela passagem de ar.

O MPTMS foi misturado ao catalisador HCI 0,12 mol L-', com 10 minutos
de agitagéo, dando origem a solugdo monomeérica. O fotoiniciador foi solubilizado
em tolueno, com agitacdo de 5 minutos, originando a solugdo porogénica.
Quando se utilizou o benzil metacrilato, este foi adicionado a solugédo porogénica.
As solugbes monomérica e porogénica foram misturadas, com agitagdo de 30

minutos, para obtencao da solugao fotopolimerizavel.

Figura 10 — Fluxograma do processo de produg¢ao das colunas monoliticas

Capilar NaOH 1.0 M HCI 01 M 1)2MZOH Capilar com
de silica — (Si-O'Na") —  (Si-OH*) ) SN grupos

] . 30 min 30 min 30 min S
(Si-0-Si) silandis

cada
MPIMS Agitacdo Solugdo
10 min | monomérica
HCI 0,12 M — .
Agitagdo Solucdo

30 min | fotopolimerizavel

Fotoiniciador
+

Agitacdo Solugdo
5min | porogénica

Tolueno
v
Polimero com Fotoinicializagdo Capilar
Coluna MeOH , UV (375 nm) P .
it < residuos < o min preenchido
monolitica (8,0 cm) (8,0 cm)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A solucao fotopolimerizavel foi deixada em repouso por pelo menos 48
horas para a separagao da fase organica a qual é utilizada na polimerizagcédo. A
solugao fotopolimerizavel foi armazenada em frasco ambar envolto por papel

aluminio. Apds esse periodo, a fase organica foi transferida para tubos
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Eppendorf de 2 mL e centrifugada a 6000 rpm por 5 min para separar eventuais
residuos de fase aquosa.

A introdugao da fase orgéanica da solugao fotopolimerizavel no capilar foi
feita de duas formas distintas: i) utilizando o dispositivo de pressurizacao e ii)
utilizando o fenbmeno de capilaridade. Em ambos os casos, o controle da
insercao da solugao no capilar foi feito visualmente até que a solugédo ocupasse
a porcéao desejada (9,0 cm a partir de uma das extremidades).

Quando o dispositivo de pressurizacao foi utilizado, a solucao foi
incialmente colocada em uma seringa Gastight 1702-RNR de 25 uL acoplado ao
dispositivo e conectada ao capilar através da unido MicroTight® P-720. O
émbolo da seringa foi entdo pressionado pelo dispositivo lentamente até que a
solugéo ocupasse a segao desejada do capilar.

No caso do preenchimento por capilaridade, inicialmente uma seringa
descartavel (5 mL) foi utilizada para remogao do ar do interior do capilar. A
seringa foi conectada ao capilar através de uma unidao MicroTight® P-662. O
émbolo da seringa foi puxado até o limite para remogao do ar do capilar. Sem
deixar o émbolo retornar a posigao inicial, o capilar foi desconectado da seringa.
Esse procedimento foi realizado por trés vezes consecutivas. Apds isso, o capilar
desconectado da seringa foi imerso apenas por uma das extremidades no frasco
contendo a solucgéao fotopolimerizavel. A Figura 11 mostra uma fotografia com as

seringas e conexdes utilizadas.

Figura 11 — Fotografia mostrando seringas e conexdes utilizadas no preparo

das colunas monoliticas

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Depois de preenchido, o capilar foi colocado no reator fotoquimico
permanecendo por 20 minutos. Apds esse periodo, os residuos da reagao de
polimerizagao foram removidos do capilar com a passagem de fluxo de metanol
utilizando o dispositivo de pressurizacdo. Nessa etapa, foi utilizada a unidao
MicroTight® P-720 para conectar o capilar a seringa Gastight 1702-RNR de 25
ML contendo o metanol. O tamanho da coluna foi padronizado para 8,0 cm

cortando-se 1,0 cm da porg¢ao inicial da coluna.

3.3.2 Preparo das colunas monoliticas termopolimerizadas

O procedimento para o preparo das colunas monoliticas
termopolimerizadas foi bastante semelhante ao das colunas fotopolimerizadas.
Contundo, o termoiniciador foi adicionado a mistura porogénica em substituicéo
ao fotoiniciador e a introdugao da solugao termopolimerizavel no capilar foi feita
apenas por capilaridade. Além disso, quando foi utilizado o capilar TSP, o
preenchimento precisou ser monitorado pelo C*D, conforme sera discutido
posteriormente. Neste caso, o detector foi posicionado na regido do capilar
selecionada como limite para a solugao termopolimerizavel e o preenchimento
monitorado pela variagdo da condutividade através do software.

Os capilares preenchidos foram selados nas extremidades com pequenos
pedacos de borracha e mergulhados em banho térmico a 60 °C durante 24 horas.
Apos este periodo, os residuos de polimerizagdo foram removidos da mesma

forma como foi feito para as colunas fotopolimerizadas.

3.3.3 Armazenamento das colunas monoliticas

Os capilares contendo a coluna monolitica precisam ficar preenchidos
com um solvente para evitar que o polimero seque e que sucessivos
intumescimentos e encolhimentos causem danos fisicos ao material. Dessa
forma, como mostrado na Figura 12, o capilar preenchido com metanol teve as
extremidades imersas em reservatorios contendo o solvente para evitar que o

conteudo do capilar secasse.
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Figura 12 — Fotografia mostrando os capilares contendo as colunas monoliticas

preenchidas com solvente para serem armazenadas

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

3.4 PROCEDIMENTO PARA A CARACTERIZAGAO NAO INVASIVA DE
COLUNAS MONOLITICAS COM DETECTOR CONDUTOMETRICO

O procedimento para caracterizagdo ndo invasiva utilizando o C*D como
scanner consistiu em deslocar o detector ao longo do capilar de 5 em 5 mm a
cada 1 minuto. O deslocamento foi feito fora do equipamento de CE puxando-se
manualmente uma das extremidades do capilar disposto sobre uma régua. O
capilar contendo a coluna monolitica foi preenchido com uma solugao eletrolitica
constituida de acido acético 40 mmol L' e 20% de ACN. A Figura 13 mostra uma

fotografia do esquema experimental.
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Figura 13 — Fotografia do esquema experimental mostrando o posicionamento

do detector condutométrico ao longo da coluna monolitica

-
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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O sinal gerado pode entdao ser monitorado pelo software indicando a
condutividade do meio na regido da coluna em que o detector esta posicionado
em determinado instante de tempo. Esses dados sdo gerados em forma de um

grafico de condutividade em fungéo do tempo.

3.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA ANALISES EM CROMATOGRAFIA A
LIQUIDO E ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A coluna monolitica no interior do capilar oferece resisténcia a passagem
de fluxo de fase movel, solugbes ou solventes. Pressbes convencionais do
equipamento de CE (da ordem de 10-3 bar) ndo s&o suficientes para vencer essa
resisténcia e dessa forma um sistema de alta pressurizagao externa a partir de
um cilindro de nitrogénio deve ser utilizado. No software, a fungao highpressure
€ usada para pressurizacao dos reservatorios entre 2 e 12 bar. No caso das
analises por CEC essa pressao é utilizada para o condicionamento da coluna e
no caso das analises por CLC essa pressdao é utilizada também para
bombeamento da fase movel durante as corridas.

A Figura 14 mostra um esquema geral adotado para as analises por CEC
e CLC. A coluna monolitica é posicionada imediatamente antes do detector que
incide o feixe de luz em uma regiao livre de fase estacionaria, lembrando que o
capilar de silica fundida com revestimento externo de fluoropolimero é
transparente a radiacdo UV, mas o polimero da coluna monolitica ndo. Todas as
solugdes e solventes sao inseridos no capilar de modo que passem primeiro pela
coluna antes de passar pelo detector. Para injegdo de solugbes de padrdes e
amostras, o capilar € imerso no reservatério contendo essas solugées e uma
pequena pressao é aplicada para entrada de uma certa quantidade no capilar.
Depois o capilar é imerso no reservatério contendo a fase mével e pressurizado
para bombeamento da mesma.

Outros procedimentos especificos para cada analise estdo descritos ao

longo das respectivas se¢des que tratam dos resultados e discussoes.
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Figura 14 — Esquema geral de procedimento para as analises

a) b)
Detecgéo UV Detecgdo UV
_
Coluna Sentido Coluna Sentido
(8,0 cm) do fluxo (8,0 cm) do fluxo
Injecéo Injecéo
— —
inlet outlet inlet outlet
Anodo (+) Catodo (-) }
ddp (kV) Presséo (2-6 bar)
I i

(a) eletrocromatografia capilar e (b) cromatografia a liquido capilar
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

3.6 PROCEDIMENTO PARA OBTENGCAO DOS ESPECTROS DE NMR NO
ESTADO SOLIDO DO 3C E DO 29Si

Para realizar as analises de NMR, 4,5 mL da solugéo fotopolimerizavel
foram transferidos para uma seringa plastica e levados ao fotoreator por 20
minutos para polimerizacdo. Apos o periodo de polimerizagdo, os polimeros
foram lavados com 40 mL de metanol, simulando a lavagem feita com o polimero
no capilar (Figura 15).

Antes de ser analisado, o polimero ficou secando a temperatura ambiente
durante 72 horas. No equipamento de NMR, a frequéncia de Larmor foi
selecionada em 78,9 MHz para o nucleo de 27Al, 75,0 MHz para o 3C e 59,6
MHz para o 2°Si. Os espectros do nucleo de '3C foram obtidos utilizando giro-ao-
angulo magico, numa frequéncia de 3 kHz, e polarizagdo cruzada. Os
deslocamentos quimicos foram padronizados de forma indireta através de uma
amostra de glicina, com sinal referente a carbonila em 176,00 ppm em relagao
ao TMS que é o padrdo primario. Os espectros do nucleo de 2°Si foram
realizados numa sequéncia one-pulse desacoplado com o nucleo de hidrogénio
(*H), tempo de relaxacgéo (d1) foi de 10 s e foram realizadas 3048 aquisigdes. As

amostras foram giradas numa frequéncia de 5 kHz e uma amostra sdlida de
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caulinita (Al2Si20s5(OH)4) foi utilizada como padrdao externo (-91,5 ppm em

relacao ao padrao primario TMS).

Figura 15 — Fotografias do procedimento de limpeza dos polimeros para
analise de NMR

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO NAO INVASIVA DE COLUNAS MONOLITICAS

4.1.1 Avaliagao macroscopica de colunas monoliticas

Geralmente, a primeira avaliacdo que se faz em uma coluna recém
produzida € por uma simples visualizacdo macroscépica a olho nu e
irregularidades nas colunas podem passar despercebidas. Tais falhas acabam
sendo detectadas apenas quando as colunas ja estdo sendo utilizadas em
alguma analise, através da falta de reprodutibilidade dos tempos de retencéo,
alargamento de picos, coeluicdes, dentre outros, o que gera grande prejuizo
operacional.

Falhas grosseiras sao faceis de serem observadas. Na fotografia da
Figura 16 estao trés colunas monoliticas preparadas em capilar TSU. A regiao
do capilar onde esta localizada a fase estacionaria € branca e opaca,
contrastando com a regido transparente da regido vazia do capilar. A Coluna A
ocupa os 8 cm iniciais do interior do capilar e o restante do capilar esta vazio
internamente. A olho nu podemos dizer que a coluna apresenta excelente
homogeneidade fisica.

Ja a Coluna B ocupa uma porcao bem maior do capilar e apresenta falhas
grosseiras em sua estrutura fisica que podem ser observadas em torno de 1,5 e
4,0 cm da régua. Provavelmente essas falhas sdo causadas por deslocamento
do material polimérico que n&o se ancorou adequadamente a parede interna do
capilar de silica. Essa falha na ancoragem pode estar associada a
irregularidades na parede interna do capilar ou falhas no processo de
condicionamento para exposi¢cao dos grupos silandis.

Na Coluna C notamos uma falha bem discreta e pontual préoximo a 6,4 cm
da régua. Esse tipo de falha € comum quando ha presenca de bolhas na solugao
polimerizavel. Aqui é importante ressaltar que nos estagios inicias da pesquisa,
o preenchimento do capilar com a solugao polimerizavel era feito com seringa

através do dispositivo de pressurizagcédo. O processo de sucgao da solugao pela
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seringa pode gerar minusculas bolhas na solugao que é transferida. Além disso,
pode haver presenca de ar na conexao entre a seringa e o capilar.
Eventualmente essas bolhas podem ser inseridas no interior do capilar
juntamente com a solugéo polimerizavel e, obviamente, ocasiona falhas na

estrutura do mondlito.

Figura 16 — Fotografia de trés colunas monoliticas com diferentes

homogeneidades fisicas

Coluna A

Coluna B

Coluna C

Coluna A: sem falhas; Coluna B: falhas grosseiras; Coluna C: falha pontual; a
graduacéo da régua é dada em centimetros
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Quando a presenca de bolhas foi notada na solugao ja inserida no capilar,
foi necessario remover a solugao do capilar e realizar uma limpeza com metanol
para remover residuos da solugéo, com posterior secagem do interior do capilar
com ar. Esse processo consome tempo e nem sempre os resultados séo
satisfatorios. Muitas vezes a coluna apresentou deslocamento de material, como
da Coluna B da Figura 16, ou até mesmo entupimento. Isso pode ter acontecido
pela presenga de residuos de metanol no capilar ou até mesmo de solugao
polimerizavel.

Uma alternativa testada com sucesso foi o uso do dispositivo de
pressurizacdo de modo inverso, ou seja, o dispositivo puxaria o émbolo da

seringa vazia conectada ao capilar imerso na solugcdo polimerizavel como se
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esse fosse uma extensao da agulha da seringa. Assim, a solugdo nao passaria
por qualquer conexao e evitaria o contato com o ar (RIBEIRO et al., 2015).
Embora essa alternativa tenha se mostrado promissora, a montagem do aparato
parece ser trabalhosa. O préprio ato de desconectar a seringa do capilar pode
gerar diferengcas de pressdo que fazem o liquido no interior do capilar se
deslocar.

Como forma de evitar o uso do dispositivo de pressurizagao, de seringas
e conexdes, foi proposto o preenchimento do capilar usando o fenédmeno natural
de capilaridade que ¢é a propriedade fisica que os fluidos tém de subir ou descer
em tubos extremamente finos. A combinacao de tensado superficial, causada
pela coesao entre as moléculas do liquido, com a adesao do liquido a superficie
desse material, pode fazé-lo subir por ele (ATKINS; DE PAULA, 2009).

Observou-se que a solugao polimerizavel ndo é capaz de subir ao longo
do capilar naturalmente. A presenca de ar dentro do capilar pode dificultar a
entrada da solugao. Nesse caso, foi necessario remover o ar do interior do capilar
com uma seringa para depois realizar o preenchimento. Dessa forma,
capilaridade pode n&o ser a melhor denominacao para o fenémeno ocorrido, mas
optou-se por utiliza-la aqui por se tratar da entrada de um liquido no interior de
um tubo capilar sem pressuriza¢ao ou succao auxiliar de forma direta.

Sob essas condigdes, a solugéo polimerizavel é capaz de subir ao longo
do capilar com uma velocidade que permite monitorar seu deslocamento, através
do capilar transparente, até o ponto desejado. No caso, o ponto desejavel € em
torno de 9,0 cm a partir da extremidade do capilar em contato com a solugao. Ao
atingir o ponto desejado, a extremidade do capilar € removida de dentro da
solucdo. Para esse deslocamento o processo funcionou sem problemas, mas
casos com colunas mais longas necessitam ser investigados. Na tentativa de
produzir uma coluna de 27,0 cm, por exemplo, o fendmeno de capilaridade nao
foi suficiente.

O preenchimento por capilaridade se mostrou mais pratico e rapido do
gue o com o dispositivo de pressurizacao. A solucdo polimerizavel leva cerca de
20 segundos para preencher os 9,0 cm do capilar. Além disso, esse processo
eliminou a formacgao de bolhas na solugao polimerizavel e o nimero de colunas

com falhas fisicas como os das colunas B e C da Figura 16 praticamente reduziu-
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se a zero. Dessa forma, todas as colunas passaram a ser produzidas a partir

desse processo.

4.1.2 Avaliagcdo microscopica de colunas monoliticas termopolimerizadas

Para produzir colunas monoliticas a partir do processo de
fotopolimerizagéo é necessario que o resvestimento externo do capilar de silica
fundida seja transparente a radiacdo usada no processo de fétolise do agente
iniciador da polimerizacgao. Os capilares que abrangem essa categoria, como 0s
denominados comercialmente como TSU, podem ser encontrados no mercado,
porém seu custo é mais elevado do que os capilares de silica revestidos com
poliimida (TSP). Além disso, como os capilares TSU sdo menos comuns no
mercado brasileiro, existe uma certa dificuldade para importa-los.

Neste cenario em que os capilares TSP sdo mais acessiveis, embora nao
sejam transparentes, € desejavel a termopolimerizacdo como uma opg¢ao para o
preparo de colunas monoliticas. Como forma de iniciar os estudos envolvendo
termopolimerizagao, foi proposto uma composi¢cdo polimérica (Tabela 2)
substituindo o iniciador de polimerizacdo Oxido de fenilbis(2,4,6-
trimetilbenzoil)fosfina por um iniciador amplamente usado no processo de
termopolimerizagao, o 2,2'-azobis(2-metilpropionitrila) (SVEC; 2010).

Quando o capilar é transparente, o processo de preenchimento pode ser
monitorado visualmente observando a solugdo deslocando-se pelo capilar. O
proprio polimero formado pode ser observado a olho nu no capilar TSU, porém,
no capilar TSP, essa ndo é uma realidade.

Como as colunas monoliticas ocupam apenas uma porgéo do capilar (o
restante do capilar fica vazio), foi proposto o monitoramento do preenchimendo
do capilar através de um C*D. Neste caso, o detector foi posicionado na regido
do capilar selecionada como limite para a solugéo termopolimerizavel (Figura 17)
e o preenchimento monitorado pela variacdo da condutividade através do
software. Foi considerado o meio do detector como ponto de medi¢ao e 9,0 cm

o espaco do capilar a ser preenchido.
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Figura 17 — Fotografia mostrando o posicionamento do C*D no capilar TSP

para monitorar o preenchimento
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Na Figura 18 temos o grafico gerado com os dados do C*D. Apds
acionado o detector, foi dado um tempo de cerca de 2 minutos para estabilizacao
da linha base e apods esse periodo a extremidade do capilar foi inserida na

solugéo termopolimerizavel. Por volta dos 2,4 minutos o detector acusou uma
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variagao de condutividade, indicando que a solugao chegou ao ponto desejado.
Imediatamente, a extremidade do capilar foi removida da solugdo. Esse mesmo
procedimento foi feito usando capilar TSU para verificar se a solugao realmente
atingia o ponto desejado. Uma vez que esse capilar é transparente, foi possivel

observar isso visualmente.

Figura 18 — Grafico de condutividade em fung¢ao do tempo indicando o

preenchimento do capilar
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Apods o preenchimento, as extremidades do capilar foram seladas com
pedacos de borracha. O capilar foi entdo colocado em banho térmico a 60 °C
durante 24 horas. Apds esse periodo, a coluna foi limpa com metanol. Tanto
capilares TSP quanto TSU passaram por esse processo. No capilar TSU foi
possivel verificar visualmente o polimero formado no interior do capilar. No
capilar TSP, a visualizacdo a olho nu da formacao do polimero foi duvidosa.
Como alternativa, um microscopio optico foi usado. Na Figura 19 podemos
observar um capilar TSP vazio e outro com a coluna monolitica formada pelo

processo de termopolimerizacao.
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Figura 19 — Imagem de microscopio 6ptico mostrando um capilar TSP vazio e

outro com coluna monolitica

(a)

4 mm

(b)

[ 4 mm [

a) capilar TSP vazio e b) capilar TSP com coluna monolitica termopolimerizada
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

E importante ressaltar que a composicdo da solucdo termopolimerizavel
bem como as condi¢des de polimerizacdo, como tempo e temperatura, precisam
ser estudadas e otimizadas. Além disso, essas colunas termpolimerizadas ainda
precisam ser colocadas a prova em separacdes capilares por CEC e CLC.
Entretanto, esse estudo nido sera mostrado aqui. Os resultados apresentados
daqui em diante serao todos referentes a colunas fotopolimerizadas em capilar
TSU.

49



Resultados e discussies |

4.1.3 Avaliagao microscoépica de colunas monoliticas fotopolimerizadas

Como foi discutido anteriormente, alguns detalhes no preparo da coluna
monolitica podem alterar sua homogeneidade fisica, que em alguns casos néo
pode ser detectavel a olho nu. Um desses detalhes é a separacao de fases da
solucao fotopolimerizavel. A maior parte da solugao € constituida por tolueno,
mas existe uma pequena fragcdo aquosa proveniente da solugcdo de HCI. Para a
polimerizagao, interessa a fase contendo os monémeros e o fotoiniciador, no
caso, a fase organica.

A separacgao de fases ocorre naturalmente, mas uma pequena fragédo da
fase aquosa pode ficar dispersa na fase organica em uma emulsao. Quando isso
acontece, a presencga de agua pode alterar a porosidade do material durante o
processo de polimerizagdo, uma vez que os solventes da mistura polimérica
atuam como modeladores de poros (SVEC, 2010).

Era esperado, portanto, que a centrifugagao da solucao fotopolimerizavel
separasse por completo eventuais residuos de fase aquosa na fase organica e
reduzisse a quantidade de falhas na coluna monolitica. Isso pode ser
comprovado mediante a avaliacdo da densidade de material polimérico da
coluna monolitica através da analise de uma imagem de microscoépio éptico.
Nesse sistema, uma luz de fundo é utilizada para gerar um contraste com o
material polimérico.

Na Figura 20, a coluna D representa uma coluna em que a solugio
fotopolimerizavel nado foi centrifugada e a coluna E uma em que houve
centrifugacao. A densidade de material da coluna E é maior do que a da coluna
D. Considerando que o experimento foi feito em triplicata e que em todos os
casos esse resultado se repetiu, a centrifugacao da solucao fotopolimerizavel é

um fator importante no processo de producdo das colunas monoliticas.
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Figura 20 — Imagem de microscopio optico de colunas monoliticas mostrando a

diferenga quando a solugéao fotopolimerizavel é centrifugada

Coluna D

[ 4 mm

Col_una E

e

| 4 mm [

Coluna D: sem centrifugagéo da solugao fotopolimerizael; Coluna E: com
centrifugagao da solugao fotopolimerizavel
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.1.4 Avaliacao de colunas monoliticas usando o detector condutométrico

Uma maneira elegante de se fazer o monitoramento da homogeneidade
seria pela implementagado do uso de C*D como scanner nao invasivo. Esse tipo

de detector pode ser utilizado na verificagdo da homogeneidade fisica ou quimica
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ao longo da coluna de forma relativamente rapida possibilitando que todas as
colunas produzidas sejam avaliadas, sem destrui-las de forma invasiva.

Para demonstrar a aplicabilidade desse sistema, um microscopio optico
foi utilizado de forma a auxiliar na identificacdo visual de possiveis regides da
coluna em que a densidade de material polimérico sofresse alteracao. Esse tipo
de situacao esta exemplificado na imagem de microscopio da Figura 21.
Podemos notar que a regido mais a esquerda da coluna, o material se apresenta
bastante denso, sem falhas. Ja a regido mais a direita, € possivel notar falhas na

coluna.

Figura 21 — Imagem de microscopio optico de uma coluna monolitica com

variacao da densidade de material polimérico

4 mm

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Mesmo que o microscopio auxilie na identificacdo de variagdes na
densidade de material, ndo € possivel garantir que a por¢do mais interna da
regido da coluna mais a esquerda na Figura 21 nao apresenta falhas, uma vez
que a luz de fundo possa estar sendo bloqueada apenas pela porcado mais
externa. Da mesma forma, outras pequenas variagdes podem nao ser possiveis

de serem visualizadas.
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Nesse sentido, o C*D apresentaria melhor sensibilidade, como
apresentado no grafico da Figura 22. Esse grafico mostra a variacdo da
condutividade, em unidades arbitrais, no interior do capilar em uma regido com
coluna monolitica, mais especificamente a regido que abrange a secao

apresentada na imagem da Figura 21.

Figura 22 - Grafico de condutividade em fungao do tempo mostrando variagoes

da densidade de material polimérico ao longo de uma coluna
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Obs.: 10-19 min, regido com alta densidade de material; 19-28 min, regido com baixa
densidade de material; 28-35 min, regido com alta densidade de material
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os primeiros 10 minutos da analise foram utilizados para estabilizagao da
linha base. Apds esse periodo, o detector foi deslocado ao longo do capilar em
5 mm a cada a 1 minutos. A partir de 17 minutos o detector acusa uma pequena
variacao de sinal. Outra pequena variagao é notada aos 18 minutos. Uma grande
variagado no sinal acontece aos 19 minutos, exatamente quando o detector se
posiciona na regido com baixa densidade de material. Outras pequenas
variagdes sdo notadas aos 20 e 21 minutos. Aos 23 minutos praticamente n&o
ocorre variagao do sinal. Nesse momento o detector passou a ser deslocado no
sentindo inverso para confirmar os resultados anteriores.

Considere como volume total a regido do capilar compreendida entre os

eletrodos do detector. O volume ocupado pela solugao eletrolitica € o volume
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total menos o volume ocupado pelo material polimérico. Em uma regido com
baixa densidade de material, o0 volume ocupado pela solucéo eletrolitica € maior.
Consequentemente, a quantidade de espécies carregadas dentro do volume
total também aumenta. A condutancia do meio depende do numero de ions, das
cargas e da mobilidade de cada ion presente na solugdo. Entdo, a variagao do
volume ocupado pela solucado eletrolitica gera uma variagédo do sinal convertido
em condutividade.

De fato, a utilizagdo do C*D como um scanner capaz de identificar regides
com variagdes longitudinais de densidade de material em colunas monoliticas foi
reportada na literatura (CONNOLLY et al., 2007). Porém, foi reportada uma
situacéo drastica em que falhas no polimero foram forjadas, levando a grande
diferenca de densidade de material. Aqui, foi possivel identificar falhas discretas
€ nao previsiveis.

Enquanto a grande variagéo de sinal aos 19 minutos pode ser relacionada
a imagem da Figura 21, que mostra a diferenca de densidade de material, as
pequenas variacdes de sinal podem ser explicadas pela presenca de regides
com pequenas variagdes de densidade de material. Tais variagbes ndo sao
possiveis de ser identificadas por uma imagem de microscépio 6ptico.

Esse resultado é promissor também para o caso em que se deseja
produzir novos sistemas de fases estacionarias monoliticas. Nesse caso,
densidade de material ou mesmo a porosidade precisam ser investigadas no
processo de otimizacdo da composicdo da solucdo polimerizavel e outras
condicoes de preparo.

Além disso, os dados de densidade de material obtidos a partir do C*D
podem ser correlacionados a performance de separacido das colunas
monoliticas no que diz respeito a sua capacidade de retencao de analitos. Por
exemplo, colunas com alta densidade podem apresentar um tempo maior de

retencao.
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4.2 CORRELAGCAO ENTRE PRESSAO APLICADA E VAZAO DE FASE
MOVEL PARA CROMATOGRAFIA A LIQUIDO CAPILAR

Para utilizar as colunas monoliticas como colunas de CLC no
equipamento de CE é necessario inicialmente fazer uma correlagao entre a
pressao aplicada para bombear a fase mével e a vazao de fase movel. A vazao
€ um pardmetro fundamental no desenvolvimento de métodos para
cromatografia a liquido e o equipamento de CE nao trabalha com esse
parametro, mas apenas com a pressao que € aplicada.

Dessa forma, foram estudados 5 niveis de pressao entre 2 e 6 bar, de
acordo com o permitido pelo equipamento de CE. Pressdes menores do que 2
bar ndo foram utilizadas por ndo serem aplicaveis pelo equipamento na
disposicdo adotada (injecbes pelo lado mais curto até o detector). Pressdes
maiores do que 6 bar nao foram utilizadas por serem passiveis de provocar
danos a coluna monolitica.

Um reservatério completamente preenchido por fase movel (70% v/v de
NHsAc 10,0 mmol L' e 30% v/v de ACN) foi alocado na posigéo de injegao (inlet)
do equipamento enquanto outro reservatério completamente vazio e
previamente pesado foi alocado na posicdo de saida (outlet). Tioureia
2 mmol L' foi utilizada como marcador de fluxo e injetada na coluna a 50 mbar
por 10 s. Foi aplicado presséo sobre o reservatorio inlet e, a cada 10 minutos, o
reservatorio outlet foi pesado para medir a massa de fase mével transportada
apos passar pelo capilar contendo 8,0 cm de coluna monolitica (36,0 cm de
comprimento total do capilar). Quando se utiliza o nivel de 2 bar de presséo, a
massa transportada em 10 minutos € muito pequena. Assim, o intervalo de
pesagem foi a cada 30 minutos.

Para cada nivel de pressao foram realizadas 5 pesagens. O experimento
foi realizado em triplicata, sendo cada réplica realizada com uma coluna distinta.
Um grafico contendo as curvas de massa em fungao do tempo esta apresentado
na Figura 23, com cada curva sendo a regressido linear entre ftriplicatas

auténticas.
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Figura 23 — Curvas de massa de fase mével em funcao do tempo de corrida

para os diferentes niveis de pressao
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Niveis de pressao: 2 bar (x), 3 bar(e), 4 bar (#), 5 bar (A) e 6 bar (m). Obs.: regressao
linear de triplicatas auténticas.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Utilizando a densidade da fase movel (0,95202 g mL") e o coeficiente
angular das curvas obtidas, foi possivel calcular a vazdo em pL min'. A
densidade da fase movel foi calculada apdés a medigao de sua massa em 5 niveis
de volume entre 0,01 e 1 mL, com 10 medi¢des em cada nivel, a temperatura de

25°C. A Tabela 3 mostra os valores de vazio encontrados.

Tabela 3 — Valores médios de vazao de fase movel e desvio padrao para

diferentes niveis de pressao

Pressio (bar) Vazio? (ML min) VazioP (ML min)
2 0,83 £ 0,01 0,88 + 0,03
3 1,10 £ 0,02 1,29 £ 0,04
4 1,61 0,05 1,73 £ 0,03
5 1,91 £ 0,05 2,04 £ 0,05
6 2.26 £ 0,08 2,36 + 0,03

a: vazao medida a partir da massa + desvio padrao; b: vazdo medida a partir do
tempo de retengéo da tioureia £ desvio padrao
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Quando se calcula a vazéo (v) utilizando a velocidade de migragao da

tioureia obtida a partir do seu tempo de retencao (Equagéo 3), obtemos valores
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ligeiramente maiores do que os encontrados utilizando a massa de fase mével
(Tabela 3). Isso pode ser explicado por erros experimentais durante a medi¢cao
da massa ou pelo fato de que para o célculo levando em consideragao o tempo
de retencao considerou-se o volume do capilar sem a presenca de fase

estacionaria.

Equacéao 3 — Vazao em fungao do tempo de retencéo da tioureia

T X132 X Ly
v =

tr

onde ric € o raio interno do capilar (50 um), Lt € o comprimento total da coluna
(8,5 cm) e tr € 0 tempo de retencéo da tioureia.

Outra constatacao importante é a reprodutibilidade das colunas no que diz
respeito a vazao de fase moével. O tempo de retencdo da tioureia para cada
pressdo estudada em trés colunas diferentes ndo teve variagao significativa
(Tabela 4). Os desvios padrdes relativos (RSD) da vazao de fase mével foram
todos menores do que 5%, ou seja, o parametro pressao € robusto e a vazéo

nao varia significativamente entre colunas diferentes.

Tabela 4 — Tempo de retencao da tioureia para diferentes niveis de pressao e

desvio padrao relativo da vazao de fase moével

Pressao (bar) tr1 tr2 tr3 Vazao Média® RSD" (%)
(min)  (min) (min) (ML min)
2 0,736 0,767 0,783 0,88 3,2
3 0,501 0,524 0,527 1,29 2,8
4 0,387 0,391 0,380 1,73 1,4
5 0,322 0,323 0,337 2,04 2,5
6 0,286 0,280 0,283 2,36 1,1

Obs.: tempos de retengdo em ftriplicata; a: vazao a partir do tempo de retengéo da
tioureia; b: desvio padrao relativo
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

E possivel perceber pela Figura 24 a relacdo de linearidade entre a
pressdo aplicada e a vazao de fase mdvel, mostrando que a aplicacdo de
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pressao pode ser utilizada sem problemas como parametro de um método para
CLC utilizando o equipamento de CE. A curva foi submetida a analise de
variancia e nao apresentou falta de ajuste em um intervalo de 95% de confianca,

conforme o valor de F calculado (3,45) foi menor que o de F tabelado (3,86).

Figura 24 — Curva de vazéo de fase movel em fungado da presséo aplicada
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Essa linearidade ¢é importante para mostrar que os métodos
desenvolvidos aqui poderao ser aplicados em um equipamento dedicado a LC,
como um nano-LC, por exemplo, bastando aplicar a vazao correspondente a
pressdo. Nesse caso, cabe ressaltar que a faixa de vazao reportada na literatura
para um sistema de nano-LC esta entre 0,01 e 1 yL min-' e para CLC entre 1 e
10 yL min-', embora exista no mercado equipamentos que trabalham entre 0,01
e 5 yL min-', como o Prominence nano (Shimadzu Corporation), que atende a
faixa obtida neste trabalho: 0,83 a 2,26 puL min'.

Na Figura 25 estao sobrepostos em um mesmo grafico os cromatogramas
obtidos apds 9 corridas consecutivas aplicando-se pressao de 2 bar. Nota-se

qgue o pico da tioureia nao sofre variagao significativa do tempo de retencgao.
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Figura 25 — Cromatogramas das primeiras 9 corridas de uma coluna monolitica

nova

i Tioureia

E —_—————————
E -2 1 ,, - “\\\;3\a706rr|da
-4 - T 22 corrida
-6 - T
8 12 corrida
-10 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Corridas sob pressao de 2 bar com injegao de tioureia 2 mmol L' a 50 mbar x 10 s;
deteccao a 220 nm; temperatura a 25°C
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Ainda pelos cromatogramas da Figura 25, que foram obtidos a partir de
uma coluna nova, observa-se que sao necessarios pelo menos 150 minutos para
estabilizagcdo da coluna. Entende-se como coluna nova aquela que ainda nao
havia sido utilizada no equipamento e ndo passou por processo de
condicionamento, apenas a limpeza inicial com metanol logo apos o processo de
polimerizagdo. Somente a partir da quinta corrida a linha base se estabiliza, ou
seja, apds 150 minutos de corrida considerando-se a soma dos tempos das
corridas anteriores. Uma provavel causa para isso pode ser a presenca de
residuos da polimerizacdo que nao foram completamente removidos com a
limpeza com metanol.

Uma forma de ilustrar isso foi com o preparo do polimero em escala maior,
usando seringas em substituicdo aos capilares. O polimero foi lavado com 40 mL
de metanol e os primeiros 20 mL de residuo apresentaram-se como uma solugao
turva e os 20 mL finais como uma solugao limpida e translucida (Figura 26). Isso

mostra a importancia de realizar a limpeza da coluna monolitica apds a
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polimerizagdo e monitorar o processo de condicionamento da mesma antes de

iniciar as analises por CEC ou CLC.

Figura 26 — Fotografia mostrando os polimeros preparados em seringas e 0s

residuos apos limpeza com metanol

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.3 ANALISE QUALITATIVA DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO CAPILAR

Demonstrada a aplicabilidade do parametro pressao como forma de
bombeamento da fase moével, o proximo passo foi o estudo da viabilidade da
coluna monolitica ser utilizada como uma coluna de separagao em CLC. Para
isso, foi considerado como ponto de partida, o método de CEC desenvolvido
para a coluna monolitica baseada no MPTMS na separagcéo de uma mistura de
cinco hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (VAZ et al., 2012).

Os HPAs sao compostos neutros e apolares constituidos apenas por
carbono e hidrogénio, caracterizando-se por terem em sua estrutura dois ou mais
anéis aromaticos condensados. Por se tratarem de moléculas neutras e
apolares, tém sido utilizados na avaliagao de fases estacionarias monoliticas em
CEC. (DING et al., 1997; GARGUILO et al., 2000; DABEK-ZLOTORZYNSKA et
al., 2008; BERNABE-ZAFON et al., 2010; OU et al., 2010).

Além disso, sdo um importante grupo de analitos de interesse ambiental,
sendo que a USEPA (United States Environmental Protection Agency)

estabeleceu uma lista de dezesseis HPAs considerados prioritarios para
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monitoramento ambiental, em funcdo de sua carcinogenicidade e ocorréncia.
Dentre eles podemos citar o naftaleno, acenafteno, fluoreno, antraceno e

fenantreno (Figura 27).

Figura 27 — Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos utilizados como mistura

teste
Naftaleno Acenafteno Fluoreno
Fenantreno Antraceno

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Uma mistura constituida pelos HPAs da Figura 27 pode ser utilizada na
avaliacdo da capacidade da coluna monolitica em separar moléculas neutras
apolares. Para a analise dos HPAs por LC, utilizando uma fase mével constituida
apenas por agua e ACN, foi proposto um planejamento fatorial 32 variando em
trés niveis a porcentagem de ACN e a presséo de bombeamento da fase moével,

como descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Planejamento fatorial 32 variando em trés niveis a porcentagem de

ACN e a pressao de bombeamento da fase movel

Experimento ACN (%) Pressao (bar)
1 35 (+) 6 (+)
2 35 (+) 4 (0)
3 35 (+) 2(-)
4 30 (0) 6 (+)
5 30 (0) 4 (0)
6 30 (0) 2(-)
7 25 (-) 6 (+)
8 25 (-) 4 (0)
9 25 (-) 2(-)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os demais parametros foram mantidos constantes e estdo descritos na
legenda da Figura 28. Antes do primeiro uso, a coluna foi condicionada até
estabilizagdo da linha base com uma mistura de 50% v/v de agua e ACN. Entre
as corridas o condicionamento foi feito com 3 minutos de MeOH e 3 minutos de
fase movel. O condicionamento foi feito através da aplicagao de pressao (5 bar)
no reservatorio de entrada. Todos os HPAs foram solubilizados em metanol.

Pelos cromatogramas da Figura 28 pode-se notar que o pico referente ao
naftaleno aparece completamente separado dos demais em todos os casos do
planejamento. Existem dois pares de picos cuja separagdo demonstrou ser
critica dentro de cada par. Os pares acenafteno/fluoreno e antraceno/fenantreno
parecem estar praticamente resolvidos nos experimentos E, F e G, mas nos
experimentos A, B, C e D os picos estao coeluidos. Nos experimentos H e |, o
tempo de corrida de 15 minutos nao foi suficiente para que todos os picos

aparecessem.
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Figura 28 — Cromatogramas das andlises de HPAs no planejamento fatorial 32

para uma coluna de 8,0 cm
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Condigoes de corrida: inje¢cdo de mistura de HPAs 2 mmol L' e tioureia 2 mmol L' a
50 mbar x 10 s; temperatura a 25 °C; detecgdo a 220 nm (linha preta) e a 250 nm
(linha cinza). Picos: 1) naftaleno, 2) Acenafteno, 3) Fluoreno, 4) Fenantreno e 5)
Antraceno
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Quando os experimentos E, F e G sdo comparados em termos de
resolucao (Rs) entre os pares de picos (Tabela 6), o experimento E apresentou
os melhores resultados em relagcédo aos pares criticos, com valores de resolu¢ao
maiores que nos demais experimentos. A resolucdo pode ser calculada

conforme a Equacao 4 — Resolucao entre dois pares de picosEquacgao 4.
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Tabela 6 — Valores de resolucao para os pares de picos dos HPAs em coluna

de 8,0 cm

Ensaio Rs(1,2) Rs(2,3) Rs(3,4) Rs(4,5)
Ea 1,82 0,86 1,63 0,84
Fa 2,56 0,91 2,56 0,83
Ga 2,27 0,99 2,51 0,91
EP 2,99 2,07 1,70 1,49
Fb 3,04 0,93 2,63 0,78
GP 2,93 1,04 2,62 0,78

Obs.: a: 220 nm; b: 250 nm; Rsj € a resolugdo entres os picos i e j, sendo queiéo
pico do analito menos retido e j o pico do analito mais retido; picos: 1 - naftaleno; 2 -
acenafteno; 3 - fluoreno; 4 - fenantreno; 5 - antraceno
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Equacéo 4 — Resolugéo entre dois pares de picos

tr(j) — tr()
Rejn =2 x| —22—=2
S(i,)) <VVj+Wi

onde Rsj) € a resolugdo entres os picos i e j, sendo que i € o pico do analito
menos retido e j o pico do analito mais retido; tr € o tempo de retencéo de cada
pico e W ¢ a largura de cada pico.

O acenafteno difere do fluoreno apenas pela posicdo em que os anéis
estdo condensados, mas esse fato ja é suficiente para que entre eles haja uma
separacao através da coluna. O mesmo acontece entre o antraceno e o
fenantreno. Esses dois ultimos, ambos com cadeia carbénica de trés anéis
benzénicos, correspondem aos analitos mais apolares.

A ordem de eluicdo, comprovada pela analise de solucdo padrao
individual de cada HPA (ndo mostrada), sugere um comportamento do sistema
tipico de fase reversa em que os analitos com caracteristica mais apolar eluem
por ultimo, pois interagem mais com a fase estacionaria. Essa possui
caracteristicas apolares, como foi observado em um experimento em que uma
fragdo do polimero foi mergulhada em um béquer contendo agua. O polimero
claramente n&o interagiu com a agua e foi repelido por essa, sendo impossivel

sua submerséao até que uma certa fragdo de ACN fosse adicionada. Uma breve
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discussao sobre uma provavel estrutura quimica para o polimero sera
apresentada na secéo 4.6.

Como forma de tentar melhorar a resolugao dos pares criticos de picos
citados anteriormente, foi realizado uma outra série de experimentos com o
mesmo planejamento fatorial 32 utilizado anteriormente (Tabela 5), mas com uma
coluna monolitica maior (27,0 cm). Para isso o posicionamento dos reservatorios
inlet e outlet devem ser invertidos no equipamento, pois a distancia até o detector
¢ fixa, e neste caso deve estar a 27,5 cm a partir da extremidade de entrada do

capilar (Figura 29).

Figura 29 — Esquema mostrando um capilar com 27,0 cm de coluna monolitica

no equipamento de CE

27,0cmde coluna

Sentido
do fluxo

Injecao
(—

outlet inlet
T Pressdo (2-6 bar)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Em uma coluna maior espera-se que os analitos tenham mais tempo para
interagir com a fase estacionaria e possam ser separados dos demais. Porém,
conforme indicam os cromatogramas da Figura 30, ndo houve melhoras na
resolucao dos picos, pelo contrario, os resultados parecem ser piores do que os
obtidos com uma coluna de 8,0 cm. Em cromatografia a liquido, colunas muito
longas podem ocasionar alta queda de pressao, reducéo da vazao da fase mével
e perda de eficiéncia de separacao devido ao alargamento dos picos (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010).
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Figura 30 — Cromatogramas das andlises de HPAs no planejamento fatorial 32

para uma coluna de 27,0 cm
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Condigoes de corrida: inje¢cdo de mistura de HPAs 2 mmol L' e tioureia 2 mmol L' a
50 mbar x 10 s; temperatura a 25°C; deteccdo a 220 nm (linha preta) e a 250 nm (linha
cinza). Picos: 1) naftaleno, 2) Acenafteno, 3) Fluoreno, 4) Fenantreno e 5) Antraceno.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.3.1 Comparagao entre CLC e CEC na analise de HPAs

Ainda dentro da analise de HPAs, é interessante ressaltar que os
resultados por CLC foram semelhantes aos obtidos por CEC utilizando o método
otimizado por Vaz et al. (2012) mostrando que a coluna pode ser usada para
ambas as técnicas. O perfil de separag¢ao dos analitos em uma coluna de 8,0 cm

foi semelhante entre uma analise por CLC com fase mével aquosa contendo
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30% ACN e vazao sob 4 bar de pressédo e uma analise por CEC com fase movel

aquosa contendo 40% ACN e acetato de aménio, sob voltagem de -20 kV (Figura
31).

Figura 31 — Cromatograma e eletrocromatograma da analise de HPAs para

uma coluna de 8,0 cm
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Condigoes de corrida na analise de uma mistura de HPAs 2 mmol L' a) LC: injecéo a
50 mbar x 10 s; fase mével 30% ACN; vazao sob 4 bar de presséo; temperatura a
25°C e b) CEC: injec&o a -25 mbar x 5 s; fase movel: NHsAc 16,7 mmol L' (60%) e
ACN (40%); voltagem: -20 kV; temperatura a 20°C. Detecgdo a 220 nm (linha preta) e
250 nm (linha cinza). Picos: 1) naftaleno, 2) Acenafteno, 3) Fluoreno, 4) Fenantreno, 5)
Antraceno e T) Tioureia
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Entretanto, sob essas condi¢cbes de analise, o tempo de eluicdo dos
analitos na analise por CLC foi menor do que na analise por CEC. Isso ocorre
pela diferenca entre as vazdes obtidas pelo modo eletrocinético e pelo modo
hidrodindmico. O bombeamento da fase moével por CEC se da através do fluxo
eletrosmoético enquanto que por CLC o bombeamento é através da aplicacao de
pressdo. Enquanto a vazao minima obtida nos estudos envolvendo CLC
(aplicando-se 2 bar) foi de 0,88 uL min-', a vazdo em CEC foi de 0,40 yL min',
baseado no tempo de migragéo da tioureia e calculados conforme Equacgéo 3.

A Tabela 7 mostra a eficiéncia de separacao baseada no numero de

pratos (N) por metro de coluna que pode ser calculada conforme a Equacao 5.

Tabela 7 — Numero de pratos em CEC e CLC na analise de HPAs

Analito N (CEC) N (CLC)
Naftaleno 38740 10285
Acenafteno 31548 10119

Fluoreno 23724 8649
Fenantreno 38871 13899
Antraceno 43992 7621

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Equacdo 5 — Numero de pratos por metro da coluna

onde tr € 0 tempo de retencao do analito; W12 é a largura do pico a meia
altura; e Lt € o comprimento total da coluna, no caso, 0,08 m. Para todos os
analitos, a eficiéncia de separagcado por CEC foi maior do que por CLC. Esse
resultado é coerente, uma vez que o fluxo do liquido no interior da coluna em
CEC é consequéncia da eletrosmose e tem um perfil plano através do capilar,
pois origina-se em suas paredes. Consequentemente, o fluxo eletrosmaético néo
contribui para o alargamento de banda. Em contrapartida, o fluxo gerado por

bombeamento através de pressédo em CLC tem perfil parabdlico (SKOOG, 2005).
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4.3.2 Modificagao da coluna monolitica com benzil metacrilato

Obviamente a coluna monolitica baseada apenas no monémero MPTMS
possui diversas limitacbes relacionadas a sua polaridade e seletividade.
Adicionar grupos mais apolares em sua estrutura pode ser uma estratégia para
melhorar a separagao de alguns HPAs. Dessa forma, um mondmero contendo
um grupo benzila foi adicionado a mistura polimérica como tentativa de reduzir a
polaridade da coluna monolitica e aumentar a interacdo entre os HPAs e a fase
estacionaria.

O monémero escolhido foi o benzil metacrilato, que possui um grupo
metacrilato que pode ser polimerizado via adicdo radicalar ao grupo metacrilato
do MPTMS. O grupo benzila pode interagir com os HPAs através de interagdes
do tipo 1-1T, 0 que poderia aumentar a seletividade no caso de uma analise
contendo outras substancias além dos HPAs.

O cromatograma da Figura 32 mostra a separagao dos HPAs por uma
coluna modificada com benzil metacrilato. Nao houve alteragao no perfil de
separacao dos analitos com relacdo a coluna sem modificagao, apresentando

valores semelhantes de resolucao (Tabela 1Tabela 8).

Tabela 8 — Valores de resolucao para os pares de picos dos HPAs em coluna
modificada e ndo modificada

Coluna Rs(1,2) Rs(2,3) Rs(3,4) Rs(4,5)
Nao modificada? 1,82 0,86 1,63 0,84
N&o modificada® 2,99 2,07 1,70 1,49

Modificada? 2,21 0,82 1,98 0,72
Modificada® 2,61 0,74 1,89 0,70

Obs.: a: detecgdo a 220 nm e b: detecgao a 250 nm
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 32 — Cromatograma da analise de HPAs com uma coluna monolitica

modificada com benzil metacrilato
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Condicoes de corrida na injecdo de HPAs 2 mmol L' a 50 mbar x 10 s; fase mével
30% ACN; vazéo sob 4 bar de pressao; temperatura a 25°C; detecgéo a 220 nm (linha
preta e a 250 nm (linha cinza)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A eficiéncia de separagdao também nao apresentou grandes variagbes
quando comparada com os resultados da coluna sem modificacdo. Porém, a
area de todos os picos na coluna modificada foi maior. Na Tabela 9 sao
mostrados o nimero de pratos e a area de cada pico. Valores mais elevados de
area podem levar a uma melhor sensibilidade analitica, o que torna promissora
a continuacao dos estudos envolvendo a modificagdo da coluna com benzil

metacrilato.

70



Resultados e discussies |

Tabela 9 — Valores de numero de pratos e area de pico em coluna modificada e
nao modificada

Analito N2 NP Area do pico? Area do pico®
Naftaleno 10285 11077 82 152
Acenafteno 10119 10980 45 106
Fluoreno 8649 9647 16 37
Fenantreno 13899 10158 40 140
Antraceno 7621 6903 126 450

Obs.: a: coluna sem modificagéo e b: coluna modificada com benzyl metacrilato;
valores de area em unidades arbitrarias
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

44 ANALISE QUALITATIVA DE ESTRIOL, 17-8-ESTRADIOL E
PROGESTERONA POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO CAPILAR

Outro grupo de substancias de interesse para serem analisadas com
utilizagcado da coluna monolitica sdo os esteroides. Esse grupo de substancias
possui um centro estrutural formado pelo ciclopentala]perhidrofenantreno e
desempenham um importante papel na fisiologia humana. Alguns deles atuam
como horménios sexuais, dentro os quais podemos citar o estriol, o 17-3-
estradiol e a progesterona (Figura 33), responsaveis pelos caracteres sexuais e
por dar suporte a reprodugcdo (ARCAND-HOY; NIMROD; BENSON, 1998;
COOMBS; BHATT, 1987; RUGGIERO, 2002).

Varias formulagbes farmacéuticas tém sido desenvolvidas para reposicéo
hormonal em mulheres apds a menopausa, por exemplo, na prevencido de
osteoporose e minimizando os sintomas vasomotores e a atrofia vaginal. Esses
esteroides podem ser usados isolados ou em combinacido de dois ou mais em
uma formulagdo. A associagdo entre estrogénios (como o estriol ou 17-3-
estradiol) e progestogénios (como a progesterona) tem sido recomendada para
mulheres que passaram pela menopausa, pois 0 progestogénio limita a
hiperplasia do endométrio acentuada pelo uso de estrogénios. Em outros casos,
o0 uso isolado de estrogénios é recomendado (GIACOMINI; APARECIDA;
MELLA, 2006; POLONINI et al., 2014; POLONINI; RAPOSO; BRANDAO, 2011).
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Figura 33 — Estrutura do estriol, 17-3-estradiol e progesterona e seus

respectivos valores de pKa.

Estriol 17-B-Estradiol Progesterona
pK,: 10.4 pK,: 10.7 pK,: 18.9

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A analise de esteroides em diferentes matrizes tem sido possivel através
de técnicas de separagao analitica tais como HPLC (BOCIAN; SOUKUP;
MATYSKA, 2012; POLONINI et al., 2014), CZE (BRITZ-MCKIBBIN et al., 2003),
MEKC (FLOR et al., 2010) e CEC (JIN et al., 2003; WANG et al., 2010). Do ponto
de vista da quimica verde que visa reduzir o impacto ambiental e o econémico
(DE LA GUARDIA; GARRIGUES, 2012), sédo indesejaveis o elevado consumo
de solventes, os sistemas complexos de eletrdlitos, adicdo de surfactantes,
etapas de derivatizacao dos analitos e elevado tempo de analise.

Foi proposto um planejamento fatorial para verificar a possibilidade da
analise simultanea de estriol, 17-B-estradiol e progesterona por CLC usando a
coluna monolitica de MPTMS. Como ponto de partida, o planejamento foi o
mesmo utilizado para a andlise de HPAs (Tabela 5).

Pelos cromatogramas da Figura 34 notamos que nas condi¢gées com 25%
de ACN, os trés picos estdo completamente separados entre si, porém o tempo
de analise para as pressdes de 4 e 2 bar é desfavoravel e causa sério
alargamento dos picos, o que pode comprometer a eficiéncia de separacao.
Levando em consideracdo que os esteroides possuem um carater apolar, o
aumento da fragdo aquosa na fase mével faz com que os analitos interajam por
mais tempo com a fase estacionaria de caracteristica apolar, retardando a
migragao. Para as analises com 35% de ACN claramente os trés picos coeluem
entre si.

Quando a proporgéo de ACN é de 30%, a condicdo F do planejamento

com 2 bar de pressao € a que consegue a melhor separagao entre os picos dos
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trés analitos. A ordem de eluicdo, comprovada pela analise de solu¢do padréo
individual de cada esteroide (ndo mostrada), aponta para a natureza apolar da
fase estacionaria e para a atuacédo do sistema como fase reversa, em que o
analito mais apolar, a progesterona, elui por ultimo. No caso dos outros dois
analitos, a presenga de um grupo OH a mais faz com que o estriol seja o mais

hidrofilico e elua primeiro por interagir mais com a fase moével aquosa.

Figura 34 — Cromatogramas das analises de esteroides no planejamento

fatorial 32 para uma coluna de 8,0 cm

4
1 Experimento A 1 Experimento B Experimento C
3 - 35% ACN ’ 35% ACN 35% ACN
6 bar ‘ 4 bar 2 bar
\ | 2,3
52123 N .
E 1\ \/ e .
11 ) | ———
0 ‘ 1
-1 — T —————T——T——————T — T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
2
h1 Experimento D 1 Experimento E ‘1 Experimento F
“ 30% ACN \ 30% ACN “ \ 30% ACN
o2 6 bar ““ 2 4 bar | \ 2 2 bar
- - N | 3
< e \ B N S | e
€ |~ ] |
0
-1 L e e L s S S — T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
2
Experimento G Experimento H Experimento |
25% ACN 25% ACN 25% ACN
;| 6 bar 4 bar 2 bar
2 |1 2
£ | /™ ——
0 71\ 2 3 ‘ R e
-1 T T T T — T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Condigées de corrida: injecdo de mistura de esteroides 1,67 mmol L' a 70 mbar x 10
s; temperatura a 25°C; detecgéo a 214 nm (linha preta) e a 254 nm (linha cinza).
Picos: 1) estriol, 2) 17-pB-estradiol e 3) progesterona
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Esse resultado € coerente com os resultados de outro trabalho em que

um planejamento fatorial foi utilizado para otimizar a analise simultanea dos trés
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esteroides por CEC (MARQUES et al., 2015). Aqui, pode-se confirmar que a
separacgao dos esteroides nas analises por CEC nao ocorre por diferengas de
eletromigragdo quando se aplica voltagem, mas apenas pelas diferengas de
interacdo com a fase estacionaria. Isso ja era esperado tendo em vista que no
pH da fase mével em CEC (pH 7,0), os esteroides encontram-se nao ionizados
devido aos valores de pKa 10,4, 10,7 e 18,9 para estriol, 17-B-estradiol e
progesterona, respectivamente (HUWITZ; LIU, 1977).

Todavia, os resultados obtidos por CEC no trabalho desenvolvido
anteriormente se mostraram melhores, com os picos mais estreitos e boa

resolugao (Figura 35).

Figura 35 — Eletrocromatograma de uma analise de esteroides por CEC em
uma coluna monolitica de 8,0 cm
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Condigdes de corrida: temperatura a 20°C; injecao a -25 mbar por 15 s; detecgéo a
214 nm Picos: 1) estriol 4,03 mmol L'; 2) estradiol 4,33 mmol L*'; e 3) progesterona
5,07 mmol L' em metanol
Fonte: ADAPTADA DE MARQUES et al., 2015
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4.5 ANALISE QUANTITATIVA DE ESTRIOL E 17-8-ESTRADIOL EM
AMOSTRA DE EMULSAO TRANSDERMICA POR
ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A coluna monolitica baseada no monémero MPTMS foi aplicada na
andlise de uma amostra de emulsdo transdérmica. Para analise de uma
formulagdo farmacéutica, como uma emulsdo transdérmica contendo
associacao entre estriol e 17--estradiol € importante que o método seja capaz
de separar os ingredientes ativos dos outros constituintes da matriz
(excipientes/veiculos) que podem permanecer na solugao de amostra apds o seu
preparo (POLONINI et al., 2014).

Neste cenario, buscou-se analisar uma amostra de emulsao transdérmica
por um método desenvolvido para CEC com a coluna monolitica baseada no
monémero MPTMS (MARQUES et al., 2015). Trata-se de um método de
separacao em escala capilar que utiliza pouquissimo solvente, necessita de
pequenas quantidades de amostra e fornece a separacao do estriol e 17-3-
estradiol em um tempo de corrida menor do que 10 minutos.

Aproximadamente 1 g de amostras foram pesadas, solubilizadas em
metanol e colocadas em banho de ultrassom por 1 hora. O conteudo do béquer
foi transferido para baldes volumétricos de 25 mL, que foram completados com
metanol para obter a solugdo de amostra. A solugao de amostra foi filtrada em
filtros de membrana de 0,45 ym antes das analises.

Para eliminar possiveis efeitos de matriz, uma curva de adicdo de padrao
foi construida pela diluicdo da solugdo estoque (estriol:11,9 mmol L' e 17-8-
estradiol:10,4 mmol L', ambos em metanol) em frascos contendo uma
quantidade fixa da solugao de amostra até obter as concentracdes finais de O;
1,2;2,4; 3,6; 4,8 e 5,9 mmol L' de estriol e 5,2; 4,2; 3,1; 2,1; 1,0 e 0 mmol L' de
17-B-estradiol, respectivamente. O procedimento adotado foi aumentar a
concentragao de estriol enquanto se diminuia a concentragao de 17--estradiol.

As solugdes de amostras com padrdes foram injetadas na coluna
monolitica a partir do lado mais préximo ao detector (8,5 cm de comprimento

efetivo) com a coluna ocupando os 8,0 cm iniciais. Pressao de 5 bar foi aplicada
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no reservatorio de entrada para o condicionamento antes da primeira corrida do
dia (fluxo de metanol por 5 minutos seguido de fluxo com fase moével até
estabilizagdo da linha base); para o condicionamento entre corridas (fluxo com
fase movel por 5 minutos); e para limpeza apoés a ultima corrida do dia (fluxo com
metanol por 10 minutos). As demais condi¢cées de andlise estdo descritas na

Figura 36 que apresenta a regresséo linear dos pontos da curva analitica.

Figura 36 — Resultados da curva de adigéo de padrao
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a) Eletrocromatogramas de uma das réplicas para a curva de adigdo de padrao. Picos:
1) estriol (amostra + 0, 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 e 5,9 mmol L'); 2) 17-B-estradiol (amostra +
5,2,4,2,3,1,2,1, 1,0 e 0 mmol L"). Condig¢des: NHsAc 10,0 mmol L' (70% v/v) e ACN
(30% v/v); voltagem: -20 kV; temperatura: 20°C; injecdo: -25 mbar por 15 s; detecgao:
214 nm; b) Curva de adi¢do de padréo (triplicatas auténticas)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A Equacao 6 descreve a curva analitica, em triplicatas auténticas, que nao
apresentou falta de ajuste em um intervalo de 95% de confianga (Fcaiculado = 0,12
< Fo,05;4; 12 = 3,26). A curva foi obtida através da regressao linear dos pontos pelo
meétodo dos minimos quadrados (PIMENTEL; NETO, 1996).

Equacao 6 — Regressao linear da curva analitica
(Ag + 1) = (0,01329 + 0,0006) x C; + (1,31 0,6)

onde As é a area do pico na amostra em unidades arbitrarias e Cs a concentracao
da amostra em mg L-'. Pode-se encontrar o valor de Cs quando As é nulo. Assim,
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a concentragcdo observada de estriol foi de (99,1 + 0,5) mg L', quantidade
equivalente a (5,0 £ 0,5) mg g' na emulsao transdérmica.

Para o estriol, os limites de quantificacéo (LQ) e de detecg¢ao (LD) foram
de 7 mg L'e 2mgL", respectivamente, calculados pelas equagdes Equagéo 7

eEquacao 8:

Equacao 7 — Limite de quantificacao do analito

S, X C
LQ:10><(4)

Hmax - Hmin

Equacéao 8 — Limite de deteccéo do analito

S, X C,p

LD =3 X% (m>

onde Sr é o desvio padrdo do ruido da linha base; Cp, € a concentragao
adicionada de padréo; e Hmax - Hmin € a altura do pico a partir da linha base.

O valor de (5,0 £ 0,5) mg g' de estriol encontrado difere do valor
apresentado no rétulo do produto (4,0 mg g'). Por outro lado, o pico do 17--
estradiol ndo foi observado nos eletrocromatogramas das amostras sem padréao,
nao sendo possivel quantificar esse esteroide na emulsdo. Entretanto, com a
adicdo de padrédo, esse pico aparece separado dos demais, como esperado.

A analise com adicao de padrao provou que o método é adequado para
analisar amostras reais, com adequada especificidade (coeluicdo nao foi
observada). Entretanto, a amostra comercial, a qual se espera que cumpra os
critérios de qualidade definidos nas farmacopeias, falhou neste aspecto. Sobre
isso, duas hipoteses podem ser consideradas: i) a amostra ndo atende
efetivamente os critérios de qualidade, devido as mas praticas de produgao ou
por adulteragéo; ou ii) a amostra foi produzida com a quantidade reportada dos
ingredientes ativos, mas uma conversdo entre os dois esteroides pode ter
ocorrido. E sabido que o estradiol pode ser reversivelmente convertido em
estrona, e que esta pode ser convertida em estriol (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012). O método oficial da United States Pharmacopeia é capaz
de identificar estes metabolitos, e uma certa quantidade de estrona é toleravel
(USP — THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2014).
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4.6 ANALISE DE NMR NO ESTADO SOLIDO DO '3C NO POLIMERO DA
COLUNA MONOLITICA

A Figura 37 mostra os espectros de NMR no estado soélido do '3C obtidos
na analise dos polimeros de MPTMS. O espectro da Figura 37.a refere-se ao
polimero que foi lavado com passagem de 40 mL de metanol pela seringa
imediatamente apds a polimerizagéo e o espectro da Figura 37.b refere-se ao
polimero em que nao foi realizada lavagem com metanol. Ambos os polimeros
foram deixados a temperatura ambiente até completa evaporagao dos solventes
antes de serem analisados por NMR.

As atribuicdes feitas aos deslocamentos quimicos sao apresentadas na
Tabela 10 e foram adotados como referéncia os trabalhos de Neppel e Butler
(1984) e Tavares e Monteiro (2005) que tratam da analise de NMR no estado

so6lido de polimeros de metil metacrilatos.

Tabela 10 — Deslocamentos quimicos obtidos do espectro de NMR no estado

solido do '3C no polimero da coluna monolitica e suas respectivas atribuicoes

Deslocamento Atribuicao? Deslocamento Atribuigao®
Quimico? (8, ppm) Quimico® (8, ppm)

8,46 C-7 8,58 C-7

9,10 C-7 8,94 C-7
17,74 C-1 17,72 C-1
21,90 Cc-1 21,92 c-1
45,11 C-2 45,07 C-2
50,05 C-6 50,09 C-6
55,23 C-5 54,41 C-5
67,50 C-3 55,19 C-5
177,78 Cc-4 67,10 C-3
178,45 C-4 67,45 C-3

- - 177,86 C-4

- - 178,19 C-4

Obs.: a: polimero apos limpeza com metanol; b: polimero sem limpeza com metanol
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 37 — Espectros de NMR no estado sélido do '3C no polimero da coluna

monolitica
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Uma possivel estrutura mostrando o arranjo da cadeia carbénica para o
polimero é apresentada na Figura 38 com os carbonos numerados conforme a

tabela de atribuicdes.

Figura 38 — Possivel arranjo da cadeia carbdnica na estrutura do polimero da

coluna monolitica baseada no MPTMS

R = H ou CH3 ou derivado do MPTMS

OR OR
s s

“SoR Nor
OR OR

1 a-metil (-CH,); 2 quaternario (>C<); 3 metileno (-CH,-); 4 carbonila (>C=0); 5 éster
metileno (-OCH.-); 6 metileno (-CH,-); 7 metileno (-CH_-Si)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A estrutura revela a presenca de grupos a-metil (-CH3) e metileno (-CHz-;
—CH2-Si) que podem ser os responsaveis por conferir a hidrofobicidade da fase
estacionaria monolitica produzida a partir do MPTMS.

Nos espectros da Figura 37, embora os deslocamentos quimicos nao
estejam destacados, pode-se notar sinais com deslocamentos quimicos em
torno de 126, 127 e 135 ppm, regido do espectro relacionada a presenca de

cadeias aromaticas (AGRAWAL, 1989). Esse resultado era esperado, uma vez
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que o fotoiniciador da polimerizagao apresenta esse grupo em sua estrutura. No
processo de adi¢ao radicalar ele pode ser incorporado a estrutura do polimero
(Figura 39). Entretanto, a porcentagem de fotoiniciador em relagdo ao MPTMS
na mistura polimérica é de apenas 3,5% e sua influéncia pode nao ser relevante

no processo de retencio de analitos pela coluna monolitica.

Figura 39 — Processo de adi¢ao radicalar do fotoiniciador ao monémero

metacrilato
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.7 ANALISE DE NMR NO ESTADO SOLIDO DO 2°Si NO POLIMERO DA
COLUNA MONOLITICA

Os trialcoxisilanos, como o MPTMS, sdo moléculas em que trés grupos
alcoxi (radical derivado de alcool) se ligam a um atomo de silicio. No preparo da
solugéo fotopolimerizavel existe uma etapa de hidrolise seguida de condensagéao
de mondémeros de MPTMS a partir dos grupos trialcoxisilil, havendo a
possibilidade de formacéao de oligbmeros com diferentes graus de condensacao,
como foi mencionado na seg¢ao 1.3.3. Essa condensacdo ocorre através de
ligacdes siloxanas (Si-O-Si). Assim, € possivel encontrar o grupo trialcoxisilil com
diferentes graus de substituicdo quimica ao longo da estrutura do polimero.

A técnica de NMR no estado soélido do 2°Si permite identificar essas
substituicdes e suas abundancias. Na Figura 40 estdo representados os valores
de deslocamentos quimicos do nucleo de 2°Si, simbolos e ordens das espécies

de silil como sdo encontrados na literatura (WARAD et al., 2012).
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Figura 40 — Esquema mostrando a representacao universal dos deslocamentos

quimicos de 2°Si, simbolos e ordens das espécies de silil
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Fonte: ADAPTADA DE WARAD et al., 2012

A Figura 41 apresenta o espectro de NMR no estado sélido do 2°Si no
polimero da coluna monolitica e as atribuigbes feitas aos deslocamentos
quimicos sdo apresentadas na Tabela 11 e foram adotados como referéncia o
trabalho de WARAD et al., 2012 que trata da analise de NMR no estado sdlido

de polimeros de octadeciltrietoxisilanos.
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Figura 41 - Espectros de NMR no estado sélido do 2°Si no polimero da coluna

monolitica
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a) espectro do polimero sem modificagao; b) espectro do polimero modificado com
benzil metacrilato
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 11 — Deslocamentos quimicos obtidos do espectro de NMR no estado

sélido do 2°Si no polimero da coluna monolitica e suas respectivas atribuicbes

Deslocamento .
L Atribuicao Abundancia (%)
Quimico (&, ppm)

Coluna monolitica sem modificagao

48,28 T 10,79
57,57 T? 78,41
64,59 T3 6,89
67,60 T 3,91

Coluna monolitica modificada com benzil metacrilato

49,16 T 26,09
57,94 T2 58,49
63,21 T3 6,31
68,01 T 9,11

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Pode-se notar que as espécies de ordem T2 sdo as mais abundantes,
apresentando o grupo trialcoxisilil duplamente substituido. Quando o polimero é
modificado com o benzil metacrilato, a abundancia das espécies de ordem T2
diminui e ha um aumento na abundéancia de T'. Uma explicagdo para isso é a
reducao da quantidade de MPTMS na mistura, alterando as condi¢des da etapa
de hidrdlise e condensacgédo dos monémeros de MPTMS. Em ambos os casos, a
presenca de T3 é significativamente inferior as demais.

Uma estrutura do polimero mostrando a ancoragem na parede interna do
capilar e a reticulagdo de cadeias carbbnicas através de diferentes
possibilidades de ligagdes siloxanas é proposta na Figura 42. Nota-se que a
reticulagdo pode ocorrer por ligacdes siloxanas formadas entre espécies de

trialcoxisilil de ordem T7, T2 e T3, mas cabe ressaltar que, conforme a abundancia
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encontrada na Tabela 11, predominantemente a reticulacido ocorrera com a
presenca de espécies de ordem T2,

Uma vez que variagdes no grau de substituicdo podem formar polimeros
com diferentes quantidades de grupos silandis, podem ocorrer variagdes
drasticas no fluxo eletrosmoético nas analises por CEC. A capacidade de retengao
de analitos pela coluna monolitica também pode ser alterada e interacdes
indesejaveis entre analito e grupos silandis podem ocorrer. Além disso, a propria
estrutura tridimensional do polimero pode sofrer influéncia. Uma menor
quantidade de espécies de ordem T2 pode dificultar a reticulagdo das cadeias

poliméricas e causar a formagao de regides com baixa densidade de material.

Figura 42 — Estrutura polimérica com diferentes possiblidades de reticulagcéo

por ligagdes siloxanas entre unidades do MPTMS
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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5 CONCLUSOES

O desenvolvimento de colunas monoliticas tem ganhado grande atencéo
para aplicagédo em técnicas cromatograficas de dimensdes capilares. O dominio
do conhecimento na area de produgdo de colunas cromatograficas cria a
liberdade para que se possa inovar e evitar as limitagdes das colunas comerciais.
O levantamento bibliografico realizado ao longo do trabalho permitiu a
participacdo em um capitulo de livro sobre colunas monoliticas (OLIVEIRA et al.,
2014).

Além do mais, a producao de colunas monoliticas em capilares de silica
fundida permitiu o aproveitamento de um unico equipamento para trés técnicas:
CE, CEC e CLC. Um equipamento de CE é de modo geral bastante compacto e
o consumo de solventes é bastante reduzido, o que seria uma vantagem tanto
do ponto de vista ambiental quanto do financeiro, quando se avalia o consumo e
descarte de produtos quimicos.

O aparato instrumental de um equipamento de CE se mostrou viavel para
os estudos envolvendo colunas monoliticas em CLC, uma vez que foi possivel
estabelecer uma relacao linear entre a pressao aplicada para o bombeamento
da fase mével e a vazdo da mesma. Vazdes de fase movel entre 0,83 a 2,26 uL
min-' foram obtidas por CLC com aplicagdo de pressdo. Esses valores foram
superiores aos obtidos por CEC (0,40 uL min-') com vazao exclusivamente
oriunda do fluxo eletrosmético. Como perspectiva, as colunas monoliticas
precisam ser testadas em um equipamento dedicado para CLC como forma de
comparar os resultados e ampliar sua aplicacao.

A utilizagdo do C*D como scanner nado invasivo para verificar a
homogeneidade e densidade de material polimérico se mostrou promissora para
0 caso em que se deseja produzir novos sistemas de fases estacionarias
monoliticas cuja densidade de material ou mesmo a porosidade precisam ser
investigadas no processo de otimizagdo da composi¢ao da solugéo polimerizavel
e outras condi¢des de preparo.

Além disso, os dados de densidade de material obtidos a partir do C*D
podem ser correlacionados, em trabalhos futuros, a performance de separacao

das colunas monoliticas no que diz respeito a sua capacidade de retencao de
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analitos, por exemplo, colunas com alta densidade podem apresentar um tempo
maior de retengao

O C*D também se mostrou importante para monitorar o preenchimento do
capilar em capilares TSP para os casos envolvendo o preparo de colunas
monoliticas por termopolimerizagdo. Neste ponto, uma tentativa inicial de
preparar uma coluna termopolimerizada em capilar TSP foi realizada com
sucesso e a formacéao do polimero foi confirmada pela visualizagdo microscépica
do material polimérico no interior do capilar. Porém, essa coluna ainda precisa
ser testada como coluna de separacdo em CEC e CLC. Além disso, todo o
processo de preparo da coluna, incluindo composicdo da mistura de
polimerizagdo e condigdes de polimerizagdo precisam ser investigadas e
otimizadas.

Outro aspecto importante identificado neste trabalho com relacdo a
verificacdo da densidade de material polimérico no interior do capilar foi a
necessidade de centrifugagcédo da solugao polimerizavel para eliminar eventuais
residuos de fase aquosa que possam alterar a porosidade do material. O
preenchimento por capilaridade também foi um importante aspecto adotado
neste trabalho para o aperfeicoamento do preparo de colunas monoliticas como
forma de melhorar a praticidade e evitar bolhas na introducdo da solucdo
polimerizavel.

Neste trabalho foram otimizadas as condi¢bes das analises qualitativas
por CLC envolvendo a separacao simultanea de uma mistura de cinco HPAs
(naftaleno, acenafteno, fluoreno, antraceno e fenantreno) e de uma mistura de
trés esteroides (estriol, 17-B-estradiol e progesterona) utilizando a coluna
monolitica capilar baseada no monédmero MPTMS. No caso da separagcao de
HPAs, a CEC apresentou maior eficiéncia de separagao do que a CLC nas
condi¢cdes de analise estudadas.

Também foi demonstrada com essa coluna uma analise quantitativa por
CEC envolvendo a separagao simultdnea de estriol e 17-B-estradiol presentes
em uma amostra de emulsdo transdérmica que gerou um artigo publicado em
revista indexada onde foi apresentado a quantificagdo dos esteroides por CEC
(MARQUES et al., 2015).

A coluna monolitica apresentou caracteristicas apolares e o sistema

cromatografico como sendo de fase reversa. A caracterizagdo quimica do
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polimero foi feita pela espectroscopia de NMR no estado sélido do '3C e do 2°Si.
Foi possivel propor uma estrutura para o arranjo da cadeia carbdnica e o grau
de substituicdo dos grupos alcoxisilil indicando reticulagdo das cadeias
poliméricas de carbono através da formacdo de dimeros e trimeros do
mondémero.

A espectroscopia de NMR se mostrou uma ferramenta poderosa para
estudar o grau de substituicdo dos grupos trialcoxisilil do MPTMS. Esse estudo
€ importante, uma vez que variagdes no grau de substituicdo podem formar
polimeros com diferentes estruturas tanto do ponto de vista fisico, com relacao
a densidade de material polimérico, quanto do ponto de vista quimico, em que a
presenga de grupos silandis podem influenciar o fluxo eletrosmético e prover

interagcdes indesejaveis com os analitos.
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