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CONSTRUCAO DE UM DISPOSITIVO DE PRESSURIZACAO A VACUO PARA A PREPARACAO DE FASES
ESTACIONARIAS MONOLITICAS VIA PROCESSO SOL-GEL
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CONSTRUCTION OF A VACUUM PRESSURIZATION DEVICE FOR PREPARATION OF SOL-GEL MONOLITHIC
STATIONARY PHASES. The filling of capillaries via the sol-gel process is growing. Therefore, this technical note focuses on

disseminating knowledge acquired in the Group of Analytical Chemistry and Chemometrics over seven years working with monolithic

stationary phase preparation in fused silica capillaries. We believe that the detailed information presented in this technical note

concerning the construction of an alternative high pressurization device, used to fill capillary columns via the sol-gel process, which

has promising potential for applications involving capillary electrochromatography and liquid chromatography in nano scale, may
be enlightening and motivating for groups interested in developing research activities within this theme.
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INTRODUCAO

As novas técnicas analiticas destinadas a quantifica¢des mais
rapidas e eficientes de intimeros tipos de compostos em matrizes
complexas tornaram-se, na ultima década, um grande atrativo
na drea de separagdo. Dentre as principais técnicas de separa-
¢do que tém despertado grande interesse no meio académico, a
Eletrocromatografia Capilar (ECC) surgiu com o desejo de equa-
cionar positivamente as caracteristicas relevantes da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e da Eletroforese Capilar (EC)
em um formato tnico.' O principio basico da ECC estd na aplicagio
de um potencial elétrico em uma coluna capilar de silica fundida
externamente revestida, contendo em seu interior uma fase estacio-
naria (FE) e uma fase mével (FM) adequados. A formagdo de um
campo elétrico continuo ao longo da coluna permite que a FM seja
bombeada por eletroosmose.'* Esta associacéo entre FE e o fluxo
eletrosmético possibilita, por exemplo, estabelecer condigdes de
contorno para alguns efeitos indesejdveis tanto da CLAE (como a
necessidade de altas pressdes para bombeamento da FM), quanto
da EC (dificuldade na separagdo de compostos eletricamente
neutros).” Deve-se ressaltar que os volumes gastos de reagentes,
padrdes e amostra sdo minimos, caracteristica herdada da EC, por
se tratar da mesma instrumentag@o utilizada.

As aplicacdes em ECC englobam andlises de vdrios tipos de
compostos, desde os i0nicos aos moleculares e dos polares aos
apolares. Como exemplos, € possivel citar desde moléculas simples,
passando por aminodcidos e peptideos,® proteinas,® antraquinonas,’
hidrocarbonetos policiclicos arométicos® e chegando a determinagdes
mais complexas como a determinagio de racematos.’ A grande dispo-
nibilidade e variedade dos possiveis reagentes utilizados, a rapidez nas
andlises e o custo relativamente baixo tornam a ECC uma alternativa
vidvel e bastante interessante no contexto analitico.

Um dos possiveis tipos de FE € a fase estaciondria monolitica
(FEM), que consiste em um material polimerizado in situ, via processo
sol-gel, contendo macro e mesosporos, aderido a parede interna do
capilar e possivelmente funcionalizado. Contudo, um dos desafios
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no processo de preparagao das colunas reside justamente na etapa de
preenchimento com a FE. A literatura dedicada ao assunto apresenta-
-se escassa de informacdes a respeito do detalhamento de dispositivos
necessarios na etapa de introdugio dos reagentes no interior do capilar
para posterior polimerizagao.

Logo, a motivac¢@o do presente trabalho advém do fato de que
atualmente poucos grupos de pesquisa desenvolvem esta tecnologia
no Brasil, apesar de que, no exterior, o preenchimento de capilares
via processo sol-gel estd em franco crescimento.!” Dentro deste
contexto, a presente nota técnica tem como foco socializar conheci-
mentos adquiridos no Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria
(GQAQ) ao longo de sete anos de trabalho com a preparaciio de FEM
em capilares de silica fundida via processo sol-gel. Acreditamos que
as informagdes apresentadas neste trabalho a respeito do dispositivo
de alta pressurizacdo (DAP), imprescindivel para o preenchimento
de colunas capilares de maneira eficiente e reprodutivel, poderdo
ser esclarecedoras e motivadoras para os grupos interessados em
desenvolver atividades de pesquisa com o tema no Brasil.

EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados no preparo de eletrdlito
condutor e na preparacdo das FEM foram os seguintes: metacriloxi-
propiltrimetoxisilano (MPTMS-98%) — Acros Organics (New Jersey,
EUA); 6xido de bis(2,4,6-trimetilbenzoil)-fenilfosfino (Irgacure
819) — Ciba (Sdo Paulo, Brasil); tolueno (alto grau de pureza) —
Beckman (Fullerton, EUA); etanol e metanol — Quimex (Tubarao,
Brasil); acido cloridrico, acetato de amonio, tiouréia e acetonitrila
(ACN) (PA) - Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Foram utilizados os
seguintes padrdes: naftaleno e acenafteno (99,0%) (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA); antraceno (99,0%) e fenantreno (97,0%) (Fluka,
Buchs, Suica) e fluoreno (98,0%) (Aldrich, Steinheim, Alemanha);
As solugdes foram preparadas com dgua purificada por sistema de
osmose revesa (Q842 da Quimis, Diadema, Brasil).
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Seringas e conectores

Seringas Gastight de 25 pL (1702 RNR) e 50 uL (1705 TLL)
foram obtidas da Hamilton Company, Reno, Estados Unidos. As
seringas sdo acopladas aos capilares pela agulha, com o auxilio de
conexdes PEEK (polimero PEEK™, marca registrada de Victrex
plc.): unides True-ZDV para micro luvas (P-720); adaptadores do
tipo Luer-to-MicroTight (P-662); luvas tubulares do tipo Microtight
green Peek (F-185X); luvas tubulares tipo Microtight black Peek
(F-186X); conectores padrdo para luvas tubulares do tipo Microtight
(F-125x) e conectores padrdo para tubos de 360 um de didmetro,
Blue PEEK (F-124Sx).

Capilares

Capilares de silica fundida com dimensdes de 100 um d.i. e 375
um d.e. revestidos com poliacrilato foram regularmente obtidos
da Microtube (Araraquara, SP). Capilares de silica fundida com
dimensoes de 100 pm d.i e 375 um d.e. revestidos com teflon e com
TSU foram importados da Polymicro Technologies (Phoenix, EUA).

Preparo de colunas monoliticas via processo sol-gel

A preparagio das FEM consiste, basicamente, em um pré-tratamen-
to do capilar, para silanizar a sua superficie utilizada como suporte; no
preparo do sol, que € uma solucéo contendo precursor polimérico e um
agente porogénico; no preenchimento parcial do capilar com esse sol;
na polimerizacao fotoiniciada in situ em uma camara UV via processo
sol-gel, onde o sol ganha viscosidade sendo convertido em um gel'"3
e, finalmente, em um pds-tratamento em que o agente porogé€nico e
residuos da polimerizaco sdo removidos. A descricdo detalhada deste
processo pode ser encontrada em trabalhos anteriores.'*!

A inser¢do do sol no capilar € 0 momento mais critico de todo o
processo de producio das FEM. A estrutura monolitica ndo convém
conter falhas, devendo ser homogénea a fim de evitar a formacao de
bolhas de ar durante a corrida eletrocromatografica, o que interfere
na formac@o de corrente elétrica.'® Além disso, o comprimento preen-
chido deve ser bem definido (8 cm de capilar). O segmento seguinte,
isento deste polimero, € a regido de deteccéio (geralmente espectro-
fotométrica na regido do UV). No caso do revestimento externo do
capilar ser opaco aradiagdo UV utilizada para as andlises, uma janela
de deteccio deve ser feita através da remogdo de aproximadamente
0,5 cm do material protetor. Essa produ¢@o da janela confere certa
fragilidade as colunas, sendo aconselhdvel o uso de capilares com
revestimentos transparentes a radiacdo UV (entre 190 e 400 nm).
Essa alternativa garante flexibilidade e resisténcia mecéanica a coluna
e permite a leitura do detector diretamente no capilar, sem a neces-
sidade de sua remocao.

Em seguida, sdo feitas andlises de hidrocarbonetos policiclicos
aromadticos (HPA) no equipamento de EC para verificar a formacao
da FEM no interior da coluna.

Instrumentacio

Foi utilizado um equipamento de EC modelo Agilent CE (Palo
Alto, EUA), equipado com fonte de alta tensdo (+30 kV); detector
por arranjo de diodos (DAD); controle de temperatura no interior
do cartucho por passagem de ar forcado; sistema de pressurizacio
externa (este sistema emprega gds nitrogénio ultrapuro fornecido
pela White Martins, Juiz de Fora, MG), que permite a aplicacéo de
pressoes de 2 a 12 bar nos capilares durante as corridas ou pré-trata-
mentos; e programa para controle, aquisi¢do e tratamento de dados
(HP ChemStation, rev A.06.01).
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A polimerizacdo fotoiniciada foi realizada em uma camara lab-
-made, que consiste em uma caixa feita em madeira medium density
fiberboard (MDF), equipada com seis lampadas fluorescentes de 46
cm de comprimento e 15 W cada (90 W de poténcia total) conectadas
a trés reatores elétricos; paredes internas espelhadas; e temporizador
digital com a fungdo de controlar a chave liga-desliga.'

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dispositivos de alta pressurizagio

Os instrumentos de inje¢do, denominados no GQAQ como dispo-
sitivos de alta pressurizagdo (DAP), proporcionam a introdugéo do sol,
assim como os processos de pré-tratamento da superficie interna da
coluna capilar e de pds-tratamento da FEM recém-formada. Existem
vérios modelos disponiveis comercialmente, os quais podem ser desde
dispositivos manuais a bombas de infusio digitais mais sofisticadas.
Em geral, as bombas apresentam custo de compra elevado, necessi-
tam de quantidades expressivas de reagentes e solventes e demanda
de muitos cuidados para o preenchimento de forma controlada do
mondlito em apenas uma sec¢do do tubo capilar. Por outro lado, os
dispositivos manuais apresentam baixo custo, utilizam pequenos
volumes de liquidos (solugdes, solventes ou sol) e possibilitam a
inje¢do de forma controlada e precisa em um dado comprimento de
coluna capilar."”

O primeiro dispositivo de alta pressuriza¢do (DAP I) criado
no GQAQ ¢€ constituido por um suporte rigido de latdo, no qual
se acopla uma seringa preenchida com o liquido a ser injetado no
capilar, conforme descrito no trabalho publicado por Vaz et al.’® O
DAP I foi projetado para seringas grandes (acima de 5 mL). Com
isso, mesmo os pequenos avangos promovem grandes liberagdes
de volume para o capilar, dificultando o controle da injecdo. Com
o0 objetivo de miniaturizar o volume liberado, um segundo modelo
do dispositivo, ou seja, DAP II, foi projetado e construido conforme
mostra a Figura 1. Este modelo foi construido com um material mais
leve e com duas entradas para seringas ao invés de uma, o que pos-
sibilita o condicionamento de até dois capilares simultaneamente,
contribuindo para um aumento da frequéncia de preparo das colunas.
Também foi modificada a forma como o &mbolo € pressionado.
O parafuso no centro do dispositivo possui liberdade para girar,
embora ndo avance ou recue. Uma plataforma mével, apoiada nos
trilhos paralelos, esta associada a rosca do parafuso, permitindo o
seu avanco ou recuo na dire¢cdo do percurso do émbolo a medida
que o parafuso € girado.”

Figura 1. DAP Il. Esquema técnico para montagem do DAP II. 1) porcas e

arruela, 2) seringa, 3) guia, 4) base, 5) barra roscada, 6) bucha nylon, 7)
seringa, 8) bucha da guia

Para a construgdo do DAP II foram utilizadas ligas metdlicas
de aco carbono. Todos os componentes estruturais foram minucio-
samente planejados e posteriormente usinados na oficina mecénica
do Departamento de Fisica na Universidade Federal de Juiz de
Fora, MG.

Embora as FEM produzidas no GQAQ com os dois modelos
de DAP permitam resultados satisfatérios,'>!” existe um detalhe
relacionado ao preenchimento que deve ser discutido. Em primeiro
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lugar, a deteriorizagdo dos conectores e da seringa (como acimulo de
residuos e entupimentos) € naturalmente possivel, devido ao contato
com o sol, que, por ser fotossensivel, pode polimerizar-se precoce-
mente em contato com a luz ambiente. Como as superficies destes
conectores sdo de dificil acesso, sua limpeza ¢ igualmente dificil,
podendo ocasionar danos irreversiveis a estes, elevando o custo e
diminuindo a eficiéncia do processo.

Componentes auxiliares

Com o objetivo de eliminar o contato direto do sol com os
conectores e seringas, foi realizada uma adaptagcdo no DAP II,
adicionando-se componentes auxiliares que permitem o movimento
controlado do émbolo nos dois sentidos possiveis. Estes componen-
tes foram modelados cuidadosamente em latdo para que se obtenha
um acoplamento adequado de sua estrutura no DAP II, na seringa
e no &mbolo. Com o uso de parafusos e porcas, € garantido que tal
acoplamento seja firme, possibilitando um novo modo de insercio
diferenciado das solugdes para o interior do capilar.

Funcionamento do DAP II modificado

Com esse sistema, o DAP II pode funcionar no sentido contrario,
permitindo a inje¢ao a vacuo. Assim, a inje¢do do sol pode ser feita
por succdo do liquido contido em seu recipiente diretamente para o
tubo capilar (Figura 2).

Figura 2. DAP Il modificado e o sentido do seu funcionamento para inser¢do
a vdcuo. 1) reservatdorio de sol, 2) capilar, 3) conectores para o capilar e a
agulha, 4) seringas, 5) plataforma fixa, 6) plataforma maovel, 7) componentes
auxiliares para inje¢do a vdcuo

O DAP Il a vicuo funciona da seguinte forma: 1) uma extremidade
do capilar € conectada hermeticamente a agulha da seringa, por meio
dos conectores apropriados; 2) a outra extremidade € imersa no sol,
contido em um recipiente independente do sistema; 3) a seringa é
afixada na plataforma fixa e 4) o seu émbolo € preso na plataforma
movel, por meio dos componentes auxiliares. Inicialmente, o émbolo
deve estar totalmente pressionado e as plataformas 3 e 4 préximas.
A partir da rotacdo do parafuso no sentido hordrio, a plataforma 4 se
afasta da plataforma 3, puxando o émbolo consigo. Este movimento
cria um vacuo no interior do capilar, permitindo a succio do liquido
em 2. O parafuso € girado até que o liquido alcance o comprimento
de capilar desejado.

Avaliacdo das FEM preparadas com o DAP II modificado

Quatro FEM foram preparadas com o DAP II modificado, sen-
do uma em cada dia, com o mesmo sol. Uma vez finalizado esse
processo, € feita a avaliacdo do desempenho, a partir da andlise de
HPA. As FEM mostraram-se com estrutura visivelmente homogénea
e proporcionaram perfis de separagdo semelhantes entre si (Figura 3)
e aos obtidos nos trabalhos anteriores no grupo.

Assim, foi possivel constatar que as quatro FEM foram devida-
mente formadas, indicando que ndo ha problemas durante o processo
de preparacdo, incluindo a etapa crucial de preenchimento com o
DAP II modificado.

Quim. Nova
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Figura 3. Eletrocromatogramas obtidos em colunas produzidas em réplicas
(A a D) com o DAP II modificado, em capilar TSU. Ordem de elui¢cdo: 1)
tiouréia, 2) naftaleno, 3) acenafteno, 4) fluoreno e 5) fenantreno, diluidos em
metanol a 1,0 mmol L. Fase mével: NH,Ac 16,7 mmol L' (60%) e acetoni-
trila (40%); voltagem: -20 kV; temperatura: 20 °C; inje¢do: -25 mbar por 5
s, detec¢do: 220 nm

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel mostrar os primeiros dispositivos
construidos no GQAQ, assim como a melhoria realizada, com a qual
foi possivel obter introdu¢do de sol a vicuo. Este dispositivo € capaz
de evitar falhas na estrutura monolitica e danos nos instrumentos que
auxiliam a inser¢do da FEM no capilar. O uso de FEM com inserc¢ao
a vdcuo, além de permitir baixo consumo de solventes e reagentes,
diminui o gasto de producdo e garante a homogeneidade do material
polimérico inserido.

Logo, foi mostrado o perfil de separagdo de HPAs com o uso de
FEM inseridas com o DAP Il a vicuo. Tal perfil se mostrou semelhante
aos conseguidos de maneira convencional, indicando que este modo
de injecao € uma excelente alternativa capaz de contribuir para difusdo
e expansio da ECC. Por fim, este trabalho pode ser uma contribuigdo
importante para pesquisadores interessados em desenvolver trabalhos
empregando ECC.
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