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on six crooked highways
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seven sad forests
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dozen dead oceans
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And it's a hard, and it's a
hard, it’s a hard, and it’s a
hard...

And it’s a hard rain’s a-gonna
fall”
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Resumo

O piperonal (ou heliotropina) apresenta aplicagdes industriais no ramo de cosméticos como fixador
de fragrancias, além de ser matéria prima para componentes de maior valor agregado, como a
piperina que & empregada como antiiflamatorio; a vanila que tem aplicagbes antioxidantes; o
pirebidil e a L-dopa que sdo agentes anti Parkinson. A sintese do piperonal, a partir do éleo
essencial da pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC), ndo gera um produto 100 % puro, dessa
forma vé-se a importancia de estudar uma maneira de separar o piperonal dos demais compostos,
safrol, isosafrol e terpinoleno, também presentes no produto final da sintese. Dentre os métodos de
purificagcdo ha a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que ao longo do tempo mostrou-se eficaz
na purificacdo e separacdo de diversos compostos. O método de separacdo baseada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia depende de diversos fatores, tais como a escolha da fase
estacionaria e da fase mével, bem como estudos preliminares para a posterior implementagdo das
variaveis definidas em uma escala semi preparativa ou preparativa. Na presente Dissertacao a fase
estacionaria utilizada foi a silica Cyg € a fase mével uma mistura binaria 70/30 (v/v) de etanol e
agua. A escolha da fase movel binaria deveu-se aos bons resultados de resolugéo obtidos entre o
componente de interesse, o piperonal, e o safrol, isosafrol e terpinoleno. A resolucéo alcancada
para o piperonal com relacdo aos demais componentes, safrol e isosafrol foi de 2,986 e para o
terpinoleno 6,900, a literatura relata que valores acima de 1,5 representam uma completa
separacdo. A estimativa de parametros chave para a coluna, como a porosidade da particula e a
fragdo de vazios do leito, foram obtidas por meio do método dos momentos e as isotermas de
adsorgdo por analise frontal. As isotermas foram determinadas entre 20 e 35 °C, com passo de 5
2C, apresentaram uma configuracao linear. De posse das isotermas, foi possivel estimar os valores
das constantes modificadas de Henry e as grandezas termodindmicas AG, AH e AS para o
sistema, por meio do grafico de van’t Hoff. Os valores de entalpia apontam que o piperonal é o
composto menos retido, pois apresenta uma entalpia igual a -1,134 KJ mol™, o maior valor se
comparado com os obtidos para o safrol, isosafrol e terpinoleno, o que demonstra a baixa interagédo
com a fase estacionaria, e consequentemente um baixo tempo de reten¢cdo do composto na
coluna. Esse efeito foi comprovado com os resultados obtidos para a entropia, o piperonal foi o
composto que apresentou o maior valor (6,812 J mol K'1). Ao passo que o terpinoleno apresentou
um valor igual a -6,485 J mol K. Estes valores descrevem que a retencgao do piperonal € menor se
comparada com a retengao do terpinoleno. Essas distingdes proporcionaram a separagao entre 0s
compostos.
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Abstract

Piperonal (or heliotropine) presents industrial applications in the field of cosmetics as fragrance
fixative, besides being the raw material for value-added components such as piperine which is
employed as anti-inflammatory, vanilla which has antioxidants applications, pirebidil and L -dopa
which are anti Parkinson's disease. The synthesis of piperonal, from the Piper hispidinervum C. DC,
does not generate 100% pure product, that way we can see the importance of studying a way to
purify piperonal from the others compounds, safrole, isosafrole and terpinoleno, also presente in the
final product of the synthesis. A method to be studied is high performance liquid chromatography,
which has been proved as an effective in the purification and separation of various compounds. The
separation method based on high performance liquid chromatography depends on several factors,
such as the choice of stationary phase and mobile phase, as well as preliminary studies for further
implementation of the defined variables in a semi-preparative or preparative scale. In the present
study silica gel Cyg was used as stationary phase and mobile phase was a binary mixture 70/30 (v /
v) ethanol and water, respectively. The choice of the binary mobile phase was due to the good
results of resolution between the component of interest, piperonal, and others; safrole, isosafrole
and terpinolene. The resolution achieved for piperonal in relation to other components, safrole and
isosafrole was 2.986 and 6.900 for terpinoleno. The literature reports that values above 1.5
represent a complete separation. The estimation of key parameters for the column, such as the
porosity of the particle and the bed porosity were obtained by the moment method and adsorption
isotherms by frontal analysis. The isotherms determined between 20 and 35 ° C, with steps of 5° C
showed a linear configuration. With the isotherms in hands, it was possible to estimate the values of
the Henry constants and the thermodynamics parameters for the system through the van't Hoff
graphical. The enthalpy values point out that piperonal is the less retained compound, because it
shows an enthalpy value equal to -1.134 KJ mol™, the greater value if we compare to the safrol,
isosafrol and terpinoleno values, this value demonstrate low interaction with the stationary phase
and, consequently, a low retention time of the compound in the column. This effect was proved by
the entropy values, piperonal showed the greater entropy (6.812 J mol K"). The terpinoleno showed
a value equal to -6.485 J mol K. These values describe that piperonal retention is smaller if we
compare to terpinoleno retention. This difference makes possible the separation between the

compounds.
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Capitulo 1

1 Introducao

1.1 Apresentacao do problema

As espécies do género Piper sdo utilizadas em medicamentos populares como agentes
antibacterial e antifingico. Tais efeitos podem ser observados devido a presenca do 6leo essencial
nas plantas deste género (Sauter et al, 2012). O 6leo essencial da pimenta longa (Piper
hispidinervum C. DC) apresenta alto teor de safrol, ao redor de 90%. De acordo com Bizzo et al.
(2001); Cremasco e Braga (2012) e Sauter et al. (2012) a importancia comercial do 6leo da P.
hispidinervum reside no alto teor de safrol contido no mesmo, pois o safrol & matéria prima para o
piperonal ou heliotropina (3,4-metilenodioxibenzaldeido). O piperonal possui aplicagbes na
indUstria de cosméticos como fixador de fragrancias, além de ser substrato para produtos de maior
valor agregado na industria farmacéutica (COSTA, 1999; CREMASCO e BRAGA, 2012).

Em escala industrial o piperonal é obtido em um processo baseado em ozondlise do cis-
trans-isosafrol. Este processo demanda uma elevada quantidade de energia, e tem a desvantagem
de poder gerar compostos indesejaveis (BRAGA, 2007). Outra maneira de obtencao do piperonal
em escala industrial é realizando a oxidag&o quimica do isosafrol. Um processo que foi utilizado em
larga escala usava o cromo (VI) como oxidante, no entanto tal processo foi considerado
insatisfatorio, devido ao risco de poluicdo ambiental do cromo hexavalente (GRIMSHAW e HUA,
1993).

Com o desuso da pratica de oxidagdo quimica, teve-se inicio uma nova forma de obter o
piperonal, que foi através dos 6leos essenciais da canela de sassafras (Ocotea pretiosa (Ness)
Mez), Figura 1.1a, ou da pimenta longa (P. hispidinervum), Figura 1.1b, pois os éleos séo ricos em

safrol, que como citado anteriormente, € a matéria prima para o piperonal.

PLANTAR & CULTIVAR.

Figura 1.1- (a) canela de sassafras; (b) pimenta longa.
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Até o inicio da década de 1990, o Brasil era o principal exportador a nivel mundial de safrol
(Figura 1.2). O safrol produzido no Brasil provinha do 6leo de sassafras, que era produzido pelo
arraste a vapor do tronco e lenho da O. pretiosa, uma planta da espécie Lauraceae, abundante na
regido do vale do rio Itajai-Agu, no estado de Santa Catarina (COSTA, 1999; CREMASCO e
BRAGA, 2010). Devido a exploracdo da O. pretiosa colocar em risco as reservas naturais da
planta, em 1991 o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) proibiu a exploracdo da mesma. Dessa forma o Brasil passou de exportador a importador
de safrol. Viu-se na pimenta longa uma alternativa viavel como substituicdo da canela de sassafras
e assim, tentar suprir a demanda do produto no mercado (CREMASCO e BRAGA, 2010).

Devido as caracteristicas do éleo da pimenta longa, alta concentragdo de safrol, ele
permite a sintese orgénica do piperonal. Cremasco e Braga (2012) realizaram a sintese orgéanica
do piperonal diretamente do 6leo essencial da pimenta longa, por meio da oxidagao eletroquimica
dos isdbmeros cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol e posterior oxidagao para piperonal. Os autores
obtiveram um rendimento em piperonal de 85% (Figura 1.3).

Alguns autores apresentaram maneiras diferentes de se obter o piperonal a partir do safrol
ou isosafrol. Alvarez e colaboradores (2006) utilizaram a oxidacdo do isosafrol com solvente
iodobenzeno diacetato em zeolitas Y sob radiacao de micro-ondas, os autores obtiveram com este
processo uma conversao do isosafrol a piperonal na ordem de 91%.

Santos e colaboradores (2004) optaram pela produgao do piperonal a partir da oxidacao
catalisada por peroxidase microbiolégica do isosafrol, resultando em um converséo final na ordem
de 20% do isosafrol inicial em piperonal.

De acordo com o que foi apresentado, vé-se a necessidade de estabelecer uma técnica de
purificacdo do produto resultante, isentando o mesmo de contaminantes e elevando a maior
concentracdo de piperonal possivel. A alternativa estudada nesta Dissertagdo estd embasada na
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando a silica C1g como fase estacionéaria. O
intuito do trabalho é avaliar a resposta dos analitos em uma combinagao de fases méveis visando
uma ampliagdo da escala de separagcdo do piperonal e analisar o comportamento de cada
composto, concluindo assim se a separacao via CLAE é ou ndo possivel.

1.2 Motivacao para o trabalho

A motivacdo do trabalho residiu em separar os componentes presentes no produto da
sintese do piperonal (3,4-metilenodioxibenzaldeido), obtendo assim uma substancia com um maior
grau de pureza e consequentemente maior valor agregado. Os produtos presentes na sintese
foram relatados por Braga (2007) como sendo, terpinoleno (4-isopropilideno-1-metilciclohexeno),
safrol (3,4-metilenodioxifenil-2-propeno) e isosafrol (3,4-metilenodioxifeni-1-propeno).

A rota utilizada por Braga (2007) esta representada nas Figuras (1.2) e (1.3). A Figura (1.2)

ilustra a isomerizacdo do safrol para seu isébmero estdvel correspondente, isosafrol.
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Tradicionalmente as reagdes de isomerizacao dos alilbenzenos séo catalisadas por alcalis, como o
KOH, em solugdes alcodlicas em altas temperaturas (BRAGA, 2007). A Figura (1.3) representa a
etapa de da oxidagédo eletroquimica do cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol, para uma posterior
oxidacao a piperonal.

KoH 0 N o X
< -« +
0] 0]
safrol cis-isosafrol trans-sosafrol

Figura 1.2 — Isomerizagao do safrol aos isdmeros do isosafrol (cis-trans-isosafrol) BAUER et
al., 2002 apud BRAGA, 2007).

o H
frol glicol
<j©/\ﬁ isosafro glico _ <O

cis-trans4isosafrol piperonal

Figura 1.3 — Oxidagao eletroquimica do cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol para posterior
oxidacao eletroquimica para piperonal (TORII et al., 1984 apud BRAGA, 2007).

Braga (2007) obteve um rendimento médio, em conversao a piperonal, na faixa de 85%.

Como mencionado, o terpinoleno foi um dos compostos encontrados por Braga (2007) no
produto final da sintese do piperonal. Sua estrutura quimica esté representada na Figura (1.4).

a

Figura 1.4 — Estrutura quimica do terpinoleno

A Tabela (1.1) relata que nem todo o safrol e cis-trans-isosafrol presentes no 6leo foram
convertidos a piperonal.
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Tabela 1.1 — Composi¢ao quimica média dos produtos de sintese do piperonal.

Compostos ¢ (mgmL™) % Sorbato
Terpinoleno 3,741 x10° 0,9
Safrol 7,091 x 10° 1,7
Cis-trans-Isosafrol 3,166 x 10® 7,6
Isosafrol glicol 0 0
Piperonal 3,548 x 10™ 84,9
Outros @ 2,044 x 10° 4,9

@ Compostos néo identificados

Devido a utilizagao do piperonal, ja relatada, a presente Dissertagdo fundamentou-se em
determinar as melhores condi¢cdes dentro do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
para a separacdo do composto de interesse, piperonal, dos demais presentes na sintese do

mesmo.

1.3 Objetivos

A presente Dissertagdo de Mestrado tem por objetivo principal o estudo da separagédo do
piperonal dos demais componentes presentes na sintese orgénica do mesmo, ou seja, a
separacao do piperonal do safrol, cis-trans-isosafrol e terpinoleno. Para tal, foi utilizado o estudo,
além dos parametros cromatograficos seletividade e resolugdo, os parametros termodinamicos
(AG, AH e AS), que advém do estudo da regido linear das isotermas de adsorgao. As propriedades
da coluna, como a fragdo de vazios do leito e a porosidade da particula, parametros chave para a
obtencéao das isotermas, foram obtidos por meio do método do primeiro momento. Todo o trabalho
foi conduzido por meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e utilizou-se
da silica C1g, como fase estaciondria, em assim sendo, utilizou-se a cromatografia liquida de fase
reversa, que permite uma maior recuperagado dos solutos e solventes utilizados. A principal fase
movel utilizada nesta Dissertacdo era composta por uma mistura binaria 70/30 (v/v) etanol e 4gua.
O estudo foi conduzido em uma faixa de temperatura, entre 20 e 25 °C, com passo de 5 °C, isso
possibilitou a obtengéo das constantes modificadas de Henry para cada composto, e assim, avaliar
o efeito da temperatura sobre a retengdo de cada componente na coluna, bem como, tracar o
grafico de van’t Hoff, que permite a obtencgéo direta das grandezas termodindmicas.

Para atingir o objetivo principal tragaram-se as seguintes metas:

o determinacdo dos tempos de retencdo do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, na

coluna para, assim efetuar o célculo da resolugéo;
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o escolha da fase moével mais adequada para a separagcao do piperonal dos demais

constituintes; safrol, isosafrol e terpinoleno;

o determinacéo da fragao de vazios da coluna e da porosidade da particula;

. determinag&o das constantes modificadas de Henry (K;) e das isotermas de adsor¢éo;

. tracar o grafico de van’t Hoff, para a determinacgdo das grandezas termodindmicas, AG, AH
e AS.
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Capitulo 2

2 Revisao bibliografica

2.1 O piperonal: propriedades, derivados e rota de obtencao

O o6leo essencial da Piper hispidinervum C. DC, em seu estado bruto, apresenta elevada
concentragdo de safrol (Figura 2.1a), aproximadamente 90%. O 6leo é extraido das folhas e talos
finos da planta por meio, convencionalmente, de um processo de hidrodestilagdo. O mesmo
procedimento é utilizado no campo, utilizando-se indistintamente galhos e folhas (COSTA, 1999;
CREMASCO e BRAGA, 2010).

O ¢dleo essencial de pimenta longa possui valor medicinal e agao inseticida. Além disso, é
utilizado no tratamento de doengas venéreas, desordens intestinais, males genito-urinario e
também € apontado no auxilio ao reumatismo, conforme relatos populares. Testes in vivo
realizados com pomada a base do 6leo essencial da pimenta longa demonstraram atividade no

tratamento de les6es cutaneas (JARDIM, 2011).

sondiiNeonl

Figura 2.1- (a) Estrutura quimica do safrol; (b) Estrutura quimica do piperonal.

O safrol, principal composto do 6leo essencial da pimenta longa, € um componente
quimico aromatico utilizado na industria como matéria-prima, entre outras, na manufatura da
heliotropina ou piperonal (Figura 2.1b), que é fixador de fragrancias e do butdxido de piperonila
(agente sinergistico encontrado nos inseticidas e pesticidas naturais a base de piretrium) (BRAGA,
2007). Devido a grande importancia do safrol como matéria prima para inUmeras industrias,
estudos resultaram no conhecimento da reatividade deste sistema (alilbenzeno), de tal maneira
que todos os 4atomos de carbono desta substancia natural podem ser, eficiente e
regiosseletivamente, funcionalizados (BARREIRO e FRAGA, 1999; BRAGA, 2007)

O processo para a obtencado do piperonal mais utilizado industrialmente € a ozondlise ou

oxidacdo com &cido crébmico (DAVIES e HODGSON, 1943) a partir do isosafrol. Entretanto, a
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poluicao ambiental associada a espécies de cromo e a necessidade de uma grande quantidade de
eletricidade e controle cuidadoso da temperatura de reacéo (0-5 °C) para a ozondlise, impulsionou
o desenvolvimento de novas rotas sintéticas bem como novos processos menos poluentes e mais
viaveis economicamente (FARINACCI, 1957; TORII et al., 1984). Ou seja, a rota de obtengao do
piperonal caracteriza-se pela isomerizagdo do safrol a cis-trans-isosafrol e uma posterior
eletroxidacao a isosafrol glicol e, por fim uma oxidacao para piperonal. Braga (2007) demonstrou
ser possivel obter os isdmeros cis-trans- isosafrol a partir do 6leo essencial da pimenta longa
(Piper hispidinervum C. DC). O rendimento em piperonal obtido pelos autores foi na ordem de 85%.

Santos et al. (2004) reportaram a obtencdo de piperonal por meio da oxidagao catalisada
por peroxidase microbiolégica do isosafrol em piperonal, levando a uma converséo na faixa de
20%.

A importancia do piperonal reside em suas aplicagdes industriais, como fixador de
fragrancias e, devido o mesmo ser substrato para a formulagdo de outros produtos com maior valor
agregado, podendo-se citar a piperina, empregada como antiinflamatério; a vanilina, como
antioxidante, o piribedil e a L-dopa, como agentes anti-Parkinson; e a eupaverina, usada como
vaso dilatador (SANTOS et al., 2004).

A Figura (2.2) representa a estrutura quimica de alguns dos produtos que derivam do
piperonal e que originam produtos de alto valor agregado.

HO COO
m3+
NG N HO
L-Dopa
Piperina O MeO.
MeO. CHO N
< MeO
- —_—
MeO.
HO O
Vanilina
MeO

Papaverina
0 \
< O 1
@)

Eupaverina Piribedil

Figura 2.2 — Substancias sintetizadas a partir do piperonal (SANTOS et al., 2004).
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2.2 Fundamentos da adsorcéao

A adsorcao é um fenémeno que envolve a transferéncia de massa e a distribuicdo de um
equilibrio resultante para um ou mais solutos distribuidos em uma fase fluida (fase mével) e uma
fase sélida (fase estacionaria). O fracionamento de um Unico soluto entre a fase fluida e o
adsorvente ou a seletividade da fase estacionaria para mdultiplos solutos torna possivel a
separacao de diferentes compostos distribuidos em uma solugao. (LEVAN, CARTA e YON, 1997).

A aplicacdo técnica da adsorcdo cobre ampla faixa, tais como processos de separacgao,
sinteses, purificacdo de gases e liquidos. Os processos de adsorgdo se consolidaram na inddstria
como sendo uma alternativa para a purificagao de diversos componentes. Seu uso é vasto devido
a variedade de adsorventes encontrada no mercado, tais como silicas de fase reversa, e novas
técnicas cromatograficas (LEVAN, CARTA e YON, 1997; MEYER, 2004).

O fendmeno de adsorgéo pode ser utilizado na purificagdo e separacao de compostos pois
promove acUumulo de um soluto na interface de um adsorvente. O soluto distribui-se seletivamente
entre as fases envolvidas. O acumulo do soluto por unidade de area é pequeno, por isso,
adsorventes com alta porosidade e microporosidade, como o carvao ativado, que possui uma area
superficial interna, entre 600 e 1000 m? g” sdo usados. Os adsorventes podem ser materiais
naturais ou sintéticos de estrutura amorfa ou microcristalina. Todo o processo de transferéncia de
massa na adsorgao é influenciado pela configuragao do adsorvente, pois a difuséo efetiva leva em
conta a porosidade e a tortuosidade do adsorvente (LEVAN, CARTA e YON, 1997; STRAND,
2001).

Dentro da adsorcdo uma técnica que tem destaque é a cromatografia, que é baseada no
deposito ou acumulo de moléculas em uma dada superficie adsorvente. De acordo com a natureza
das moléculas e a superficie adsorvente o processo pode ser dividido em varias formas, como por
exemplo, adsorcdo de moléculas gasosas em superficie sélida; moléculas liquidas em superficie
solida. Tais divisdes caracterizam a cromatografia gasosa, cromatografia liquida e cromatografia
planar (SCHULTE e EPPING, 2005).

Em nivel molecular, o fendmeno da adsorcao refere-se a formagéo de forgas de ligagao
entre a superficie e as moléculas na fase liquida. A diferenca nas forcas de ligacdo pode ser de
natureza distinta, por isso o balanco energético das forcas de ligacdo pode ser muito diferente
entre si. Basicamente, dois tipos de forgas podem ser observadas: as forgcas fisicas e as forcas
quimicas (SCHULTE e EPPING, 2005; ATKINS e de Paula, 2006).

As forgas envolvidas na adsorgao fisica incluem as forgas de van der Waals (dispersao-
repulsdo) e as forgas eletrostaticas compreendendo polarizagao, dipolo e interagées quadrupolo. A
contribuicdo da forca de van der Waals esta sempre presente, enquanto as contribuicdes
eletrostaticas sao significativas apenas nos casos de adsorventes como zedlitas, que possuem
uma estrutura i6nica (RUTHVEN, 1984).
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2.2.1  Adsorcio fisica e quimica

A adsorgdo depende da existéncia de uma forca na superficie da fase sélida que reduza a
energia potencial da molécula adsorvida, para uma forga menor que a for¢ca da fase liquida.
Usualmente sao diferenciadas duas classes de adsorcdo, a fisissor¢ao e a quimissorcao, tal
distincdo depende da natureza das forgas envolvidas na superficie do adsorvente. A adsorgao
fisica ou fisissorcao é conhecida como um processo de ligagcao reversivel da molécula presente na
fase fluida e a fase estacionaria. As forgas envolvidas na fisissorcdo consistem em dispersao-
repulsdo, que é a base da fisissorgao, tal forca é suplementada por contribuicbes eletrostaticas
(polarizagéo, dipolo, quadrupolo elétrico permanente ou uma rede de carga elétrica). Tais forcas
sdo importantes, ou até mesmo, dominantes para adsorventes polares (STRAND, 2001;
RUTHVEN, 2008).

Os modelos de adsorgao fisica dependem fundamentalmente da temperatura. Em geral, a
elevacao de temperatura provoca diminuicdo da capacidade de adsorcéo, devido ao aumento de
entropia na camada do adsorvente, ocasionado pela dessorcdo do sorbato (NASSAR e MAGDY,
1997).

A quimissorcao envolve ligacées quimicas entre o adsorbato e o adsorvente (geralmente
dissociacao). As forgas envolvidas na quimissorgdo sdo muito mais fortes se comparada com as
forgas envolvidas na fisissorgcao e envolvem a transferéncia ou compartilhamento de elétrons, para
que haja a ligagao quimica. Outro ponto a ser mencionado € a irreversibilidade do processo, pois
em se tratando de separacdo de componentes, ndo é interessante que ocorra irreversibilidade ou
dissociagdo (LEVAN, CARTA e YON, 1997; SCHULTE e EPPING, 2005; RUTHVEN, 2008).

As distincbes entre a adsorcdo fisica e quimica podem ser observadas a seguir
(RUTHVEN, 1984; SCHWANKE, 2003; SCHULTE e EPPING, 2005):

a) a adsorcgao fisica é, em geral, um fenébmeno com menor grau de especificidade, enquanto a
adsorgcao quimica é altamente dependente da afinidade entre o adsorvente e a molécula a ser
adsorvida;

b) uma molécula que passa por uma adsorcdo fisica mantém a sua identidade, ou seja, na
dessorcao ela retornara para a fase mével com sua estrutura original, ao passo que uma molécula
que passa pelo processo de quimissor¢ao pode sofrer uma dissociacdo e com isso ndo retornara a
sua forma original na dessorcao;

C) a energia na quimissor¢cdo é da mesma ordem e grandeza da energia de uma reagao
quimica comparavel. A adsorcao fisica € sempre exotérmica e a energia geralmente ndo é maior
que a energia de condensacgao da molécula a ser adsorvida, entretanto. Tal energia apresenta um

leve incremento quando a adsorgao fisica ocorre nos poros muito estreitos do adsorvente.

Em cromatografia liquida, ocorre usualmente adsorgéo fisica, principalmente quando o

objetivo é separar componentes presentes em uma amostra. A adsorcao fisica ainda apresenta
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uma reduc¢do substancial na capacidade de adsor¢do nos sitios ativos do adsorvente, além de ser
um processo mais demorado (GREGG e SING, 1982).

23 Analise termodinamica da adsorcao

Termodinamica da adsorc¢ao

O estudo do equilibrio termodinamico pode, em geral, ser aplicado a adsorcdo como para
qualquer outro equilibrio entre fases. A Unica suposi¢do geral implicita em tal aproximagao € que a
camada adsorvida pode ser tratada como uma fase distinta no sentido termodinamico. E possivel
adotar duas formas diferentes, mas de perspectivas inteiramente consistentes quando se aplica os
principios termodindmicos ao equilibrio de adsor¢do. Um das formas é: a camada superficial, que
consiste de adsorvente mais adsorbato, pode ser considerada como uma Unica fase, tendo as
mesmas propriedades gerais de uma solugdo; a outra forma de se considerar é o adsorvente
sendo termodinamicamente inerte (RUTHVEN, 1984).

A termodinamica da adsorgado é um tdpico importante dentro da cromatografia, devido a
sua ampla utilizagdo na area de farmacos e estudos de compostos variados. Diversos autores
utilizaram a técnica para dar melhor entendimento quanto ao mecanismo de retengao
cromatografica (ROSA, 2005; SILVA JUNIOR, 2006; GOTMAR, 2007; CHEN et al, 2008;
FREITAS, 2009; NASCIMENTO, 2012).

A maneira mais usual de conduzir um estudo termodinamico em cromatografia é a variacao
da temperatura de trabalho e, com isso, obter as constantes modificadas de Henry em diversas
temperaturas. A dependéncia do logaritmo natural dos fatores de retengéo e da seletividade com o
inverso da temperatura sao rotineiramente usadas para a determinacdo das grandezas
termodinamicas (RUTHVEN, 1984; ATKINS e de Paula, 2006; DIAS, 2007).

Geralmente, um aumento da temperatura de trabalho da coluna produz duas
consequéncias: (a) diminuicdo do tempo de retengdo dos analitos; (b) aumento na eficiéncia da
coluna, por meio do incremento do nuimero de pratos. Outra consequéncia do aumento da
temperatura é a reducao da viscosidade da fase moével, o que permite trabalhar com vazées mais
altas, devido a relagé@o da viscosidade, vazao e pressdo (BERTHOD, HE e BEESLEY, 2004).

Ruthven (1984) descreve que o equilibrio termodindmico da adsorgao é igual a qualquer
outro equilibrio termodinamico, ou seja, uma igualdade entre potenciais quimicos.

Blandamer e colaboradores (1998) apresentaram que o equilibrio de adsorcdo, para
moléculas adsorvidas, j, em solu¢gdes aquosas, cujos sitios ativos do adsorvente estavam

previamente ocupados por agua, pode ser representado pela Equacgéo (2.1).

j(aq)+ HxXad) < j(ad)+H,O(aq) 2.1)
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onde (aq) e (ad) representam a fase aquosa e o adsorvente, respectivamente. O potencial quimico

das moléculas adsorvidas, j, pode ser arranjado na forma da Equagéo (2.2) (RAMESH et al., 1998).
#;(aq) = 1] (aq)+ RT{In(f(0)) (22)

em que fé a funcdo do grau de ocupacéao da superficie do adsorvente, 6. O potencial quimico do

adsorbato, j, em solugcdo aquosa pode ser escrito na forma da Equagéo (2.3).

1;(aq) = 1f (aq) + RT{M{CQ%(@)H (2.3)

r

em que C, e 7//-(aq) s80 a concentracdo molar do soluto e o coeficiente de atividade,

respectivamente. E C, = 1 mol L. No estado de equilibrio os potenciais quimicos se igualam como
apresentado na Equacgéo (2.4).

oy (ad) = oy (aq) (24)

Desta maneira, a variagdo na energia livre de Gibbs pode ser escrita como demonstrada
na Equacéao (2.5) (BLANDAMER et al., 2005).

AG = uj(ad)- ) (aq) = —RT{/{%H =-RT InK, (2.5)

em que K,representa a constante de equilibrio termodindmico, também conhecida como constante
modificada de Henry, T é a temperatura absoluta e R a constante universal dos gases ideais.
Reagrupando a Equagéo (2.5) em fungdo da constante modificada de Henry, K,, chega-se

a equacao classica de van't Hoff, que esta representada pela Equacgéo (2.6).

AG =-RT InkK, (2.6)

Se considerarmos a relagéo entre AG e K, na Equagéo (2.5), a mudanga da constante
modificada de Henry com a temperatura pode ser obtida na forma diferencial, como pode ser

observado na Equagéao (2.7).
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dinK,  AH

= 2.7
dT RT? @7
A forma integrada da Equacao (2.7) é apresentada na Equacéo (2.8).
AH
InK, = ———+ 2.8
p="gT Y (2.8)

em que y representa a constante de integracdo. De acordo com Saha e Chowdhuy (2011), a
variagao da entropia € igual a constante universal dos gases ideais multiplicada pela constante de
integracao da Equacao (2.8). Desta forma, reagrupando e substituindo a Equagéao (2.6) e Equagéao
(2.8), chegas-se a Equagao (2.9), que é a equagao classica e fundamental da energia livre de
Gibbs (TRATHNIGG e VERONIK, 2005).

AG = AH-TAS (2.9)
Igualando as Equacées (2.6) e (2.9), obtém-se a Equacéo (2.10).

O B (2.10)
RT RT R
Por meio da Equacgéao (2.10) é possivel construir um gréfico de In K, contra 1/T que resulta
em — AH/R igual ao coeficiente angular e AS/R igual ao coeficiente linear. Isso provera os valores
de AH e AS para a adsorgdo. O grafico de In K, contra 1/T é conceitualmente conhecido como
gréfico de van’'t Hoff e seu comportamento é linear para uma grande faixa de concentracdo e
pressao de trabalho (RUTHVEN, 1984; SCHLAUCH e FRAHM, 2001; TRATHINGG e VERONIK,
2005).
A Equacédo (2.10) ainda pode ser representada com o fator de retengao, ki, em vez de K,
sendo necessdria a adicao da relacdo de fases (®), como representado na Equacédo (2.11)
(SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993; SCHLAUCH e FRAHM, 2001; NASCIMENTO et
al., 2012).

AH AS
e i ——
R

Ink = +Ind (2.11)

em que k representa o fator de retengéo de um dado composto na coluna, ao passo que o K, é

uma medida de equilibrio termodinamico. Como o valor de @, relagdo de fases, ndo € um dado
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técnico disponivel no manual da coluna a ser utilizada, a Equagao (2.12) fornece os meios para
alcancar tal valor (PETER, TOROK e FULOP, 1998):

V-V
b= v (2.12)

em que V representa o volume de adsorvente e Vj, 0 volume morto da coluna.

Quando ha uma mistura de analitos, ha outros parAmetros que podem ser obtidos para
caracterizar termodinamicamente o sistema. Tais parametros sdo A(AG); A(AH) e A(AS), que
representam as diferengas entre AG, AH e AS, respectivamente, para um dado par de analitos
(ROSA, 2005; SILVA JUNIOR, 2006; DIAS, 2007).

A interacéo entre dois componentes pode ser relacionada pela seletividade, que é a razao
entre as constantes modificada de Henry para o composto i e j, A Equagdo (2.13) relaciona a
seletividade com a variagédo da energia livre de Gibbs (FREITAS, 2009):

K.
a=—t = exp[m} (2.13)

K, RT

Combinando a Equagéo (2.13) com a relacdo de Gibbs-Helmholtz (Equacéo 2.9), chega-se
a Equacédo (2.14), que por meio do grafico de van’'t Hoff, In (a) versus 1/T, fornecera os valores de
A(AH) e A(AS) (CABUSAS, 1998; HE et al., 2004).

(2.14)

Em baixas temperaturas, a separacao é controlada pelo termo entalpico, A(AH). Esse caso
€ 0 mais comum na cromatografia liquida, e representa o decréscimo da seletividade com o
aumento da temperatura (SILVA JUNIOR, 2006).

A seletividade termodindmica dos compostos, como ja mencionado, expressa pela
Equacédo (2.13) tem a entalpia como principal influéncia em baixas temperaturas, ao passo que
com o0 aumento da temperatura o termo entalpico sera compensado pelo entropico. Em uma dada
temperatura o termo entrépico compensara totalmente o termo entalpico, levando a uma completa
ndo separacgdo dos compostos,ou seja A(AG) igual a 0 e a igual a 1. Aplicando a igual a 1 na
Equacédo (2.14) chega-se a Equacéo (2.15), que define a temperatura limite de separacado. Este
fenébmeno é conhecido como temperatura isosseletiva, T;,. Nesta temperatura ndo ha separagao

entre os componentes e temperaturas superiores a Ti, podem levar a uma inversdo na ordem de
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eluicao dos adsorbatos na coluna (SCHLAUCH e FRAHM, 2001; HE et al., 2004; WENG et al.,
2004; ROJKOVICOVA et al., 2004; SILVA JUNIOR, 2006).

(2.15)

Isotermas de adsorcao

A isoterma de adsorcao é uma ferramenta fundamental para a investigagdo dos processos
fisicos envolvidos na retengdo cromatografica. O significado da isoterma de adsorcdo, neste
contexto, é que descreve quantitativamente a distribuicdo de equilibrio entre as duas fases
envolvidas nos processos cromatograficos. Assim, um exame amplo das isotermas de adsorgao
rende informagdes sobre o solvente, o soluto e o adsorbato como também as interagbes entre
estas espécies que acontece durante a adsor¢ao (JACOBSON et al., 1984).

As isotermas, geralmente nao apresentam um carater linear. As configuracbes das
isotermas estao intimamente ligadas as concentragdes de trabalho (JACOBSON et al., 1984).

Giles e colaboradores (1960) realizaram uma série de experimentos para adsorgcao de
solutos organicos em uma série de fases estaciondria, e assim obter suas respectivas isotermas.
De acordo com Giles et al. (1960) o comportamento inicial da isoterma tem uma caracteristica
linear devido a viabilidade de sitios de adsorgéo disponiveis na fase estacionaria. A medida que os
sitios tornam-se mais escassos ocorre a competicdo entre o adsorbato por sitios ativos ainda
disponiveis, levando ao desvio da linearidade da isoterma (GILES et al., 1960).

A modificacdo da isoterma ndo se da apenas pela injecdo de um composto em uma fase
moével pura, mas também a injecdo de um composto puro em uma fase movel binaria, isso ocorre
devido a competicdo para atingir o equilibrio de um componente na coluna, este fenébmeno é
possivel apenas se a energia de adsor¢gdo de um componente é maior do que a do outro
(JANDERA et al., 2001).

Em cromatografia analitica, o intuito é a identificacdo, estudo da separacao e obtencéo de
parametros cromatograficos como: resolugéo, seletividade e tempo de retengédo. Colunas analiticas
ndo suportam grandes concentragdes de analitos, pois pode ocorrer uma sobrecarga de massa e,
com isso, a completa saturacao dos sitios ativos, o que pode acarretar na perda da coluna. Devido
a essa restricao fisica, usa-se baixas concentragdes para a obtencao das isotermas e parametros
cromatograficos. A cromatografia preparativa € destinada ao isolamento de um composto,
purificacdo, tendo como meta sempre a producdo. Nesta modalidade de cromatografia, devido a
maior quantidade de adsorvente na coluna, pode-se utilizar maiores concentragdes nos estudos
(MEYER, 2004).
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A inclinagcdo de uma isoterma corresponde ao coeficiente de distribuigdo, K, discriminando
duas partes da isoterma: a linear e a nao linear. Na regido linear, K é igual a constante modificada
de Henry, K, Para a regido n&o linear K se torna menor e alcanga um valor limite em altas
concentracdes de soluto (MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005). Quanto maior o K, de uma
substancia maior sera sua interagcdo com o adsorvente, resultando assim em um maior tempo de
retencdo do composto na coluna (ROUQUEROL et al., 1999).

A constante de Henry prové uma medida direta das interagbes entre uma molécula
adsorvida e os sitios mais favoraveis para a adsorgcéo na superficie do adsorvente

As fungbes termodindmicas padrao K, AG, AH e AS em diluigdo infinita podem ser
determinadas a partir da inclinagdo da tangente inicial da isoterma. Estes pardmetros podem ainda
ser derivados do fator de retencéo (k) (SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993).

A Figura (2.3) representa algumas isotermas competitivas descritas por Brunauer e
colaboradores (1940).

Curvas concavas (Tipo 1) tém sido historicamente designadas como ‘favoraveis’ a
adsorcéao. A curva do Tipo | € um caso em que o soluto tem alta afinidade com a fase estacionaria,
que em solugdes diluidas o analito é completamente adsorvido. A regido inicial da curva do Tipo |
apresenta linearidade (GILES et al., 1960; LEVAN, CARTA e YON, 1997).

As isotermas do Tipo Il e Tipo IV mostram que, inicialmente, quanto mais sitios ativos sdo
preenchidos torna-se mais dificil a molécula da amostra ser adsorvida. A inflexdo mostra que pode
ndo haver uma competicéo forte entre o analito permanecer na fase estacionaria e na fase fluida
(GILES et al., 1974).

| |
| |
Tipo | I Tipo Il I Tipo Il I
~ | | |
| | |
= | | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
| | |
Cgfpi Cifpi Cifpi
|
I
|
Tipo IV |
|
= |
|
|
|
|
|
|
Ci/ Pi Ci" F]i

Figura 2.3 — Modelos de isotermas de adsor¢ao (adaptada de BRUNAUER et al.,1940).
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As isotermas convexas (Tipo lll) sdo consideradas isotermas ‘desfavoraveis’ a dessorgao.
A direcdo inicial das curvas do Tipo Il e Tipo V mostram que a adsor¢ao € facilitada com o
aumento da concentracdo na fase mdével. Na préatica as curvas do Tipo Ill e Tipo V s6 acontecem
quando trés condi¢cdes sdo cumpridas: (a) a molécula do soluto deve ser monofuncional; (b) a
atragdo intermolecular deve ser moderada, a fim de causar uma camada adsorvida regular sobre o
adsorvente e (c) quando a molécula encontrar uma forte competicao pelos sitios de adsorcao
(GILES et al., 1960; LEVAN, CARTA e YON, 1997).

E sabido que a termodinamica controla o perfil das bandas cromatogréficas,
particularmente quando se trabalha em altas concentragdes e quando a cinética de transferéncia
de massa € baixa. O conhecimento da isoterma ainda pode ajudar a predizer a extensdo da
recuperacao de um dado composto e a taxa de producao. De acordo com isso, varios modelos
foram produzidos ao longo do tempo. A seguir, segue-se alguns dos modelos de isotermas
encontrados na literatura (RUTHVEN, 1984; GRITTI et al., 2003).

Modelo linear

Uma exigéncia termodindmica € que ocorra uma aproximagao linear para todos os
modelos de isotermas. O modelo linear ocorre em baixas concentra¢des de soluto na fase mével
(LEVAN, CARTA e YON, 1997). Conforme a Equacgéo (2.16).

q=Kyc (2.16)

em que K, representa a constante modificada de Henry, ¢ a concentragdo de soluto na fase movel
€ g a concentracdo em equilibrio na fase estacionéaria.

A isoterma linear é caracterizada pela constante de particdo constante entre o soluto
presente na amostra e na fase estacionaria, isso ocorrerd até um ponto limite de saturagao (GILES
et al., 1960). Giles e colaboradores (1974) descreveram que quando ocorre a isoterma linear o
numero de sitios ativos permanece constante, mas ndo necessariamente com o mesmo nivel de
energia, em toda a faixa de concentracao estudada.

Alguns outros modelos de isotermas sao apresentados na Tabela (2.1).
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Tabela 2.1 — Modelos de isotermas

Isoterma Modelo Observacgao

Considera que a adsorcao
ocorre em uma superficie
composta com um numero
fixo de sitios de adsorcao
ac de igual energia, ocorrendo

Langmuir =
g q9 1+ bc a adsorcio de uma

molécula por sitio ativo
(LANGMUIR, 1916; JAMES
et al., 1999; GRITTI et al.,
2003)

Corresponde a uma
distribuicdo exponencial das
energias de adsorgdo. E
mais indicada para
correlacionar dados de

Freundlich CI=KFCD adsorventes heterogéneos
e altas faixas de
concentracao
(FREUNDLICH, 1916;
LEVAN, CARTA e YON,
1997).

O modelo considera uma
superficie heterogénea. O
grau desta heterogeneidade
é descrita pelo parametro,
ac v, com 0<Zv<l1, v=1
Téth =T o .
[1+(bc)”]/” indicando uma superficie
completamente homogénea
(TOTH, 1971; CAVAZZANI
et al., 2002; SILVA JUNIOR,
2003)
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Faz aproximacdo a regido
linear, por meio do termo h;
que representa a constante
de equilibrio linear; gs € a

b;c; . -
g=hic; +q, i capacidade de saturacéo
_ - 1+ b;c; + byCs
Langmuir modificado monocamada do
, adsorvente e b; refere-se a
i=12

constante de equilibrio de
adsorcdo (RODRIGUES et
al., 1995; MAZZOTI et al.,
1997; ZHANG et al., 2003)

24 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia ocupa um lugar de destaque nos métodos de analise devido a facilidade
com que efetua separacao, identificagao e quantificacdo das espécies quimicas (COLLINS, 2006).

O principio da separacdo cromatografica se da por um método fisico-quimico dos
componentes da mistura, realizada por meio da distribuicdo desses componentes em duas fases,
que estdo em contato intimo. Um das fases das fases permanece estacionaria (adsorvente),
enquanto a outra se move através dela (fase mével). A cromatografia foi inicialmente desenvolvida
para a extragdo e purificagdo de misturas complexas de origem vegetal (MEYER, 2004; DITZ,
2005; COLLINS, 2006; GUIOCHON, 2012).

Existem varias formas de realizar o processo cromatografico e varias classificacées de
processos cromatograficos, assim como ha diversos critérios para realizar tal classificagdo. Os
critérios mais comuns séo os relacionados com a técnica empregada, ao mecanismo de separagao
envolvido e os diferentes tipos de fases utilizadas. Levando tais critérios como base pode-se citar a
cromatografia planar, cromatografia gasosa, cromatografia liquida e a cromatografia supercritica
(COLLINS, 2006).

Dentre os métodos cromatograficos de separagéo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que é uma técnica inserida na cromatografia liquida, € uma das técnicas mais importantes,
na qual empregando-se colunas recheadas e uma fase movel, eluida sob altas pressodes, torna-se
possivel realizar separagbes e andlises quantitativas de uma grande variedade de compostos,
principalmente de moléculas biologicamente ativas, com rapidez, alta resolugéo, eficiéncia e
detectabilidade (SILVA SILVA JUNIOR, 2003; ROSA, 2005).

O avancgo real da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) comegou durante a

década de 1960, quando particulas porosas de pequenos didametros tornaram-se mais acessiveis
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ao mercado. Em meados de 1970 a técnica CLAE passou a ser uma técnica de rotina, devido a
viabilidade das colunas empacotadas com silica gel de fase reversa (DITZ, 2005).

Uma exigéncia em CLAE é a que a amostra seja soluvel na fase mével utilizada. Caso
esse requisito ndo seja atendido, pode ocorrer de o soluto ndo ser transportado através da coluna
pela fase movel (SILVA JUNIOR, 2003).

A CLAE, como atualmente conhecida, tem muitos usos tais como: métodos de separacao,
andlise quimica de misturas, analises quantitativas e qualitativas de amostras. Se comparado a
outros métodos a CLAE é excepcional em termos de (SNYDER et al., 1979):

o aplicagdo quase universal, poucas amostras sdo excluidas da possibilidade de separagao
em CLAE;

. notavel precisdo em ensaios (* 0,5% ou acima, em muitos casos);

o uma vasta gama de equipamentos, colunas e outros materiais disponiveis no mercado,

permitindo o uso da CLAE para quase todas as aplicagoes.

Além disso, a CLAE transformou o controle de qualidade nas industrias quimicas e
farmacéuticas, devido ao seu rapido meio para avaliar a pureza de substancias e, ainda permite a
purificacdo de pequenas quantidades de amostras. A maioria dos sistemas utiliza detectores de
absorcao ultravioleta e espectrometria de massas para detectar as substancias que sao eluidas
através da coluna. A técnica da cromatografia pode utilizar diversos tipos de adsorventes como
fase estacionaria. Dessa maneira, a separagao cromatografica pode ser estudada de maneira a
aperfeicoar a separacao e reduzir o custo do processo (JARDIM, COLLINS e GUIMARAES, 2006).

Um esquema de um equipamento CLAE padrdo é apresentado na Figura (2.4). Ha
equipamentos compostos com diferentes arranjos, com o intuito de suprir as necessidades do

usuario.

Figura 2.4 — Representacao esquematica de um equipamento CLAE padrao: 1 — Reservatorio
de fase movel; 2 — Bomba; 3 — Coluna cromatografica; 4 — Detector; 5 — Residuo (Adaptada de
JARDIM, COLLINS e GUIMARAES, 20086).
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2.5 Cromatografia liquida de fase reversa

Cromatografia de fase reversa (RPLC — da sigla em inglés Reversed-phase liquid
chromatography) é o termo usado para descrever o estado quando a fase estacionaria € menos
polar do que a fase mével (MEYER, 2004). Entre os diferentes meios de separacdo em CLAE, por
exemplo, cromatografia liquida por exclusdo, cromatografia liquida por troca i6nica, definitivamente
a cromatografia liquida de fase reversa tem tido posicdo dominante no mercado. Estima-se que a
RPLC represente entre 80-90% das separagdes em cromatografia liquida. A diversidade de
colunas de fases reversas de alta qualidade associada a vasta gama de ferramentas para controle
e otimizacao da separacao renderam a fase reversa esse posto no mercado mundial (CLAESSENS
e van STRATEN, 2004; URBAN et al., 2007).

Se comparada com outras formas de CLAE (fase normal, cromatografia de troca ibnica,
etc.), separacdes por cromatografia liquida de fase reversa sao usualmente mais convenientes,
robustas e versateis, podendo utilizar diversas fases moveis, o que ndo é possivel em outras
técnicas cromatogréaficas. Colunas de fase reversa ainda tendem a ter maior eficiéncia e
repetibilidade e, estdo dispostas no mercado em uma ampla faixa de tipos de adsorventes e
tamanhos de particulas (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2010).

A fase reversa tem uma vasta aplicacdo, dependendo da base utilizada como fase
estacionaria, porém muitos compostos organicos tem uma solubilidade limitada em agua (fase
moével mais comum em cromatografia de fase reversa) ou em solventes organicos/agua, o que
limita um pouco a aplicacdo. Nestes casos, onde a solubilidade da amostra é baixa em agua ou
misturas solventes organicos e agua (amostras muito hidrofébicas), o uso de cromatografia de fase
normal, utilizando-se da fase movel ndo aquosa é mais aconselhavel (SNYDER, KIRKLAND e
DOLAN, 2010).

2.5.1 Fase estacionaria baseada em silica

As fases estacionarias apolares sdo com maior frequéncia, particulas esféricas de silica
recobertas com cadeias de carbono. Uma das fases estacionarias mais utilizadas em RPLC é a
C1s, que é composta por particulas de silica recobertas com uma cadeia de 18 carbonos (LANCAS,
2009).

Em aplicagdes préticas, a silica ainda domina como base sélida para fase estacionaria em
CLAE. As vantagens desejadas na silica s&o: alta resisténcia mecénica, e habilidade para
seguramente ser manufaturada em particulas de diametro especifico de adsorvente, diametro de
poro e area superficial. Separagbes em cromatografia liquida de fase reversa tiveram uma melhora
significativa quando silicas modificadas com recobrimentos hidrofilicos usando organossilanos
passaram a ser utilizadas (PESEK e MATYSKA, 2005).

Todas as fases estacionarias, que tem a silica por base, possuem grupos funcionais de

acido silanol polar (Si-OH) em sua superficie. Com o intuito de diminuir o nimero de silandis,
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pequenos recobrimentos orgénicos, como o metil (C1), sdo usados para desativar sitios de silanos,
apés iniciado o processo de preparo da silica (PESEK e MATYSKA, 2005).

Devido aos grupos silandis remanescentes na superficie da silica, mesmo apds seu
recobrimento, as fases estacionaria baseadas em silica, possuem ambos mecanismos de
separagdo: fase reversa e fase normal. Isso se da devido a interagdo dos compostos com o0s
grupos silanos, remanescentes na superficie da silica (NAWROCKI, 1997). O recobrimento da
silica situa-se em 80%, nos melhores casos, mas € comum encontrar no mercado silicas com 50%
de recobrimento. Com o intuito de diminuir o problema com silanos na superficie da silica,
usualmente o atomo de hidrogénio do grupo é substituido por um grupo trimetilsilii (SCHULTER,
1999).

Dependendo da modificagdo na superficie da silica, os adsorventes de fase reversa podem
ser agrupados em (a) silicas de fase reversa monomérica, quimicamente modificadas com grupos
silanos monofuncionais ou (b) fase reversa polimérica, feita com uma camada de polimero, por
reacdo na superficie da silica, com grupos trissilanos (MEYER, 2004).

Atualmente ha no mercado diversos tipos de recobrimentos para a silica, com isso torna-se
possivel a separagao e quantificagao de diversos compostos, como: pequenas proteinas (<50-100
kDa), peptideos, oligonucleotideos, amino &cidos e farmacos (SCHLUTER, 1999). De acordo com
Schdlter (1999), outros compostos podem ser separados em colunas baseadas em silica, basta
adequar a fase movel e as condigées do sistema, para que a separagado possa ser observada. A
Tabela (2.2) apresenta algumas fases estacionarias baseadas em silica. O termo ‘fase reversa’

também é aplicado para silicas recobertas com polimeros hidrofobicos (LANCAS, 2009).

Tabela 2.2 — Principais fases estacionarias empregadas na cromatografia liquida de particao
operando no modo reverso (RP) (LANCAS, 2009).

Grupo funcional Fase estacionéria Denominacao
Octadecil N | Octadecilsilano,

_/S'_ OiS'W\/\/\\/WCHA

| Cis, ODS, RPys

Octtil N |

—si— o—s|i\/\\/\/\/CH3 Octilsilano,Cg, RPg
Hexil N |

—/5'— 0 _S|'W\/CH3 Hexilsilano,Cg, RPg
Butil NS | o

—/s|— o—s|iW(:H3 Butilsilano,C4, RP4
Fenil “ |

—/Si— 0— S|i Fenilsilano
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2.6 Técnicas em cromatografia

2.6.1 Métodos de obtencao de isotermas de adsorcao

De acordo com Jacobson (1984), Glueckauf foi o primeiro a usar cromatografia gasosa
para medir isotermas em 1947, Jacobson (1984) mencionou que Conder e Young (1979)
apresentaram uma revisdo dos métodos de obtencao de isotermas por cromatografia gasosa. Tais
métodos podem ser aplicados para a cromatografia liquida. O método em cromatografia liquida
mais simples € a Analise Frontal. Introduzida por James e Phillips, (1954); e Schay e Székely,
(1954), esse método relaciona a velocidade da concentragéo frontal formada por um incremento na
concentracao do soluto (JACOBSON, 1984).

As isotermas podem ser obtidas por métodos estaticos (ou batelada) e dindmicos. Os
métodos estaticos de medicao de isotermas de adsorgao ndo analisam o tempo nas curvas de
concentracdo, mas usam apenas as informagbes do estado de equilibrio (SEIDEL-
MORGENSTERN, 2004). Os métodos estaticos se caracterizam por analisar a solucdo ja em seu
estado de equilibrio, ou seja, tais métodos envolvem volumes ou massas conhecidos do material
adsorvente que é equilibrado com volumes conhecidos de solugdo em uma dada concentragao de
soluto. Apéds o termino do fenémeno da adsorgéo, o equilibrio entre a fase estacionaria e a solugao
€ medido e a quantidade de material adsorvido por unidade de volume ou massa de adsorvente é
obtida (MARCHETTI et al., 2009). Como exemplos de métodos estaticos tem-se: método batelada,
método da adsorgao-dessorcdo, método da circulagéo.

Os métodos dinamicos sdo baseados na andlise matematica da curva de resposta de
diferentes concentracdes definidas na entrada da coluna, O principio basico do método é injetar
grandes quantidades de amostras em uma coluna, previamente equilibrada com a fase moével, e
analisar a resposta obtida. Baseado no tipo de ‘perturbagédo’ gerada na coluna o método é dividido
em trés grandes grupos: a injecao de grandes amostras, com concentragdes diferentes, resultando
assim nas chamadas curvas de ruptura; injecbes de pequenas amostras em diferentes
concentracoes e o Ultimo grupo é a injecdo de pequenos volumes a altas concentragdes
(MIHLBACHLER et al., 2002; MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005).

Como exemplo de métodos dindmicos, pode-se citar: método da perturbagdo, método da

eluicao por pontos caracteristicos e a analise frontal (MIHLBACHLER et al., 2002).

Analise Frontal

O método mais praticado e conhecido para se obter isotermas de adsorgdo é a Analise
Frontal (AF). Ela relaciona o ponto da isoterma a uma dada concentragdo de soluto na fase moével
com o tempo de saturacdo da coluna, na concentracdo estudada. A AF também apresenta alta
precisdo se comparada a métodos estaticos e relativa simplicidade na aplicacdo (GUIOCHON et
al., 1994; MIHLBACHLER et al., 2002).
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A determinacao da isoterma de adsorcao por Analise Frontal (AF) é o problema inverso se
comparado com a predicao de curvas de ruptura de isotermas conhecidas. Uma vez que a teoria
do equilibrio fornece uma ferramenta conveniente para predizer o formato caracteristico de tais
curvas (platd intermediario e tempo de retencao), apenas esses dados devem ser determinados
experimentalmente para resolver o problema inverso (LISEC, 2001).

Na determinacdo de isotermas competitivas por meio da AF, a coluna inicialmente
condicionada com a fase moével, é alimentada por uma solugdo contendo uma concentracdo
conhecida da mistura em estudo até que a coluna seja completamente saturada. Ao atingir a
condicdo de equilibrio, outra solugdo de concentragdo mais elevada e de valor conhecido é
alimentada na coluna até que seja atingido um novo equilibrio. Esse procedimento é repetido
sucessivas vezes gerando sucessivas curvas de ruptura (em forma de degraus sucessivos). Cada
curva de ruptura fornecera um ponto na isoterma de adsorcdo competitiva (JACOBSON et al.,
1987; GUIOCHON et al., 1994). Na Figura (2.5) é representada a adsor¢cao de um dado composto

e os parametros obtidos por meio da metodologia AF.
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Figura 2.5 — Representacao esquematica de uma curva de ruptura (adaptado de GRITTI et al.,
2003).

Os dados experimentais da isoterma de adsor¢do podem ser determinados tanto para a
etapa de adsor¢do da curva de ruptura quanto para a etapa de dessorcdo, de acordo com 0s
balangos de massa representados pela Equacao (2.17) (MARCHETTI et al., 2009).
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- (2.17)

em que V, é o volume de adsorvente no sistema, descrito na Equagéo (2.18), ¢ é a concentragio
de alimentagdo, Vr é o volume de retengdo no ponto de inflexdo da curva de ruptura, Vy, é o

volume morto do sistema.
V,=V(1-¢) (2.18)

em que V representa o volume da coluna vazia.

Seidel-Morgenstern (2004) relata que o método da analise frontal € um dos mais
recomendados para se determinar isotermas de amostras com mais de dois componentes, apesar
de seu alto consumo de solvente. O método da adsorcdo-dessorgcdo também é aplicado
satisfatoriamente nestes casos. O método da perturbagao torna a construcao de isotermas com
mais de dois compostos um sistema dificil e inviavel.

2.6.2 Pulsos cromatograficos

A técnica da injecdo de pulsos cromatograficos ndo apenas promove a separacdo de
componentes em misturas, mas também é uma técnica (til para a determinagdo de parametros
cromatograficos, termodinamicos e de transferéncia de massa. Além disso, teorias matematicas,
baseadas na cromatografia de pulso, foram desenvolvidas, tornando-a possivel de aplicar para
medidas de processos de transporte que acompanham a adsorcdo em leitos adsorventes
(SCHWANKE, 2003).

A cromatografia em pulso é baseada na injecao de um pulso do sorbato, de volume
conhecido, tal volume é definido no loop da valvula do CLAE. O pulso gera uma curva
cromatografica, cromatograma, como resposta. Os cromatogramas sé@o as ferramentas necesséria
para determinar o tempo de retencdao de um composto. Um estudo mais criterioso, como a variagao
da concentracdo da injecdo e vazado, pode fornecer os parametros termodindmicos e de
transferéncia de massa.

Apesar de a andlise CLAE ser precisa, a repetibilidade desejada nem sempre é alcangada,
devido a diversos fatores, como imprecisdo operacional e do equipamento, ocasionando, na
maioria dos casos, um alargamento do pico cromatogréfico. Suzuki (1990) relata que em um
sistema cromatografico o alargamento do pico de resposta a injecdo de um soluto resulta da
combinagdo da dispersdo axial e resisténcias a transferéncia de massa, tanto nas particulas do
sorbato quanto nas particulas do meio poroso. Portanto, torna-se dificil extrair valores seguros dos

parametros cromatograficos por meio de uma Unica injecao e avaliando um Unico pico resposta.
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Por esta razdo, os experimentos sdo usualmente conduzidos em diferentes condicoes
experimentais (ou de analises). Em geral, os principais fatores que influenciam nos resultados sao
a vazao da fase mével, a temperatura e, em muitos casos, o didmetro das particulas de adsorvente
(SUZUKI, 1990; SCHWANKE, 2003).

2.7 Parametros cromatograficos

As informacdes basicas para o desenvolvimento de uma separagdao cromatografica sao
retiradas de um cromatograma. A Figura (2.6) exemplifica um cromatograma resultante para a
injecdo de uma amostra contendo trés compostos diferentes.
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Figura 2.6 — Cromatograma resultante para a inje¢do de uma amostra contendo trés
componentes distintos (adaptada de SCHULTE e EPPING, 2005).

A forga de interacdo de cada componente com a fase estacionaria é proporcional ao tempo
de retengao, fg.

O tempo morto total, t,, € a diferenga e entre o tempo de entrada e saida de um composto
inerte na coluna, e isso é afetado pelo volume da cabega da bomba, didmetro da tubulagéo,
volume no detector, distancia entre a injecao da amostra e a detecgdo. Em assim sendo, o tempo
morto da planta, t..n, deve ser determinado e, isso € feito com a injegdo de um composto inerte no

sistema sem a coluna. O tempo de retencao, fg; de um composto / retido € a soma do tempo morto
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da coluna, ty é o tempo que o composto ficou realmente retido na coluna (SCHULTE e EPPING,

2005). O tempo morto da coluna pode ser obtido pela Equacgéo (2.19).

to = tiotar — tplant (2.19)

Assim, torna-se possivel a obtencado do tempo de retencdo corrigido, definido por Jardim,
Collins e Guimaraes et al. (2006) como representado na Equacao (2.20). Apesar da corregédo do
tempo de retencdo, quando o termo tempo de retencdo é usado, geralmente ele se refere ao

tempo de retencéo global.

t =tm —to (2.20)

Resolucao

A resolugdo cromatografica, Rs, € uma medida de qudo separados estdo dois picos
adjacentes. Trés fatores importantes sio responsaveis pela variacdo na resolucédo: a seletividade,
o fator de retencéo e a eficiéncia da coluna (SCHMIDT-TRAUB, 2005). Collins (2006) relata que,
para ocorrer uma separagao razoavel entre dois compostos, a resolugdo entre eles deve ser igual
ou superior a 1,5.

A resolugéo pode ser obtida por meio das Equagdes (2.21) e (2.22).

A _m( k ](a—1]

_IN( K Mad
4 (k+1) a (2.21)

(ts — t5;)

R.=1177—=
s Wh + Wy, (2.22)

em que a Equagéo (2.21) relaciona o niUmero de pratos da coluna, N, o fator de retengéo, k, e a
seletividade, a. Ja a Equacgao (2.22) relaciona o tempo de retengdo do composto / e j na coluna,
com a largura do pico a meia altura, W

Schmidt-Traub (2005) ainda relata que, em teoria, a equagao da resolugdo apresenta trés
possibilidades para o incremento em seu valor final: aumentando o valor do fator de retengéo,
modificando a eficiéncia da coluna, por meio de modificagdes na fluidodinamica da coluna, como
por exemplo: melhorar o empacotamento da coluna, reduzir o didmetro de particulas adsorventes
ou otimizar a fase movel. A terceira opgédo € manter o sistema o mais préximo do valor desejado de

resolugéo possivel e alterar a temperatura do sistema.
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As estratégias propostas por Schmidt-Traub (2005) sdo as mais praticaveis dentro da
cromatografia. Urban et al. (2007) apontaram que com a reducao no diametro médio das particulas
adsorventes a separacao entre proteinas torna-se mais fécil, para o sistema em estudo. Claessens
e van Straten (2004) mostraram que para fases reversas e inje¢des de solventes organicos e uracil
0 aumento da temperatura reduz consideravelmente o tempo das analises, porém reduz também a

resolucdo do sistema.

Fator de retencao

O tempo de retencao de uma substancia na coluna depende, além das for¢cas envolvidas
entre a fase mdével e fase estacionaria, da geometria da coluna e da vazao de fase mével. Com
isso, foi introduzido o fator de retencao, k, que é caracterizado por ser uma medida adimensional e
de fundamental importancia em separacdes cromatograficas, pois associa a quantidade de
moléculas que se encontram retidas na fase estacionaria (ns) com as que percorrem a coluna
juntamente com a fase mével (n,) (SCHMIDT-TRAUB, 2005; COLLINS et al., 2006). O fator de
retencdo pode ser obtido por meio da Equagéo (2.23).

K _ns _(tm—to)

e : (2.23)

Seletividade
Dois componentes nao podem ser separados caso possuam o mesmo fator de retengao
(k), pois isso implica que os componentes terdo o mesmo tempo de retengdo na coluna. Um meio

de avaliar a separacdo e quao separaveis sdo 0s componentes € a seletividade (a), relacionada

na Equacéo (2.24) e (2.25) (MEYER, 2004).

k. tg—t
a=—L-F_0 (2.24)
.Y 225

K (2.25)

em que k; o k; na Equacédo (2.24) representam os valores do fator de retencdo de um dado

compostos, conforme apresentado na Equagao (2.23). A Equacgéo (2.25) traz a seletividade medida
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a partir de um ponto termodin&mico, ou seja, por meio das constantes modificadas de Henry, K, e
K.

De acordo com Schmidt-Traub (2005) o valor aceitavel para a seletividade entre dois
compostos é de 1,2. O autor ainda aponta que para separacdes com seletividade menor que 1,2 o
ndmero necessario de pratos cresce drasticamente. E como o aumento no ndmero de pratos esta
ligado a um aumento na pressao de trabalho do sistema, e ainda, uma diminuicao no diametro das

particulas adsorventes, o custo da separagao tem um substancial acréscimo.

Numero de pratos

A eficiéncia de uma coluna pode ser avaliada por meio do nimero de pratos (N). Um prato
representa uma etapa de equilibrio do soluto na fase moével e na fase estacionaria. Portanto,
guanto maior o numero de pratos, maior sera o niumero de etapas de equilibrio, 0 que uma maior
eficiéncia da coluna e, consequentemente uma maior separagdo (JARDIM, COLLINS e
GUIMARAES, 2006). O nimero de pratos é definido pela Equagao (2.26).

2
t .
N = 5,545 AL
{th (2.26)

em que tRi, com anteriormente explanado, significa o tempo de retencdo e, Wy é a largura do

pico cromatografico a meia altura.

28 Fase moével

Um projeto de separacdo, empregando a cromatografia liquida, somente terd sucesso se
for possivel acoplar uma fase mével correta a uma fase estacionaria conveniente (CIOLA, 1998).

A importancia da fase movel no processo de separacao pode ser comprovada por meio da
andlise da equacgéo geral de resolugdo, R, Equacgdo (2.25) e (2.26), na qual dois dos trés
parametros cromatograficos envolvidos :nimero de pratos, N; o fator de retencéo, k; e o fator de
separagéo, a; sao fortemente influenciados pela fase moével.

De acordo com Jardim, Collins e Guimardes (2006) as principais caracteristicas que as
fases moveis utilizadas em CLAE devem apresentar sdo:

a) ser de alto grau de pureza e de facil purificagéo;
b) dissolver a amostra sem decompor 0s seus componentes;
c) nao decompor ou dissolver a fase estacionaria;
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d) ter baixa viscosidade;
e) ser compativel com o tipo de detector utilizado;
f) ter polaridade para permitir uma separagao conveniente dos componentes da amostra.

Além dos fatores citados, ha outros que devem ser considerados para a escolha da fase
moével, como: seguranca na manipulacdo, o custo de recuperacdo do solvente e a energia
necessaria para o reciclo e evaporacdo para a recuperagdo do soluto presente no residuo
(LANCAS, 2009).

Em se tratando de cromatografia de fase reversa, agua € o solvente mais fraco. O
mecanismo pelo qual um solvente forte reduz o tempo de retengdo de um componente em fase
reversa é bem diferente do comportamento em fase normal; na fase reversa ndo ha competicao.
Em fase reversa a adicdo de solventes mais fortes diminui o tempo de retengdo dos analitos
(GUIOCHON e TRAPP, 2012).

Para a cromatografia de fase reversa a fase moével geralmente é composta de uma mistura
de agua ou uma solucédo tampéao aquosa. A mistura de agua a solventes organicos geralmente leva
a uma elevagao da viscosidade, se comparada aos os solventes puros, como exemplo, o etanol e
a agua, em 20°C apresentam viscosidade de 1,144 e 1,002 mPa s, respectivamente, ja uma
mistura contendo 40% de etanol em agua apresenta uma viscosidade de 2,8 mPa s (MEYER,
2004). O aumento da viscosidade leva a uma elevada pressao de trabalho, o que gera cuidados
extras com o equipamento e com a coluna, pois uma brusca queda de pressdo na coluna pode
gerar deslocamento da fase estacionaria empacotada e, com isso, ocasionar a perda da coluna,

sendo necessario um novo empacotamento.
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Capitulo 3

3 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentadas as descricoes dos materiais utilizados, bem como os
fornecedores e graus de pureza e as metodologias aplicadas durante os experimentos. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Propriedades Reoldgicas e Coloidais,
pertencente ao DEMbio — Departamento de Engenharia de Materiais e Bioprocessos e no
Laboratorio de Processos em Meios Porosos pertencente ao Departamento de Engenharia de
Processos (DEPro), ambos departamentos da FEQ — Faculdade de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas.

3.1 Materiais

3.1.1 Padroes cromatograficos para os produtos de sintese do piperonal

A aquisicao de padrdes para o desenvolvimento experimental desta Dissertagao baseou-se
em um trabalho prévio, conduzido por Braga (2007), o qual, a partir do éleo essencial da pimenta
longa, estudou a obtengao do piperonal, segundo a rota quimica apresentanda na Figura (1.3).

A composicao média dos produtos da oxidagao do isosafrol glicol a piperonal, encontrada
por Braga (2007) esta apresentada na Tabela (3.1).

Tabela 3.1 — Composi¢do quimica média dos produtos da sintese do piperonal Braga (2007).

Composto Concentragao (mg mL™) %
Terpinoleno 3,741x10°® 0,9
Safrol 7,091x10° 1,7
cis-trans-isosafrol 3,166x10° 7,6
Piperonal 3,548x10™ 84,9
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O componente majoritario, piperonal (98%), e o safrol (= 97%) foram obtidos junto a Sigma-
Aldrich. O isosafrol (99,5%) foi obtido junto a ChemService, o componente é vendido em forma
racémica dos isdbmeros cis-trans-isosafrol. O terpinoleno (= 85%) foi obtido junto a Fluka.

3.1.2 Fase movel

A principal fase mével utilizada, ou seja, aquela que foi utilizada para a obtencdo das
constantes modificadas de Henry, era composta de uma mistura binaria, na proporcao de 70/30
(v/v) de etanol e agua. O etanol, grau HPLC, foi obtido junto a J. T. Baker, USA. A agua utilizada
em todos os experimentos foi agua deionizada (18,2 MQ), processada em um equipamento
equipado com dois filtros UV e uma membrana de osmose reversa; da marca Elga Laboratory e
modelo Purelab Option-Q.

Como ja mencionado, uma das exigéncias das fases moéveis é que elas sejam totalmente
capazes de solubilizar os solutos. O etanol ndo é capaz de solubilizar o poliestireno e o uracil, com
isso, foi necessario usar fases méveis distintas para cada um dos compostos inertes (poliestireno e
uracil).

Para a determinacdo da fragdo de vazios do leito (€), o composto inerte utilizado foi o
poliestireno, e a fase mével o tetraidrofurano — THF (99,8%), obtido junto a Tedia, USA.

A porosidade total da coluna (g;) foi estimada utilizando-se, como fase mével, uma mistura
binaria de acetonitrila (99,99%) fornecida pela J. T. Baker (USA) e agua, na proporcdo de 60/40
(V/V).

3.1.3 Componentes inertes

Para a caracterizagao da coluna, determinagao das porosidades da particula, total e fragao
de vazios do leito, se fazem necessario a escolha de componentes inertes. Esses componentes
ndo podem apresentar interacdo com a fase estacionaria em estudo, neste caso a silica C1s.

Um componente inerte citado na literatura (Miyabe e Guiochon, 2000; Urban, 2007) para a
determinacgao da porosidade total é o uracil (Figura 3.1a). O uracil, gentilmente cedido pelo Instituto
de Quimica da UNICAMP, foi originalmente obtido junto a Sigma-Aldrich (USA) e possuia 98% de
grau de pureza e massa molar de 112,09 g mol™.

O composto inerte utilizado para a determinacdo da fracdo de vazio do leito foi o
poliestireno (Figura 3.1b), de massa molar 504.500 g mol™, obtido junto & Polymer Laboratories,

Reino Unido.
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Figura 3.1 — (a) Estrutura quimica do uracil; (b) Estrutura quimica do poliestireno.

3.1.4 A fase estacionaria

A fase estacionaria utilizada para a avaliacao da separagao do piperonal do safrol isosafrol
e terpinoleno, presentes na amostra, foi a silica C4g Hyperbond. O didmetro médio das particulas
de silica, de acordo com o fabricante, igual a 10um e o didmetro médio dos poros 120 A. A fase
estacionaria encontrava-se empacotada em uma coluna de dimensbées 300 mm x 3,9 mm. O

conjunto, coluna e fase estacionaria, foi obtido da TermoQuest.

3.1.5 Equipamentos

Todos os experimentos foram conduzidos em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, constituido por: uma controladora modelo CBM-20A/UFLC, um detector UV-Vis modelo
SPD-20A, bomba para a solucdo e bomba para o eluente, LC-10AD e LC-20AT, respectivamente,
todos os equipamentos descritos sdo da marca Shimadzu Corporation, Japdo. Os dados gerados
pelos equipamentos foram analisados pelo software LC Solutions®.

Para a pesagem dos analitos uma balanga analitica Mettler (Suica) modelo AJ150 foi
utilizada. As fases moveis foram desgaseificadas em banho ultra-sénico da marca Cole Parmer®
modelo 8892R-MT (USA). A temperatura da coluna foi controlada com o auxilio de um banho
termostatizado da Marca Solab, modelo SL 152 (Brasil), com precisédo de 0,5 °C.

A Figura (3.2) ilustra o conjunto experimental utilizado para o estudo da separacao
cromatografica e a determinagé@o das isotermas, em que: 1 — placa controladora; 2 — Detector Uv-
Vis; 3 e 4 -Bombas.
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Figura 3.2 — Representacao esquematica de um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (adaptada de NASCIMENTO, 2012).

3.2 Métodos

3.2.1 Determinac¢ao da fracao de vazios do leito

Para a obtencédo da fracdo de vazios do leito, €, foi utilizada como molécula inerte o
poliestireno. Devido a sua elevada massa molar, 0 que o faz percolar apenas entre as moléculas
de silica, ndo penetrando em seus poros, e sua ndo interacdo com o adsorvente, o poliestireno
pode ser utilizado como tragcador para a determinacao da fracdo de vazios do leito.

A técnica utilizada para determinar a fragao de vazios foi 0 método dos momentos, que
relaciona o tempo de retencdo de um dado composto na coluna, com a vazao utilizada. Esse
método além de ser Util para obter, de maneira experimental, a fracdo de vazios do leito e a
porosidade total, ainda pode ser aplicado para a determinagao do coeficiente de difuséo efetivo e
de dispersédo axial. O método é de simples aplicacdo e utiliza a técnica de injegdo de pulsos
cromatograficos (injecdo de uma dada quantidade de solugdo) (MIYABE e SUZUKI, 1992;
CREMASCO et al.,2001; SCHWANKE, 2003)

O primeiro momento, técnica utilizada nesta Dissertagédo, é definido pela Equagéo (3.1)
(MIYABE e SUZUKI, 1992; CREMASCO et al., 2001; SCHWANKE, 2003).

R
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em que u corresponde ao tempo de retencdo do composto na coluna. Os termos L e u,

correspondem ao comprimento Util da coluna e a velocidade superficial, respectivamente. O tempo

morto do sistema é expresso pelo termo, t,. K é definido como um termo de equilibrio

termodinamico e esta exposto na Equagéo (3.2).

K:gp+(1—gp)Kp (3.2)

Com o intuito de construir um grafico de L/tg versus u, e assim, encontrar o valor da

fracdo de vazios do leito; foram injetadas no sistema amostras de 20 uL de poliestireno em THF,
em uma concentracdo de 0,5 g L™'. A vazao de fase mével (THF) foi ajustada em valores distintos:
0,4;0,6;0,8; 1,0 e 1,2 mL min™. O detector Uv-Vis foi ajustado para 220 nm.

Os tempos de retengao do poliestireno foram avaliados a uma temperatura de 25°C. Foram
feitas 3 injecdes para cada vazao, e o tempo utilizado para a determinacao da fracao de vazios do
leito corresponde a média das trés injecdes. Com os tempos de retengao foi possivel a construgao

do gréfico de L/tg versus u, e por meio do coeficiente angular do grafico é possivel determinar a

fragéo de vazios do leito.

3.2.2 Determinacao da porosidade da particula

Para se determinar a porosidade da particula, €, antes € necessario a determinagdo da
porosidade total. A molécula utilizada nas injegbes cromatograficas foi o uracil. Devido a sua,
relativa, pequena massa molar, esta percola o leito e ainda penetra os poros do adsorvente,
podendo assim fornecer o valor da porosidade total.

O procedimento realizado para o uracil foi semelhante ao realizado para o poliestireno,
injecdes de 20 pL em vazdes variando entre 0,4 a 1,2 mL min™' com passo de 0,2 mL min™.

A fase movel adequada para a utilizacdo do uracil, basea-se em uma mistura binaria de
acetonitrila e agua 60/40 (v/v), Miyabe e Guiochon (2000) e Urban et a. (2007) reportaram 0 uso
desta fase mével e do o uracil para a determinagao da porosidade total do leito empacotado com
silica Cys.

O detector foi ajustado em 254 nm. Assim, como para a determinacado da fragdo de vazios

do leito, um gréfico de L/ tg versus u, foi construido e, por meio do coeficiente angular, a

porosidade total pode ser diretamente obtida.

De posse da fragdo de vazios do leito (¢) e da porosidade total (g1) é possivel obter a

porosidade da particula (Ep), por meio da Equacéo (3.3).
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er =e+(1-¢)g, (3.3)

3.2.3 Curva de calibracao

Por meio da curva de calibracdo é possivel obter a concentragdo de uma dada amostra
coletada durante as corridas cromatogréficas.

A curva de calibragdo de cada composto € obtida, por meio da injecdo do padrdo do
componente. A faixa de concentragdo das amostras injetadas deve-se seguir as concentracoes de
trabalho, nao é recomendado extrapolar os limites da curva.

Para obter as curvas foram feitas inje¢cdes de piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno em
diferentes concentragdes, 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 g L. Para cada concentragao, trés solucdes
das concentragoes citadas foram preparadas e de cada solucdo, foram feitas trés injecdes. A
média da area dos picos das inje¢cdes de cada solucao foi utilizada para tragar a curva, que é
definida como a concentragao da injecdo versus a area dos picos de resposta do pulso.

As curvas de calibracdo estao expostas no Apéndice B desta Dissertacao.

3.2.4 A analise frontal

As isotermas de adsorcdo dos compostos em estudo, piperonal, safrol, isosafrol,
terpinoleno, e da mistura dos produtos resultantes da sintese do piperonal, foram determinadas
pelo método da Andlise Frontal. Esse método é baseado na andlise matematica da curva de
ruptura.

Para aplicar esse método, foram utilizadas duas bombas. Com o auxilio de uma das
bombas a solucdo, contendo o composto em estudo, foi injetada continuamente na coluna. A
solucdo foi injetada até que se alcancasse a completa saturacdo da coluna, ou seja, que a
formagao de um platd de concentracdo possa ser observado. Apds o equilibrio alcangado, uma
segunda bomba injetou apenas a fase mével com o intuito de regenerar a coluna.

Cada concentracao utilizada na curva de ruptura representa um ponto na isoterma de
adsorcdo, para a construgdo das isotermas foram fixados cinco pontos, sendo que as
concentracdes utilizadas foram as mesmas utilizadas para a obtengdo da curva de calibragéo,
0,02; 0,05;0,1;0,15e0,2g L™".

Depois de obtidas as curvas de ruptura, os dados foram analisados matematicamente, por
meio da derivada primeira, e assim, os valores de volume de inflexdo (Vg) para cada componente

foram obtidos, e posteriormente utilizados na Equagéo (2.17).

q:C(VFV—;VM) (2.17)
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em que Vg refere-se ao volume da inflexao, Vy o volume morto do sistema e V, € o volume de
adsorvente na coluna.

Para a determinagéo das curvas de ruptura para os compostos em estudo, o detector UV-
Vis foi ajustado para 230 nm para todos os componentes estudados, com excegdo ao piperonal,
que teve sua deteccédo ajusta para 245 nm.

3.2.,5 Otimizacao da fase movel

A fase movel inicialmente utilizada, 100 % etanol, provou ndo ser eficiente para a
separacao dos compostos estudados, em assim sendo, foi necessario uma nova estratégia para a
separacao e, o passo tomado foi a adicdo de 4gua ao etanol. A literatura (MEYER, 2004; MIYABE
e GUIOCHON, 2004; WEWERS et al., 2005; JANDERA, KUCEROVA e URBAN, 2011) reporta o
uso de agua em fases moveis para cromatografia liquida de fase reversa.

Foram feitas solucdes, etanol/agua, com propor¢coes variadas de agua em sua
composigao. Com o intuito de avaliar as novas fases méveis uma solugao da mistura dos produtos
resultantes da sintese do piperonal foi preparada, na concentragdo de 0,5 g L, para cada fase
movel diferente foram feitas 3 inje¢cdes de 20 pL. Para o estudo da fase movel a temperatura foi
mantida constante em 25 °C.

O cromatograma resultante das inje¢des era entao avaliado, com o objetivo de verificar as
modificacdes causadas com a adicdo da agua ao sistema. As proporcdes de agua utilizadas foram:
10, 15, 20 e 30% de 4gua, sempre na razao volume/volume.

Apé6s a avaliacdo dos cromatogramas, elegeu-se a fase moével composta de 70/30 (v/v)
etanol/agua, como sendo a fase mével que melhor se aplicaria ao estudo termodindmico e da
viabilidade da separacao dos piperonal dos demais componentes oriundos da sintese organica.
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Capitulo 4

4 Resultados e discussoes

4.1 Determinacao da fracao de vazios do leito e porosidade da particula

4.1.1 Determinacao da fracao de vazios do leito
Antes de determinar qualquer porosidade, deve-se determinar o tempo morto do sistema,

ty, isso é feito por meio da injecdo de uma molécula inerte, no sistema sem a coluna. Esse

procedimento mostra o tempo que uma molécula leva para sair do injetor e percorrer toda a
tubulagéo presente.

A determinagéo do tempo morto deve ser realizada nas mesmas vazdes que o trabalho ira
ser conduzido. Dessa maneira, é possivel determinar o tempo de retencao corrigido (tR) de cada

composto.
A Tabela (4.1) apresenta os valores dos tempos de retencao para a inje¢cao de poliestireno

e uracil, no sistema sem a coluna, e para o sistema montado com a coluna. Na Tabela (4.1), f,

representa o tempo que o uracil levou para percorrer o caminho do injetor ao sistema de deteccao

UV-Vis. O t,yestiro » fEPresenta o tempo de retencéo do poliestireno no sistema, este montado
com a coluna, e a variavel t,. ., € definida como o tempo de retencdo do uracil no sistema,

também com a presenca da coluna.

Tabela 4.1 — Tempo morto para o sistema cromatografico determinado com a inje¢édo de

poliestireno e uracil (0,5 g L'1) no sistema CLAE.

Q(ni m'n”) to (m n ) t poliestirgo (m n ) Luracil (m n )
0,4 0,260 4,181 6,610
0,6 0,187 2,794 4,417
0,8 0,154 2,101 3,310
1,0 0,129 1,699 2,648
1,2 0,107 1,422 2,202
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Com os dados da Tabela (4.1) é possivel a determinagao da fragao de vazios do leito. Isso
se dard por meio do método do primeiro momento. A molécula que permite determinar essa
variavel é o poliestireno, pois ele percolard apenas entre as particulas de silica e nao entre seus
poros. A Figura (4.1) representa um cromatograma para o poliestireno, em fase mével THF e fase
estacionaria silica C1g e temperatura de 25 °C. Por meio de injecbes em vazdes distintas, 0,4; 0,6;

0,8;1,0 e 1,2 mL min™, é possivel obter a fragao de vazios do leito.
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Figura 4.1 — Cromatograma resultante para a injecdo de 20 pL de poliestireno 0,5g L. Fase
mével THF, 25 °C, 1 mL min™, 220 nm.

De posse dos tempos de retencdo do poliestireno, nas vazées anteriormente citadas, e as
velocidades superficiais para as vazdes de trabalho, foi possivel obter a Figura (4.2).
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Figura 4.2 — Primeiro momento para o composto poliestireno. Fase moével THF, 220 nm.
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Da inclinacdo da reta da Figura (4.2) e a equagao do primeiro momento, Equacao (3.1), é

possivel obter o valor da fragéo de vazios do leito(g). O valor encontrado para a fragdo de vazios

do leito da coluna utilizada nesta Dissertagdo foi igual a 0,44. O valor do coeficiente de
determinacgéo para a reta da Figura (4.2) foi de 0,998.

De acordo com Baker et al. (2010) a fragao de vazios do leito € um parametro chave para
varios calculos usados na descricdo de colunas cromatograficas e representa uma boa descricao
da estrutura da fase estacionaria empacotada. Um valor tipico encontrado para colunas bem
empacotadas é ao redor de 0,40. Miyabe e Suzuki (1992) reportaram diferentes valores de fragdes
de vazios do leito para colunas empacotadas com silica Cyg. As fracbes de vazios do leito
encontradas pelos autores foram de 0,38 e 0,44, para particulas com diametro de 10 e 45 ym,
respectivamente.

O valor de fragao de vazios do leito encontrado nesta Dissertagdo estd em conformidade
com os valores relatados pelos autores Miyabe e Suzuki (1992).

4.1.2 Determinacao da porosidade da particula

A porosidade total foi determinada por meio do método dos momentos, com a injegado de
uma molécula inerte de pequena massa molar, o uracil. Devido a ndo interagcao do analito com a
fase estacionaria e sua baixa massa molar, a molécula permeia por entre as particulas de silica e
entre os poros da mesma. As condicdes experimentais, ajustadas para a determinacdo da
porosidade total, foram as mesmas utilizadas para a determinacao da fracao de vazios do leito.

A Figura (4.3) representa um cromatograma para a injegdo da molécula de uracil. A fase

movel utilizada foi uma mistura binaria na proporcao 60/40 (v/v) de acetonitrila e agua.
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Figura 4.3 — Cromatograma resultante para a inje¢do de 20 pL de uracil 0,5g L. Fase mével
60/40 (v/v) acetonitrila/agua, 25 °C, 1 mL min™', 254 nm.
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A Figura (4.4) representa o gréfico do primeiro momento para o uracil, por meio do qual é

possivel obter o valor da porosidade total, e consequentemente a porosidade da particula.
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Figura 4.4 — Primeiro momento para o composto uracil. Fase movel 60/40 (v/v)
acetonitrila/ agua, 254 nm.

Por meio da Figura (4.4) foi possivel chegar ao valor da porosidade total, que para a
presente Dissertacédo foi igual a 0,70. Com um coeficiente de determinacéao igual a 0,993. Urban
(2007) relatou porosidades totais para colunas empacotadas com silica C1g de didmetro de 3 um
igual a 0,36 e 0,86 para silica de diametro de 5 um.

Com o valor da porosidade total é possivel, por meio da Equagéo (3.3), obter o valor da

porosidade da particula (gp).
ET =8+(1—8)6‘p (3.3)

Utilizando os valores de porosidade total e da fracdo de vazios do leito previamente
determinados, conclui-se que o valor da porosidade da particula é igual a 0,47. Miyabe (2009)
reportou valores de 0,47 para porosidade da silica Cg, com uma particula de didametro 4,5 pym.
Urban (2007) reportou valores de porosidade da particula de Cyg igual a 0,49, para silica Cg com

diametro médio de 5 um.
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O valor encontrado para esta Dissertacdo, 0,47, foi determinado para uma particula
adsorvente com didmetro médio de 10 um.

4.2 Testes preliminares para a determinacao da fase movel

4.2.1 A escolha da fase moével

Para a eleicao da fase movel que mais se ajustaria ao estudo da viabilidade da separacao
do piperonal dos demais componentes presentes na sintese, foram realizados testes que
consistiam na injegdo de 20 pyL de uma solugdo de etanol, contendo os compostos piperonal,
safrol, isosafrol e terpinoleno, nas propor¢des relatadas por Braga (2007), expostos na Tabela (3.1)
A concentracdo de todas as solucdes preparadas foi de 0,5 g L. Todas as injecdes, para a
determinagao da fase movel, ocorreram em 25 °C. O cromatograma resultante das injegbes era
analisado em funcéo da resolucao obtida.

A primeira fase movel testada foi o etanol sem a adicdo de agua. O cromatograma
resultante para a injegdo da solugao citada, a 25 °C pode ser observado na Figura (4.5). As
condicbes experimentais da Figura (4.5), vazdo igual a 1 mL min-1, temperatura 25 °C e
comprimento de onda igual a 230 nm, foram mantidas para as Figuras (4.6), (4.7), (4.8) e (4.9).
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Figura 4.5 — Cromatograma resultante para a inje¢céo de 20 uL da solugéo de piperonal, safrol,

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase mével etanol, 230 nm.

Como fica, claramente, ilustrado na Figura (4.1) a separagao dos compostos com uma fase
moével 100% etanol é impossivel, devido o tempo de retencdo para todos os compostos ser o
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mesmo e todos os picos estarem sobrepostos, ou seja, a interagdo dos compostos com a fase
estaciondria é a mesma, o que resulta em uma seletividade () igual.

A estratégia tracada, para poder haver a separacao do piperonal dos demais componentes,
foi a citada na literatura (MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005), que é baseada na adigao de
agua a fase movel organica, procurando com isso, alterar a interacdo dos analitos com a fase
estacionaria. As proporgoes de agua testadas foram: 10, 15, 20 e 30%.

A Figura (4.6) mostra o cromatograma resultante para a injecdo da solugdo, com fase
movel binaria 90/10 (v/v) etanol e agua. Pode-se observar que a interagdo dos compostos com a
fase mével e fase estacionaria mudou. O terpinoleno teve um incremento em seu tempo de
retencdo, assim como o safrol e isosafrol. Ainda, pode-se perceber que os compostos safrol e
isosafrol possuem o mesmo tempo de retengao, o que torna sua separagao impossivel.
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Figura 4.6 — Cromatograma resultante para a inje¢céo de 20 uL da solugao de piperonal, safrol,
isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase mével 90/10 etanol/agua.

Comparando os cromatogramas das Figuras (4.5) e (4.6), pode-se perceber que com a
adicao de 10% de agua a fase mével, j& nota-se que ha uma separagéo entre os picos.

Para avaliar o efeito da adicdo de agua ao sistema, com dados de parametros
cromatograficos, foi optado pelo método da resolugdo. Collins (2006) relata que, para uma
separacao razoavel entre dois componentes, o valor da resolu¢do deve ser maior ou igual a 1,5.

Para obter os valores de resolucéo, expostos na Tabela (4.2), foi tomado o piperonal como
composto referéncia, uma vez que esta Dissertagao visa o estudo da viabilidade de sua separagao

dos demais compostos presentes na sintese organica do 6leo essencial da pimenta longa.
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Tabela 4.2 — Relagéo da resolucao entre o piperonal e o safro-isosafrol e terpinoleno, FM

90/10 (v/v) de etanol e agua.

Composto; ~
%ompostoj Resolugéo (R,)
Piperona
)s/afrol—isosafrol 0,972
Piperon?/ 5147
terpinoler )

Os dados da Tabela (4.2) comprovam que a completa separac¢édo dos piperonal do safrol-
isosafrol ndo é possivel, porém o terpinoleno apresenta um valor acima do minimo recomendado.

A fase movel seguinte testada foi a combinagdo 85/15 (v/v) etanol e de agua. O
procedimento experimental foi o mesmo aplicado ao caso anterior, ou seja, a injecdo de uma
solucdo 0,5 ¢g L, contendo uma mistura dos componentes em estudo.

A Figura (4.7), cromatograma resultante da injegdo com fase movel 85/15 (v/v), mostra
uma melhor separagao entre os picos do piperonal e safrol-isosafrol. Isso ocorreu devido a maior

interagao do safrol-isosafrol com a fase estaciondaria, com o incremento da agua na fase moével.

500000
J I\Diperonal
\‘
|
400000 M‘
S 300000 |
E |
[O) - M
® |
e} 200000 - [
e |
= 1
D 1 |
c “‘ .
= 100000 - ‘/ | Eafrol Isosafrol
) } “'\ ,‘J \‘\ Terpinoleno
gef— & ) -
T T T T T T 0 |
0 1 2 3 4 5 6 7 5

Tempo (min.)

Figura 4.7 — Cromatograma resultante para a inje¢cao de 20 uL da solugao de piperonal, safrol,

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase moével 85/15 etanol/agua.

A Tabela (4.3) representa as resolugdes alcangadas com a fase movel 85/15 (v/v). O que
se pode perceber é que com 15% de &gua, foi possivel alcangar um valor proximo a resolugao

minima, para uma boa separacao.
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Tabela 4.3 — Relacéo da resolugéo entre o piperonal, safrol/isosafrol e terpinoleno. FM 85/15

(v/v) de etanol e agua.

Composto; ~
%ompostoj Resolugdo (R,)
Piperona
)s/afrol —isosafrol 1,469
Piperon?/ 3.486
terpinoler )

Com o intuito de elevar o valor da resolugao entre os componentes, foi adicionado mais 5%
de agua a fase mével, perfazendo assim uma fase moével composta de 80 % etanol e 20% agua.

A Figura (4.8) ilustra o resultado alcangado com esta fase movel. O que fica claro é que,
guanto maior o volume de agua presente na fase mdvel, maior é a interagdo dos componentes
safrol-isosafrol e terpinoleno com a fase estacionaria, ao passo que o piperonal tende a seguir

mais na fase mével.
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Figura 4.8 — Cromatograma resultante para a injecdo de 20 uL da solugéo de piperonal, safrol,

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase mével 80/20 etanol/agua.

A Figura (4.4) mostra, com clareza, que a os picos das amostras se afastam cada vez mais
com a adigao de agua. O piperonal apresentou um tempo de retencao de 3,182 min para a fase
mével 90/10 (v/v), e para a fase mével 80/20 (v/v) 3,245 min. Um incremento de 1,98%, o que
mostra a pouca interacdo do composto com a fase estacionéria. O tempo de retengdo do safrol-
isosafrol, com fase mével 90/10 era de 3,591 min, ao passo que com fase mével 80/20, o tempo
sobe para 4,234, um incremento de 17, 91%. O composto de que mostra maior afinidade com a

fase estacionaria é o terpinoleno. Seu tempo de retencéo varia de 4,233 min para 6,099 min, com
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fase movel 90/10 e 80/20, respectivamente. Isso representa um aumento de 44,08% no seu tempo
de retencgao.

A Tabela (4.4) representa as resolugdes alcangadas com a fase mével 80/20 (v/v). O que
se pode perceber € que com 20% de agua foi possivel alcangcar uma boa resolugdo para a
separacao dos compostos em estudo, ambos os valores de resolugdo foram acima do citado como
limite para a separagdo completa; 1,5, citado por Collins (2006). O valor de resolugao do safrol-
isosafrol € 1,3 vezes acima do valor minimo necessario para a separagdo, ao passo que a
resolugdo para o terpinoleno é 3 vezes maior que a minima. Isso resulta em uma completa
separacao dos componentes dos componentes em uma mistura. Ainda pode-se perceber que com
o incremento de agua a fase médvel a interagdo do terpinoleno com a fase estacionaria sofre a
maior elevagao, o safrol-isosafrol aumentam a interagdo com a fase estacionaria também, porém

com menor intensidade, ja o piperonal pouco se altera com as mudangas na fase movel.

Tabela 4.4 — Relagcao da resolucéo entre o piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno. FM 80/20

(v/v) de etanol e agua.

Composto; ~
%ompostoj Resolugéo (R,)
Piperona
)s/afrol—isosafrol 2,017
Piperon?/ 4672
terpinoler )

Ainda assim, com o intuito de se obter uma resolu¢do ainda maior e, com isso, ainda
trabalhar com uma fase mével mais barata (devido a maior quantidade de agua), uma quarta fase
movel foi feita, que era constituida de 70% de etanol e 30% de agua. O cromatograma resultante
para a fase mével 70/30 (v/v) esta representado na Figura (4.9).

Piperonal
2000000 )

1500000

1000000 ‘

Intensidade (mV)

500000 — Safrol-Isosafrol

Terpinoleno

Tempo (min.)

Figura 4.9 — Cromatograma resultante para a injecao de 20 uL de piperonal, safrol, isosafrol e
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terpinoleno. Fase mével 70/30 etanol/agua.
A Figura (4.9) mostra, além da separagéo dos picos o ‘alargamento’ do pico do terpinoleno.
Meyer (2004) explica o alargamento devido a elevada afinidade do composto com a fase
estacionaria, o que o leva a ter uma grande dificuldade em migrar para a fase mével e sair da
coluna.
A Tabela (4.5) expbe os valores da resolugdo alcangados para a fase mével escolhida,

70/30 (v/v) etanol e agua.

Tabela 4.5 — Relagcéo da resolugao entre o piperonal, safrol/isosafrol e terpinoleno, FM 70/30
(v/v) de etanol e agua.

Composto; ~
%ompostoj Resolugéo (R,)
Piperona
)s/afrol—isosafrol 2,986
Piperony/ 5.900
terpinolero )

A Tabela (4.5) mostra que, com 30% de agua, foi possivel aumentar mais a resolugao
entre os picos do piperonal e safrol-isosafrol, entretanto, mesmo com essa nova fase mével, nao foi
possivel separar o safrol do isosafrol presentes na mistura.

A fase movel definida para os testes foi a fase binaria contendo 30% de agua em etanol.
Uma fase mével 60/40 (v/v) etanol e agua foi testada, mas ndo pode ser utilizada, devido a alta
pressao de trabalho do equipamento, 215,74 bar. Como relatado por Meyer (2004) a adicdo de
agua a solventes organicos causa uma elevagdo na viscosidade da mistura e, com isso, uma

elevagao na pressao.

4.3 Analise frontal na determinacao de isotermas com fase movel 70/30 (v/v) etanol e
agua

Conforme dados apresentados no Apéndice A; a separacdo do piperonal do safrol,
isosafrol e terpinoleno é impossivel quando a fase moével utilizada € apenas etanol, pois os
compostos apresentam interagdo com a fase estacionaria, relativamente, iguais. Com isso, foram
conduzidos experimentos com uma fase moével bindria, composta de 70% de etanol e 30% de
agua. Essa fase mével foi escolhida a partir dos dados observados na selecao das fases méveis,
onde foram diferentes porcentagens de agua foram adicionadas ao etanol, com o intuito de eleger
a melhor proporc¢ao.

As Figuras (4.10), (4.11), (4.12), (4.13) representam as curvas de ruptura para os padrdes
de piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, respectivamente. A Figura (4.14) representa a curva de

ruptura para a mistura dos produtos resultantes da sintese do piperonal, nas proporgoes relatadas
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na Tabela (3.1). Os experimentos foram conduzidos sob temperatura controlada, 20 °C, vazao de 1
mL min™.

Da Figura (4.15) a (4.19) estao expostas as curvas de ruptura obtidas a 25°C. Com o
intuito de obter um estudo termodindmico do processo, foram obtidas curvas de ruptura a 30 °C,
que estao expostas da Figura (4.20) a (4.24). Da Figura (4.25) a (4.29) pode-se observar as curvas
de ruptura obtidas para a maxima temperatura estudada, 35 °C.

Os dados obtidos, por meio da analise da derivada primeira das curvas de ruptura,
forneceram o valor do volume de inflexdo, dado necessario para estabelecer a concentracdo de
equilibrio da fase estacionaria, g, na Equacgéo (2.17).

2400000 ] —— 0,02 g/L

1——0,05g/L
2200000-_ 0.10 gl
2000000 4 —— 0,15 g/L

1800000 | —— 0,20 g/L
1600000 ]

1400000 —
1200000 —

1000000 -
800000
600000 -
400000
200000

Resposta do detector ( mAU)

0

0 2 4

Tempo ( min)

Figura 4.10 — Curva de ruptura para o piperonal a 20 °C.
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Figura 4.11 — Curva de ruptura para o safrol & 20 °C.
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Figura 4.12 — Curva de ruptura para o isosafrol a 20 °C.
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Figura 4.13 — Curva de ruptura para o terpinoleno a 20 °C.
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Figura 4.14 — Curva de ruptura para a mistura a 20 °C.
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Figura 4.15 — Curva de ruptura para o piperonal a 25 °C.
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Figura 4.16 — Curva de ruptura para o safrol a 25 °C.
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Figura 4.17 — Curva de ruptura para o isosafrol a 25 °C.
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Figura 4.18 — Curva de ruptura para o terpinoleno a 25 °C.
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Figura 4.19 — Curva de ruptura para a mistura a 25 °C.
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Figura 4.20 — Curva de ruptura para o piperonal a 30 °C.
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Figura 4.21 — Curva de ruptura para o safrol a 30 °C.
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Figura 4.22 — Curva de ruptura para o isosafrol a 30 °C.

2
2800000 {——0,02 g L
J——0,05¢gL"
2400000 {——0,10 g L
5 {—0,15gL"
E 2000000 {——0,20 g L
5 |
§ 1600000 -
(]
© J
S 1200000 A
S
7] i
g
& 800000 -
m -
400000
O'I'I'I'I_"I'I'I'I"""

I I I | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tempo ( min)

Figura 4.23 — Curva de ruptura para o terpinoleno a 30 °C.
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Figura 4.24 — Curva de ruptura para a mistura a 30 °C.
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Figura 4.25 — Curva de ruptura para o piperonal a 35 °C.
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Figura 4.26 — Curva de ruptura para o safrol a 35 °C.
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Figura 4.27 — Curva de ruptura para o isosafrol a 35 °C.
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Figura 4.28 — Curva de ruptura para o terpinoleno a 35 °C.
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Figura 4.29 — Curva de ruptura para a mistura a 35 °C.

Para realizar a analise termodindmica é necessario o estudo das constantes modificadas
de Henry para diversas temperaturas. As temperaturas estudadas, como pode ser percebido,
variaram entre 20 e 35 °C, com passo de 5 °C. Todas as curvas de ruptura obtidas para esta
Dissertacao estdo expostas das Figuras (4.10) a (4.29).

Com os valores das constantes de Henry para cada temperatura é possivel tragar o grafico
de van't Hoff, que caracteriza-se como o inverso da temperatura contra In K, Este método foi
amplamente utilizado na literatura para a obtengao de grandezas termodinamicas, como AG, AH e
AS. Silva Junior (2003), Sartor (2006) e Nascimento (2012) obtiveram as grandezas
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termodindmicas dos enantidmeros do rolipram, cetamina e secnidazol, utilizando o grafico de van’t
Hoff, porém os autores nao utilizaram a técnica da andlise frontal para a obtengcéo das constantes
de equilibrio termodindmico ou constante modificada de Henry.

4.4 Isotermas lineares de adsorcao com fase moével 70/30 (v/v) etanol e agua

Com os valores da concentragao de equilibrio na fase estacionaria, g, € possivel descobrir
qual o modelo de isoterma mais se ajusta aos dados experimentais. Como a faixa estudada nesta
Dissertacao é de baixa concentragdo, o modelo que mais se ajustou aos dados experimentais foi o
modelo de isoterma linear, Equacgao (2.16).

q=K,c (2.16)

As isotermas obtidas nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C servem como base para
encontrar os valores das constantes modificadas de Henry, K, e assim, avaliar os dados da
adsorgcao de um ponto de vista termodinamico.

A Figura (4.30) representa as isotermas do piperonal, safrol, isosafrol, terpinoleno e da
mistura dos compostos, segundo proporcbes relatadas por Braga (2007). As condicbes
experimentais dos resultados obtidos na Figura (4.30) foram: temperatura igual a 20 °C, vazao de

trabalho 1 mL min™' e fase mével 70/30 (v/v) etanol e agua.

1,504 = piperonal
|1 e safrol
A jsosafrol
1,25 4 :
v terpinoleno
4 mistura
1,00
"1 0,75
(@]
T
0,50 -
0,25
0,00 . : . ; , ; : [ :
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

c (gL’
Figura 4.30 — Isoterma de adsorgao para o piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura a
20 °C.

Capitulo 4 — Resultados e discussdes Péagina 57



A Tabela (4.6) resume os dados obtidos por meio das isotermas, bem como os coeficientes
de determinagé@o das isotermas lineares, comparadas aos dados obtidos experimentalmente. Os
valores de seletividade expostos na Tabela (4.7) sempre tomam o piperonal como composto base
para a obtengao deste parametro.

Tabela 4.6 — Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados a 20 °C, FM

70/30 (v/v) etanol e agua.

Composto K, Seletividade (a) R®
Piperonal 3,61 - 0,999
Safrol 4,55 1,260 0,991
Isosafrol 4,52 1,252 0,998
Terpinoleno 7,10 1,966 0,997
Mistura 3,44 - 0,999

Como comprovado, por meio da Figura (4.9) com a fase mdvel etanol e agua 70/30 (v/v) é
possivel obter separagédo entre os compostos, as constantes modificadas de Henry obtidas para a
referida fase moével corroboram com a afirmacédo. Os valores de seletividade exposto na Tabela
(4.6) obtidos por meio da Equacéo (2.25) revelam que, em temperatura de 20 °C e fase movel
70/30 (v/v) etanol e agua, é possivel obter a separagao entre o piperonal e os demais compostos,
uma vez que o valor aceitavel para a separacao é de 1,2 (Schmidt-Traub, 2005)

A Figura (4.31) reline os valores obtidos das analises frontais para 25 °C e os traduz em
meio de isotermas de adsorgao.
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<5 0,75
()}
o
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0,00 . , . T T : : T .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

c(gLh
Figura 4.31 — Isoterma de adsor¢ao para o piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura a
25 °C.
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O mesmo procedimento utilizado para a Tabela (4.6) foi utilizado para a Tabela (4.7), que
reline os dados das isotermas obtidas em 25 °C.

Tabela 4.7 — Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados a 25 °C, FM
70/30 (v/v) etanol e agua.

Composto Ky Seletividade (a) R?
Piperonal 3,59 - 0,991
Safrol 4,48 1,247 0,995
Isosafrol 4,47 1,245 0,995
Terpinoleno 6,82 1,899 0,992
Mistura 3,41 - 0,994

Comparando os valores obtidos para as constantes modificadas de Henry, com fase mével
100% etanol e temperatura de trabalho igual a 25 °C (Apéndice A), com os dados expostos na
Tabela (4.7), pode-se observar que para o piperonal houve um decréscimo de 9,80% comparando
o valor obtido com fase mével 100% etanol e a fase mével 70/30 (v/v) etanol e agua, o safrol e
isosafrol tiveram um acréscimo de 12 e 8,50%, respectivamente. O terpinoleno foi o composto que
apresentou o0 maior incremento na interagdo com a fase estacionaria com a variacdo da fase
movel, 44,49%.

A Figura (4.32) representa as isotermas de adsorcdo para os compostos estudados na
temperatura de 30 °C.
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Figura 4.32 — Isoterma de adsorgao para o, piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura a
30 °C.
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A Tabela (4.8) foi obtida da mesma forma que as Tabelas (4.6) e (4.7), agrupando as
constantes modificadas de Henry e os valores de seletividade, tomando o piperonal como
composto base.

Tabela 4.8 — Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados a 30 °C, FM

70/30 (v/v) etanol e agua.

Composto K, Seletividade (a) R*
Piperonal 3,56 - 0,998
Safrol 4,39 1,233 0,997
Isosafrol 4,37 1,227 0,997
Terpinoleno 6,47 1,817 0,994
Mistura 3,37 - 0,998

Como fica evidente nas Tabelas (4.6), (4.7) e (4.8), as constantes modificadas de Henry
tendem a decrescer com o aumento da temperatura, segundo Ruthven (2008) isso se da, devido a
adsorcao ser, em geral, um processo exotérmico.

A Figura (4.33) exp0e a isoterma para os compostos na temperatura maxima estudada, 35

°C
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Figura 4.33 — Isoterma de adsorgao para o, piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura a
35 °C.

Como Ruthven (2008) constatou em seus experimentos, as constantes modificadas de

Henry tiveram uma tendéncia decrescente ao longo de todos os testes.
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A Tabela (4.9) resume os dados das isotermas em 35 °C, bem como os valores da
seletividade.

Tabela 4.9 — Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados a 35 °C,
FM 70/30 (v/v) etanol e agua.

Composto K, Seletividade (a) R*
Piperonal 3,53 - 0,998
Safrol 4,29 1,215 0,994
Isosafrol 4,26 1,207 0,999
Terpinoleno 6,23 1,765 0,989
Mistura 3,35 - 0,992

A Figura (4.34) expde a queda nos valores da seletividade com o aumento da temperatura.
Os valores foram obtidos tendo como molécula chave o piperonal. Pois é o composto de interesse.

Segundo Schmidt-Traub (2005), o valor minimo aceitavel para separagbes em
cromatografia do tipo batelada, € 1,2, exposto na Figura (4.38) como LIC (Limite inferior de
controle). Ainda, de acordo com Unger et al. (2005) o valor maximo recomendado, para
cromatografia continua é de 2,0. O limite superior de controle (LSC), exposto na Figura (4.34),
representa apenas uma ilustragdo de como deve se parecer um grafico ilustrativo para a escolha
da temperatura de trabalho. O valor de 2,0 citado por Unger et al. (2005) ndo é uma diretriz
operacional de equipamentos, mas apenas uma recomendag¢do, uma vez que 0 consumo de
solventes deve ser algo considerado, e valores com (a) acima de 2,0 representam um maior

consumo de fase movel.
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Figura 4.34 — Relagao da seletividade com a temperatura.
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4.5 Analise termodinamica da adsorcao

Os dados das Tabelas (4.6), (4.7), (4.8) e (4.9) forneceram 0s meios necessarios para
realizar o estudo termodinédmico do sistema.

As grandezas termodinamicas, AG, AH e AS, foram obtidas por meio da Equacéo (2.10),
que permite a construgdo do grafico de van’t Hoff, que é definido como o inverso da temperatura
versus In K, Muitos autores utilizaram do grafico de van't Hoff para obter as grandezas
termodinamicas em cromatografia liquida, entre eles Loun e Hage (1994); Seidel-Morgenstern e
Guiochon (1993); Schlauch e Frahm (2001); Nascimento et al. (2012).

AG __aH A8

InK, =—=2 = (2.10)

O grafico de van’t Hoff para os dados obtidos, das isotermas de adsorgao, esta exposto na
Figura (4.35).
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Figura 4.35 — Grafico de van’t Hoff para os compostos estudados.

A Figura (4.39) mostra que os dados apresentaram uma boa linearidade, o que é requerido
para utilizagdo do grafico van't Hoff. Os coeficientes de determinagdo encontrados situaram-se

entre 0,952 e 0,994, para o isosafrol e terpinoleno, respectivamente.
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Os dados termodindmicos obtidos estdo resumidos na Tabela (4.10), que expdem os

valores de AG, AH, AS e os coeficientes de determinacao.

Tabela 4.10 — Dados termodinamicos obtidos para os compostos piperonal, safrol, isosafrol,

terpinoleno e mistura.

Composto  AG (KJmol™)  AH (KJmol™)  AS (J mol K™) R2
Piperonal -3,182 -1,134 6,812 0,983
Safrol -3,717 -2,952 2,545 0,985
Isosafrol -3,705 -3,002 2,338 0,952
Terpinoleno -4,732 -6,682 -6,485 0,994
Mistura -3,053 -1,373 5,587 0,982

A entalpia para todos os compostos avaliados apresentaram valores negativos, 0 que
indica que o processo de adsorgcédo é exotérmico. Alguns autores como Saha e Chowdhury (2011)
e Schult e Epping (2005) citam que os valores de AH fornecem uma ideia sobre do tipo de
adsorcdo envolvida no processo. Segundo os autores entalpias menores que 50 KJ mol”
representam uma fisissorcdo, ao passo que valores acima de 60 KJ mol caracterizam um
processo de quimissorcdo. Os valores apresentados nesta Dissertacdo apresentam que o
processo de adsorgao é, claramente, fisissor¢cao. Ruthven (2008) cita que a fisissor¢ao tem baixas
energias de adsorcdo, ndo especificando um valor, na regido linear da isoterma a energia de
adsorcao é igual a entalpia (SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993).

O que pode-se perceber pela Tabela (4.10) é que a interagdo do composto com a fase
estacionaria reflete na entalpia, pois o piperonal, composto menos retido, apresenta o maior valor
de entalpia, ao passo que o terpinoleno, composto mais retido, apresenta o menor valor. Os
autores Loun e Hage (1994), Silva Junior (2003), Goossens et al. (2004), Sartor (2006) e Freitas
(2009) também encontraram a mesma relagéo do tempo de retencdo com a entalpia, o0 composto

menos retido apresentou o maior valor de entalpia. Ainda, o piperonal, possui um baixo tempo de
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retencdo devido sua caracteristica polar, se comparado com os demais, safrol, isosafrol e
terpinoleno; uma vez que a silica Cqg possui uma alta apolaridade. Por consequéncia, 0 composto
mais apolar, terpinoleno, possui 0 maior tempo de retencéao.

Para os dados obtidos nesta Dissertagdo, o composto com o menor tempo de retencao,
piperonal, apresenta o maior valor de AH, ao passo que 0 composto com o maior tempo de
retencéo, terpinoleno, possui 0 menor valor de entalpia. Este comportamento indica que quanto
menor for o valor da entalpia mais favoravel é para o adsorbato permanecer no adsorvente.

Saha e Chowdhury (2011) explicaram que para que ocorra uma adsorcao significativa é
necessario que o valor da energia livre de Gibbs, para o processo, seja negativa. Valores negativos
de AG relacionam a viabilidade e espontaneidade do processo de adsor¢cédo no sistema. Valores
abaixo de zero para a energia livre de Gibbs, expostos na Tabela (4.10) corroboram com os
valores de entalpia, mostrando que o processo é exotérmico (ANIRUDHAN e RADHAKRISHNAN,
2008; CALVETE et al., 2010).

De acordo com Saha e Chowdhury (2011) valores negativos para a entropia sugerem um
mecanismo de associacdo entre o adsorbato e adsorvente, fazendo com que este permaneca por
mais tempo na fase estacionaria, tendo assim um maior tempo de retengéo. Isto pode claramente
ser evidenciado na Tabela (4.10), onde o terpinoleno, composto mais retido, possui 0 menor valor
de entropia. Stern et al. (2008) cita que valores negativos de entropia indicam aumento na ordem
cromatografica do sistema. Relacionando assim uma maior afinidade pela fase estacionaria, ao
passo que os valores positivos indicam uma maior afinidade pela fase movel. Essa afirmagéo fica
mais clara quando observados os valores de entropia da Tabela (4.10), o maior valor de entropia
pertence ao piperonal, composto menos retido, e por consequéncia, possui maior afinidade com a
fase mével.

Como foi observado, os parametros termodinadmicos sdo influenciados pela temperatura. A
temperatura foi controlada com o auxilio de um banho termostatizado com precisédo de 0,5 °C.
Devido essa possivel variagdo na temperatura, existe um erro associado a constante modificada
de Henry e, consequentemente aos parametros termodindmicos. Supondo que houvesse uma
variacdo de 1 °C no sistema e calculando o erro associado a essa variacdo é possivel chegar a
conclusdo que o erro maximo na variacdo de entalpia é de 7,26%. A variacdo da entropia
apresentou um erro maior, para a mesma variagao de 1 °C, o maior erro calculado foi de 10,77%.
Isso comprova a ndo separagdo dos compostos safrol e isosafrol, pois 0s mesmos podem ter os
valores de entalpia e entropia iguais e a pequena variagdo apresentada na Tabela (4.10) pode
apenas representar o erro inerente a precisdo do banho.

Uma vez que foram obtidos os valores das constantes modificadas de Henry para o
piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C, torna-se possivel
tragar um grafico de In (a) versus 1/T, que permitira encontrar os valores de A(AH) e A(AS) para o
sistema. Estes valores sdo caracterizados como a variagdo entre as entalpias de um composto

chave, neste caso o piperonal, € um segundo composto adsorvido.
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Os valores de seletividade foram calculados pela Equacdo (2.25), que descreve a
seletividade como sendo a razdo entre duas constantes de Henry. A molécula eleita como
referéncia, para esta Dissertacéo, foi o piperonal. Uma vez que é a molécula de interesse.

Por meio da Equacao (2.14) é possivel a construgdo da Figura (4.36), que representa a

seletividade em funcédo do inverso da temperatura.

(2.14)

Com os valores de A(AH) e A(AS) é possivel calcular o valor da temperatura isosseletiva

(Equagao 2.15), que se da quando a seletividade entre dois compostos € igual a 1, ou seja, a

temperatura que ndo ha separacdo, e acima dela, a ordem de eluicdo dos componentes é

invertida.
A(AH)
Te,=——%
50 = A(aS) (2.15)
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Figura 4.36 — Grafico de van’t Hoff em funcao da seletividade e temperatura.

A Tabela (4.11) resume os dados termodindmicos obtidos por meio da Figura (4.40) e
Equagbes (2.14) e (2.15). Os valores representam a variagéo de entalpia e entropia, tendo como

composto base o piperonal.
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Tabela 4.11 — Dados termodin&micos obtidos por meio da seletividade entre os compostos e 0

piperonal.
K.
'%( , A(AH) (KJ mol™)  A(AS) (J mol™) Tiso (°C) R2
pip.
Safrol/piperonal -1,818 -4,266 153,01 0,990
Isosafrol/piperonal -1,868 -4,474 144,37 0,951
Terpionoleno/piperonal -5,548 -13,296 144,12 0,995

A T, calculada foi igual a 153,01; 144,37 e 144,12 °C para o safrol, isosafrol e terpinoleno,
respectivamente. O esperado seria que a Tiso para o safrol e isosafrol fossem parecidas, a
variagdo entre elas pode ser explicada pelo coeficiente de determinagcdo. A variacdo da
seletividade com a temperatura, para o isosafrol, ndo é tado linear quanto o safrol.Nestas
temperaturas os termos entélpicos e entrépicos sao balanceados, e consequentemente nao ha
separacao entre os compostos. Temperaturas acima das citadas na Tabela (4.11) levam a uma
inversdo na ordem de eluicdo dos compostos. Experimentos com temperaturas iguais a T, Sdo
duplamente inviaveis, primeiro devido a nao separacdo e segundo, o manual da ThermoQuest,

fornecedora da coluna, ndo recomenda trabalhar com temperaturas acima de 60 °C.
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Capitulo 5

5 Conclusoes e Sugestoes

Neste trabalho foi aplicada a metodologia da andlise frontal para cromatografia liquida de
alta eficiéncia para obter as isotermas de adsorcéo, na regiao linear, dos compostos majoritarios da
sintese do piperonal a partir do 6leo essencial da pimenta longa e, com isto, estudar a viabilidade
da aplicacdo da metodologia na separacdo do piperonal do safrol, isosafrol e terpinoleno,
compostos oriundos da sintese organica do piperonal.

Como fase estacionaria foi utilizada a silica Cig. A fase movel principal do estudo é
composta por uma mistura binaria de etanol e 4gua na proporgao (70/30 v/v). A fase movel, etanol
e agua, foi escolhida apdés uma série de testes para decidir a melhor proporgédo de dgua presente
na fase moével. A proporgao definida mostrou-se aplicavel ao sistema, pois foram obtidos valores de
resolucdo e seletividade que permitiram a completa separacao do isosafrol, safrol e terpinoleno do
piperonal.

A otimizacdo da fase moével mostrou que apenas com a adicdo de dgua € possivel sair de
um estado de nao separacao para um de completa separacdo, como ficou evidenciado nos
resultados obtidos. Os valores de seletividade encontrados para fase mével 100% etanol, nao
atendem ao requisito proposto na literatura de cromatografia liquida, ou seja, um valor acima de
1,2. Com a adigado de agua na fase mével pode-se perceber que os compostos, safrol, isosafrol e
terpinoleno apresentaram uma crescente afinidade com a fase estacionaria, ao passo que o
piperonal manteve-se quase inalterado. Isto fez com que a agua propiciasse a purificagdo do
produto resultante da sintese do piperonal, a partir do 6leo essencial da pimenta longa. Esta
crescente afinidade com a fase estacionaria.

O que pode-se perceber, por meio da Figura (4.34) é que a melhor temperatura de trabalho
situa-se em 25 °C, pois apresenta a melhor faixa de resolugcdo e seletividade entre os
componentes.

Os parametros fisicos da coluna, como fragcdo de vazios do leito, porosidade total e
porosidade da particula, mostram-se em conformidade com dados encontrados por Miyabe e
Suzuki (1992), estes autores relataram um valor igual a 0,44 e 0,38 para a fracdo de vazios do
leito, para uma silica Cig com didmetro médio de particula de 10 e 45 um, respectivamente. Nesta

Dissertacao o valor encontrado foi 0,44, e o didametro médio da particula adsorvente € de 10 um.
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Os autores Miyabe e Suzuki (1992) utilizaram uma metodologia diferente para a obtencao deste
parametro. Na presente Dissertacao foi utilizado o método do primeiro momento. A particula inerte
injetada no sistema cromatografico foi o poliestireno. Tal molécula mostrou-se Util como tragador
para este fim, uma vez que sua alta massa molar a permite percolar apenas entre as particulas
adsorvente, e ndo permear por seus intersticios.

A porosidade da particula de silica Cyg, para a silica utilizada nesta Dissertagéo, é igual a
0,47, o mesmo valor foi relatado por Miyabe (2009).

A metodologia utilizada para a determinacdo das isotermas de adsorcdo foi a Analise
Frontal. Este método j& foi muito discutido na literatura, como sendo uma das melhores
ferramentas para a obtengao de isotermas. Pois, além da alta preciséo, ele é de facil automacao. A
desvantagem citada na literatura € o excessivo gasto de solventes.

A Analise Frontal permite, também, a determinagé@o das constantes modificadas de Henry.
Quando se trabalha na regiao linear da isoterma.

Por meio dos dados fornecidos pela Analise Frontal e isotermas de adsorgao, foi possivel
conduzir um estudo termodindmico do sistema, estimando o AG, AH e AS.

A andlise termodinamica da adsorgao é uma ferramenta Util para entender o mecanismo de
adsorgao no sistema, além de ser um dado a mais para explicar o mecanismo de separa¢ao dos
componentes dentro da cromatografia liquida. Também, mostra o quéao forte pode ser a interagao
de um composto com a fase estacionaria e fase movel.

O grafico de van’'t Hoff, como ja relatado por outros autores, é importante para a avaliacdo
termodindmica, pois simplifica a maneira de alcancar resultados, pois os valores de entalpia,
entropia e energia livre de Gibbs podem ser obtidos graficamente.

Os dados termodinamicos obtidos mostram com clareza que o fendmeno de adsor¢do em
estudo caracteriza-se como fisissorcao, pois os valores de AH para todos os compostos foi menor
que 50 KJ mol™ valor que a literatura dita como sendo valor de referéncia para fisissorcdo e
quimissorgao.

Os valores de AH ainda mostram a forca da interacdo do analito com a fase estacionaria. O
valor de entalpia encontrada para o piperonal foi igual a -1,134 KJ mol”', mostrando que o
composto com menor interacdo apresenta o maior valor de entalpia, ao passo que o terpinoleno,
composto mais retido, apresenta o menor valor de entalpia, -6,682 KJ mol™.

Os dados obtidos nesta Dissertagéo ilustram que é possivel a purificagdo do produto
resultante da sintese organica do piperonal, pois foi possivel observar a completa separagéao dos
compostos safrol, isosafrol e terpinoleno. Os dados ainda podem, por exemplo, ajudar a aumentar
a escala de produgdo, em uma escala preparativa ou semi preparativa, e até mesmo para
cromatografia continua.

Para trabalhos futuros com assuntos relacionados ao tema desta Dissertacdo, pode-se

deixar como sugestoes:

Capitulo 5 — Conclusodes e Sugestdes Péagina 68



a) Obter experimentalmente os valores do coeficiente de dispersao axial;
b) E transferéncia de massa;

C) Utilizar uma fase mével diferente para assim, evitar o aumento excessivo da pressao de

trabalho do sistema, como por exemplo, substituir o etanol por acetonitrila.

d) Estudar a viabilidade da aplicagdo da técnica em uma escala semi preparativa ou mesmo
preparativa, com fins de aumentar a produgéo e purificagdo do piperonal;

e) Estudar uma fase moével e estacionaria que possibilite a separacéo do safrol e isosafrol.
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Apéndice A

Analise frontal e isotermas de adsorcao para fase movel
100% etanol.

Analise frontal na determinacao de isotermas com fase movel 100% etanol

O método da analise frontal € um dos mais utilizados para se determinar isotermas de
adsorgéo, devido a sua relativa facilidade na aplicacdo e alta precisdo (MIHLBACHLER, 2002).
Esse método foi aplicado no presente estudo. O método consiste em, alimentar a coluna com uma
solucdo contendo o analito em estudo, até a mesma atingir o equilibrio, apés isso a coluna é
regenerada com a fase mével. Esse procedimento é realizado para varias concentragées, nesse
trabalho o numero de pontos para a isoterma foi fixado em 5, devido a pequena faixa de
concentracao de trabalho e a restricdo para concentragoes elevadas em colunas analiticas, ainda,
Miyabe (2009) realizou um experimento correlato com 4 pontos e Urban (2007) com 6 pontos.

A primeira saturagdo de coluna é feita com a concentragdo mais baixa e a ultima com a
solucdo de maior concentracdo. As condi¢cdes experimentais para a determinacédo das curvas de
ruptura para posterior obtengédo das isotermas, e consequentemente, constantes modificadas de
Henry foram: temperatura 25 °C, fase mével 100% etanol e vazdo 1 mL min™.

Foram obtidas as isotermas para a fase mével 70/30 (v/v) etanol e agua, também.
Expostas no Capitulo 4. Com isso pode-se observar o efeito da adicdo de agua a fase mdvel, e a
resposta obtida em termos de constantes modificadas de Henry.

As figuras (A.1), (A.2), (A.3) e (A.4) representam as curvas de ruptura obtidas para cada
composto, temperatura e concentracdo, por meio dos dados de equilibrio obtidos das curvas é

possivel obter as isotermas de adsorgéo.
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Figura A.1 — Curva de ruptura para o piperonal a 25 °C.
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Figura A.2 — Curva de ruptura para o safrol a 25 °C.
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Figura A.3 — Curva de ruptura para o isosafrol a 25 °C.
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Figura A.4 — Curva de ruptura para o terpinoleno a 25 °C.
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Aplicando a derivada primeira nos dados representados nas Figuras (A.1) a (A.4) é
possivel obter os valores do ponto de inflexdo para cada curva; ponto esse que sera aplicado na
Equacao (2.17), para obter o valor da concentragédo de equilibrio na fase estacionaria.

O tempo de retencao no ponto de inflexdo é analogo ao volume de inflexao, sendo este
diretamente obtido do resultado da derivada, quando a curva de ruptura é obtida a uma vazao de 1

mL min™'. O volume morto (VM) do sistema é obtido subtraindo o tempo de reten¢éo da planta (to)
do tempo de retencédo do poliestireno, ambos na vazao estudada. O volume de adsorvente na

coluna (Va) € obtido por meio da Equagéao (2.18).

Isotermas de adsorcao para fase mével 100% etanol

Uma vez que todos os dados de equilibrio termodinamico foram obtidos, por meio da AF, é
possivel tragar as isotermas de adsorgao para os componentes.

A Figura (A.5) mostra que a isoterma linear se ajusta com uma boa precisédo aos dados
obtidos. Em assim sendo, pode se determinar a constante modificada de Henry (K;) para os
compostos por meio da inclinacdo da reta. A forma linear das isotermas é dada pela Equacéao
(2.16).

q=kpC (2.16)

Schulte e Epping (2005) relatam que a importancia da regido linear nas isotermas nédo é
restrita a cromatografia analitica, mas também a cromatografia preparativa, pois dessa regido
advém a constante modificada de Henry. Quanto maior a constante modificada de Henry para um
composto maior serd a adsorcdo e, consequentemente, maior o tempo de retencdo do composto
na coluna. Para haver a separagéo entre dois compostos as constantes, K, tem de ser diferentes.
As Equacdes (2.24)

~ ki ~ th,i _to (2.24)
o =— - -

A Figura (A.5) ainda mostra que a separagado dos componentes € muito complicada para a
temperatura e fase movel estudadas, devido a proximidade entre as constantes modificadas de

Henry.
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Figura A.5 — Isotermas de adsor¢do para o piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno.

A Tabela (A.1) agrupa os valores das constates modificadas de Henry obtidas para cada
isoterma, bem como o coeficiente de determinagéo da isoterma linear, em comparagédo aos dados
obtidos experimentalmente. Ainda podem ser observados na Tabela (A.1) os valores da
seletividade, usando sempre o piperonal como composto referencia.

A seletividade foi obtida por meio da Equacéo (2.25), que relaciona a razao entre duas
constantes de Henry. Conclui-se, pelos valores expostos, que a separacdo do piperonal, nas
condi¢cbes: fase mével etanol, fase estacionaria silica gel Cqg e temperatura igual a 25 °C. De
acordo com Schmidt-Traub (2005), o valor aceitavel de seletividade para a separagao entre dois
compostos é de 1,2.

Tabela A.1 — Constantes modificadas de Henry para o piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno

em fase mével 100% etanol.

Constante modificada Coeficiente de Seletividade
Composto L
de Henry determinacao (a)
Piperonal 3,98 0,9996 -
Safrol 4,00 0,9993 1,005
Isosafrol 4,12 0,9957 1,035
Terpinoleno 4,72 0,9940 1,185
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Apéndice B

Curvas de calibracao para o piperonal, safrol, isosafrol e

terpinoleno.

Curva de calibracao para os compostos

As curvas de calibracido para os compostos estudados foram obtidas mediante as injecoes
de 20 pL de solucdo contendo o analito em etanol. As condigdes experimentais definidas para os
experimentos foram: concentragées 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 g L": detector Uv-Vis foi ajustado
para 230 nm, para os compostos safrol, isosafrol e terpinoleno. O piperonal teve sua detecgao feita
em 245 nm; A vazdo adotada foi 1 mL min™', temperatura 25 °C e fase mével 70/30 (v/v) etanol e
agua.

Apos as injegdes dos padrdes de cada composto, nas concentragdes citadas, foi tracado
um grafico de concentragao versus a area do pico de resposta ao pulso cromatografico, para cada
composto. Desta maneira, é possivel obter a concentracdo de uma dada amostra coletada.

A Figura (B.1) representa a curva de calibracdo para o piperonal. As Figuras (B.2), (B.3) e

(B.4) expdem as curvas de calibracao para o safrol, isosafrol e terpinoleno, respectivamente.
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Figura B.1 — Curva de calibragéo para o piperonal.
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Figura B.2 — Curva de calibragéo para o safrol.
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Figura B.3 — Curva de calibragéo para o isosafrol.
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Figura B.4 — Curva de calibracao para o terpinoleno.

A Tabela (B.1) fornece os valores dos coeficientes angulares, obtidos das Figuras (B.1),
(B.2), (B.3) e (B.4), e também os coeficientes de determinagdo. O valor do coeficiente angular é
utilizado para a determinagédo das concentracéoes.

Tabela B.1 — Coeficientes angulares e de determinacéo das curvas de calibracdo para os

produtos da sintese do piperonal.

Composto Coeficiente angular Coeficiente de determinacao
Piperonal 2,207x10’ 0,9991
Safrol 3,555x10’ 0,9996
Isosafrol 2,150x10’ 0,9998
Terpinoleno 8,042x10’ 0,9999

Apéndice B Péagina 89



