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“I’ve stumbled on the side of 

twelve misty mountains 

I’ve walked and I’ve crawled 

on six crooked highways 

I’ve stepped in the middle of 

seven sad forests 

I’ve been out in front of a 

dozen dead oceans 

I’ve been ten thousand miles 

in the mouth of a graveyard 

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” 

 

Bob Dylan 
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Resumo 
O piperonal (ou heliotropina) apresenta aplicações industriais no ramo de cosméticos como fixador 

de fragrâncias, além de ser matéria prima para componentes de maior valor agregado, como a 

piperina que é empregada como antiiflamatorio; a vanila que tem aplicações antioxidantes; o 

pirebidil e a L-dopa que são agentes anti Parkinson. A síntese do piperonal, a partir do óleo 

essencial da pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC), não gera um produto 100 % puro, dessa 

forma vê-se a importância de estudar uma maneira de separar o piperonal dos demais compostos, 

safrol, isosafrol e terpinoleno, também presentes no produto final da síntese. Dentre os métodos de 

purificação há a cromatografia líquida de alta eficiência, que ao longo do tempo mostrou-se eficaz 

na purificação e separação de diversos compostos. O método de separação baseada em 

cromatografia líquida de alta eficiência depende de diversos fatores, tais como a escolha da fase 

estacionária e da fase móvel, bem como estudos preliminares para a posterior implementação das 

variáveis definidas em uma escala semi preparativa ou preparativa. Na presente Dissertação a fase 

estacionária utilizada foi a sílica C18 e a fase móvel uma mistura binária 70/30 (v/v) de etanol e 

água. A escolha da fase móvel binária deveu-se aos bons resultados de resolução obtidos entre o 

componente de interesse, o piperonal, e o safrol, isosafrol e terpinoleno. A resolução alcançada 

para o piperonal com relação 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 

separação. A estimativa de parâmetros chave para a coluna, como a porosidade da partícula e a 

fração de vazios do leito, foram obtidas por meio do método dos momentos e as isotermas de 

adsorção por análise frontal. As isotermas foram determinadas entre 20 e 35 ºC, com passo de 5 

ºC, apresentaram uma configuração linear. De posse das isotermas, foi possível estimar os valores 

das constantes modificadas de Henry e as grandezas termodinâmicas ΔG, ΔH e ΔS para o 

sistema, por meio do gráfico 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-1, o maior valor se 

comparado com os obtidos para o safrol, isosafrol e terpinoleno, o que demonstra a baixa interação 

com a fase estacionária, e consequentemente um baixo tempo de retenção 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-1. Estes valores descrevem que a retenção do piperonal é menor se 

comparada com a retenção do terpinoleno. Essas distinções proporcionaram a separação entre os 

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 C18 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 º C, with steps of 5 º 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-1, 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-1). The terpinoleno showed 

a value equal to -6.485 J mol K-1. 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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Capítulo 1 
 

1 Introdução 

 
1.1 Apresentação do problema 

As espécies do gênero Piper são utilizadas em medicamentos populares como agentes 

antibacterial e antifúngico. Tais efeitos podem ser observados devido à presença do óleo essencial 

nas plantas deste gênero (Sauter et al., 2012). O óleo 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 importância comercial do óleo da P. 

hispidinervum reside no alto teor de safrol contido no mesmo, pois o safrol é matéria prima para o 

piperonal ou heliotropina (3,4-metilenodioxibenzaldeído). O piperonal possui aplicações na 

indústria de cosméticos como fixador de fragrâncias, além de ser substrato para produtos de maior 

valor agregado na indústria farmacêutica (COSTA, 1999; CREMASCO e BRAGA, 2012). 

Em escala industrial o piperonal é obtido em um processo baseado em ozonólise do cis-

trans-isosafrol. Este processo demanda uma elevada quantidade de energia, e tem a desvantagem 

de poder gerar compostos indesejáveis (BRAGA, 2007). Outra maneira de obtenção do piperonal 

em escala industrial é realizando a oxidação química do isosafrol. Um processo que foi utilizado em 

larga escala usava o cromo (VI) como oxidante, no entanto tal processo foi considerado 

insatisfatório, devido ao risco de poluição ambiental do cromo hexavalente (GRIMSHAW e HUA, 

1993). 

Com o desuso da prática de oxidação química, teve-se início uma nova forma de obter o 

piperonal, que foi através dos óleos essenciais da canela de sassafrás (Ocotea pretiosa (Ness) 

Mez), Figura 1.1a, ou da pimenta longa (P. hispidinervum), Figura 1.1b, pois os óleos são ricos em 

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

 

  

Figura 1.1– (a) canela de sassafrás; (b) pimenta longa. 

(a) (b) 
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Até o início da década de 1990, o Brasil era o principal exportador a nível mundial de safrol 

(Figura 1.2). O safrol produzido no Brasil provinha do óleo de sassafrás, que era produzido pelo 

arraste a vapor do tronco e lenho da O. pretiosa, uma planta da espécie Lauráceae, abundante na 

região do vale do rio Itajaí-Açu, no estado de Santa Catarina (COSTA, 1999; CREMASCO e 

BRAGA, 2010). Devido à exploração da O. pretiosa colocar em risco as reservas naturais da 

planta, em 1991 o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis 

(IBAMA) proibiu a exploração da mesma. Dessa forma o Brasil passou de exportador a importador 

de safrol. Viu-se na pimenta longa uma alternativa viável como substituição da canela de sassafrás 

e assim, tentar suprir a demanda do produto no mercado (CREMASCO e BRAGA, 2010). 

Devido às características do óleo da pimenta longa, alta concentração de safrol, ele 

permite a síntese orgânica do piperonal. Cremasco e Braga (2012) realizaram a síntese orgânica 

do piperonal diretamente do óleo essencial da pimenta longa, por meio da oxidação eletroquímica 

dos isômeros cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol e posterior oxidação 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 oxidação do isosafrol com solvente 

iodobenzeno diacetato em zeolitas Y sob radiação de micro-ondas, os autores obtiveram com este 

processo uma conversão do isosafrol a piperonal na ordem de 91%. 

Santos e colaboradores (2004) optaram pela produção do piperonal a partir da oxidação 

catalisada por peroxidase microbiológica do isosafrol, resultando em um conversão final na ordem 

de 20% do isosafrol inicial em piperonal. 

De acordo com o que foi apresentado, vê-se a necessidade de estabelecer uma técnica de 

purificação do produto resultante, isentando o mesmo de contaminantes e elevando a maior 

concentração de piperonal possível. A alternativa estudada nesta Dissertação está embasada na 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), utilizando a sílica C18 como fase estacionária. O 

intuito do trabalho é avaliar a resposta dos analitos em uma combinação de fases móveis visando 

uma ampliação da escala de separação do piperonal e analisar o comportamento de cada 

composto, concluindo assim se a separação via CLAE é ou não possível. 

 

 

1.2 Motivação para o trabalho 

A motivação do trabalho residiu em separar os componentes presentes no produto da 

síntese do piperonal (3,4-metilenodioxibenzaldeído), obtendo assim uma substância com um maior 

grau de pureza e consequentemente maior valor agregado. Os produtos presentes na síntese 

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) está representada nas Figuras (1.2) e (1.3). A Figura (1.2) 

ilustra a isomerização do safrol para seu isômero estável correspondente, isosafrol. 
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Tradicionalmente as reações de isomerização dos alilbenzenos são catalisadas por álcalis, como o 

KOH, em soluções alcoólicas em altas temperaturas (BRAGA, 2007). A Figura (1.3) representa a 

etapa de da oxidação eletroquímica do cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol, para uma posterior 

oxidação a piperonal. 

 

O

O

O

O

+
O

O

KOH


safrol cis-isosafrol trans-isosafrol

 

Figura 1.2 – Isomerização do safrol aos isômeros do isosafrol (cis-trans-isosafrol) BAUER et 

al., 2002 apud BRAGA, 2007). 
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Figura 1.3 – Oxidação eletroquímica do cis-trans-isosafrol a isosafrol glicol para posterior 

oxidação eletroquímica para piperonal (TORII et al., 1984 apud BRAGA, 2007). 

 

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

Como mencionado, o terpinoleno foi um dos compostos encontrados por Braga (2007) no 

produto final da síntese do piperonal. Sua estrutura química está representada na Figura (1.4). 

 

 

Figura 1.4 – Estrutura química do terpinoleno 

 

A Tabela (1.1) relata que nem todo o safrol e cis-trans-isosafrol presentes no óleo foram 

convertidos a piperonal.  
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Tabela 1.1 – Composição química média dos produtos de síntese do piperonal. 

Compostos c (mg mL-1) % Sorbato 

Terpinoleno 3,741 x 10-6 0,9 

Safrol 7,091 x 10-6 1,7 

Cis-trans-Isosafrol 3,166 x 10-5 7,6 

Isosafrol glicol 0 0 

Piperonal 3,548 x 10-4 84,9 

Outros (a) 2,044 x 10-5 4,9 
 

(a) Compostos não identificados 

 

Devido à utilização do piperonal, já relatada, a presente Dissertação fundamentou-se em 

determinar as melhores condições dentro do método de cromatografia líquida de alta eficiência 

para a separação do composto de interesse, piperonal, dos demais presentes na síntese do 

mesmo.  

 

 

1.3 Objetivos 

A presente Dissertação de Mestrado tem por objetivo principal o estudo da separação do 

piperonal dos demais componentes presentes na síntese orgânica do mesmo, ou seja, a 

separação do piperonal do safrol, cis-trans-isosafrol e terpinoleno. Para tal, foi utilizado o estudo, 

além dos parâmetros cromatográficos seletividade e resolução, os parâmetros termodinâmicos 

(ΔG, ΔH e ΔS), que advém do estudo da região linear das isotermas de adsorção. As propriedades 

da coluna, como a fração de vazios do leito e a porosidade da partícula, parâmetros chave para a 

obtenção das isotermas, foram obtidos por meio do método do primeiro momento. Todo o trabalho 

foi conduzido por meio da técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e utilizou-se 

da sílica C18, como fase estacionária, em assim sendo, utilizou-se a cromatografia líquida de fase 

reversa, que permite uma maior recuperação dos solutos e solventes utilizados. A principal fase 

móvel utilizada nesta Dissertação era composta por uma mistura binária 70/30 (v/v) etanol e água. 

O estudo foi conduzido em uma faixa de temperatura, entre 20 e 25 ºC, com passo de 5 ºC, isso 

possibilitou a obtenção das constantes modificadas de Henry para cada composto, e assim, avaliar 

o efeito da temperatura sobre a retenção de cada componente na coluna, bem como, traçar o 

gráfico de van’t Hoff, que permite a obtenção direta das grandezas termodinâmicas. 

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

 

 determinação dos tempos de retenção do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, na 

coluna para, assim efetuar o cálculo da resolução; 
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 escolha da fase móvel mais adequada para a separação do piperonal dos demais 

constituintes; safrol, isosafrol e terpinoleno; 

 determinação da fração de vazios da coluna e da porosidade da partícula; 

 determinação das constantes modificadas de Henry (Kp) e das isotermas de adsorção; 

 traçar o gráfico de van’t Hoff, para a determinação das grandezas termodinâmicas, ΔG, ΔH 

e ΔS. 

 



 

Capítulo 2 – Revisão bibliográfica Página 6 
 

Capítulo 2 

 
2 Revisão bibliográfica 

 
2.1  O piperonal: propriedades, derivados e rota de obtenção 

O óleo essencial da Piper hispidinervum C. DC, em seu estado bruto, apresenta elevada 

concentração de safrol (Figura 2.1a), aproximadamente 90%. O óleo é extraído das folhas e talos 

finos da planta por meio, convencionalmente, de um processo de hidrodestilação. O mesmo 

procedimento é utilizado no campo, utilizando-se indistintamente galhos e folhas (COSTA, 1999; 

CREMASCO e BRAGA, 2010).  

O óleo essencial de pimenta longa possui valor medicinal e ação inseticida. Além disso, é 

utilizado no tratamento de doenças venéreas, desordens intestinais, males genito-urinário e 

também é apontado no auxílio ao reumatismo, conforme relatos populares. Testes in vivo 

realizados com pomada à base do óleo essencial da pimenta longa demonstraram atividade no 

tratamento de lesões cutâneas (JARDIM, 2011).  

 
 

O

O
 

O

O
H

O

 

Figura 2.1– (a) Estrutura química do safrol; (b) Estrutura química do piperonal. 

 
O safrol, principal composto do óleo essencial da pimenta longa, é um componente 

químico aromático utilizado na indústria como matéria-prima, entre outras, na manufatura da 

heliotropina ou piperonal (Figura 2.1b), que é fixador de fragrâncias e do butóxido de piperonila 

(agente sinergístico encontrado nos inseticidas e pesticidas naturais à base de piretrium) (BRAGA, 

2007). Devido a grande importância do safrol como matéria prima para inúmeras industrias, 

estudos resultaram no conhecimento da reatividade deste sistema (alilbenzeno), de tal maneira 

que todos os átomos de carbono desta substância natural podem ser, eficiente e 

regiosseletivamente, funcionalizados (BARREIRO e FRAGA, 1999; BRAGA, 2007) 

O processo para a obtenção do piperonal mais utilizado industrialmente é a ozonólise ou 

oxidação com ácido crômico (DAVIES e HODGSON, 1943) a partir do isosafrol. Entretanto, a 

(a) (b) 
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poluição ambiental associada a espécies de cromo e a necessidade de uma grande quantidade de 

eletricidade e controle cuidadoso da temperatura de reação (0-5 oC) para a ozonólise, impulsionou 

o desenvolvimento de novas rotas sintéticas bem como novos processos menos poluentes e mais 

viáveis economicamente (FARINACCI, 1957; TORII et al., 1984). Ou seja, a rota de obtenção do 

piperonal caracteriza-se pela isomerização do safrol a cis-trans-isosafrol e uma posterior 

eletroxidação a isosafrol glicol e, por fim uma oxidação para piperonal. Braga (2007) demonstrou 

ser possível obter os isômeros cis-trans- isosafrol a partir do óleo 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 obtenção de piperonal por meio da oxidação catalisada 

por peroxidase microbiológica do isosafrol em piperonal, levando a uma conversão na faixa de 

20%.  

A importância do piperonal reside em suas aplicações industriais, como fixador de 

fragrâncias e, devido o mesmo ser substrato para a formulação de outros produtos com maior valor 

agregado, podendo-se citar a piperina, empregada como antiinflamatório; 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 química de alguns dos produtos que derivam do 

piperonal e que originam produtos de alto valor agregado. 

 
 

O

O
H

O

MeO

HO

CHO

N

O

O

O

OH

OH
NH3

+

COO
-

O

O

N

O

O

O

O N

N N

N

MeO

MeO
N

MeO

MeO

Piperina

L-Dopa

Vanilina

Papaverina

Eupaverina Piribedil
 

Figura 2.2 – Substâncias sintetizadas a partir do piperonal (SANTOS et al., 2004). 
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2.2 Fundamentos da adsorção  

A adsorção é um fenômeno que envolve a transferência de massa e a distribuição de um 

equilíbrio resultante para um ou mais solutos distribuídos em uma fase fluida (fase móvel) e uma 

fase sólida (fase estacionária). O fracionamento de um único soluto entre a fase fluida e o 

adsorvente ou a seletividade da fase estacionária para múltiplos solutos torna possível a 

separação de diferentes compostos distribuídos em uma solução. (LEVAN, CARTA e YON, 1997). 

A aplicação técnica da adsorção cobre ampla faixa, tais como processos de separação, 

sínteses, purificação de gases e líquidos. Os processos de adsorção se consolidaram na indústria 

como sendo uma alternativa para a purificação de diversos componentes. Seu uso é vasto devido 

à variedade de adsorventes encontrada no mercado, tais como sílicas de fase reversa, e novas 

técnicas cromatográficas (LEVAN, CARTA e YON, 1997; MEYER, 2004). 

O fenômeno de adsorção pode ser utilizado na purificação e separação de compostos pois 

promove acúmulo de um soluto na interface de um adsorvente. O soluto distribui-se seletivamente 

entre as fases envolvidas. O acúmulo do soluto por unidade de área é pequeno, por isso, 

adsorventes com alta porosidade e microporosidade, como o carvão ativado, que possuí uma área 

superficial interna, entre 600 e 1000 m2 g-1 são usados. Os adsorventes podem ser materiais 

naturais ou sintéticos de estrutura amorfa ou microcristalina. Todo o processo de transferência de 

massa na adsorção é influenciado pela configuração do adsorvente, pois a difusão efetiva leva em 

conta a porosidade e a tortuosidade do adsorvente (LEVAN, CARTA e YON, 1997; STRAND, 

2001). 

Dentro da adsorção uma técnica que tem destaque é a cromatografia, que é baseada no 

deposito ou acúmulo de moléculas em uma dada superfície adsorvente. De acordo com a natureza 

das moléculas e a superfície adsorvente o processo pode ser dividido em várias formas, como por 

exemplo, adsorção de moléculas gasosas em superfície sólida; moléculas líquidas em superfície 

sólida. Tais divisões caracterizam a cromatografia gasosa, cromatografia líquida e cromatografia 

planar (SCHULTE e EPPING, 2005).  

Em nível molecular, o fenômeno da adsorção refere-se à formação de forças de ligação 

entre a superfície e as moléculas na fase líquida. A diferença nas forças de ligação pode ser de 

natureza distinta, por isso o balanço energético das forças de ligação pode ser muito diferente 

entre si. Basicamente, dois tipos de forças podem ser observadas: as forças físicas e as forças 

químicas (SCHULTE e EPPING, 2005; ATKINS e de Paula, 2006). 

As forças envolvidas na adsorção física incluem as forças de van der Waals (dispersão-

repulsão) e as forças eletrostáticas compreendendo polarização, dipolo e interações quadrupolo. A 

contribuição da força de van der Waals está sempre presente, enquanto as contribuições 

eletrostáticas são significativas apenas nos casos de adsorventes como zeólitas, que possuem 

uma estrutura iônica (RUTHVEN, 1984).  
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2.2.1  Adsorção física e química 

A adsorção depende da existência de uma força na superfície da fase sólida que reduza a 

energia potencial da molécula adsorvida, para uma força menor que a força da fase líquida. 

Usualmente são diferenciadas duas classes de adsorção, a fisissorção e a quimissorção, tal 

distinção depende da natureza das forças envolvidas na superfície do adsorvente. A adsorção 

física ou fisissorção é conhecida como um processo de ligação reversível da molécula presente na 

fase fluida e a fase estacionária. As forças envolvidas na fisissorção consistem em dispersão-

repulsão, que é à base da fisissorção, tal força é suplementada por contribuições eletrostáticas 

(polarização, dipolo, quadrupolo elétrico permanente ou uma rede de carga elétrica). Tais forças 

são importantes, ou até mesmo, dominantes para adsorventes polares (STRAND, 2001; 

RUTHVEN, 2008). 

Os modelos de adsorção física dependem fundamentalmente da temperatura. Em geral, a 

elevação de temperatura provoca diminuição da capacidade de adsorção, devido ao aumento de 

entropia na camada do adsorvente, ocasionado pela dessorção do sorbato (NASSAR e MAGDY, 

1997).  

A quimissorção envolve ligações químicas entre o adsorbato e o adsorvente (geralmente 

dissociação). As forças envolvidas na quimissorção são muito mais fortes se comparada com as 

forças envolvidas na fisissorção e envolvem a transferência ou compartilhamento de elétrons, para 

que haja a ligação química. Outro ponto a ser mencionado é a irreversibilidade do processo, pois 

em se tratando de separação de componentes, não é interessante que ocorra irreversibilidade ou 

dissociação (LEVAN, CARTA e YON, 1997; SCHULTE e EPPING, 2005; RUTHVEN, 2008). 

As distinções entre a adsorção física e química podem ser observadas a seguir 

(RUTHVEN, 1984; SCHWANKE, 2003; SCHULTE e EPPING, 2005): 

 

a) a adsorção física é, em geral, um fenômeno com menor grau de especificidade, enquanto a 

adsorção química é altamente dependente da afinidade entre o adsorvente e a molécula a ser 

adsorvida; 

b) uma molécula que passa por uma adsorção física mantém a sua identidade, ou seja, na 

dessorção ela retornará para a fase móvel com sua estrutura original, ao passo que uma molécula 

que passa pelo processo de quimissorção pode sofrer uma dissociação e com isso não retornará a 

sua forma original na dessorção; 

c) a energia na quimissorção é da mesma ordem e grandeza da energia de uma reação 

química comparável. A adsorção física é sempre exotérmica e a energia geralmente não é maior 

que a energia de condensação da molécula a ser adsorvida, entretanto. Tal energia apresenta um 

leve incremento quando à adsorção física ocorre nos poros muito estreitos do adsorvente. 

 

Em cromatografia líquida, ocorre usualmente adsorção física, principalmente quando o 

objetivo é separar componentes presentes em uma amostra. A adsorção física ainda apresenta 
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uma redução substancial na capacidade de adsorção nos sítios ativos do adsorvente, além de ser 

um processo mais demorado (GREGG e SING, 1982). 

 

 

2.3 Análise termodinâmica da adsorção 

 

Termodinâmica da adsorção 

O estudo do equilíbrio termodinâmico pode, em geral, ser aplicado à adsorção como para 

qualquer outro equilíbrio entre fases. A única suposição geral implícita em tal aproximação é que a 

camada adsorvida pode ser tratada como uma fase distinta no sentido termodinâmico. É possível 

adotar duas formas diferentes, mas de perspectivas inteiramente consistentes quando se aplica os 

princípios termodinâmicos ao equilíbrio de adsorção. Um das formas é: a camada superficial, que 

consiste de adsorvente mais adsorbato, pode ser considerada como uma única fase, tendo as 

mesmas propriedades gerais de uma solução; a outra forma de se considerar é o adsorvente 

sendo termodinamicamente inerte (RUTHVEN, 1984). 

A termodinâmica da adsorção é um tópico importante dentro da cromatografia, devido a 

sua ampla utilização na área de fármacos e estudos de compostos variados. Diversos autores 

utilizaram a técnica para dar melhor entendimento quanto ao mecanismo de retenção 

cromatográfica (ROSA, 2005; SILVA JUNIOR, 2006; GÖTMAR, 2007; CHEN et al., 2008; 

FREITAS, 2009; NASCIMENTO, 2012). 

A maneira mais usual de conduzir um estudo termodinâmico em cromatografia é a variação 

da temperatura de trabalho e, com isso, obter as constantes modificadas de Henry em diversas 

temperaturas. A dependência do logaritmo natural dos fatores de retenção e da seletividade com o 

inverso da temperatura são rotineiramente usadas para a determinação das grandezas 

termodinâmicas (RUTHVEN, 1984; ATKINS e de Paula, 2006; DIAS, 2007). 

Geralmente, um aumento da temperatura de trabalho da coluna produz duas 

consequências: (a) diminuição do tempo de retenção dos analitos; (b) aumento na eficiência da 

coluna, por meio do incremento do número de pratos. Outra consequência do aumento da 

temperatura é a redução da viscosidade da fase móvel, o que permite trabalhar com vazões mais 

altas, devido à relação da viscosidade, vazão e pressão (BERTHOD, HE e BEESLEY, 2004). 

Ruthven (1984) descreve que o equilíbrio termodinâmico da adsorção é igual a qualquer 

outro equilíbrio termodinâmico, ou seja, uma igualdade entre potenciais químicos.  

Blandamer e colaboradores (1998) apresentaram que o equilíbrio de adsorção, para 

moléculas adsorvidas, j, em soluções aquosas, cujos sítios ativos do adsorvente estavam 

previamente ocupados por água, pode ser representado pela Equação (2.1). 

 

       aqOHadjadOHaqj 22   (2.1) 
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onde (aq) e (ad) representam a fase aquosa e o adsorvente, respectivamente. O potencial químico 

das moléculas adsorvidas, j, pode ser arranjado na forma da Equação (2.2) (RAMESH et al., 1998). 

 

        flnRTaqaq 0
jj   (2.2) 

 

em que f é a função do grau de ocupação da superfície do adsorvente, θ. O potencial químico do 

adsorbato, j, em solução aquosa pode ser escrito na forma da Equação (2.3). 

 

     





















r

je0
jj

C

aqC
lnRTaqaq


  (2.3) 

 

em que Ce e  aqj  são a concentração molar do soluto e o coeficiente de atividade, 

respectivamente.  E Cr = 1 mol L-1. No estado de equilíbrio os potenciais químicos se igualam como 

apresentado na Equação (2.4). 

 

   aqad jj  
 (2.4) 

 

Desta maneira, a variação na energia livre de Gibbs pode ser escrita como demonstrada 

na Equação (2.5) (BLANDAMER et al., 2005). 

 

     
  p

je

r0
jj KlnRT

aqC

Cf
lnRTaqadG 




























 

(2.5) 

 

em que Kp representa a constante de equilíbrio termodinâmico, também conhecida como constante 

modificada de Henry, T é a temperatura absoluta e R a constante universal dos gases ideais. 

Reagrupando a Equação (2.5) em função da constante modificada de Henry, Kp, chega-se 

a equação clássica de van’t Hoff, que está representada pela Equação (2.6). 

 

pKlnRTG   (2.6) 

 

Se considerarmos a relação entre ΔG e Kp, na Equação (2.5), a mudança da constante 

modificada de Henry com a temperatura pode ser obtida na forma diferencial, como pode ser 

observado na Equação (2.7). 
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2

p

RT

H

dT

Klnd 
  (2.7) 

 

A forma integrada da Equação (2.7) é apresentada na Equação (2.8). 

 

y
RT

H
Kln p 


 (2.8) 

 

em que y representa a constante de integração. De acordo com Saha e Chowdhuy (2011), a 

variação da entropia é igual a constante universal dos gases ideais multiplicada pela constante de 

integração da Equação (2.8). Desta forma, reagrupando e substituindo a Equação (2.6) e Equação 

(2.8), chegas-se a Equação (2.9), que é a equação clássica e fundamental da energia livre de 

Gibbs (TRATHNIGG e VERONIK, 2005). 

 

STHG    (2.9) 

 

Igualando as Equações (2.6) e (2.9), obtêm-se a Equação (2.10). 

 

R

S

RT

H

RT

G
Kln p








  (2.10) 

 

Por meio da Equação (2.10) é possível construir um gráfico de ln Kp contra 1/T que resulta 

em – ΔH/R igual ao coeficiente angular e ΔS/R igual ao coeficiente linear. Isso proverá os valores 

de ΔH e ΔS para a adsorção. O gráfico de ln Kp contra 1/T é conceitualmente conhecido como 

gráfico de van’t Hoff e seu comportamento é linear para uma grande faixa de concentração e 

pressão de trabalho (RUTHVEN, 1984; SCHLAUCH e FRAHM, 2001; TRATHINGG e VERONIK, 

2005). 

A Equação (2.10) ainda pode ser representada com o fator de retenção, k i, em vez de Kp, 

sendo necessária a adição da relação de fases (Φ), como representado na Equação (2.11) 

(SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993; SCHLAUCH e FRAHM, 2001; NASCIMENTO et 

al., 2012). 

 







 ln
R

S

RT

H
kln  (2.11) 

 

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

uma medida de equilíbrio termodinâmico. Como o valor de Φ, relação de fases, não é um dado 
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técnico disponível no manual da coluna a ser utilizada, a Equação (2.12) fornece os meios para 

alcançar tal valor (PÉTER, TÖRÖK e FÜLÖP, 1998): 

 

M

Ma

V

VV 
  (2.12) 

 

em que Va representa o volume de adsorvente e VM o volume morto da coluna. 

Quando há uma mistura de analitos, há outros parâmetros que podem ser obtidos para 

caracterizar termodinamicamente o sistema. Tais parâmetros são Δ(ΔG); Δ(ΔH) e Δ(ΔS), que 

representam as diferenças entre ΔG, ΔH e ΔS, respectivamente, para um dado par de analitos 

(ROSA, 2005; SILVA JUNIOR, 2006; DIAS, 2007). 

A interação entre dois componentes pode ser relacionada pela seletividade, que é a razão 

entre as constantes modificada de Henry para o composto i e j. A Equação (2.13) relaciona a 

seletividade com a variação da energia livre de Gibbs (FREITAS, 2009): 

 

 




 


RT

G
exp

K

K

pj

pi
 (2.13) 

 

Combinando a Equação (2.13) com a relação de Gibbs-Helmholtz (Equação 2.9), chega-se 

a Equação (2.14), que por meio do gráfico de van’t Hoff, ln (α) versus 1/T, fornecerá os valores de 

Δ(ΔH) e Δ(ΔS) (CABUSAS, 1998; HE et al., 2004). 

 

   
R

S

RT

H
ln





  (2.14) 

 

Em baixas temperaturas, a separação é controlada pelo termo entálpico, Δ(ΔH). Esse caso 

é o mais comum na cromatografia líquida, e representa o decréscimo da seletividade com o 

aumento da temperatura (SILVA JUNIOR, 2006). 

A seletividade termodinâmica dos compostos, como já mencionado, expressa pela 

Equação (2.13) tem a entalpia como principal influência em baixas temperaturas, ao passo que 

com o aumento da temperatura o termo entálpico será compensado pelo entrópico. Em uma dada 

temperatura o termo entrópico compensará totalmente o termo entálpico, levando a uma completa 

não separação dos compostos,ou seja Δ(ΔG) igual a 0 e α igual a 1. Aplicando α igual a 1 na 

Equação (2.14) chega-se a Equação (2.15), que define a temperatura limite de separação. Este 

fenômeno é conhecido como temperatura isosseletiva, Tiso. Nesta temperatura não há separação 

entre os componentes e temperaturas superiores a Tiso podem levar a uma inversão na ordem de 
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eluição dos adsorbatos na coluna (SCHLAUCH e FRAHM, 2001; HE et al., 2004; WENG et al., 

2004; ROJKOVIČOVÁ et al., 2004; SILVA JUNIOR, 2006). 

 

 
 S

H
Tiso 


  (2.15) 

 

 

Isotermas de adsorção 

A isoterma de adsorção é uma ferramenta fundamental para a investigação dos processos 

físicos envolvidos na retenção cromatográfica. O significado da isoterma de adsorção, neste 

contexto, é que descreve quantitativamente a distribuição de equilíbrio entre as duas fases 

envolvidas nos processos cromatográficos. Assim, um exame amplo das isotermas de adsorção 

rende informações sobre o solvente, o soluto e o adsorbato como também as interações entre 

estas espécies que acontece durante a adsorção (JACOBSON et al., 1984).  

As isotermas, geralmente não apresentam um caráter linear. As configurações das 

isotermas estão intimamente ligadas as concentrações de trabalho (JACOBSON et al., 1984). 

Giles e colaboradores (1960) realizaram uma série de experimentos para adsorção de 

solutos orgânicos em uma série de fases estacionária, e assim obter suas respectivas isotermas. 

De acordo com Giles et al. (1960) o comportamento inicial da isoterma tem uma característica 

linear devido a viabilidade de sítios de adsorção disponíveis na fase estacionária. À medida que os 

sítios tornam-se mais escassos ocorre a competição entre o adsorbato por sítios ativos ainda 

disponíveis, levando ao desvio da linearidade da isoterma (GILES et al., 1960). 

A modificação da isoterma não se dá apenas pela injeção de um composto em uma fase 

móvel pura, mas também a injeção de um composto puro em uma fase móvel binária, isso ocorre 

devido à competição para atingir o equilíbrio de um componente na coluna, este fenômeno é 

possível apenas se a energia de adsorção de um componente é maior do que a do outro 

(JANDERA et al., 2001). 

Em cromatografia analítica, o intuito é a identificação, estudo da separação e obtenção de 

parâmetros cromatográficos como: resolução, seletividade e tempo de retenção. Colunas analíticas 

não suportam grandes concentrações de analitos, pois pode ocorrer uma sobrecarga de massa e, 

com isso, a completa saturação dos sítios ativos, o que pode acarretar na perda da coluna. Devido 

a essa restrição física, usa-se baixas concentrações para a obtenção das isotermas e parâmetros 

cromatográficos. A cromatografia preparativa é destinada ao isolamento de um composto, 

purificação, tendo como meta sempre a produção. Nesta modalidade de cromatografia, devido a 

maior quantidade de adsorvente na coluna, pode-se utilizar maiores concentrações nos estudos 

(MEYER, 2004).  
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A inclinação de uma isoterma corresponde ao coeficiente de distribuição, K, discriminando 

duas partes da isoterma: a linear e a não linear. Na região linear, K é igual a constante modificada 

de Henry, Kp. Para a região não linear K se torna menor e alcança um valor limite em altas 

concentrações de soluto (MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005). Quanto maior o Kp de uma 

substância maior será sua interação com o adsorvente, resultando assim em um maior tempo de 

retenção do composto na coluna (ROUQUEROL et al., 1999). 

A constante de Henry provê uma medida direta das interações entre uma molécula 

adsorvida e os sítios mais favoráveis para a adsorção na superfície do adsorvente  

As funções termodinâmicas padrão Kp, ΔG, ΔH e ΔS em diluição infinita podem ser 

determinadas a partir da inclinação da tangente inicial da isoterma. Estes parâmetros podem ainda 

ser derivados do fator de retenção (ki) (SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993). 

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

colaboradores (1940). 

Curvas côncavas (Tipo I) têm sido historicamente designadas como ‘favoráveis’ à 

adsorção. A curva do Tipo I é um caso em que o soluto tem alta afinidade com a fase estacionária, 

que em soluções diluídas o analito é completamente adsorvido. A região inicial da curva do Tipo I 

apresenta linearidade (GILES et al., 1960; LEVAN, CARTA e YON, 1997). 

As isotermas do Tipo II e Tipo IV mostram que, inicialmente, quanto mais sítios ativos são 

preenchidos torna-se mais difícil a molécula da amostra ser adsorvida. A inflexão mostra que pode 

não haver uma competição forte entre o analito permanecer na fase estacionária e na fase fluida 

(GILES et al., 1974). 

 

 

Figura 2.3 – Modelos de isotermas de adsorção (adaptada de BRUNAUER et al.,1940). 
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As isotermas convexas (Tipo III) são consideradas isotermas ‘desfavoráveis’ a dessorção. 

A direção inicial das curvas do Tipo III e Tipo V mostram que a adsorção é facilitada com o 

aumento da concentração na fase móvel. Na prática as curvas do Tipo III e Tipo V só acontecem 

quando três condições são cumpridas: (a) a molécula do soluto deve ser monofuncional; (b) a 

atração intermolecular deve ser moderada, a fim de causar uma camada adsorvida regular sobre o 

adsorvente e (c) quando a molécula encontrar uma forte competição pelos sítios de adsorção 

(GILES et al., 1960; LEVAN, CARTA e YON, 1997). 

É sabido que a termodinâmica controla o perfil das bandas cromatográficas, 

particularmente quando se trabalha em altas concentrações e quando a cinética de transferência 

de massa é baixa. O conhecimento da isoterma ainda pode ajudar a predizer a extensão da 

recuperação de um dado composto e a taxa de produção. De acordo com isso, vários 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 exigência termodinâmica é que ocorra uma aproximação linear para todos os 

modelos de isotermas. O modelo linear ocorre em baixas concentrações de soluto na fase móvel 

(LEVAN, CARTA e YON, 1997). Conforme a Equação (2.16). 

 

cKq p  (2.16) 

 

em que Kp representa a constante modificada de Henry, c a concentração de soluto na fase móvel 

e q a concentração em equilíbrio na fase estacionária. 

A isoterma linear é caracterizada pela constante de partição constante entre o soluto 

presente na amostra e na fase estacionária, isso ocorrerá até um ponto limite de saturação (GILES 

et al., 1960). Giles e colaboradores (1974) descreveram que quando ocorre a isoterma linear o 

número de sítios ativos permanece constante, mas não necessariamente com o mesmo nível de 

energia, em toda a faixa de concentração estudada. 

Alguns outros modelos de isotermas são apresentados na Tabela (2.1). 
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Tabela 2.1 – Modelos de isotermas 

Isoterma Modelo Observação 

Langmuir 
bc1

ac
q


  

Considera que a adsorção 

ocorre em uma superfície 

composta com um número 

fixo de sítios de adsorção 

de igual energia, ocorrendo 

à adsorção de uma 

molécula por sítio ativo 

(LANGMUIR, 1916; JAMES 

et al., 1999; GRITTI et al., 

2003) 

Freundlich 
b

FcKq   

Corresponde a uma 

distribuição exponencial das 

energias de adsorção. É 

mais indicada para 

correlacionar dados de 

adsorventes heterogêneos 

e altas faixas de 

concentração 

(FREUNDLICH, 1916; 

LEVAN, CARTA e YON, 

1997). 

Tóth 
   


1

bc1

ac
q  

O modelo considera uma 

superfície heterogênea. O 

grau desta heterogeneidade 

é descrita pelo parâmetro, 

 , com 10  , 1
indicando uma superfície 

completamente homogênea 

(TÒTH, 1971; CAVAZZANI 

et al., 2002; SILVA JUNIOR, 

2003) 
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Langmuir modificado 

2,1i

cbcb1

cb
qchq

22ii

ii
sii






 

Faz aproximação à região 

linear, por meio do termo hi, 

que representa a constante 

de equilíbrio linear; qs é a 

capacidade de saturação 

monocamada do 

adsorvente e bi refere-se a 

constante de equilíbrio de 

adsorção (RODRIGUES et 

al., 1995; MAZZOTI et al., 

1997; ZHANG et al., 2003) 
 

 

 

2.4 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  

A cromatografia ocupa um lugar de destaque nos métodos de análise devido à facilidade 

com que efetua separação, identificação e quantificação das espécies químicas (COLLINS, 2006). 

O princípio da separação cromatográfica se dá por um método físico-químico dos 

componentes da mistura, realizada por meio da distribuição desses componentes em duas fases, 

que estão em contato íntimo. Um das fases das fases permanece estacionária (adsorvente), 

enquanto a outra se move através dela (fase móvel). A cromatografia foi inicialmente desenvolvida 

para a extração e purificação de misturas complexas de origem vegetal (MEYER, 2004; DITZ, 

2005; COLLINS, 2006; GUIOCHON, 2012). 

Existem várias formas de realizar o processo cromatográfico e várias classificações de 

processos cromatográficos, assim como há diversos critérios para realizar tal classificação. Os 

critérios mais comuns são os relacionados com a técnica empregada, ao mecanismo de separação 

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 supercrítica 

(COLLINS, 2006). 

Dentre os métodos cromatográficos de separação, a cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), que é uma técnica inserida na cromatografia líquida, é uma das técnicas mais importantes, 

na qual empregando-se colunas recheadas e uma fase móvel, eluída sob altas pressões, torna-se 

possível realizar separações e análises quantitativas de uma grande variedade de compostos, 

principalmente de moléculas biologicamente ativas, com rapidez, alta resolução, eficiência e 

detectabilidade (SILVA SILVA JUNIOR, 2003; ROSA, 2005). 

O avanço real da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) começou durante a 

década de 1960, quando partículas porosas de pequenos diâmetros tornaram-se mais acessíveis 
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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 sílica gel de fase reversa (DITZ, 2005). 

Uma exigência em CLAE é a que a amostra seja solúvel na fase móvel utilizada. Caso 

esse requisito não seja atendido, pode ocorrer de o soluto não ser transportado através da coluna 

pela fase móvel (SILVA JUNIOR, 2003). 

A CLAE, como atualmente conhecida, tem muitos usos tais como: métodos de separação, 

análise química de misturas, análises quantitativas e qualitativas de amostras. Se comparado a 

outros métodos a CLAE é excepcional em termos de (SNYDER et al., 1979): 

 
 aplicação quase universal, poucas amostras são excluídas da possibilidade de separação 

em CLAE; 

 notável precisão em ensaios (  0,5% ou acima, em muitos casos); 

 uma vasta gama de equipamentos, colunas e outros materiais disponíveis no mercado, 

permitindo o uso da CLAE para quase todas as aplicações. 

Além disso, a CLAE transformou o controle de qualidade nas indústrias químicas e 

farmacêuticas, devido ao seu rápido meio para avaliar a pureza de substâncias e, ainda permite a 

purificação de pequenas quantidades de amostras. A maioria dos sistemas utiliza detectores de 

absorção ultravioleta e espectrometria de massas para detectar as substâncias que são eluídas 

através da coluna. A técnica da cromatografia pode utilizar diversos tipos de adsorventes como 

fase estacionária. Dessa maneira, a separação cromatográfica pode ser estudada de maneira a 

aperfeiçoar a separação e reduzir o custo do processo (JARDIM, COLLINS e GUIMARÃES, 2006). 

Um esquema de um equipamento CLAE padrão é apresentado na Figura (2.4). Há 

equipamentos compostos com diferentes arranjos, com o intuito de suprir as necessidades do 

usuário.  

 

 

Figura 2.4 – Representação esquemática de um equipamento CLAE padrão: 1 – Reservatório 

de fase móvel; 2 – Bomba; 3 – Coluna cromatográfica; 4 – Detector; 5 – Resíduo (Adaptada de 

JARDIM, COLLINS e GUIMARÃES, 2006). 
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2.5 Cromatografia líquida de fase reversa 

Cromatografia de fase reversa (RPLC – da sigla em inglês Reversed-phase liquid 

chromatography) é o termo usado para descrever o estado quando a fase estacionaria é menos 

polar do que a fase móvel (MEYER, 2004). Entre os diferentes meios de separação em CLAE, por 

exemplo, cromatografia líquida por exclusão, cromatografia líquida por troca iônica, definitivamente 

a cromatografia líquida de fase reversa tem tido posição dominante no mercado. Estima-se que a 

RPLC represente entre 80-90% das separações em cromatografia líquida. A diversidade de 

colunas de fases reversas de alta qualidade associada à vasta gama de ferramentas para controle 

e otimização da separação renderam à 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 iônica, 

etc.), separações por cromatografia líquida de fase reversa são usualmente mais convenientes, 

robustas e versáteis, podendo utilizar diversas fases móveis, o que não é possível em outras 

técnicas cromatográficas. Colunas de fase reversa ainda tendem a ter maior eficiência e 

repetibilidade e, estão dispostas no mercado em uma ampla faixa de tipos de adsorventes e 

tamanhos de partículas (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2010). 

A fase reversa tem uma vasta aplicação, dependendo da base utilizada como fase 

estacionária, porém muitos compostos orgânicos tem uma solubilidade limitada em água (fase 

móvel mais comum em cromatografia de fase reversa) ou em solventes orgânicos/água, o que 

limita um pouco a aplicação. Nestes casos, onde a solubilidade da amostra é baixa em água ou 

misturas solventes orgânicos e água (amostras muito hidrofóbicas), o uso de cromatografia de fase 

normal, utilizando-se da fase móvel não aquosa é mais aconselhável (SNYDER, KIRKLAND e 

DOLAN, 2010). 

 

 

2.5.1 Fase estacionária baseada em sílica 

As fases estacionárias apolares são com maior frequência, partículas esféricas de sílica 

recobertas com cadeias de carbono. Uma das fases estacionárias mais utilizadas em RPLC é a 

C18, que é composta por partículas de sílica recobertas com uma cadeia de 18 carbonos (LANÇAS, 

2009). 

Em aplicações práticas, a sílica ainda domina como base sólida para fase estacionária em 

CLAE. As vantagens desejadas na sílica são: alta resistência mecânica, e habilidade para 

seguramente ser manufaturada em partículas de diâmetro específico de adsorvente, diâmetro de 

poro e área superficial. Separações em cromatografia líquida de fase reversa tiveram uma melhora 

significativa quando sílicas modificadas com recobrimentos hidrofílicos usando organossilanos 

passaram a ser utilizadas (PESEK e MATYSKA, 2005). 

Todas as fases estacionárias, que tem a sílica por base, possuem grupos funcionais de 

ácido silanol polar (Si-OH) em sua superfície. Com o intuito de diminuir o número de silanóis, 
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pequenos recobrimentos orgânicos, como o metil (C1), são usados para desativar sítios de silanos, 

após iniciado o processo de preparo da sílica (PESEK e MATYSKA, 2005). 

Devido aos grupos silanóis remanescentes na superfície da sílica, mesmo após seu 

recobrimento, as fases estacionária baseadas em sílica, possuem ambos mecanismos de 

separação: fase reversa e fase normal. Isso se dá devido a interação dos compostos com os 

grupos silanos, remanescentes na superfície da sílica (NAWROCKI, 1997). O recobrimento da 

sílica situa-se em 80%, nos melhores casos, mas é comum encontrar no mercado sílicas com 50% 

de recobrimento. Com o intuito de diminuir o problema com silanos na superfície da sílica, 

usualmente o átomo de hidrogênio do grupo é substituído por um grupo trimetilsilil (SCHÜLTER, 

1999). 

Dependendo da modificação na superfície da sílica, os adsorventes de fase reversa podem 

ser agrupados em (a) sílicas de fase reversa monomérica, quimicamente modificadas com grupos 

silanos monofuncionais ou (b) fase reversa polimérica, feita com uma camada de polímero, por 

reação na superfície da sílica, com grupos trissilanos (MEYER, 2004). 

Atualmente há no mercado diversos tipos de recobrimentos para a sílica, com isso torna-se 

possível a separação e quantificação de diversos compostos, como: pequenas proteínas (<50-100 

kDa), peptídeos, oligonucleotídeos, amino ácidos e fármacos (SCHLÜTER, 1999). De acordo com 

Schülter (1999), outros compostos podem ser separados em colunas baseadas em sílica, basta 

adequar a fase móvel e as condições do sistema, para que a separação possa ser observada. A 

Tabela (2.2) apresenta algumas fases estacionárias baseadas em sílica. O termo ‘fase reversa’ 

também é aplicado para sílicas recobertas com polímeros hidrofóbicos (LANÇAS, 2009). 

 
Tabela 2.2 – Principais fases estacionárias empregadas na cromatografia líquida de partição 

operando no modo reverso (RP) (LANÇAS, 2009). 

Grupo funcional Fase estacionária Denominação 

Octadecil 

 

Octadecilsilano, 

C18, ODS, RP18 

Octil 

 

Octilsilano,C8, RP8 

Hexil 

 
Hexilsilano,C6, RP6 

Butil 

 

Butilsilano,C4, RP4 

Fenil 

 

Fenilsilano 
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2.6 Técnicas em cromatografia  

 

2.6.1 Métodos de obtenção de isotermas de adsorção 

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 revisão dos métodos de obtenção de isotermas por cromatografia gasosa. Tais 

métodos podem ser aplicados para a cromatografia líquida. O método em cromatografia líquida 

mais simples é a Análise Frontal. Introduzida por James e Phillips, (1954); e Schay e Székely, 

(1954), esse método relaciona a velocidade da concentração frontal formada por um incremento na 

concentração do soluto (JACOBSON, 1984). 

As isotermas podem ser obtidas por métodos estáticos (ou batelada) e dinâmicos. Os 

métodos estáticos de medição de isotermas de adsorção não analisam o tempo nas curvas de 

concentração, mas usam apenas as informações do estado de equilíbrio (SEIDEL-

MORGENSTERN, 2004). Os métodos estáticos se caracterizam por analisar a solução já em seu 

estado de equilíbrio, ou seja, tais métodos envolvem volumes ou massas conhecidos do material 

adsorvente que é equilibrado com volumes conhecidos de solução em uma dada concentração de 

soluto. Após o termino do fenômeno da adsorção, o equilíbrio entre a fase estacionaria e a solução 

é 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 estáticos tem-se: método batelada, 

método da adsorção-dessorção, método da circulação.  

Os métodos dinâmicos são baseados na análise matemática da curva de resposta de 

diferentes concentrações definidas na entrada da coluna, O princípio básico do método é injetar 

grandes quantidades de amostras em uma coluna, previamente equilibrada com a fase móvel, e 

analisar a resposta obtida. Baseado no tipo de ‘perturbação’ gerada na coluna o método é dividido 

em três grandes grupos: a injeção de grandes amostras, com concentrações diferentes, resultando 

assim nas chamadas curvas de ruptura; injeções de pequenas amostras em diferentes 

concentrações e o último grupo é a injeção de pequenos volumes a altas concentrações 

(MIHLBACHLER et al., 2002; MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005). 

Como exemplo de métodos dinâmicos, pode-se citar: método da perturbação, método da 

eluição por pontos característicos e a análise frontal (MIHLBACHLER et al., 2002).  

 

 

Análise Frontal 

O método mais praticado e conhecido para se obter isotermas de adsorção é a Análise 

Frontal (AF). Ela relaciona o ponto da isoterma a uma dada concentração de soluto na fase móvel 

com o tempo de saturação da coluna, na concentração estudada. A AF também apresenta alta 

precisão se comparada a métodos estáticos e relativa simplicidade na aplicação (GUIOCHON et 

al., 1994; MIHLBACHLER et al., 2002). 
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A determinação da isoterma de adsorção por Análise Frontal (AF) é o problema inverso se 

comparado com a predição de curvas de ruptura de isotermas conhecidas. Uma vez que a teoria 

do equilíbrio fornece uma ferramenta conveniente para predizer o formato característico de tais 

curvas (platô intermediário e tempo de retenção), apenas esses dados devem ser determinados 

experimentalmente para resolver o problema inverso (LISEC, 2001).  

Na determinação de isotermas competitivas por meio da AF, a coluna inicialmente 

condicionada com a fase móvel, é alimentada por uma solução contendo uma concentração 

conhecida da mistura em estudo até que a coluna seja completamente saturada. Ao atingir a 

condição de equilíbrio, outra solução de concentração mais elevada e de valor conhecido é 

alimentada na coluna até que seja atingido um novo equilíbrio. Esse procedimento é repetido 

sucessivas vezes gerando sucessivas curvas de ruptura (em forma de degraus sucessivos). Cada 

curva de ruptura fornecerá um ponto na isoterma de adsorção competitiva (JACOBSON et al., 

1987; GUIOCHON et al., 1994). Na Figura (2.5) é representada a adsorção de um dado composto 

e os parâmetros obtidos por meio da metodologia AF. 

 

 

Figura 2.5 – Representação esquemática de uma curva de ruptura (adaptado de GRITTI et al., 

2003). 

 

Os dados experimentais da isoterma de adsorção podem ser determinados tanto para a 

etapa de adsorção da curva de ruptura quanto para a etapa de dessorção, de acordo com os 

balanços de massa representados pela Equação (2.17) (MARCHETTI et al., 2009).  
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 
a
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V

VVc
q


  (2.17) 

 

em que aV  é o volume de adsorvente no sistema, descrito na Equação (2.18), c é a concentração 

de alimentação, FV  é o volume de retenção no ponto de inflexão da curva de ruptura, MV  é o 

volume morto do sistema. 

 

  1VVa  (2.18) 

 

em que V representa o volume da coluna vazia. 

Seidel-Morgenstern (2004) relata que o método da análise frontal é 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 adsorção-dessorção também é aplicado 

satisfatoriamente nestes casos. O método da perturbação torna a construção de isotermas com 

mais de dois compostos um sistema difícil e inviável. 

 

 

2.6.2 Pulsos cromatográficos 

A técnica da injeção de pulsos cromatográficos não apenas promove a separação de 

componentes em misturas, mas também é uma técnica útil para a determinação de parâmetros 

cromatográficos, termodinâmicos e de transferência de massa. Além disso, teorias matemáticas, 

baseadas na cromatografia de pulso, foram desenvolvidas, tornando-a possível de aplicar para 

medidas de processos de transporte que acompanham a adsorção em leitos adsorventes 

(SCHWANKE, 2003). 

A cromatografia em pulso é baseada na injeção de um pulso do sorbato, de volume 

conhecido, tal volume é definido no loop da válvula do CLAE. O pulso gera uma curva 

cromatográfica, cromatograma, como resposta. Os cromatogramas são as ferramentas necessária 

para determinar o tempo de retenção de um composto. Um estudo mais criterioso, como a variação 

da concentração da injeção e vazão, pode fornecer os parâmetros termodinâmicos e de 

transferência de massa.  

Apesar de a análise CLAE ser precisa, a repetibilidade desejada nem sempre é alcançada, 

devido a diversos fatores, como imprecisão operacional e do equipamento, ocasionando, na 

maioria dos casos, um alargamento do pico cromatográfico. Suzuki (1990) relata que em um 

sistema cromatográfico o alargamento do pico de resposta à injeção de um soluto resulta da 

combinação da dispersão axial e resistências à transferência de massa, tanto nas partículas do 

sorbato quanto nas partículas do meio poroso. Portanto, torna-se difícil extrair valores seguros dos 

parâmetros cromatográficos por meio de uma única injeção e avaliando um único pico resposta. 
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Por esta razão, os experimentos são usualmente conduzidos em diferentes condições 

experimentais (ou de analises). Em geral, os principais fatores que influenciam nos resultados são 

a vazão da fase móvel, a temperatura e, em muitos casos, o diâmetro das partículas de adsorvente 

(SUZUKI, 1990; SCHWANKE, 2003). 

 

 

2.7 Parâmetros cromatográficos  

As informações básicas para o desenvolvimento de uma separação cromatográfica são 

retiradas de um cromatograma. A Figura (2.6) exemplifica um cromatograma resultante para a 

injeção de uma amostra contendo três compostos diferentes. 

 

Figura 2.6 – Cromatograma resultante para a injeção de uma amostra contendo três 

componentes distintos (adaptada de SCHULTE e EPPING, 2005). 

 

A força de interação de cada componente com a fase estacionária é proporcional ao tempo 

de retenção, tRi.  

O tempo morto total, ttotal, é a diferença e entre o tempo de entrada e saída de um composto 

inerte na coluna, e isso é afetado pelo volume da cabeça da bomba, diâmetro da tubulação, 

volume no detector, distância entre a injeção da amostra e a detecção. Em assim sendo, o tempo 

morto da planta, tplant, deve ser determinado e, isso é feito com a injeção de um composto inerte no 

sistema sem a coluna. O tempo de retenção, tRi, de um composto i retido é a soma do tempo morto 
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da coluna, t0 é o tempo que o composto ficou realmente retido na coluna (SCHULTE e EPPING, 

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

 

planttotal0 ttt 
 

(2.19) 

 

Assim, torna-se possível a obtenção do tempo de retenção corrigido, definido por Jardim, 

Collins e Guimarães  et al. (2006) como representado na Equação (2.20). Apesar da correção do 

tempo de retenção, quando o termo tempo de retenção é usado, geralmente ele se refere ao 

tempo de retenção global. 

 

0Ri
'
Ri ttt   (2.20) 

 

 

Resolução 

A resolução cromatográfica, Rs, é uma medida de quão separados estão dois picos 

adjacentes. Três fatores importantes são responsáveis pela variação na resolução: a seletividade, 

o fator de retenção e a eficiência da coluna (SCHMIDT-TRAUB, 2005). Collins (2006) relata que, 

para ocorrer uma separação razoável entre dois compostos, a resolução entre eles deve ser igual 

ou superior a 1,5.  

A resolução pode ser obtida por meio das Equações (2.21) e (2.22). 
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(2.22) 

 

em que a Equação (2.21) relaciona o número de pratos da coluna, N, o fator de retenção, k, e a 

seletividade, α. Já a Equação (2.22) relaciona o tempo de retenção do composto i e j na coluna, 

com a largura do pico a meia altura, Whi. 

Schmidt-Traub (2005) ainda relata que, em teoria, a equação da resolução apresenta três 

possibilidades para o incremento em seu valor final: aumentando o valor do fator de retenção, 

modificando a eficiência da coluna, por meio de modificações na fluidodinâmica da coluna, como 

por exemplo: melhorar o empacotamento da coluna, reduzir o diâmetro de partículas adsorventes 

ou otimizar a fase móvel. A terceira opção é manter o sistema o mais próximo do valor desejado de 

resolução possível e alterar a temperatura do sistema. 
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As estratégias propostas por Schmidt-Traub (2005) são as mais praticáveis dentro da 

cromatografia. Urban et al. (2007) apontaram que com a redução no diâmetro médio das partículas 

adsorventes a separação entre proteínas torna-se mais fácil, para o sistema em estudo. Claessens 

e van Straten (2004) mostraram que para fases reversas e injeções de solventes orgânicos e uracil 

o aumento da temperatura reduz consideravelmente o tempo das analises, porém reduz também a 

resolução do sistema. 

 

 

Fator de retenção 

O tempo de retenção de uma substância na coluna depende, além das forças envolvidas 

entre a fase móvel e fase estacionária, da geometria da coluna e da vazão de fase móvel. Com 

isso, foi introduzido o fator de retenção, k, que é caracterizado por ser uma medida adimensional e 

de fundamental importância em separações cromatográficas, pois associa a quantidade de 

moléculas que se encontram retidas na fase estacionária (ns) com as que percorrem a coluna 

juntamente com a fase móvel (nm) (SCHMIDT-TRAUB, 2005; COLLINS et al., 2006). O fator de 

retenção pode ser obtido por meio da Equação (2.23). 
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Seletividade 

Dois componentes não podem ser separados caso possuam o mesmo fator de retenção 

(ki), pois isso implica que os componentes terão o mesmo tempo de retenção na coluna. Um meio 

de avaliar a separação e quão separáveis são os componentes é a seletividade   , relacionada 

na Equação (2.24) e (2.25) (MEYER, 2004). 
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em que ki e kj, na Equação (2.24) representam os valores do fator de retenção de um dado 

compostos, conforme apresentado na Equação (2.23). A Equação (2.25) traz a seletividade medida 
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a partir de um ponto termodinâmico, ou seja, por meio das constantes modificadas de Henry, Kpi e 

Kpj. 

De acordo com Schmidt-Traub (2005) o valor aceitável para a seletividade entre dois 

compostos é de 1,2. O autor ainda aponta que para separações com seletividade menor que 1,2 o 

número necessário de pratos cresce drasticamente. E como o aumento no número de pratos está 

ligado a um aumento na pressão de trabalho do sistema, e ainda, uma diminuição no diâmetro das 

partículas adsorventes, o custo da separação tem um substancial acréscimo. 

 

 

Número de pratos 

A eficiência de uma coluna pode ser avaliada por meio do número de pratos (N). Um prato 

representa uma etapa de equilíbrio do soluto na fase móvel e na fase estacionária. Portanto, 

quanto maior o número de pratos, maior será o número de etapas de equilíbrio, o que uma maior 

eficiência da coluna e, consequentemente uma maior separação (JARDIM, COLLINS e 

GUIMARÃES, 2006). O número de pratos é definido pela Equação (2.26). 
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em que Rit , com anteriormente explanado, significa o tempo de retenção e, hw  é a largura do 

pico cromatográfico a meia altura. 

 

 

2.8 Fase móvel 

Um projeto de separação, empregando a cromatografia líquida, somente terá sucesso se 

for possível acoplar uma fase móvel correta a uma fase estacionária conveniente (CIOLA, 1998). 

A importância da fase móvel no processo de separação pode ser comprovada por meio da 

análise da equação geral de resolução, Rs, Equação (2.25) e (2.26), na qual dois dos três 

parâmetros cromatográficos envolvidos :número de pratos, N; o fator de retenção, k; e o fator de 

separação, α; são fortemente influenciados pela fase móvel. 

De acordo com Jardim, Collins e Guimarães (2006) as principais características que as 

fases móveis utilizadas em CLAE devem apresentar são: 

 

a) ser de alto grau de pureza e de fácil purificação; 

b) dissolver a amostra sem decompor os seus componentes; 

c) não decompor ou dissolver a fase estacionária; 
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d) ter baixa viscosidade; 

e) ser compatível com o tipo de detector utilizado; 

f) ter polaridade para permitir uma separação conveniente dos componentes da amostra. 

 

Além dos fatores citados, há outros que devem ser considerados para a escolha da fase 

móvel, como: segurança na manipulação, o custo de recuperação do solvente e a energia 

necessária para o reciclo e evaporação para a recuperação do soluto presente no resíduo 

(LANÇAS, 2009). 

Em se tratando de cromatografia de fase reversa, água é o solvente mais fraco. O 

mecanismo pelo qual um solvente forte reduz o tempo de retenção de um componente em fase 

reversa é bem diferente do comportamento em fase normal; na fase reversa não há competição. 

Em fase reversa a adição de solventes mais fortes diminui o tempo de retenção dos analitos 

(GUIOCHON e TRAPP, 2012). 

Para a cromatografia de fase reversa a fase móvel geralmente é composta de uma mistura 

de água ou uma solução tampão aquosa. A mistura de água a solventes orgânicos geralmente leva 

a uma elevação da viscosidade, se comparada aos os solventes puros, como exemplo, o etanol e 

a água, em 20°C apresentam viscosidade de 1,144 e 1,002 mPa s, respectivamente, já uma 

mistura contendo 40% de etanol em água apresenta uma viscosidade de 2,8 mPa s (MEYER, 

2004). O aumento da viscosidade leva a uma elevada pressão de trabalho, o que gera cuidados 

extras com o equipamento e com a coluna, pois uma brusca queda de pressão na coluna pode 

gerar deslocamento da fase estacionária empacotada e, com isso, ocasionar a perda da coluna, 

sendo necessário um novo empacotamento. 
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Capítulo 3 

 
3 Materiais e Métodos 

 

Neste capítulo são apresentadas as descrições dos materiais utilizados, bem como os 

fornecedores e graus de pureza e as metodologias aplicadas durante os experimentos. Os 

experimentos foram conduzidos no Laboratório de Propriedades Reológicas e Coloidais, 

pertencente ao DEMbio – Departamento de Engenharia de Materiais e Bioprocessos e no 

Laboratório de Processos em Meios Porosos pertencente ao Departamento de Engenharia de 

Processos (DEPro), ambos departamentos da FEQ – Faculdade de Engenharia Química da 

Universidade Estadual de Campinas. 

 

 

3.1  Materiais  

 

3.1.1 Padrões cromatográficos para os produtos de síntese do piperonal 

A aquisição de padrões para o desenvolvimento experimental desta Dissertação baseou-se 

em um trabalho prévio, conduzido por Braga (2007), o qual, a partir do óleo essencial da pimenta 

longa, estudou a obtenção do piperonal, segundo a rota química apresentanda na Figura (1.3). 

A composição média dos produtos da oxidação do isosafrol glicol a piperonal, encontrada 

por Braga (2007) está apresentada na Tabela (3.1). 

 

Tabela 3.1 – Composição química média dos produtos da síntese do piperonal Braga (2007). 

Composto Concentração (mg mL-1) % 

Terpinoleno 3,741x10-6 0,9 

Safrol 7,091x10-6 1,7 

cis-trans-isosafrol 3,166x10-5 7,6 

Piperonal 3,548x10-4 84,9 
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O componente majoritário, piperonal (98%), e o safrol (≥ 97%) foram obtidos junto à Sigma-

Aldrich. O isosafrol (99,5%) foi obtido junto à ChemService, o componente é vendido em forma 

racêmica dos isômeros cis-trans-isosafrol. O terpinoleno (≥ 85%) foi obtido junto à Fluka. 

 

 

3.1.2 Fase móvel 

A principal fase móvel utilizada, ou seja, aquela que foi utilizada para a obtenção das 

constantes modificadas de Henry, era composta de uma mistura binária, na proporção de 70/30 

(v/v) de etanol e água. O etanol, grau HPLC, foi obtido junto à J. T. Baker, USA. A água utilizada 

em todos os experimentos foi água deionizada (18,2 MΩ), 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 já mencionado, uma das exigências das fases móveis é que elas sejam totalmente 

capazes de solubilizar os solutos. O etanol não é capaz de solubilizar o poliestireno e o uracil, com 

isso, foi necessário usar fases móveis distintas para cada um dos compostos inertes (poliestireno e 

uracil). 

Para a determinação da fração de vazios do leito (ε), o composto inerte utilizado foi o 

poliestireno, e a fase móvel o tetraidrofurano – THF (99,8%), obtido junto à Tedia, USA. 

A porosidade total da coluna (εt) foi estimada utilizando-se, como fase móvel, uma mistura 

binária de acetonitrila (99,99%) fornecida pela J. T. Baker (USA) e água, na proporção de 60/40 

(v/v). 

 

 

3.1.3 Componentes inertes  

Para a caracterização da coluna, determinação das porosidades da partícula, total e fração 

de vazios do leito, se fazem necessário a escolha de componentes inertes. Esses componentes 

não podem apresentar interação com a fase estacionária em estudo, neste caso a sílica C18.  

Um componente inerte citado na literatura (Miyabe e Guiochon, 2000; Urban, 2007) para a 

determinação da porosidade total é o uracil (Figura 3.1a). O uracil, gentilmente cedido pelo Instituto 

de Química da UNICAMP, foi originalmente obtido junto à Sigma-Aldrich (USA) e possuía 98% de 

grau de pureza e massa molar de 112,09 g mol-1. 

O composto inerte utilizado para a determinação da fração de vazio do leito foi o 

poliestireno (Figura 3.1b), de massa molar 504.500 g mol-1, obtido junto à Polymer Laboratories, 

Reino Unido. 
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Figura 3.1 – (a) Estrutura química do uracil; (b) Estrutura química do poliestireno. 

 

 

3.1.4 A fase estacionária   

A fase estacionária utilizada para a avaliação da separação do piperonal do safrol isosafrol 

e terpinoleno, presentes na amostra, foi a sílica C18 Hyperbond. O diâmetro médio das partículas 

de sílica, de acordo com o fabricante, igual a 10µm e o diâmetro médio dos poros 120 Å. A fase 

estacionária encontrava-se empacotada em uma coluna de dimensões 300 mm x 3,9 mm. O 

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

 

 

3.1.5 Equipamentos 

Todos os experimentos foram conduzidos em um sistema de cromatografia líquida de alta 

eficiência, constituído por: uma controladora modelo CBM-20A/UFLC, um detector UV-Vis modelo 

SPD-20A, bomba para a solução e bomba para o eluente, LC-10AD e LC-20AT, respectivamente, 

todos os equipamentos descritos são da marca Shimadzu Corporation, Japão. Os dados gerados 

pelos equipamentos foram analisados pelo software LC Solutions®.  

Para a pesagem dos analitos uma balança analítica Mettler (Suiça) modelo AJ150 foi 

utilizada. As fases móveis foram desgaseificadas em banho ultra-sônico da marca Cole Parmer® 

modelo 8892R-MT (USA). A temperatura da coluna foi controlada com o auxílio de um banho 

termostatizado da Marca Solab, modelo SL 152 (Brasil), com precisão de 0,5 ºC. 

A Figura (3.2) ilustra o conjunto experimental utilizado para o estudo da separação 

cromatográfica e a determinação das isotermas, em que: 1 – placa controladora; 2 – Detector Uv-

Vis; 3 e 4 –Bombas. 

 

(a) (b) 



 

Capítulo 3 – Materiais e Métodos Página 33 
 

 

Figura 3.2 – Representação esquemática de um sistema de cromatografia líquida de alta 

eficiência (adaptada de NASCIMENTO, 2012). 

 

 

 

3.2  Métodos  

 

3.2.1 Determinação da fração de vazios do leito 

Para a obtenção da fração de vazios do leito, ε, foi utilizada como molécula inerte o 

poliestireno. Devido a sua elevada massa molar, o que o faz percolar apenas entre as moléculas 

de sílica, não penetrando em seus poros, e sua não interação com o adsorvente, o poliestireno 

pode ser utilizado como traçador para a determinação da fração de vazios do leito. 

A técnica utilizada para determinar a fração de vazios foi o método dos momentos, que 

relaciona o tempo de retenção de um dado composto na coluna, com a vazão utilizada. Esse 

método além de ser útil para obter, de maneira experimental, a fração de vazios do leito e a 

porosidade total, ainda pode ser aplicado para a determinação do coeficiente de difusão efetivo e 

de dispersão axial. O método é de simples aplicação e utiliza a técnica de injeção de pulsos 

cromatográficos (injeção de uma dada quantidade de solução) (MIYABE e SUZUKI, 1992; 

CREMASCO et al.,2001; SCHWANKE, 2003) 

O primeiro momento, técnica utilizada nesta Dissertação, é definido pela Equação (3.1) 

(MIYABE e SUZUKI, 1992; CREMASCO et al., 2001; SCHWANKE, 2003). 
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Capítulo 3 – Materiais e Métodos Página 34 
 

em que µ corresponde ao tempo de retenção do composto na coluna. Os termos L e 0u  

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

morto do sistema é expresso pelo termo, 0t . K é definido como um termo de equilíbrio 

termodinâmico e está exposto na Equação (3.2). 

 

  ppp K1K    (3.2) 

 

Com o intuito de construir um gráfico de L/tR versus 0u  e assim, encontrar o valor da 

fração de vazios do leito; foram injetadas no sistema amostras de 20 µL de poliestireno em THF, 

em uma concentração de 0,5 g L-1. A vazão de fase móvel (THF) foi ajustada em valores distintos: 

0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mL min-1. O detector Uv-Vis foi ajustado para 220 nm.  

Os tempos de retenção do poliestireno foram avaliados a uma temperatura de 25ºC. Foram 

feitas 3 injeções para cada vazão, e o tempo utilizado para a determinação da fração de vazios do 

leito corresponde a média das três injeções. Com os tempos de retenção foi possível a construção 

do gráfico de L/tR versus 0u  e por meio do coeficiente angular do gráfico é possível determinar a 

fração de vazios do leito. 

 

 

3.2.2 Determinação da porosidade da partícula 

Para se determinar a porosidade da partícula, εp, antes é necessário a determinação da 

porosidade total. A molécula utilizada nas injeções cromatográficas 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, 

injeções de 20 µL em vazões variando entre 0,4 a 1,2 mL min-1 com passo de 0,2 mL min-1.  

A fase móvel adequada para a utilização do uracil, basea-se em uma mistura binária de 

acetonitrila e água 60/40 (v/v), Miyabe e Guiochon (2000) e Urban et a. (2007) reportaram o uso 

desta fase móvel e do o uracil para a determinação da porosidade total do leito empacotado com 

sílica C18.  

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

do leito, um gráfico de L/ tR versus 0u
 
foi construído e, por meio do coeficiente angular, a 

porosidade total pode ser diretamente obtida.
 

De posse da fração de vazios do leito    e da porosidade total  T  é possível obter a 

porosidade da partícula  pε , por meio da Equação (3.3). 
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  pT εε1εε 
 

(3.3) 

 

 

3.2.3 Curva de calibração 

Por meio da curva de calibração é possível obter a concentração de uma dada amostra 

coletada durante as corridas cromatográficas.  

A curva de calibração de cada composto é obtida, por meio da injeção do padrão do 

componente. A faixa de concentração das amostras injetadas deve-se seguir as concentrações de 

trabalho, não é recomendado extrapolar os limites da curva.  

Para obter as curvas foram feitas injeções de piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno em 

diferentes concentrações, 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 g L-1. Para cada concentração, três soluções 

das concentrações citadas foram preparadas e de cada solução, foram feitas três injeções. A 

média da área dos picos das injeções de cada solução foi utilizada para traçar a curva, que é 

definida como a concentração da injeção versus a área dos picos de resposta do pulso.  

As curvas de calibração estão expostas no Apêndice B desta Dissertação. 

 

 

3.2.4 A análise frontal 

As isotermas de adsorção dos compostos em estudo, piperonal, safrol, isosafrol, 

terpinoleno, e da mistura dos produtos resultantes da síntese do piperonal, foram determinadas 

pelo método da Análise Frontal. Esse método é baseado na análise matemática da curva de 

ruptura. 

Para aplicar esse método, foram utilizadas duas bombas. Com o auxílio de uma das 

bombas a solução, contendo o composto em estudo, foi injetada continuamente na coluna. A 

solução foi injetada até que se alcançasse a completa saturação da coluna, ou seja, que a 

formação de um platô de concentração possa ser observado. Após o equilíbrio alcançado, uma 

segunda bomba injetou apenas a fase móvel com o intuito de regenerar a coluna. 

Cada concentração utilizada na curva de ruptura representa um ponto na isoterma de 

adsorção, para a construção das isotermas foram fixados cinco pontos, sendo que as 

concentrações utilizadas foram as mesmas utilizadas para a obtenção da curva de calibração, 

0,02; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 g L-1. 

Depois de obtidas as curvas de ruptura, os dados foram analisados matematicamente, por 

meio da derivada primeira, e assim, os valores de volume de inflexão (VF) para cada componente 

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

 

 
a

MF

V

VVc
q


  (2.17) 
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em que VF refere-se ao volume da inflexão, VM o volume morto do sistema e Va é o volume de 

adsorvente na coluna. 

Para a determinação das curvas de ruptura para os compostos em estudo, o detector UV-

Vis foi ajustado para 230 nm para todos os componentes estudados, com exceção ao piperonal, 

que teve sua detecção ajusta para 245 nm.  

 

 

3.2.5 Otimização da fase móvel 

A fase móvel inicialmente utilizada, 100 % etanol, provou não ser eficiente para a 

separação dos compostos estudados, em assim sendo, foi necessário uma nova estratégia para a 

separação e, o passo tomado foi a adição de água ao etanol. A literatura (MEYER, 2004; MIYABE 

e GUIOCHON, 2004; WEWERS et al., 2005; JANDERA, KUČEROVÁ e URBAN, 2011) reporta o 

uso de água em fases móveis para cromatografia líquida de fase reversa.  

Foram feitas soluções, etanol/água, com proporções variadas de água em sua 

composição. Com o intuito de avaliar as novas fases móveis uma solução da mistura dos produtos 

resultantes da síntese do piperonal foi preparada, na concentração de 0,5 g L-1, para cada fase 

móvel diferente foram feitas 3 injeções de 20 µL. Para o estudo da fase móvel a temperatura foi 

mantida constante em 25 ºC. 

O cromatograma resultante das injeções era então avaliado, com o objetivo de verificar as 

modificações causadas com a adição da água ao sistema. As proporções de água utilizadas foram: 

10, 15, 20 e 30% de água, sempre na razão volume/volume. 

Após a avaliação dos cromatogramas, elegeu-se a fase móvel composta de 70/30 (v/v) 

etanol/água, como sendo a fase móvel que melhor se aplicaria ao estudo termodinâmico e da 

viabilidade da separação dos piperonal dos demais componentes oriundos da síntese orgânica. 
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Capítulo 4 

 
4 Resultados e discussões  

 

4.1 Determinação da fração de vazios do leito e porosidade da partícula  

 

4.1.1 Determinação da fração de vazios do leito 

Antes de determinar qualquer porosidade, deve-se determinar o tempo morto do sistema, 

0t , isso é feito por meio da injeção 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 

tubulação presente. 

A determinação do tempo morto deve ser realizada nas mesmas vazões que o trabalho irá 

ser conduzido. Dessa maneira, é possível determinar o tempo de retenção corrigido  '
Rt  de cada 

composto. 

A Tabela (4.1) apresenta os valores dos tempos de retenção para a injeção de poliestireno 

e uracil, no sistema sem a coluna, e para o sistema montado com a coluna. Na Tabela (4.1), 0t

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

UV-Vis. O nopoliestiret , representa o tempo de retenção do poliestireno no sistema, este montado 

com a coluna, e a variável uracilt , é definida como o tempo de retenção do uracil no sistema, 

também com a presença da coluna. 

 

Tabela 4.1 – Tempo morto para o sistema cromatográfico determinado com a injeção de 

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

 1minmLQ    mint0   mint nopoliestire  
 minturacil  

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 possível a determinação da fração de vazios do leito. Isso 

se dará por meio do método do primeiro momento. A molécula que permite determinar essa 

variável é o poliestireno, pois ele percolará apenas entre as partículas de sílica e não entre seus 

poros. A Figura (4.1) representa um cromatograma para o poliestireno, em fase móvel THF e fase 

estacionária sílica C18 e temperatura de 25 ºC. Por meio de injeções em vazões distintas, 0,4; 0,6; 

0,8; 1,0 e 1,2 mL min-1, é possível obter a fração de vazios do leito. 

 

 

Figura 4.1 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL de poliestireno 0,5g L-1. Fase 

móvel THF, 25 ºC, 1 mL min-1, 220 nm. 

 
De posse dos tempos de retenção do poliestireno, nas vazões anteriormente citadas, e as 

velocidades superficiais para as vazões de trabalho, foi possível obter a Figura (4.2). 

 

 

Figura 4.2 – Primeiro momento para o composto poliestireno. Fase móvel THF, 220 nm. 
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Da inclinação da reta da Figura (4.2) e a equação do primeiro momento, Equação (3.1), é 

possível obter o valor da fração de vazios do leito   . O valor encontrado para a fração de vazios 

do leito da coluna utilizada nesta Dissertação foi igual a 0,44. O valor do coeficiente de 

determinação para a reta da Figura (4.2) foi de 0,998. 

De acordo com Baker et al. (2010) a fração de vazios do leito é um parâmetro chave para 

vários cálculos usados na descrição de colunas cromatográficas e representa uma boa descrição 

da estrutura da fase estacionária empacotada. Um valor típico encontrado para colunas bem 

empacotadas é ao redor de 0,40. Miyabe e Suzuki (1992) reportaram diferentes valores de frações 

de vazios do leito para colunas empacotadas com sílica C18. As frações de vazios do leito 

encontradas pelos autores foram de 0,38 e 0,44, para partículas com diâmetro de 10 e 45 µm, 

respectivamente. 

O valor de fração de vazios do leito encontrado nesta Dissertação está em conformidade 

com os valores relatados pelos autores Miyabe e Suzuki (1992).  

 

 

4.1.2 Determinação da porosidade da partícula 

A porosidade total foi determinada por meio do método dos momentos, com a injeção de 

uma molécula inerte de pequena massa molar, o uracil. Devido a não interação do analito com a 

fase estacionária e sua baixa massa molar, a molécula permeia por entre as partículas de sílica e 

entre os poros da mesma. As condições experimentais, ajustadas para a determinação da 

porosidade total, foram as mesmas utilizadas para a determinação da fração de vazios do leito. 

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

móvel utilizada foi uma mistura binária na proporção 60/40 (v/v) de acetonitrila e água. 

 

 

Figura 4.3 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL de uracil 0,5g L-1. Fase móvel 

60/40 (v/v) acetonitrila/água, 25 ºC, 1 mL min-1, 254 nm. 
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A Figura (4.4) representa o gráfico do primeiro momento para o uracil, por meio do qual é 

possível obter o valor da porosidade total, e consequentemente a porosidade da partícula. 

 

 

Figura 4.4 – Primeiro momento para o composto uracil. Fase móvel 60/40 (v/v) 

acetonitrila/ água, 254 nm. 

 

Por meio da Figura (4.4) foi possível chegar ao valor da porosidade total, que para a 

presente Dissertação foi igual a 0,70. Com um coeficiente de determinação igual a 0,993. Urban 

(2007) relatou porosidades totais para colunas empacotadas com sílica C18 de diâmetro de 3 µm 

igual a 0,36 e 0,86 para sílica de diâmetro de 5 µm. 

Com o valor da porosidade total é possível, por meio da Equação (3.3), obter o valor da 

porosidade da partícula  p . 

 

  pT 1    (3.3) 

 

Utilizando os valores de porosidade total e da fração de vazios do leito previamente 

determinados, conclui-se que o valor da porosidade da partícula é igual a 0,47. Miyabe (2009) 

reportou valores de 0,47 para porosidade da sílica C18, com uma partícula de diâmetro 4,5 µm. 

Urban (2007) reportou valores de porosidade da partícula de C18 igual a 0,49, para sílica C18 com 

diâmetro médio de 5 µm.  
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O valor encontrado para esta Dissertação, 0,47, foi determinado para uma partícula 

adsorvente com diâmetro médio de 10 µm. 

 

 

4.2 Testes preliminares para a determinação da fase móvel 

 

4.2.1 A escolha da fase móvel 

Para a eleição da fase móvel que mais se ajustaria ao estudo da viabilidade da separação 

do piperonal dos demais componentes presentes na síntese, foram realizados testes que 

consistiam na injeção de 20 µL de uma solução de etanol, contendo os compostos piperonal, 

safrol, isosafrol e terpinoleno, nas proporções relatadas por Braga (2007), expostos na Tabela (3.1) 

A concentração de todas as soluções preparadas foi de 0,5 g L-1. Todas as injeções, para a 

determinação da fase móvel, ocorreram em 25 ºC. O cromatograma resultante das injeções era 

analisado em função da resolução obtida. 

A primeira fase móvel testada foi o etanol sem a adição de água. O cromatograma 

resultante para a injeção da solução citada, a 25 ºC pode ser observado na Figura (4.5). As 

condições experimentais da Figura (4.5), vazão igual a 1 mL min-1, temperatura 25 ºC e 

comprimento de onda igual a 230 nm, foram mantidas para as Figuras (4.6), (4.7), (4.8) e (4.9). 

 

 

Figura 4.5 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL da solução de piperonal, safrol, 

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

 

Como fica, claramente, ilustrado na Figura (4.1) a separação dos compostos com uma fase 

móvel 100% etanol é impossível, devido o tempo de retenção para todos os compostos ser o 
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mesmo e todos os picos estarem sobrepostos, ou seja, a interação dos compostos com a fase 

estacionária é a mesma, o que resulta em uma seletividade    igual.  

A estratégia traçada, para poder haver a separação do piperonal dos demais componentes, 

foi a citada na literatura (MEYER, 2004; SCHIMDT-TRAUB, 2005), que é baseada na adição de 

água a fase móvel orgânica, procurando com isso, alterar a interação dos analitos com a fase 

estacionária. As proporções de água testadas foram: 10, 15, 20 e 30%. 

A Figura (4.6) mostra o cromatograma resultante para a injeção da solução, com fase 

móvel binária 90/10 (v/v) etanol e água. Pode-se observar que a interação dos compostos com a 

fase móvel e fase estacionária mudou. O terpinoleno teve um incremento em seu tempo de 

retenção, assim como o safrol e isosafrol. Ainda, pode-se perceber que os compostos safrol e 

isosafrol possuem o mesmo tempo de retenção, o que torna sua separação impossível. 

 

 

Figura 4.6 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL da solução de piperonal, safrol, 

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase móvel 90/10 etanol/água. 

 
Comparando os cromatogramas das Figuras (4.5) e (4.6), pode-se perceber que com a 

adição de 10% de água à fase móvel, já nota-se que há uma separação entre os picos. 

Para avaliar o efeito da adição de água ao sistema, com dados de parâmetros 

cromatográficos, foi optado pelo método da resolução. Collins (2006) relata que, para uma 

separação razoável entre dois componentes, o valor da resolução deve ser maior ou igual a 1,5. 

Para obter os valores de resolução, expostos na Tabela (4.2), foi tomado o piperonal como 

composto referência, uma vez que esta Dissertação visa o estudo da viabilidade de sua separação 

dos demais compostos presentes na síntese orgânica do óleo essencial da pimenta longa. 
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Tabela 4.2 – Relação da resolução entre o piperonal e o safro-isosafrol e terpinoleno, FM 

90/10 (v/v) de etanol e água. 

j

i
Composto

Composto  Resolução  sR  

isosafrolsafrol
Piperonal


 0,972 

oterpinolen
Piperonal  2,147 

 

 

Os dados da Tabela (4.2) comprovam que a completa separação dos piperonal do safrol-

isosafrol não é possível, porém o terpinoleno apresenta um valor acima do mínimo recomendado. 

A fase móvel seguinte testada foi a combinação 85/15 (v/v) etanol e de água. O 

procedimento experimental foi o mesmo aplicado ao caso anterior, ou seja, a injeção de uma 

solução 0,5 g L-1, contendo uma mistura dos componentes em estudo. 

A Figura (4.7), cromatograma resultante da injeção com fase móvel 85/15 (v/v), mostra 

uma melhor separação entre os picos do piperonal e safrol-isosafrol. Isso ocorreu devido a maior 

interação do safrol-isosafrol com a fase estacionária, com o incremento da água na fase móvel. 

 

 

Figura 4.7 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL da solução de piperonal, safrol, 

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase móvel 85/15 etanol/água. 

 

A Tabela (4.3) representa as resoluções alcançadas com a fase móvel 85/15 (v/v). O que 

se pode perceber é que com 15% de água, foi possível alcançar um valor próximo a resolução 

mínima, para uma boa separação. 
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Tabela 4.3 – Relação da resolução entre o piperonal, safrol/isosafrol e terpinoleno. FM 85/15 

(v/v) de etanol e água. 

j

i
Composto

Composto  Resolução  sR  

isosafrolsafrol
Piperonal


 1,469 

oterpinolen
Piperonal  3,486 

 

 
Com o intuito de elevar o valor da resolução entre os componentes, foi adicionado mais 5% 

de água à fase móvel, perfazendo assim uma fase móvel composta de 80 % etanol e 20% água. 

A Figura (4.8) ilustra o resultado alcançado com esta fase móvel. O que fica claro é que, 

quanto maior o volume de água presente na fase móvel, maior é a interação dos componentes 

safrol-isosafrol e terpinoleno com a fase estacionária, ao passo que o piperonal tende a seguir 

mais na fase móvel. 

 

 

Figura 4.8 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL da solução de piperonal, safrol, 

isosafrol, safrol e terpinoleno. Fase móvel 80/20 etanol/água. 

 
A Figura (4.4) mostra, com clareza, que a os picos das amostras se afastam cada vez mais 

com a adição de água. O piperonal apresentou um tempo de retenção de 3,182 min para a fase 

móvel 90/10 (v/v), e para a fase móvel 80/20 (v/v) 3,245 min. Um incremento de 1,98%, o que 

mostra a pouca interação do composto com a fase estacionária. O tempo de retenção do safrol-

isosafrol, com fase móvel 90/10 era de 3,591 min, ao passo que com fase móvel 80/20, o tempo 

sobe para 4,234, um incremento de 17, 91%. O composto de que mostra maior afinidade com a 

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

de retenção. 

A Tabela (4.4) representa as resoluções alcançadas com a fase móvel 80/20 (v/v). O que 

se pode perceber é que com 20% de água foi possível alcançar uma boa resolução para a 

separação dos compostos em estudo, ambos os valores de resolução foram acima do citado como 

limite para a separação completa; 1,5, citado por Collins (2006). O valor de resolução do safrol-

isosafrol é 1,3 vezes acima do valor mínimo necessário para a separação, ao passo que a 

resolução para o terpinoleno é 3 vezes maior que a mínima. Isso resulta em uma completa 

separação dos componentes dos componentes em uma mistura. Ainda pode-se perceber que com 

o incremento de água a fase móvel a interação do terpinoleno com a fase estacionária sofre a 

maior elevação, o safrol-isosafrol aumentam a interação com a fase estacionária também, porém 

com menor intensidade, já o piperonal pouco se altera com as mudanças na fase móvel. 

 
Tabela 4.4 – Relação da resolução entre o piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno. FM 80/20 

(v/v) de etanol e água. 

j

i
Composto

Composto  Resolução  sR  

isosafrolsafrol
Piperonal


 2,017 

oterpinolen
Piperonal  4,672 

 

 
Ainda assim, com o intuito de se obter uma resolução ainda maior e, com isso, ainda 

trabalhar com uma fase móvel mais barata (devido a maior quantidade de água), uma quarta fase 

móvel foi feita, que era constituída de 70% de etanol e 30% de água. O cromatograma resultante 

para a fase móvel 70/30 (v/v) está representado na Figura (4.9). 

 

 

Figura 4.9 – Cromatograma resultante para a injeção de 20 µL de piperonal, safrol, isosafrol e 
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terpinoleno. Fase móvel 70/30 etanol/água. 

A Figura (4.9) mostra, além da separação dos picos o ‘alargamento’ do pico do terpinoleno. 

Meyer (2004) explica o alargamento devido à elevada afinidade do composto com a fase 

estacionária, o que o leva a ter uma grande dificuldade em migrar para a fase móvel e sair da 

coluna.  

A Tabela (4.5) expõe os valores da resolução alcançados para a fase móvel escolhida, 

70/30 (v/v) etanol e água. 

 

Tabela 4.5 – Relação da resolução entre o piperonal, safrol/isosafrol e terpinoleno, FM 70/30 

(v/v) de etanol e água. 

j

i
Composto

Composto  Resolução  sR  

isosafrolsafrol
Piperonal


 2,986 

oterpinolen
Piperonal  6,900 

 

 

A Tabela (4.5) mostra que, com 30% de água, foi possível aumentar mais a resolução 

entre os picos do piperonal e safrol-isosafrol, entretanto, mesmo com essa nova fase móvel, não foi 

possível separar o safrol do isosafrol presentes na mistura.  

A fase móvel definida para os testes foi a fase binária contendo 30% de água em etanol. 

Uma fase móvel 60/40 (v/v) etanol e água foi testada, mas não pode ser utilizada, devido a alta 

pressão de trabalho do equipamento, 215,74 bar. Como relatado por Meyer (2004) a adição de 

água a solventes orgânicos causa uma elevação na viscosidade da mistura e, com isso, uma 

elevação na pressão. 

 

 

4.3 Análise frontal na determinação de isotermas com fase móvel 70/30 (v/v) etanol e 

água 

Conforme dados apresentados no Apêndice A; a separação do piperonal do safrol, 

isosafrol e terpinoleno é impossível quando a fase móvel utilizada é apenas etanol, pois os 

compostos apresentam interação com a fase estacionária, relativamente, iguais. Com isso, foram 

conduzidos experimentos com uma fase móvel binária, composta de 70% de etanol e 30% de 

água. Essa fase móvel foi escolhida a partir dos dados observados na seleção das fases móveis, 

onde foram diferentes porcentagens de água foram adicionadas ao etanol, com o intuito de eleger 

a melhor proporção. 

As Figuras (4.10), (4.11), (4.12), (4.13) representam as curvas de ruptura para os padrões 

de piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, respectivamente. A Figura (4.14) representa a curva de 

ruptura para a mistura dos produtos resultantes da síntese do piperonal, nas proporções relatadas 
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na Tabela (3.1). Os experimentos foram conduzidos sob temperatura controlada, 20 ºC, vazão de 1 

mL min-1. 

Da Figura (4.15) a (4.19) estão expostas as curvas de ruptura obtidas à 25ºC. Com o 

intuito de obter um estudo termodinâmico do processo, foram obtidas curvas de ruptura a 30 ºC, 

que estão 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 máxima temperatura estudada, 35 ºC.  

Os dados obtidos, por meio da análise da derivada primeira das curvas de ruptura, 

forneceram o valor do volume de inflexão, dado necessário para estabelecer a concentração de 

equilíbrio da fase estacionária, q, na Equação (2.17). 

 

 

Figura 4.10 – Curva de ruptura para o piperonal à 20 °C. 

 

 

Figura 4.11 – Curva de ruptura para o safrol à 20 ºC. 
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Figura 4.12 – Curva de ruptura para o isosafrol à 20 ºC. 

 

 

 

Figura 4.13 – Curva de ruptura para o terpinoleno à 20 ºC. 
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Figura 4.14 – Curva de ruptura para a mistura à 20 ºC. 

 
 

 

Figura 4.15 – Curva de ruptura para o piperonal à 25 ºC. 
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Figura 4.16 – Curva de ruptura para o safrol à 25 ºC. 

 
 

 

Figura 4.17 – Curva de ruptura para o isosafrol à 25 ºC. 
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Figura 4.18 – Curva de ruptura para o terpinoleno à 25 ºC. 

 

 

 

Figura 4.19 – Curva de ruptura para a mistura à 25 ºC. 
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Figura 4.20 – Curva de ruptura para o piperonal à 30 ºC. 

 
 

 

Figura 4.21 – Curva de ruptura para o safrol à 30 ºC. 
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Figura 4.22 – Curva de ruptura para o isosafrol à 30 ºC. 

 

 

 

Figura 4.23 – Curva de ruptura para o terpinoleno à 30 ºC. 



 

Capítulo 4 – Resultados e discussões Página 54 
 

 

Figura 4.24 – Curva de ruptura para a mistura à 30 ºC. 

 

 

 

Figura 4.25 – Curva de ruptura para o piperonal à 35 ºC. 
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Figura 4.26 – Curva de ruptura para o safrol à 35 ºC. 

 

 

 

Figura 4.27 – Curva de ruptura para o isosafrol à 35 ºC. 
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Figura 4.28 – Curva de ruptura para o terpinoleno à 35 ºC. 

 
 

 

Figura 4.29 – Curva de ruptura para a mistura à 35 ºC. 

 

Para realizar a análise termodinâmica é necessário o estudo das constantes modificadas 

de Henry para diversas temperaturas. As temperaturas estudadas, como pode ser percebido, 

variaram entre 20 e 35 ºC, com passo de 5 ºC. Todas as curvas de ruptura obtidas para esta 

Dissertação estão expostas das Figuras (4.10) a (4.29). 

Com os valores das constantes de Henry para cada temperatura é possível traçar o gráfico 

de van’t Hoff, que caracteriza-se como o inverso da temperatura contra ln Kp. Este método foi 

amplamente utilizado na literatura para a obtenção de grandezas termodinâmicas, como ΔG, ΔH e 

ΔS. Silva Junior (2003), Sartor (2006) e Nascimento (2012) obtiveram as grandezas 



 

Capítulo 4 – Resultados e discussões Página 57 
 

termodinâmicas dos enantiômeros do rolipram, cetamina e secnidazol, utilizando o gráfico de van’t 

Hoff, porém os autores não utilizaram a técnica da análise frontal para a obtenção das constantes 

de equilíbrio termodinâmico ou constante modificada de Henry. 

 

 

4.4 Isotermas lineares de adsorção com fase móvel 70/30 (v/v) etanol e água 

Com os valores da concentração de equilíbrio na fase estacionária, q, é possível descobrir 

qual o modelo de isoterma mais se ajusta aos dados experimentais. Como a faixa estudada nesta 

Dissertação é de baixa concentração, o modelo que mais se ajustou aos dados experimentais foi o 

modelo de isoterma linear, Equação (2.16). 

 

cKq p  (2.16) 

 

As isotermas obtidas nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 ºC servem como base para 

encontrar os valores das constantes modificadas de Henry, Kp, e assim, avaliar os dados da 

adsorção de um ponto de vista termodinâmico. 

A Figura (4.30) representa as isotermas do piperonal, safrol, isosafrol, terpinoleno e da 

mistura dos compostos, segundo proporções relatadas por Braga (2007). As condições 

experimentais dos resultados obtidos na Figura (4.30) foram: temperatura igual a 20 ºC, vazão de 

trabalho 1 mL min-1 e fase móvel 70/30 (v/v) etanol e água. 

 

 

Figura 4.30 – Isoterma de adsorção para o piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura à 

20 ºC. 
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A Tabela (4.6) resume os dados obtidos por meio das isotermas, bem como os coeficientes 

de determinação 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 obtenção deste parâmetro. 

 

Tabela 4.6 – Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados à 20 °C, FM 

70/30 (v/v) etanol e água. 

Composto Kp Seletividade (α) R2 

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 móvel etanol e água 70/30 (v/v) é 

possível obter separação entre os compostos, as constantes modificadas de Henry obtidas para a 

referida fase móvel corroboram com a afirmação. Os valores de seletividade exposto na Tabela 

(4.6) obtidos por meio da Equação (2.25) revelam que, em temperatura de 20 ºC e fase móvel 

70/30 (v/v) etanol e água, é possível obter a separação entre o piperonal e os demais compostos, 

uma vez que o valor aceitável para a separação é de 1,2 (Schmidt-Traub, 2005) 

A Figura (4.31) reúne os valores obtidos das analises frontais para 25 ºC e os traduz em 

meio de isotermas de adsorção. 

 

 

Figura 4.31 – Isoterma de adsorção para o piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura à 

25 ºC. 
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O mesmo procedimento utilizado para a Tabela (4.6) foi utilizado para a Tabela (4.7), que 

reúne os dados das isotermas obtidas em 25 ºC. 

 

Tabela 4.7 – Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados à 25 °C, FM 

70/30 (v/v) etanol e água. 

Composto Kp Seletividade (α) R2 

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 móvel 

100% etanol e temperatura de trabalho igual a 25 ºC (Apêndice 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 móvel 100% etanol e a fase móvel 70/30 (v/v) etanol e água, o safrol e 

isosafrol tiveram um acréscimo de 12 e 8,50%, respectivamente. O terpinoleno foi o composto que 

apresentou o maior incremento na interação com a fase estacionária com a variação da fase 

móvel, 44,49%. 

A Figura (4.32) representa as isotermas de adsorção para os compostos estudados na 

temperatura de 30 ºC. 

 

 

Figura 4.32 – Isoterma de adsorção para o, piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura à 

30 ºC. 
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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 à 30 °C, FM 

70/30 (v/v) etanol e água. 

Composto Kp Seletividade (α) R2 

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 dá, devido à 

adsorção ser, em geral, um processo exotérmico. 

A Figura (4.33) expõe a isoterma para os compostos na temperatura máxima estudada, 35 

ºC. 

 

 

Figura 4.33 – Isoterma de adsorção para o, piperonal; safrol; isosafrol; terpinoleno e mistura à 

35 ºC. 

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

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

seletividade. 

 
Tabela 4.9 – Constantes modificadas de Henry para os compostos estudados à 35 °C, 

FM 70/30 (v/v) etanol e água. 

Composto Kp Seletividade (α) R2 

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) expõe 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 mínimo aceitável para separações em 

cromatografia do tipo batelada, é 1,2, exposto na Figura (4.38) como LIC (Limite inferior de 

controle). Ainda, de acordo com Unger et al. (2005) o valor máximo recomendado, para 

cromatografia continua é de 2,0. O limite superior de controle (LSC), exposto na Figura (4.34), 

representa apenas uma ilustração de como deve se parecer um gráfico ilustrativo para a escolha 

da temperatura de trabalho. O valor de 2,0 citado por Unger et al. (2005) não é uma diretriz 

operacional de equipamentos, mas apenas uma recomendação, uma vez que o consumo de 

solventes deve ser algo considerado, e valores com (α) acima de 2,0 representam um maior 

consumo de fase móvel. 

 

 

Figura 4.34 – Relação da seletividade com a temperatura. 
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4.5 Análise termodinâmica da adsorção 

Os dados das Tabelas (4.6), (4.7), (4.8) e (4.9) forneceram os meios necessários para 

realizar o estudo termodinâmico do sistema. 

As grandezas termodinâmicas, ΔG, ΔH e ΔS, foram obtidas por meio da Equação (2.10), 

que permite a construção do gráfico de van’t Hoff, que é definido como o inverso da temperatura 

versus ln Kp. Muitos autores utilizaram do gráfico de van’t Hoff para obter as grandezas 

termodinâmicas em cromatografia líquida, entre eles Loun e Hage (1994); Seidel-Morgenstern e 

Guiochon (1993); Schlauch e Frahm (2001); Nascimento et al. (2012). 

 

R

S

RT

H

RT

G
Kln p








  (2.10) 

 

O gráfico de van’t Hoff para os dados obtidos, das isotermas de adsorção, está exposto na 

Figura (4.35). 

 

 

Figura 4.35 – Gráfico 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 utilização do gráfico van’t Hoff. Os coeficientes de determinação encontrados situaram-se 

entre 0,952 e 0,994, para o isosafrol e terpinoleno, respectivamente. 



 

Capítulo 4 – Resultados e discussões Página 63 
 

Os dados termodinâmicos obtidos estão resumidos na Tabela (4.10), que expõem os 

valores de ΔG, ΔH, ΔS e os coeficientes de determinação. 

 

Tabela 4.10 – Dados termodinâmicos obtidos para os compostos piperonal, safrol, isosafrol, 

terpinoleno e mistura. 

Composto  ΔG (KJ mol-1) ΔH (KJ mol-1) ΔS (J mol K-1) 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, o que 

indica que o processo de adsorção é exotérmico. Alguns autores como Saha e Chowdhury (2011) 

e Schult e Epping (2005) citam que os valores de ΔH fornecem uma ideia sobre do tipo de 

adsorção envolvida no processo. Segundo os autores entalpias menores que 50 KJ mol-1 

representam uma fisissorção, ao passo que valores acima de 60 KJ mol-1 caracterizam um 

processo de quimissorção. Os valores apresentados nesta Dissertação apresentam que o 

processo de adsorção é, claramente, fisissorção. Ruthven (2008) cita que a fisissorção tem baixas 

energias de adsorção, não especificando um valor, na região linear da isoterma a energia de 

adsorção é igual a entalpia (SEIDEL-MORGENSTERN e GUIOCHON, 1993). 

O que pode-se perceber pela Tabela (4.10) é que a interação do composto com a fase 

estacionária 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 relação do tempo de retenção com a entalpia, o composto 

menos retido apresentou o maior valor de entalpia. Ainda, o piperonal, possui um baixo tempo de 
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retenção devido sua característica polar, se comparado com os demais, safrol, isosafrol e 

terpinoleno; uma vez que a sílica C18 possui uma alta apolaridade. Por consequência, o composto 

mais apolar, terpinoleno, possui o maior tempo de retenção. 

Para os dados obtidos nesta Dissertação, o composto com o menor tempo de retenção, 

piperonal, apresenta o maior valor de ΔH, ao passo que o composto com o maior tempo de 

retenção, terpinoleno, possui o menor valor de entalpia. Este comportamento indica que quanto 

menor for o valor da entalpia mais favorável é para o adsorbato permanecer no adsorvente. 

Saha e Chowdhury (2011) explicaram que para que ocorra uma adsorção significativa é 

necessário que o valor da energia livre de Gibbs, para o processo, seja negativa. Valores negativos 

de ΔG relacionam a viabilidade e espontaneidade do processo de adsorção 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 associação entre o adsorbato e adsorvente, fazendo com que este permaneça por 

mais tempo na fase estacionária, tendo assim um maior tempo de retenção. Isto pode claramente 

ser evidenciado na Tabela (4.10), onde o terpinoleno, composto mais retido, possui o menor valor 

de entropia. Stern et al. (2008) cita que valores negativos de entropia indicam aumento na ordem 

cromatográfica do sistema. Relacionando assim uma maior afinidade pela fase estacionária, ao 

passo que os valores positivos indicam uma maior afinidade pela fase móvel. Essa afirmação 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 consequência, possui maior afinidade com a 

fase móvel. 

Como foi observado, os parâmetros termodinâmicos são influenciados pela temperatura. A 

temperatura foi controlada com o auxílio de um banho termostatizado com precisão de 0,5 ºC. 

Devido essa possível variação na temperatura, existe um erro associado a constante modificada 

de Henry e, consequentemente aos parâmetros termodinâmicos. Supondo que houvesse uma 

variação de 1 ºC no sistema e calculando o erro associado a essa variação é possível chegar a 

conclusão que o erro máximo na variação de entalpia é de 7,26%. A variação da entropia 

apresentou um erro maior, para a mesma variação de 1 ºC, o maior erro calculado foi de 10,77%. 

Isso comprova a não separação dos compostos safrol e isosafrol, pois os mesmos podem ter os 

valores de entalpia e entropia iguais e a pequena variação apresentada na Tabela (4.10) pode 

apenas representar o erro inerente a precisão 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 ºC, torna-se possível 

traçar um gráfico de ln (α) versus 1/T, que permitirá encontrar os valores de Δ(ΔH) e Δ(ΔS) para o 

sistema. Estes valores são caracterizados como a variação entre as entalpias de um composto 

chave, neste caso o piperonal, e um segundo composto adsorvido. 
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Os valores de seletividade foram calculados pela Equação (2.25), que descreve a 

seletividade como sendo a razão entre duas constantes de Henry. A molécula eleita como 

referência, para esta Dissertação, foi o piperonal. Uma vez que é a molécula de interesse. 

Por meio da Equação (2.14) é possível a construção da Figura (4.36), que representa a 

seletividade em função do inverso da temperatura. 

 

   
R

S

RT

H
ln





  (2.14) 

 

Com os valores de Δ(ΔH) e Δ(ΔS) é possível calcular o valor da temperatura isosseletiva 

(Equação 2.15), que se dá quando a seletividade entre dois compostos é igual a 1, ou seja, a 

temperatura que não há separação, e acima dela, a ordem de eluição dos componentes é 

invertida. 
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Figura 4.36 – Gráfico de van’t Hoff em função da seletividade e temperatura. 

 

A Tabela (4.11) resume os dados termodinâmicos obtidos por meio da Figura (4.40) e 

Equações (2.14) e (2.15). Os valores representam a variação de entalpia e entropia, tendo como 

composto base o piperonal. 
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Tabela 4.11 – Dados termodinâmicos obtidos por meio da seletividade entre os compostos e o 

piperonal. 

.pip

pi

K
K

 Δ(ΔH) (KJ mol-1) Δ(ΔS) (J mol-1) Tiso (ºC) R² 

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 Tiso calculada foi igual a 153,01; 144,37 e 144,12 ºC para o safrol, isosafrol e terpinoleno, 

respectivamente. O esperado seria que a Tiso para o safrol e isosafrol fossem parecidas, a 

variação entre elas pode ser explicada pelo coeficiente de determinação. A variação da 

seletividade com a temperatura, para o isosafrol, não é tão linear quanto o safrol.Nestas 

temperaturas os termos entálpicos e entrópicos são balanceados, e consequentemente não há 

separação entre os compostos. Temperaturas acima das citadas na Tabela (4.11) levam a uma 

inversão na ordem de eluição dos compostos. Experimentos com temperaturas iguais a Tiso são 

duplamente inviáveis, primeiro devido a não separação e segundo, o manual da ThermoQuest, 

fornecedora da coluna, não recomenda trabalhar com temperaturas acima de 60 ºC. 
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Capítulo 5 

 
5 Conclusões e Sugestões 

 

Neste trabalho foi aplicada a metodologia da análise frontal para cromatografia líquida de 

alta eficiência para obter as isotermas de adsorção, na região linear, dos compostos majoritários da 

síntese do piperonal a partir do óleo essencial da pimenta longa e, com isto, estudar a viabilidade 

da aplicação da metodologia na separação do piperonal do safrol, isosafrol e terpinoleno, 

compostos oriundos da síntese orgânica do piperonal.  

Como fase estacionária foi utilizada a sílica C18. A fase móvel principal do estudo é 

composta por uma mistura binária de etanol e água na proporção (70/30 v/v). A fase móvel, etanol 

e água, foi escolhida após uma série de testes para decidir a melhor proporção de água presente 

na fase móvel. A proporção definida mostrou-se aplicável ao sistema, pois foram obtidos valores de 

resolução e seletividade que permitiram a completa separação do isosafrol, safrol e terpinoleno do 

piperonal.  

A otimização da fase móvel mostrou que apenas com a adição de água é possível sair de 

um estado de não separação para um de completa separação, como ficou evidenciado nos 

resultados obtidos. Os valores de seletividade encontrados para fase móvel 100% etanol, não 

atendem ao requisito proposto na literatura de cromatografia líquida, ou seja, um valor acima de 

1,2. Com a adição de água na fase móvel pode-se perceber que os compostos, safrol, isosafrol e 

terpinoleno apresentaram uma crescente afinidade com a fase estacionária, ao passo que o 

piperonal manteve-se quase inalterado. Isto fez com que a água propiciasse a purificação do 

produto resultante da síntese do piperonal, a partir do óleo essencial da pimenta longa. Esta 

crescente afinidade com a fase estacionária. 

O que pode-se perceber, por meio da Figura (4.34) é que a melhor temperatura de trabalho 

situa-se em 25 ºC, pois apresenta a melhor faixa de resolução e seletividade entre os 

componentes. 

Os parâmetros físicos da coluna, como fração de vazios do leito, porosidade total e 

porosidade da partícula, 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 fração de vazios do 

leito, para uma sílica C18 com diâmetro médio de partícula de 10 e 45 µm, respectivamente. Nesta 

Dissertação o valor encontrado foi 0,44, e o diâmetro médio da partícula adsorvente é de 10 µm. 
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Os autores Miyabe e Suzuki (1992) utilizaram uma metodologia diferente para a obtenção deste 

parâmetro. Na presente Dissertação foi utilizado o método do primeiro momento. A partícula inerte 

injetada no sistema cromatográfico foi o poliestireno. Tal molécula mostrou-se útil como traçador 

para este fim, uma vez que sua alta massa molar a permite percolar apenas entre as partículas 

adsorvente, e não permear por seus interstícios. 

A porosidade da partícula de sílica C18, para a sílica utilizada nesta Dissertação, é igual a 

0,47, o mesmo valor foi relatado por Miyabe (2009). 

A metodologia utilizada para a determinação das isotermas de adsorção foi a Análise 

Frontal. Este método já foi muito discutido na literatura, como sendo uma das melhores 

ferramentas para a obtenção de isotermas. Pois, além da alta precisão, ele é de fácil automação. A 

desvantagem citada na literatura é o excessivo gasto de solventes. 

A Análise Frontal permite, também, a determinação das constantes modificadas de Henry. 

Quando se trabalha na região linear da isoterma. 

Por meio dos dados fornecidos pela Analise Frontal e isotermas de adsorção, foi possível 

conduzir um estudo termodinâmico do sistema, estimando o ΔG, ΔH e ΔS. 

A análise termodinâmica da adsorção é uma ferramenta útil para entender o mecanismo de 

adsorção no sistema, além de ser um dado a mais para explicar o mecanismo de separação dos 

componentes dentro da cromatografia líquida. Também, mostra o quão forte pode ser a interação 

de um composto com a fase estacionária e fase móvel.  

O gráfico de van’t Hoff, como já relatado por outros autores, é importante para a avaliação 

termodinâmica, pois simplifica a maneira de alcançar resultados, pois os valores de entalpia, 

entropia e energia livre de Gibbs podem ser obtidos graficamente. 

Os dados termodinâmicos obtidos mostram com clareza que o fenômeno de adsorção em 

estudo caracteriza-se como fisissorção, pois os valores de ΔH para todos os compostos foi menor 

que 50 KJ mol-1, valor que a literatura dita como sendo valor de referência para fisissorção e 

quimissorção.  

Os valores de ΔH ainda mostram a força da interação do analito com a fase estacionária. O 

valor de entalpia encontrada para o piperonal foi igual a -1,134 KJ mol-1, mostrando que o 

composto com menor interação apresenta o maior valor de entalpia, ao passo que o terpinoleno, 

composto mais retido, apresenta o menor valor de entalpia, -6,682 KJ mol-1. 

Os dados obtidos nesta Dissertação ilustram que é possível a purificação do produto 

resultante da síntese orgânica do piperonal, pois foi possível observar a completa separação dos 

compostos safrol, isosafrol e terpinoleno. Os dados ainda podem, por exemplo, ajudar a aumentar 

a escala de produção, em uma escala preparativa ou semi preparativa, e até mesmo para 

cromatografia continua. 

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

deixar como sugestões: 
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a) Obter experimentalmente os valores do coeficiente de dispersão axial; 

b) E transferência de massa; 

c) Utilizar uma fase móvel diferente para assim, evitar o aumento excessivo da pressão de 

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

d) Estudar a viabilidade da aplicação da técnica em uma escala semi preparativa ou mesmo 

preparativa, com fins de aumentar a produção e purificação do piperonal; 

e) Estudar uma fase móvel e estacionária que possibilite a separação do safrol e isosafrol. 
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Apêndice A 

 
Análise frontal e isotermas de adsorção para fase móvel 

100% etanol. 
 

Análise frontal na determinação de isotermas com fase móvel 100% etanol 

O método da análise frontal é um dos mais utilizados para se determinar isotermas de 

adsorção, devido a sua relativa facilidade na aplicação e alta precisão (MIHLBACHLER, 2002). 

Esse método foi aplicado no presente estudo. O método consiste em, alimentar a coluna com uma 

solução contendo o analito em estudo, até a mesma atingir o equilíbrio, após isso a coluna é 

regenerada com a fase móvel. Esse procedimento é realizado para várias concentrações, nesse 

trabalho o número de pontos para a isoterma foi fixado em 5, devido a pequena faixa de 

concentração de trabalho e a restrição para concentrações elevadas em colunas analíticas, ainda, 

Miyabe (2009) realizou um experimento correlato com 4 pontos e Urban (2007) com 6 pontos. 

A primeira saturação de coluna é feita com a concentração mais baixa e a última com a 

solução de maior concentração. As condições experimentais para a determinação das curvas de 

ruptura para posterior obtenção das isotermas, e consequentemente, constantes modificadas de 

Henry foram: temperatura 25 ºC, fase móvel 100% etanol e vazão 1 mL min-1. 

Foram obtidas as isotermas para a fase móvel 70/30 (v/v) etanol e água, também. 

Expostas no Capítulo 4. Com isso pode-se observar o efeito da adição de água à fase móvel, 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 concentração, por meio dos dados de equilíbrio obtidos das curvas é 

possível obter as isotermas de adsorção. 
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Figura A.1 – Curva de ruptura para o piperonal à 25 ºC. 

 

 

 

Figura A.2 – Curva de ruptura para o safrol à 25 ºC. 
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Figura A.3 – Curva de ruptura para o isosafrol à 25 ºC. 

 

 

 

Figura A.4 – Curva de ruptura para o terpinoleno à 25 ºC. 
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Aplicando a derivada primeira nos dados representados nas Figuras (A.1) a (A.4) é 

possível obter os valores do ponto de inflexão para cada curva; ponto esse que será aplicado na 

Equação (2.17), para obter o valor da concentração de equilíbrio na fase estacionária. 

O tempo de retenção no ponto de inflexão é análogo ao volume de inflexão, sendo este 

diretamente obtido do resultado da derivada, quando a curva de ruptura é obtida a uma vazão de 1 

mL min-1. O volume morto  MV  do sistema é obtido subtraindo o tempo de retenção da planta  0t  

do tempo de retenção do poliestireno, ambos na vazão estudada. O volume de adsorvente na 

coluna  aV  é obtido por meio da Equação (2.18). 

 

 

Isotermas de adsorção para fase móvel 100% etanol 

Uma vez que todos os dados de equilíbrio termodinâmico foram obtidos, por meio da AF, é 

possível traçar as isotermas de adsorção para os componentes.  

A Figura (A.5) mostra que a isoterma linear se ajusta com uma boa precisão aos dados 

obtidos. Em assim sendo, pode se determinar a constante modificada de Henry (Kp) para os 

compostos por meio da inclinação da reta. A forma linear das isotermas é dada pela Equação 

(2.16). 

 

ckq p  (2.16) 

 

Schulte e Epping (2005) relatam que a importância da região linear nas isotermas não é 

restrita à cromatografia analítica, mas também a cromatografia preparativa, pois dessa região 

advém a constante modificada de Henry. Quanto maior a constante modificada de Henry para um 

composto maior será a adsorção e, consequentemente, maior o tempo de retenção do composto 

na coluna. Para haver a separação entre dois compostos as constantes, Kp, tem de ser diferentes. 

As Equações (2.24)  
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A Figura (A.5) ainda mostra que a separação dos componentes é muito complicada para a 

temperatura e fase móvel estudadas, devido à proximidade entre as constantes modificadas de 

Henry. 
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Figura A.5 – Isotermas de adsorção 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 determinação da isoterma linear, em comparação 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 Equação (2.25), que relaciona a razão entre duas 

constantes de Henry. Conclui-se, pelos valores expostos, que a separação do piperonal, nas 

condições: fase móvel etanol, fase estacionária sílica gel C18 e temperatura igual a 25 ºC. De 

acordo com Schmidt-Traub (2005), o valor aceitável de seletividade para a separação entre dois 

compostos é de 1,2. 

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

em fase móvel 100% etanol. 

Composto 
Constante modificada 

de Henry 

Coeficiente de 

determinação 

Seletividade 

(α) 

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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Apêndice B 

 
Curvas de calibração para o piperonal, safrol, isosafrol e 

terpinoleno. 

 

Curva de calibração para os compostos 

As curvas de calibração para os compostos estudados foram obtidas mediante as injeções 

de 20 µL de solução contendo o analito em etanol. As condições experimentais definidas para os 

experimentos foram: concentrações 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 g L-1; detector Uv-Vis foi ajustado 

para 230 nm, para os compostos safrol, isosafrol e terpinoleno. O piperonal teve sua detecção feita 

em 245 nm; A vazão adotada foi 1 mL min-1, temperatura 25 ºC e fase móvel 70/30 (v/v) etanol e 

água. 

Após as injeções dos padrões de cada composto, nas concentrações citadas, foi traçado 

um gráfico de concentração versus a área do pico de resposta ao pulso cromatográfico, para cada 

composto. Desta maneira, é possível obter a concentração de uma dada amostra coletada. 

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

(B.4) expõem as curvas de calibração para o safrol, isosafrol e terpinoleno, respectivamente. 

 

 

Figura B.1 – Curva de calibração para o piperonal. 
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Figura B.2 – Curva de calibração para o safrol. 

 

 

 

Figura B.3 – Curva de calibração para o isosafrol. 
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Figura B.4 – Curva de calibração 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 determinação. O valor do coeficiente angular é 

utilizado para a determinação das concentrações. 

 

Tabela B.1 – Coeficientes angulares e de determinação das curvas de calibração para os 

produtos da síntese do piperonal. 

Composto Coeficiente angular Coeficiente de determinação 

Piperonal 2,207x107 0,9991 

Safrol 3,555x107 0,9996 

Isosafrol 2,150x107 0,9998 

Terpinoleno 8,042x107 0,9999 
 

 


