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RESUMO

A silica é considerada o principal suporte cromatogréafico utilizado em fases estacionarias (FE),
porém sua instabilidade frente a valores de pH extremos é a principal limitacdo relacionada ao
seu uso, podendo ocasionar hidrolise ou solubilizacdo da silica. A solucao para este problema tem
sido o revestimento da silica com outros 6xidos metalicos. Este trabalho sugere um método de
modificacdo da silica utilizando uma mistura de 6xidos de litio, bario, zirconio, aluminio, titanio,
por meio do método de complexacdo metal quitosana, com intuito de ser aplicada como FE em
cromatografia liquida classica (CLC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Foi
desenvolvido um material, denominado Exp 1, com proporcdo de Oxidos de 65% SiO2, 29%
Li»0, 1% ZrO2 e 5% BaO. A etapa de calcinacdo na sintese deste material foi otimizada, variando
parametros como temperatura, taxa de aquecimento e tempo de permanéncia, onde foi observado
as melhores propriedades de 350 °C, 3°C/min e 3 horas, respectivamente. O material otimizado
foi caracterizado por meio da técnica de adsorcdo/dessorcdao de N2 (BET), apresentando area
superficial de 220 m?/g. Outra FE, a Exp M, foi desenvolvida com silica e variando os 6xidos
utilizados, em relacéo a anterior, na qual foram utilizados uma mistura de 6xidos de litio, titanio,
bario, alumina incorporados a silica (19% Li20O, 1% TiO., 5% BaO, 35% Al>Os e 40% SiO>).
Esse material apresentou area superficial de 249 m?/g e foi utilizado para analises em CLC, com
tamanho de particula de 45-100 pum , na separacdo de monoacildlicerideos (MAG),
diacilglicerideos (DAG) e triacilglicerideos (TAG) na qual ndo foi observada separacdo como era
esperado. Essa mesma analise foi feita utilizando silica comercial, como FE e também ndo foram
observados resultados satisfatorios mostrando a necessidade de otimizacdo do método de
separacgdo. Utilizou-se diferentes padrBes analiticos para testar a eficiéncia das FE desenvolvidas,
Exp 1 e Exp M, em HPLC. O primeiro material a ser testado foi o Exp 1, no primeiro teste
utilizando os compostos polares oriundos da oxidagdo do alcool benzilico (benzofenona, &cido
benzoico, alcool benzilico e benzaldeido) foi observado que houve a coeluicdo de trés dos quatro
compostos analisados. Na andlise dos compostos menos polares (naftaleno, benzeno, nitrofenol e
tolueno) houve a coeluicdo dos quatro analitos, logo a FE ndo foi eficiente. Utilizando como FE o
Exp M, foram feitas analises com os analitos menos polares, onde houve a coeluicdo de todos os
compostos. Sendo assim, foram utilizados compostos polares oriundos da oxida¢do do alcool
benzilico e foi observado que houve a separacdo dos compostos mais polares dos menos polares.
A eficiéncia da FE, Exp M, também foi testada na separacdo de alguns compostos polares acidos
(&cido mercaptobenzdico, acido cianobenzoico e acido dimetilaminobenzobico), na qual foi visto
que houve separacdo dos compostos. As FE desenvolvidas foram caracterizadas antes e apos
utilizacdo da coluna pelas técnicas instrumentais de analise termogravimétrica (TGA) , difracéo
de raio X (DRX) e infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), para avaliar a
estabilidade do mesmo, onde os materiais ndo se mostraram totalmente estaveis.

Palavras-chave: Fase estacionaria, cromatografia, caracterizacéo, area superficial.



ABSTRACT

Silica is considered the main chromatographic support used in stationary phases (SP), but the
instability presented by silica at extreme pH is the main limitation related to its use, which may
cause hydrolysis or solubilization of the silica. The solution to this problem has been the coating
of the silica with other metal oxides. This work suggests a silica modification method using a
mixture of lithium, barium, zirconium, aluminum, titanium oxides through the chitosan metal
complexation method, with the goal to be applied as a SP in classical liquid chromatography
(CLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). A material was developed, called
Exp 1, in oxide ratio of 65% SiO2, 29% Li.0, 1% ZrO and 5% BaO. The calcination step in this
material synthesis was optimized, varying parameters such as temperature, heating rate and
length time, what it was observed the best properties in 350 °C, 3 °C/min and
3 hours, respectively. The optimized material was characterized by N. adsorption/desorption
technique by BET’s method, presenting a surface area of 220 m?/g. Another SP, called Exp M,
was developed with silica and varying the oxides used in relation to the previous one, there was
used a mixture of lithium, titanium, barium and alumina oxides incorporated into the silica (19%
Li>O, 1% TiO2, 5% BaO, 35% Al.O3 and 40% SiOz). This material had a surface area of 249
m?/g and it was applied for CLC analysis, with a particle size of 45-100 pum, for separation of
monoacylglycerides (MAG), diacylglycerides (DAG) and triacylglycerides (TAG) which
separation was not observed as expected. However, the same analysis was performed using
commercial silica as stationary phase, and the observed results were not satisfactory, it showed
the need for optimization of the separation method. Different analytical standards were used to
test the efficiency of the developed SP, Exp 1 and Exp M, on HPLC. The first material tested was
Exp 1, in the first test using polar compounds derived from benzyl alcohol oxidation
(benzophenone, benzoic acid, benzyl alcohol and benzaldehyde) it was observed that there was
coelution of three of the four compounds analyzed. In the analysis of the less polar compounds
(naphthalene, benzene, nitrophenol and toluene) the four analytes were coeluted, so the SP was
not efficient. Using as SP the Exp M, they were made with the less polar analytes, where there
was coelution of the analytes, since the coelution of the less polar compounds, polar compounds
from the benzyl alcohol oxidation were used and it was observed that happened the separation of
the most polar compounds to the less polar. The efficiency of SP, Exp M, was also tested in the
separation of some polar acid compounds (mercaptobenzoic acid, cyanobenzoic acid and
dimethylaminobenzoic acid), where the compounds were separated. The developed SP were
characterized before and after use of the column by the thermogravimetric analysis (TGA), X-ray
diffraction (DRX), and Fourrier Transform infrared spectroscopy (FTIR) instrumental
techniques, to evaluate its stability, where the materials were not totally stable.

Keywords: Stationary phase, chromatography, characterization, surface area.
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1. INTRODUCAO

A cromatografia € um método analitico que surgiu em 1906, quando o botanico russo,
Tweest, obteve a separacdo dos componentes de extratos de folhas em bandas com coloragdes
diferentes. Desde aquela época, esta técnica vem crescendo e nos dias de hoje é desenvolvida de
forma sofisticada e precisa (MUHLEN; LANCAS, 2004).

Existem diversas técnicas cromatograficas que podem ser classificadas de acordo com
varios fatores, como mecanismo de separacdo, fase movel empregada e forma fisica do sistema,

podendo ser planar ou em coluna (LANCAS, 2016).

Um dos sistemas cromatograficos existentes e mais utilizados na década de 70 era a
cromatografia liquida classica (CLC), que se tratava de uma técnica bastante lenta, na qual eram
utilizadas colunas recheadas com particulas de tamanho elevado e irregulares. Com intuito de
aumentar o desempenho, eficiéncia, resolucdo e possibilidade de analises mais rapidas surgiu a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (COLLINS et.al., 2006; PACHECO, 2015).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia é empregada uma bomba de alta presséao e se
caracteriza por colunas recheadas com particulas de elevada area superficial. Desde o seu
surgimento, esta técnica analitica vem sendo amplamente desenvolvida e utilizada em
laboratérios de andlise de indUstrias quimicas e farmacéuticas, em areas médicas, em muitos
outros campos da ciéncia e até em 6rgdos governamentais (MALDANER; JARDIM, 2009;
MUHLEN; LANCAS, 2004).

Neste tipo de cromatografia existem diversos mecanismos de separacdo que S&o
empregados de acordo com o analito e tipo de analise desejada, sdo eles: Cromatografia
liquido-sélido ou por adsorcdo, liquido-liquido ou por partigdo, por troca idnica, por exclusdo de
tamanho e de fase ligada. (LANCAS, 2016)

A fase estaciondria utilizada neste método cromatografico deve suportar as altas pressdes
as quais sdo submetidas, sendo assim deve se tratar de um sélido com elevada resisténcia
mecanica, além disso devem ser eficientes e seletivas na separacdo dos analitos. A maioria das
fases estacionarias produzidas sdo baseadas em silica, pois se trata de um material com alta
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resisténcia mecanica, ou seja, suporta altas pressdes (NAWROCKI et al.,2004; TONHI et al
,2002)

A depender do grupo ligado a superficie da silica, & possivel definir o modo de separacao
operante. Quando a silica esta ligada a um grupo polar o modo de separagdo é definido como fase
normal, em contrapartida, ao se ter um grupo ndo polar ligado a superficie da silica, tem-se fase
reversa (DONG, 2006)

A silica também possui algumas desvantagens, como a instabilidade frente a pH
extremos, menor que 2 e maior que 8, além de ser termicamente instavel quando submetida a
temperatura maior que 60 °C. Com intuito de superar as limitacbes da silica, vém sendo
produzidas fases estacionarias compostas por 6xidos metalicos e mistos, pois se tratam de
materiais que possuem excelentes caracteristicas, como estabilidade quimica e térmica. Os mais
utilizados sdo alumina, titania, zirconia, cério e torio (GORAIEB et al, 2013; NAZARIO et al.,
2013).

Nos ultimos anos, fases estacionarias mais eficientes, estaveis e que apresente um menor
tempo de andlise tém sido buscadas e desenvolvidas. Assim, este trabalho visa obter uma fase
estacionaria, para colunas de CLC e HPLC, composta pela modificacdo da silica com outros
Oxidos como a alumina, éxidos de zirconio, litio, bario e titanio. As proporcGes desses 6xidos
também serdo alteradas com intuito de avaliar a estabilidade térmica e a eficiéncia cromatografica
desse material. Com essas alteracdes, espera-se que a faixa de aplicacdo do material como fase

estacionaria seja ampliada, além de diminuir os tempos de anélise.
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2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo principal

Produzir novas fases estacionarias utilizando um 6xido misto por meio da complexacao
metal-quitosana, para a utilizacgdo em colunas de cromatografia liquida classica (CLC) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

2.2.  Obijetivos especificos

. Otimizar a etapa de calcinacdo para aumentar a area superficial do material,

o Testar diferentes proporcdes de 6xidos, também com o intuito de aumentar a area
superficial do material,

o Caracterizar os materiais obtidos por meio de diferentes técnicas instrumentais,
como: analise termogravimétrica (TGA) , difracdo de raio X (DRX) , adsor¢cdo de N2 (BET) e
espectroscopia de infravermelho (FTIR).

. Aplicar um material selecionado, de 45-100 pum, como FE em CLC para separacao
de uma amostra contendo monoacildlicerideos (MAG), diacilglicerideos (DAG) e
triacilglicerideos (TAG).

o Utilizar os materiais selecionados para a separacdo de diferentes analitos em
HPLC;

o Caracterizar o material apos analises de HPLC para avaliar a estabilidade do

mesmo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Desenvolvimento historico

A cromatografia € um método de separacdo que estd fundamentada na migracdo dos
componentes de uma mistura entre duas fases que estdo em contato, a fase estacionéria, que é
fixa, e a fase movel, que se apresenta como um fluido que se move através da primeira fase
(CIOLA, 1998; COLLINS et.al., 2006; LANCAS, 2016).

Em 1906, o botanico russo Mikhael Semenovich Tswett utilizou o termo cromatografia
em seus dois trabalhos que relatou a separacdo dos componentes de extratos de folhas. Essa
separacao ocorreu com a passagem de éter de petréleo (fase movel) atraves de uma coluna de
vidro preenchida com carbonato de calcio (fase estacionaria), a qual se adicionou o extrato,
levando a separagdo dos componentes em faixas coloridas. O nome da técnica é derivado das
palavras gregas chrom= cor e graphie = escrita. J4 naquela época existiam outros trabalhos nesse
segmento sendo desenvolvidos paralelamente, porém o primeiro a entender e explicar 0 processo
cromatografico como abordado nos dias atuais foi Tswett (DEGANI et al.,1998; COLLINS et.al.,
2006).

As técnicas cromatograficas podem ser classificadas de acordo com o mecanismo de
separacdo, a técnica empregada ou até mesmo ao tipo de fase moével utilizada. A cromatografia
também pode ser classificada pela forma fisica do sistema, se a separacdo ocorre em um tubo
cilindrico é chamada de cromatografia em coluna, enquanto se disposta sobre uma superficie

planar é denominada de cromatografia planar (LANCAS, 2016).

Levando em questdo a natureza fisica da fase modvel a cromatografia divide-se em
cromatografia gasosa, que se trata de um gas inerte como fase modvel, cromatografia liquida,
guando a fase mével é um liquido e a cromatografia com fluido supercritico, na qual um fluido

no estado supercritico é utilizado como fase mdvel (COLLINS et.al., 2006).

Na Figura 1 esta mostrada a divisdo das técnicas cromatograficas, relacionando as fases

moveis mais utilizadas.
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Figura 1: Classificacdo dos tipos de cromatografia.
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FONTE: Adaptado de COLLINS et.al., 1997.

A grande variedade de combinacGes entre fases moveis e estacionarias torna esta técnica

extremamente versatil e de grande aplicacao.
3.1.1. Cromatografia Liquida em Coluna

A cromatografia liquida em coluna classifica-se em dois grupos: cromatografia liquida
classica (CLC) e cromatografia liquida moderna.
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3.1.1.1.Cromatografia liquida classica (CLC)

Até a década de 70, a cromatografia era realizada em tubos de vidro, sob pressdo
atmosférica, recheado com fase estacionaria, e com o fluxo da fase mdvel sob acéo da gravidade
ou com rapida pressdo de um gas inerte. A fase estaciondria desse tipo de coluna é, geralmente,
utilizado uma Unica vez, visto que parte da amostra comumente adsorve de maneira irreversivel.
(CIOLA, R., 1998; COLLINS, C. et.al., 2006)

As separacOes em LC séo lentas e variam, conforme o tamanho da coluna empregada, da
granulometria e da natureza da fase estaciondria e o tipo de amostra a ser analisada. A detec¢do e
quantificacdo em CLC, como mostrada na Figura 2, sdo feitas através de fracdes coletadas em
frascos, que apos a evaporacao do solvente, também chamado de eluente, sdo pesados. Por meio
da diferenca de massa entre o peso do frasco logo depois da evaporacdo e a do frasco original
pode ser construido um grafico (CIOLA, 1998; LANCAS, 2016).

Figura 2: Estagios envolvidos na cromatografia liquida classica.
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Fonte: Autora, 2019.

Esse tipo de cromatografia liquida é considerada uma técnica preparativa lenta. E muito
usada para isolamento de produtos naturais e purificacdo de produtos de reagBes quimicas
(DEGANI et al, 1998).
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3.1.1.2.Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

HPLC é considerada uma técnica analitica versatil e de grande aplicacdo, bastante
utilizada em analise de produtos farmacéuticos, biomoléculas, polimeros e muitos compostos
organicos e ibnicos. Essa técnica utiliza colunas de ago preenchidas com um material
especialmente obtido, denominado de fase estacionaria, e a fase movel que estd sujeita a
elevadas pressdes. As andlises realizadas por meio desta técnica apresentam resultados rapidos,
com alta eficiéncia, sensibilidade e reprodutibilidade (CIENFUEGOQOS, F., 2000; DONG, M.W,
2000).

3.2.  Instrumentacéo

Esta técnica faz uso de um conjunto de equipamentos especiais, como ilustrado na Figura

3. Os componentes desse conjunto estdo escritos a seguir:

Figura 3: Componentes do sistema cromatogréafico para HPLC.
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COLUNA CROMATOGRAFICA
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T

FASE BEOMBA
MAVEL

Fonte: Autora, 2019.

3.2.1. Bombas de alta pressao

A bomba possui funcdo de enviar a fase mével para coluna em um fluxo constante. O

sistema é composto pela bomba e por controladores de pressdo e de vazdo. Esse tipo de bomba é
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indispensavel para que a fase movel flua sem que haja grande interferéncia da pressao que as
particulas da fase estacionaria exercem por seu tamanho reduzido. O bom exercicio das bombas
de alta pressdo possibilita um tempo curto de analise a vazdo constante nao interferindo no
sistema de deteccdo (COLLINS et.al., 2006; AQUINO NETO et.al., 2003).

3.2.2. Sistema de injecdo da amostra

A injecdo da amostra pode ser realizada por dois mecanismos: por meio de valvulas
manuais de amostragem ou através de uma seringa de injecdo. A amostra deve preencher uma
serpentina de volume conhecido, denominado alca de amostragem, o excesso da amostra é
descartado em um frasco. Quando a valvula é acionada, a amostra é transferida para a corrente da
fase movel (AQUINO NETO et.al., 2003).

3.2.3. Colunas

As colunas cromatogréficas utilizadas sdo geralmente constituidas por aco inoxidavel
polido, pois € um material mais resistente a pressdo, possuem didmetro interno uniforme que
pode variar de acordo com a coluna utilizada: <I mm para colunas capilares, de 2 a 6 mm para
colunas recheadas e >10 para as preparativas. Além disso, apresentam comprimentos variados

que dependem do tipo de coluna utilizada.

Existem dois tipos de colunas utilizadas em cromatografia liquida moderna: coluna de
separacdo e a coluna de guarda. O primeiro tipo de coluna é indispensavel para o sistema
cromatografico, pois € onde ocorre a separacdo dos analitos presentes na amostra. O éxito desse
tipo de coluna depende de diversos fatores como a FE e as condi¢fes em que a andlise sera
realizada. O ultimo tipo de coluna € localizada entre o injetor e a coluna de separacdo e é
empregada para proteger a mesma, retendo as impurezas para que ndo contamine a coluna de
separacdo. Possui comprimento de 2 a 5 cm e 0 mesmo didmetro que a coluna anéloga
(COLLINS et.al., 2006; LANCAS, 2016; AQUINO NETO et.al., 2003).
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3.2.4. Detector

Esse componente avalia a fase movel conforme elui da coluna, através da deteccédo
relacionada a uma transducéo, ou seja, o detector funciona como um transdutor transformando os
componentes que chegam no seu interior em sinal elétrico. A diferenga é medida entre uma
propriedade fisica do soluto na fase mével e da fase mdvel pura e entdo um sinal é enviado, assim
que o residuo sai da coluna e entra no detector o sinal é gerado. Existem detectores universais e
os seletivos, que séo classificados de acordo com sua eficacia em relacdo aos tipos de amostras
trabalhadas. Os detectores universais, geralmente, sdo os mais utilizados devido a possibilidade
de trabalhar com varios tipos de amostras. O detector mais parecido com um detector universal
em CLC é o de indice de refracdo. Em contrapartida os seletivos atuam na detec¢do de amostras
complexas, pois apresentam maior detectibilidade, como o0s detectores por absorbancia no
ultravioleta e no visivel, detectores por fluorescéncia, entre outros (COLLINS et.al., 2006;
AQUINO NETO et.al., 2003).

3.3.  Mecanismos de separacdo da Cromatografia Liquida

Alguns mecanismos de separacdo fundamentais desta técnica sdo: adsorcdo, particao,

troca ibnica e exclusdo de tamanho, 0s quais serdo descritos a seguir.
3.3.1. Cromatografia liquido-sélido ou por adsorcao

Esse tipo de separacdo apresenta FE sélida e € baseado nas caracteristicas do analito,
como a sua polaridade e geometria, que sdo responsaveis pela interacdo dos analitos com a
superficie polar da FE, sendo assim quanto mais polares os analitos maior sera a ocupacdo dos
sitios ativos na superficie da FE, ou seja, maior seria a interacdo. Ao contrario dos compostos
apolares, que apresentam pouca interacdo e ndo movem a molécula da FM. Portanto, o grau de
retencédo entre a FM e a FE depende da polaridade da molécula. Outro fator bastante significativo
é a area superficial da FE, que deve ser grande, implicando em um grande namero de sitios ativos
(COLLINS et.al., 2006; LANCAS, 2016).
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3.3.2. Cromatografia liquido-liquido ou por particao

A particdo depende das diferentes solubilidades que a amostra apresenta diante da FE e
FM, ambos liquidos. Com isso, esse processo apresenta sensibilidade em relagédo a alteracdes na
massa molecular dos analitos. Os compostos mais sollveis na FE indicam maior interacdo, em
contrapartida os menos solGveis sdo deslocados para FM em um menor tempo
(COLLINS et.al., 2006; LANCAS, 2016).

3.3.3. Cromatografia por troca iénica

E comumente utilizada para separacio de compostos ibnicos e compostos muito polares.
Essa técnica vem sendo utilizada desde o século XX. Nesse caso, a FE é constituida por resinas
trocadoras de ions. As resinas utilizadas sdo constituidas por materiais que possuem cargas
elétricas negativas ou positivas, em excesso, que sao neutralizadas por contraions. Esse
mecanismo de separacdo se da por meio da troca de ions de sinais iguais entre os analitos e 0s
contraions da resina (LANCAS, 2016; AQUINO NETO, et.al., 2003).

3.3.4. Cromatografia por exclusdo por tamanho

Por ser um tipo de mecanismo de separacdo diferente dos demais, pois ndo envolve
interacBes de forcas quimicas, é considerado o mais simples processo. Nesse tipo de
cromatografia o que sera importante é o tamanho das moléculas do analito, por isso é necessario
0 uso de peneiras ou filtros, ou seja, materiais que possuem porosidade controlada, que
funcionam como FE nesse tipo de cromatografia. Os compostos com tamanhos grandes nao
atravessam os poros da FE e sdo arrastados rapidamente pela FM, enquanto os compostos
menores entram na FE e se movem lentamente chegando por Ultimo no detector
(COLLINS et.al., 2006; LANCAS, 2016)

3.4. Cromatografia de fase ligada

A FE desse tipo de cromatografia € obtida através da modificacdo quimica da particula de
silica por meio da adicdo de grupos funcionais ativos. Os mais utilizados sdo 0s grupos amino

(NH>), ciano (CN) e diol. Essas fases possuem retengdo menor que a silica, devido ao rapido
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equilibrio entre a FM e FE. O fato da superficie das fases quimicamente ligadas ser heterogénea
auxilia na retencdo dos solutos, visto que ainda possui grupos silandis que ainda ndo reagiram.
Esse tipo de cromatografia pode ser classificado, dependendo da FE utilizada, como
cromatografia liquida de fase normal ou de fase reversa (CIENFUEGQOS, 2000; LANCAS, 2016).

3.4.1. Cromatografia liquida de fase normal

No inicio da cromatografia quando aplicada como método analitico as fases estacionarias
utilizadas eram de maioria polares em contrapartida a fase mdvel consistia de solventes menos
polares. Nesta situacdo se operava cromatografia liquido-sélida ou cromatografia de adsorcao.
Foi determinado que a coluna esta operando em fase normal (FN) quando houver a substituicao
do grupo silanol por um grupo polar, pois a polaridade da fase mdvel e da fase estacionéria sdo
contrarios. A Figura 4.a mostra a particula de silica porosa contendo grupos silanol (Si-OH) na
superficie e dentro dos seus poros. Devido as intensas interacdes entre os grupos silanol e 0s
analitos polares, os mesmos se deslocam lentamente através da coluna. A cromatografia liquida
de FN é comumente empregada na separacdo de compostos apolares e isdbmeros, além do
fracionamento de amostras complexas por grupos funcionais ou para limpeza de amostras. A
grande possibilidade dos componentes da amostra contaminarem as superficies polares é
considerada uma desvantagem bastante significativa, que pode ser reduzida por meio da ligacéo
de grupos funcionais, como grupos amino ou ciano, aos grupos silanol (DONG, 2006; LANCAS,
2016).

3.4.2. Cromatografia Liquida em Fase Reversa

Devido a evolucdo das fases quimicamente ligadas, foi possivel a substituicdo do grupo
silanol (Si-OH) da superficie da silica por grupos polares ou apolares. Nesse caso a ferramenta
operante € particdo dos analitos entre uma FM polar e uma FE apolar. A Figura 4.b mostra que 0s
analitos polares eluem primeiro ao passo que os analitos apolares interagem mais fortemente com
0s grupos hidrofébicos. Quando o grupo silanol € substituido por um grupo apolar, trata-se de um
mecanismo contrério a adsorcdo, abordada no topico anterior, e, portanto, a coluna esta operando

em fase reversa (FR). A cromatrografia operando com FR é o tipo de analise mais comum,
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representando 70% de todas as analises de HPLC. E mais usada na analise de analitos polares
(soltveis em agua), de polaridade média e alguns ndo (DONG, 2006; LANCAS, 2016).

Figura 4: Representacdo esquematica dos modos de separacéo de a) cromatografia de fase
normal (FN) e b) cromatografia de fase reversa (FR).

a) b)
CEUXO FLUXO

non-polar

Fonte: DONG, 2006
3.5.  Tipos de fases estacionérias

Inicialmente, o primeiro mecanismo de separacdo desenvolvido foi cromatografia
liquido-solido, onde era empregada a adsorcdo, portanto os primeiros materiais desenvolvidos
para serem utilizados como FE foram adsorventes. Na CL classica os materiais usados como fase
estaciondria tinha um tamanho de particula maior ou igual a 40 um, sendo eles silica, carvao
ativo, alumina e alumino silicato de magnésio. Ja na CL moderna tem-se empregado a silica ou
oxido de silicio, além de outros materiais que estdo sendo estudados nos dltimos anos, como por
exemplos os 0xidos metalicos, sendo os principais 0 6xido de zirconia e de titanio (LANCAS,
2016).

Para ser utilizado na producdo de FE, um suporte cromatogréfico deve apresentar algumas
caracteristicas como: obter um método de sintese das particulas de facil reproducdo; possuir
particulas em uma faixa pequena de tamanho e alta area superficial; os poros devem ter um
didametro apropriado para o tamanho do analito, além de boa conexao, permitindo uma alta taxa

de transferéncia de massa; resisténcia térmica, mecénica e quimica a degradagdo; possuir uma
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superficie homogénea, em termos energéticos, e que tenha a possibilidade de apresentar
modificacdo quimica polimérica (MALDANER et al., 2010).

3.5.1. Silica

Em 1925, foi publicado um trabalho por Holmes e Anderson, que foi considerado um
grande avanco no campo de FE para cromatografia liquida. Esse trabalho apresentou a
preparacdo de géis altamente adsorventes. A silica-gel, SiO2, é o material cromatografico mais
empregado em FE, e isso se deve a algumas caracteristicas como a elevada area superficial e
solidez, sendo capaz de suportar altas pressées da FM, possibilitando separacGes mais rapidas
devido aos fluxos mais elevados, além de poder ser utilizada na preparacdo de diversas FE
(LANCAS, 2016; MALDANER et al., 2010).

O uso da silica possui algumas limitacdes no que diz respeito a estabilidade quimica e
térmica. Em relacdo a estabilidade quimica, a faixa de pH das FM utilizadas devem estar entre 2 e
8, 1sso porque em pH menor que 2 acontece o rompimento da ligagdo entre a fase ligada e o
suporte cromatografico, ou seja, os grupos siloxanos (Si-O-Si-C) sdo hidrolisados, resultando na
perda de retencdo do analito. Em pH bésico, maior que 8, a silica dissolve. Além disso, apresenta
limitacBes quanto a temperatura, ndo pode ser utilizada com seguranca em temperaturas acima de
60 °C, visto que a silica pode solubilizar, causando colapso do leito cromatografico e reduzindo o
tempo de vida da coluna (LANCAS, 2016; MALDANER et al., 2010).

Contudo, nos dias de hoje, a producdo de varios tipos de silica tem melhorado a
cromatografia. Podemos citar alguns desses tipos, como: silica moderna, silica de alta pureza,

silicas hibridas, silicas superficialmente porosas e silicas monoliticas.

A silica moderna refere-se a uma silica-gel que passou por avancos, e agora Sao
constituidas de particulas esféricas porosas de 10 e de 5 um. A maior area superficial e a
uniformidade da forma resultam em colunas bem preenchidas, aumentando a eficiéncia e
resolucédo, e podem ser obtidas por variagdes no processo sol-gel. A silica cromatogréfica contém
0,1 a 0,3% de metais, sendo os mais encontrados Fe, Al, Na, K, Mg, Ca, La, Ti, Zr, Cu, Cr, Zn.
Quando as quantidades desses metais sdo reduzidas a faixas especificas ou quantidades nao

detectaveis, trata-se de silica de alta pureza, a presenca desses metais na silica pode levar ao
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aumento da acidez dos grupos silanois (Si-OH), de modo que os metais interagem mais com 0
analito do que a silica, sendo assim a silica de alta pureza permite separa¢fes mais eficientes e

seletivas.

A silica hibrida é formada por componentes inorganicos, como a silica, e organicos, como
um organossilano, a obtencdo desse tipo de silica se d& por reacdo de silanizacdo, nesse caso a
silica reage com trietoxissilano (TES) e forma -Si-H em toda sua superficie, apresentando maior

estabilidade quimica.

As silicas superficialmente porosas sao particulas de nicleo fundido que possibilitam uma
rapida transferéncia do analito na camada porosa da FE, além de alta resisténcia mecanica entre
outras vantagens. Sdo geralmente empregadas para a separa¢do de macromoléculas como 0s

peptideos e as proteinas.

Por dltimo, as silicas monoliticas sdo uma estrutura sélida constituida de silica porosa que
permite alta permeabilidade da FM através da FE, acarretando em separacdes rapidas e alta
eficiéncia da coluna. O processo de obtencdo deste tipo de silica se da pelo processo sol gel
(MALDANER et al., 2010; NAZARIO et al., 2013).

3.5.2. Oxidos metalicos e mistos

Alguns tipos de FE que vém sendo desenvolvidas sdo 6xidos metalicos e mistos, devido
as suas Otimas propriedades, como excelente estabilidade quimica e térmica, podendo ser
empregados em faixas de pH mais amplas. A alumina, titania e zirconia sdo os dxidos metalicos
mais utilizados, assim como os 6xidos de cério e tdrio, sendo estes Gltimos de uso mais recente.
Uma das caracteristicas em comum desses materiais que funcionam como suportes
cromatograficos € o seu comportamento frente aos diferentes pH da FM, atuando como
trocadores i6nicos anfdteros, catidnicos ou anibnicos, dependendo do pH da FM. O primeiro
suporte cromatografico constituido por um oOxido foi o suporte de alumina. A alumina possui
estabilidade quimica maior que a silica e resisténcia mecanica similar, podendo ser utilizada em
pH entre 1 e 13, possibilitando a separacdo de compostos basicos sem o uso de reagente par-
ibnico. Porém as FE baseadas em silica possuem eficiéncia cromatogréafica superior a alumina,

sendo assim 0 uso desse suporte é pequeno quando comparados aos outros. A zirconia é o 6xido
31



mais utilizado pois possui maior estabilidade quimica e térmica em relagdo aos demais, resiste a
faixas de pH entre 1 a 14 e temperaturas até 200°C. A titania possui propriedades similares as da
zirconia, possui estabilidade quimica maior que a da silica e se caracteriza por ser um 6xido
anfotero, ou seja, pode ser utilizado como trocador aniénico em pH acido e trocador catidnico em
pH alcalino (MALDANER et al., 2010; NAWROCKI et al.,2004; TONHI et al.,2002)

Os materiais utilizados como suportes cromatograficos, ja citados, possuem algumas
desvantagens, como a dificil obtencdo desse material que devem cumprir 0s requisitos para um
suporte cromatografico e funcionalizacdo das particulas em decorréncia do baixo nimero de
grupos hidroxilas livres disponiveis em suas superficies. Além disso, esses materiais inorganicos
devem ter propriedades cromatogréaficas similares as da silica. Sendo assim, com intuito de unir
as caracteristicas da silica e desses materiais, 0s Oxidos mistos tém sido desenvolvidos e
utilizados. Oxidos mistos consistem em uma mistura de silica e de 6xido metéalico, em que serdo
combinadas algumas caracteristicas da silica como a elevada area superficial e estrutura de poros
com a estabilidade térmica e quimica dos dxidos metalicos. Também sdo largamente utilizados na
area de catdlise podendo apresentar propriedades de superficie totalmente diferentes dos
componentes iniciais (LANCAS, 2016;
NAWROCKI et al., 2004).

3.6. Métodos de preparacdo de fase estacionaria

Entre as metodologias de sintese de FE polares, as consideradas mais importantes sao: o

método sol-gel e impregnacdo com um alcoxido metélico.

O método sol-gel envolve a formacdo de uma rede polimérica inorganica por meio de
reacOes de gelificacdo que ocorrem a temperaturas baixas, é considerado um dos métodos mais
utilizados. As reagdes que ocorrem nesse metodo ocasionam na transi¢do de um liquido para um
solido, onde, os precursores metalicos reagem com uma solucdo contendo silica levando a
formacé&o do sol, que consiste de uma dispersdo de particulas coloidais estaveis em um fluido. O
progresso dessa reacdo forma o estado gel, no qual os percussores metélicos se ligam aos grupos
silandis da silica, que apresenta conectividade entre as unidades de dimensdes coloidais
(BENVENUTTI, 2009; NAZARIO, 2013).
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O outro método € a impregnacdo com um alcoxido metélico. Os alcoxidos podem ser
entendidos como um composto resultante da reacdo de um metal com um determinado &lcool.
Esses compostos sdo utilizados na preparacdo de novos materiais, 0s mais conhecidos séo os do
aluminio, zirconio e titanio. Nesse método ocorre uma espécie de metalizacao da silica, pois o
alcoxido metélico forma uma camada do metal utilizado sobre a particula da silica, por meio da
mistura entre os dois (AIROLDI, 2004; NAZARIO, 2013).

Neste trabalho propde-se desenvolver uma FE composta por silica e uma mistura de
Oxidos por meio do método de complexacdo metal-quitosana. Esse método consiste da mistura
dos precursores metalicos utilizados a uma solucdo de quitosana em meio acido. Os metais sdo
complexados a quitosana e quando o material for submetido a altas temperaturas ocorre a
degradacdo da quitosana, ocasionado a formacdo de poros e consequentemente a possibilidade de
elevada area superficial do material sintetizado (VALENTINI, 2005).

A quitosana € um dos biopolimeros mais encontrados da natureza e possui propriedades
hidrofilicas, atdxicas e biocompativeis. Esse material também ¢é caracterizado por sua afinidade
de interagir com os ions metélicos, por conta do elevado nimero de grupos ativos em sua
estrutura, que atuam como sitios de coordenagdo. Devido a isso, a quitosana tem sido utilizada na
sintese de diversos materiais (BRAGA, 2009; SALGADO, 2015).

Os materiais sintetizados pelo método de complexacdo metal-quitosana apresentam
elevada area superficial e boa resisténcia mecénica. Essas caracteristicas sdo consideradas
requisitos para producdo de uma FE eficiente, portanto, esse método ja utilizado na sintese de

catalisadores, pode também ser empregado na producdo de FE em CLC e HPLC.
3.7.  Técnicas de caracterizacao

As técnicas instrumentais para caracterizacdo de materiais sdo usadas com o intuito de
compreender as caracteristicas relacionadas a composicéo e estrutura de materiais, diretamente
ligadas as propriedades quimicas e fisicas. A caracterizacdo é essencial para se conhecer as

propriedades de um material sintetizado.
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3.7.1. Analise Termogravimétrica

Refere-se a uma técnica termoanalitica onde é possivel acompanhar a massa de uma
amostra em um dado periodo de tempo variando a temperatura. Por meio das curvas de ganho
e/ou perda de massa se pode prever algumas propriedades, como estabilidade térmica, e
composicao do material (HOLLER, 2009 ; IONASHIRO, 2004).

O equipamento que realiza esse tipo de analise é chamado de termobalanca, que
possibilita a pesagem continua de uma amostra em fungdo da temperatura. As termobalangas séo
compostas por alguns elementos como balanga registradora, forno, suporte de amostra e sensor de
temperatura, programador da temperatura do forno, sistema registrador e controle da atmosfera
do forno (EWING, 1972; IONASHIRO, 2004).

A curva termogravimétrica € uma representacdo dos resultados desta técnica, onde é
possivel apresentar a variacdo da massa em funcdo da temperatura ou tempo. A informacao
obtida por esta técnica é quantitativa, porém é limitada a alguns processos fisicos, como a
vaporizacao, dessorcdo e sublimacdo e processos quimicos, como as reacOes de oxidacdo e
decomposicdo (CIENFUEGOS, 2000; HOLLER, 2009)

Através da primeira derivada da curva TG em funcéo da temperatura ou tempo € obtida a
chamada curva termogravimeétrica diferencial (DTG) (CIENFUEGOS, 2000)

A DTG pode ser utilizada em situacGes complexas, identificando exatamente variacdes de
massa em um intervalo pequeno de temperatura e mostrando com exatiddo a temperatura

relacionada ao tempo onde a velocidade de reacdo ¢ maxima (IONASHIRO, 2004)

Na Figura 5, pode-se observar que na parte de cima da figura esta representado uma curva
de TG, onde os degraus indicam a perda de massa em determinado intervalo de temperatura ou
tempo, enquanto na parte de baixo da figura é mostrado uma curva de DTG que ao invés de
degraus sdo representados picos que fornecem resultados com maior exatiddo (IONASHIRO,
2004).
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Figura 5: Curvasde TG e DTG.
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Fonte: IONASHIRO, 2004
3.7.2. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A regido de radiagdo infravermelha (IR) se localiza entre as regides do visivel e das
microondas, no espectro eletromagnético. A espectroscopia de absor¢cdo no IR é uma técnica
instrumental utilizada na maioria dos laboratérios, e tem como objetivo determinar os grupos
funcionais presentes em uma dada amostra. Cada molécula possui um espectro especifico, porém
os grupos funcionais presentes absorvem em um comprimento de onda tipico de radiacdo no IR
(CIENFUEGOS, 2000).

A regido do IR é 4000-200cm™, entretanto a regido mais utilizada pelos quimicos é

localizada entre 4000 e 666 cm™, esta area é chamada de infravermelho médio.

O FTIR fornece espectros das moléculas em um intervalo entre 4000 e 400
cmt. Nas anélises de absorgdo, o caminho 6tico produz um interferograma, que é um grafico de
intensidade versus tempo, como é preferivel pelos quimicos um gréfico de intensidade versus
frequéncia, é realizada uma operacdo matematica, denominada como transformada de Fourier,
onde o inferograma € analisado, separando as frequéncias das absor¢cdes em seus componentes,
sendo  obtido um  espectro com formato intensidade  versus  frequéncia.
(PAVIA, 2013)
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3.7.3. Adsorcédo de N2

A determinacdo da area superficial dos materiais sélidos é de grande relevancia em
diversas areas de pesquisa, como a cromatografia. Essa area geralmente tem sido obtida através
de um método elaborado por Brunauer, Emmette e Teller, denominado como BET (CUSTODIO
etal., 2010).

Brunauer, Emmette e Teller fundamentaram sua teoria de adsorcdo na isoterma de
Langmuir, que propde equilibrio dindmico adsor¢do-dessor¢do, mas assumindo que uma camada
seja capaz de fornecer sitios de adsorcdo favorecendo a deposicdo de uma camada sobre a
outra (CALPA, L.R.S.,2011).

A andlise de BET é executada por meio da adsorcédo e dessorcéo de nitrogénio gasoso, ou
um gas inerte, sobre a superficie do material. Geralmente, é utilizado o nitrogénio como gas
adsorvato em uma temperatura de evaporacdo de 77K, por proporcionar resultados com maior
exatiddo, porém quando a amostra a ser analisada possui uma area superficial menor que 5 m?/g é

preferivel usar outros gases como Criptonio ou Xenonio (CALPA, 2011; GREGG et. al., 1982.).

Existem seis classes de isotermas diferentes, representado na Figura 6, no qual conforme
ao tipo de porosidade do material as isotermas apresentam formatos diferentes. (CALPA,
L.R.S.,2011).
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Figura 6: Representacao dos seis diferentes tipos de isotermas de adsorc¢ao.

Quantidade Adsorvida —
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Fonte: CALPA, 2011

As isotermas do tipo | apresentam um mecanismo de adsorcdo sob baixas pressdes e €
caracteristico de adsorcdo em microporos. As isotermas Il e Il s&o referentes a sdlidos ndo
porosos ou sélidos macroporosos, onde na isoterma Il pode-se considerar formacdo de
monocamada, indicada pelo aparecimento do ponto de inflexdo. Nas isotermas do tipo Ill e V as
moléculas do adsorvato apresentam fracas interacGes com o adsorvente. As isotermas IV e V
possuem um laco de histerese, representado na Figura X pelas setas azuis, que indicam que as
curvas de adsorcao e dessorcdo ndo coincidem. A isoterma VI apresenta um caso incomum em
material normal, e ocorre com a adsorcdo de um gas por um solido ndo poroso de superficie
quase  uniforme  (GREGG et al, 1982; ORFAO et. al,  2001;
CALPA, 2011).

O ponto B nas isotermas do tipo Il e IV mostrado pelas setas vermelhas, indica que o gas
adsorvido encerrou a monocamada e iniciou a multicamada, considerada a condensacdo do
adsorvato (CALPA, 2011).

Considerando as isotermas conhecidas, foi determinada uma classificacdo dos poros de

acordo com seu didmetro, conforme apresentado na Tabela 1 (GREGG et. al., 1982).
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Tabela 1: Classificacdo dos poros conforme seu diametro.

Microporo $<20
Mesoporo 20< $<500
Macroporo $>500

Fonte: GREGG et. al., 1982.

BET desenvolveu um modelo matematico para determinar a isoterma de area superficial
que pode ser expressada na sua forma linear especifica representada pela equacdo mostrada
abaixo (SING, 2001).

p 1 r:—1(/ﬂ)
= p/p
n(p?—-p) npC nyC

Onde: p = Pressao; p°= Presséo de saturacao do gas;
n= Quantidade de gas adsorvido; nm= Capacidade de adsor¢do na monocamada;

C = Constante relacionada com o tamanho do poro.
3.7.4. Difracdo de Raios X (DRX)

A difratometria de Raios X (DRX) é uma técnica de caracterizacdo muito difundida e
utilizada, empregada na identificacdo de componentes e estruturas cristalinas através da difracao
dos RX, que sdo gerados ao ser irradiada a amostra (FONSECA FILHO etal., 2013;
CIENFUEGQOS, 2000)

Essa técnica apresenta vantagens bem significantes na caracterizagdo das fases presentes
em um material, além disso é considerada simples, um método rapido e de grande confiabilidade
dos resultados. Atraves da DRX, é possivel analisar amostras compostas por diversas fases
cristalinas e ainda quantifica-las. (FONSECA FILHO et.al., 2013)
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Nessa técnica de caracterizacdo para a irradiagdo da amostra é utilizado um feixe
monocromatico de raios X e com o intuito de identificar a estrutura cristalina da amostra €
empregado o feixe difratado. (CIENFUEGOS, 2000)

Um espectro tipico obtido por DRX é composto por uma série de picos nos quais podem
ser caracterizados por meio de suas posicdes, intensidades entre outros fatores.
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4. METODOLOGIA
4.1. Sintese do 6xido misto

Os Oxidos mistos foram preparados, de acordo com adaptacdes da metodologia descrita
por Valentini e colaboradores (VALENTINI et. al, 2005). A metodologia esta ilustrada na Figura

7 abaixo.

Figura 7: Adaptacdo da metodologia de sintese de Valentini e col.

A i

( — AT T
Solugdo 5% Compdsito
(VIV) CH,COOH Metal-quitosana

Quitosana

Precurssor do metal Solugdo 50 %

C:'::

Gel - quitosaﬁa-‘

Obtengao do oxido—— Secagem ambiente
= por 72 horas
Calcinagao

Fonte: Autora, 2019.

Inicialmente, foram utilizados os seguintes precursores metalicos: SiO2 (Sigma Aldrich),
LioCOs (Dindmica P.A.), Ba(CHs3CO,). (Dinamica P.A.) e ZrOCl>.8H.0 (Sigma Aldrich),
produzindo uma mistura de oOxidos constituida por SiO2, Li.O, BaO e ZrOz nas seguintes

proporcdes 65%, 29%, 5% e 1%, respectivamente.

Na metodologia utilizada pesou-se a quitosana de baixo peso molecular,
100.000-300.000 g mol(Acros Organics), a fim de obter uma propor¢do quitosana:sais na razio
de 1:3. A quitosana pesada foi colocada em um béquer de 250 mL e foi dissolvida com solugéo
de &cido acético 5% (v/v), em seguida a mistura de sais foi dissolvida com um pouco de agua
destilada e vertida na solucdo de quitosana, a mistura foi homogeneizada com o auxilio de um

mixer (Britania Ultra Mixer) devido a elevada viscosidade da solucao.
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A mistura foi gotejada em solucdo de NH4sOH 50% (V/V), com auxilio de uma seringa,
precipitando o complexo formado pelos sais metalicos com a quitosana em pequenas goticulas.
Apds a precipitagdo do complexo, o0 mesmo foi deixado secar na capela por 72 h antes de ser

levado a calcinacéo.
4.2. Otimizacdo da etapa de calcinacdo da mistura de 6xidos

Inicialmente foi otimizada a etapa de calcinacdo da 12 propor¢do de 6xidos testada. Neste
sentido foram utilizadas as temperaturas de calcinacdo de, 350, 550 e 750 °C, além de diferentes
taxas de aquecimento de 3, 5 e 10 °C min™ e tempos de permanéncia de 3, 5 e 7 horas. Com 0
objetivo de diminuir o nimero de experimentos para avaliar estes trés parametros na calcinagéo e
ainda avaliar a influéncia entre eles foi utilizado um planejamento fatorial completo em dois
niveis. O planejamento experimental adotado, baseado em dois niveis (x) e trés variaveis (y), que
sdo temperatura, taxa de aquecimento e tempo resultou em uma sequéncia de oito experimentos,
ou seja, XY & 2° = 8. Neste planejamento experimental também foi realizado um PC (ponto

central) totalizando 9 experimentos os quais estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2: Variaveis do método de calcinacao da fase sélida.

Exp 1 350(-) 3(-) 3(-)
Exp 2 350(-) 3(-) 10(+)
Exp 3 350(-) 7(+) 3(-)
Exp 4 350(-) 7(+) 10(+)
Exp 5 750(+) 3(-) 3(-)
Exp 6 750(+) 3(-) 10(+)
Exp 7 750(+) 7(+) 3(-)
Exp 8 750(+) 7(+) 10(+)
Exp 9 (PC) 550(PC) 5(PC) 5(PC)

Fonte: Autora, 2019.
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Os nove experimentos de calcinacdo realizados de acordo com parametros apresentados
na Tabela 2 foram nomeados como: Exp 1, Exp 2, Exp 3, Exp 4,
Exp 5, Exp 6, Exp 7, Exp 8 e Exp 9 (ponto central).

Ap0s a sintese e calcinacdo deste material, as 9 amostras obtidas foram caracterizadas por
algumas técnicas instrumentais: TGA e BET. Os resultados fornecidos pelas técnicas
instrumentais foram utilizados com o intuito de obter parametros de resposta para a avaliacéo
deste planejamento experimental no programa Statistica versdo 6.0. Por meio da avaliagdo do

planejamento experimental foi escolhida uma amostra com condigdes de calcinagdo otimizadas.
4.3. Variacao das proporc¢oes dos 0xidos
Também foram testadas novas proporcées de 6xidos, como mostradas na Tabela 3.

Tabela 3: Proporc¢oes dos dxidos estudados.

SiO2(%)  LiO2(%) BaO (%)  ZrO:z (%) AlOs (%) TiO2 (%)

1 (Proporcéo 65 29 5 1
inicial)
A 60 29 5 6
X 70 24 5 1
M 40 19 5 35 1

Fonte: Autora, 2019.

No primeiro teste, denominado como Exp A, as propor¢fes dos precursores metalicos
SiO2 (Sigma Aldrich), Li2COs (Dinamica P.A.), Ba(CH3CO3), (Dinamica P.A.) e ZrOCl,.8H20
(Sigma Aldrich) foram de 60%, 29%, 5% e 6%,respectivamente. No segundo teste, chamado de
Exp B, as proporcdes de SiO., Li2COsz, Ba(CH3CO3)2 e ZrOCl,.8H20 foram de 70%, 24%, 5% e

1%, respectivamente.

42



No terceiro teste, denominado como Exp C, o agente nucleante foi alterado substituindo
zircnia por alumina, além de ser adicionado a alumina com o intuito de tornar a fase mais
seletiva e eficiente na separacdo dos analitos. Para isto foram utilizados os seguintes 6xidos nas
seguintes proporgdes: 19% Li,0, 1% TiO,, 5% BaO, 35% Al>03 e 40% SiOx.

Os materiais oriundos dos novos testes foram calcinados, utilizando o método otimizado
de calcinacdo. ApoOs calcinados os materiais foram caracterizados através do BET, para

determinar as suas areas superficiais.
4.4. Separacdo dos tamanhos de particulas

Os materiais obtidos foram separados em peneiras (Bertel indUstria metaltrgica) com
diferentes granulometrias, resultando em particulas com tamanho na faixa entre 10-45 um e 45-
100 um. Apos isso, o material foi caracterizado por diferentes técnicas instrumentais como:
Anadlise Termogravimétrica (TGA), Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
Adsorcao e dessor¢do de N2 (BET) e Difracdo de Raio X (DRX).

4,5. Caracterizacdo dos materiais obtidos

As andlises de TGA, FTIR e BET foram realizadas em equipamentos localizados no
GCaR (Grupo de Catélise e Reatividade Quimica). Enquanto, a analise de DRX foi feita no
Laboratorio de Sintese de Catalisadores (LSCat) sob supervisdo do Prof. Dr. Antdnio Osimar
Souza na UFAL.

4.5.1. Analise termogravimétrica (TGA)

A primeira técnica instrumental adotada foi 0 TGA. As analises termogravimétricas foram
feitas em um equipamento (TA, Discovery SDT-650) localizado no GCaR. As analises foram
feitas em uma faixa de temperatura de 30 a 1000 °C, com uma taxa de aquecimento de

10 °C.min! em atmosfera inerte de nitrogénio com um fluxo de 50 mL.min,

Os resultados obtidos de perdas de massa foram usados como resposta para avaliagdo do

planejamento experimental por meio do diagrama de Pareto.
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4.5.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A segunda técnica instrumental usada foi o FTIR (Infravermelho com transformada de
Fourrier). Essas analises foram realizadas em equipamento de FTIR (Thermo Fischer, Nicolet IR
200). A medida da transmitancia foi realizada na faixa de comprimento de onda de
400-4000 cm™. As amostras foram maceradas e misturadas com KBr (99,9% de pureza) e entdo

a mistura foi prensada para formar uma pastilha, que foi, entdo, levada para o equipamento.
4.5.3. Adsorcao de N2 (BET)

Essas analises foram realizadas em um equipamento para analise de area superficial por
BET (Quantachrome instruments modelo NOVA 2200e) localizado no GCaR onde foi realizado
um tratamento térmico prévio da amostra a 300 °C, por um periodo de 24h, e entdo seguiu para a

analise da area superficial e volume de poro.

Na andlise de BET foi obtida a area superficial dos materiais sintetizados e as mesmas

foram utilizadas como resposta no planejamento experimental.
4.5.4. Difracdo de raios X (DRX)

A difracdo de Raio-X foi realizada em um equipamento (Shimadzu, modelo XRD-6000)
localizado no LSCat. Atraves dessa técnica, foi possivel analisar a fase cristalina do material. Foi
aplicada a radiagdo CuK o com 30 KV de voltagem e corrente de 30 mA, utilizando filtro de Ni
utilizando o método de pd. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 20 de 10° a 90° com

velocidade do gonidmetro de 2 graus por minuto com passo de 0,02 graus.

4.6. Cromatografia Liquida Classica (CLC)
4.6.1. Empacotamento da coluna

O Exp C, foi utilizado em CLC usando como analito uma amostra contendo
monoacildlicerideos (MAG), diacilglicerideos (DAG) e triacilglicerideos (TAG). A coluna foi
empacotada com 0,5 g das particulas, de 45-100 um, suspensas em 1 mL de cloroférmio.
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4.6.2. Fracionamento de MAG, DAG e TAG

Para testar a eficiéncia da FE na separacdo de MAG, DAG e TAG foi utilizada uma
metodologia descrita por Quinlin e colaboradores (QUINLIN et al, 1958). Foi pesado
0,07 g de uma amostra contendo MAG, DAG e TAG dissolvida em 0,5 mL de cloroférmio
(Dinamica P.A) e entdo vertido na coluna de vidro previamente empacotada. Em seguida, 0s
analitos foram eluidos utilizando 3 mL de tolueno para eluicdo dos TAG, posteriormente 3 mL de
tolueno:éter etilico (9:1) para elui¢do dos DAG e por ultimo 3 mL de éter etilico para elui¢do dos
MAG. Para cada uma dessas 3 fases méveis eluidas foram coletadas 3 fracGes de 1 mL. Apds
serem coletadas, as fracdes foram deixadas na capela até que todo o eluente fosse evaporado. Na
sequéncia, foram adicionados 50 pL de metanol e isopropanol:hexano(5:4), fase mével utilizada

no HPLC para identificacdo dos analitos.
4.6.3. Analise das fragdes por HPLC

ApOs esse processo, as fragbes foram analisadas em um equipamento de HPLC
(SHIMADZU) equipado com detector UV-VIS (SPD-20A), bomba quaternaria (LC20AT) e
coluna C18 (Macherey-Nagel) com dimensées de 250 x 4,6 mm. Usou-se a metodologia
descrito por Carvalho e colaboradores, onde foi utilizado um gradiente de FM como mostrado na
Tabela 4 e um fluxo de 1 mL min™. O tempo de analise foi de 23 minutos com temperatura da
coluna de 40°C e comprimento de onda do detector de 254 nm (CARVALHO et al, 2012).

Tabela 4: Gradiente de eluicéo para a separacdo das fracoes resultantes da CLC.

100 0
50 50
50 50

100 0

100 0

Fonte: Autora, 2019.
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4.7.  Empacotamento da coluna cromatogréafica de HPLC

As particulas de 45-100 um obtidas através do Exp 1 e as particulas de 10-45 um obtidas
através do Exp C foram ativadas em estufa (Quimis) a 150°C por um periodo de 120 minutos
para a retirada da agua adsorvida. Em seguida foi feito o empacotamento da coluna
cromatografica usando um kitassato com uma bomba de vacuo (Millipore), com o auxilio de um
septo para vedar a entrada do kitassato e segurar a coluna como mostrado na Figura 8. O material
sintetizado foi misturado a uma solucdo de hexano (Exodo Cientifica, P.A.) formando uma
suspensdo que foi gotejada na coluna com uma pipeta de Pasteur, tomando cuidado para que o
solido ndo secasse e rachasse a coluna devido a intercalacdo de camadas de ar.

Figura 8: Aparato utilizado no empacotamento da coluna cromatogréfica.
Pipeta de Pasteur

Coluna I

J= L
1] /:'f"__]:',_'_' ”:,:.

s

SR, e

Kitassato Bomba a vacuo

Fonte: Autora, 2019.
4.7.1. Testes cromatograficos em HPLC

Os testes cromatogréaficos foram realizados com os matérias denominados: Exp 1 e 0 Exp
C. Para isso foi utilizado um equipamento de HPLC Shimadzu equipado com detector UV-VIS
(SPD-20) e bomba quaternaria (LC-20AT). A alca de amostragem utilizada foi de 20 pL.

4.7.1.1.Testes utilizando coluna recheada com o Exp 1

A FE denominada de Exp 1, com granulometria em uma faixa entre 45-100 pum, foi
colocada em uma coluna de aco de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro. Foi testada

inicialmente com analitos polares, provenientes da oxidacéo do alcool benzilico (acido benzoico,
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alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona). Neste teste, foram utilizados como FM acetonitrila
grau HPLC (Panreac) e &gua deionizada obtida do sistema de deionizacdo (Direct-Q Millipore).
Usou-se um gradiente de FM iniciando com uma proporcao de acetonitrila:dgua de 55:45, como

mostrado na Tabela 5.

Tabela 5: Gradiente de eluicdo para a separacdo de compostos provenientes da oxidacao do

alcool benzilico (4cido benzéico, alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona).

55 45
100 0
55 45

Fonte: Autora, 2019.

A temperatura da coluna foi de 30 °C e o tempo total de analise foi de 15 minutos. Os
padrBes analiticos foram preparados a partir de solu¢Ges estoques em uma concentragao de 10000

ug mL?, sendo diluidos para 100 pg mL™* para serem analisados.

O segundo teste foi realizado com quatro compostos menos polares (naftaleno, benzeno,
tolueno e nitrofenol), e utilizados como FM hexano (Panreac) e acetato de etila (Panreac), ambos
grau HPLC, em uma proporcéo isocratica hexano:acetato de etila de 98:2. O tempo total de
analise foi de 30 minutos. Esses padrdes foram preparados a partir de solucdes estoques em uma

concentragéo de 10000 pg mL sendo diluidos para 500 pg mL™.

Para os dois testes anteriores foi usado um fluxo de FM de 1 mL min™® e com o detector
de UV-VIS no comprimento de onda de 254 nm. Inicialmente injetou-se os analitos

separadamente, com o intuito de definir os tempos de retengdo dos mesmos.
4.7.1.2.Testes utilizando coluna recheada com o Experimento C

A FE denominada de Exp C, de 10-45 um, foi testada em uma coluna de a¢o de 150 mm
de comprimento e 4,6 mm de didametro. Os primeiros testes cromatograficos foram feitos com

padrdes analiticos menos polares (benzeno, tolueno, nitrofenol, e naftaleno) e como FM uma
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mistura de hexano (98%) e acetato de etila (2%), ou seja, um método isocratico. O tempo total de
andlise foi de 20 minutos, o fluxo de FM de 1,0 mL min e a temperatura da coluna foi de 30°C.

O segundo teste cromatografico foi feito com analitos polares, provenientes da oxidacao
do alcool benzilico (&cido benzdico, alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona) e metodologia

descrita na Tabela 5.

Também foram feitos testes cromatograficos com o0s seguintes analitos: 4acido
mercaptobenzdico (AMB), &cido cianobenzdico (ACNB) e acido dimetilaminobenzoico (ADAB)
e foram utilizadas como FM acetonitrila grau HPLC e agua deionizada. Na primeira tentativa de
separacdo foi empregado um meétodo isocratico com uma propor¢édo de acetonitrila:agua de 95:5.
Na segunda tentativa foi usado um método isocratico com uma proporcdo de acetonitrila:agua de

97:3. Por altimo foi usado um gradiente, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6: Gradiente de elui¢ao para a separacao dos acidos (AMB, ACNB e ADAB).

97
95
97
97

w w o1 W

Fonte: Autora, 2019.

Para todos os testes cromatograficos utilizando como analitos os &cidos, a temperatura da
coluna foi de 35°C, o fluxo de FM de 1,0 mL mint e o tempo total de analise de

20 minutos.

Esses padrdes foram preparados a partir de solugdes estoques em uma concentracdo de
10000 pg mL* sendo diluidos para 1000 pg mL™? e 100 pg mL™. Para os testes cromatograficos

foi usado o comprimento de onda de 254 nm.
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4.7.1.3. Teste de estabilidade dos materiais utilizados

Ap0s o uso como fase estacionaria, em HPLC, a estabilidade dos materiais denominados
Exp 1 e Exp C foi avaliada por meio das técnicas de DRX, FTIR e TGA, comparando 0s
resultados de caracterizacao obtidos antes de ser utilizado.
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S. RESULTADOS

5.1. Otimizacao da etapa de calcinacdo da mistura de éxidos

A etapa de calcinacdo deste material foi otimizada utilizando as temperaturas de

calcinacdo de 350, 550 e 750 °C, taxas de aquecimento de 3, 5 e 10 °C min? e tempos de

permanéncia de 3, 5 e 7 horas.

Os materiais obtidos nesses 9 experimentos (Tabela 7) foram separados em uma faixa de

45-100 pum e caracterizados por analises termogravimétricas (Figura 9).

A partir dos dados apresentados nas Figuras 9a-i, foi observado que o Exp 7 teve a menor

perda de massa (1,44%), o que esta relacionado a alta temperatura de calcinacdo, que degradou
praticamente toda a matéria organica presente no material, e no Exp 2 ocorreu a maior perda de

massa (26,95%) o que prova que quanto menor a temperatura usada na calcinacdo mais matéria

organica ird permanecer no material.

Tabela 7: Dados obtidos através dos termogramas dos nove experimentos.

EXP1
EXP 2
EXP 3
EXP 4
EXP 5
EXP 6
EXP7
EXP 8
EXP 9 (PC)
*dados néo significativos

Fonte: Autora, 2019.

25,74
26,95
23,69
16,21
2,02
3,44
1,44
3,38
3,63

9,17
8,16
11,34
5,51

¥ ¥ X %

16,57
18,82
12,32
10,7

* ok X %
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Figura 9: Termogramas
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Fonte: Autora, 2019.
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As perdas de massa total obtidas nesta analise foram utilizadas como resposta da técnica e
com isto foi obtido o diagrama de Pareto (Figura 10). Na Figura 10 foi observado que apenas a

variavel temperatura se mostrou significativa.

Figura 10: Diagrama de Pareto obtido com os resultados de TGA.

(2temperatua .-8.37385 1

{(1)CenterPt 2l497287

(4 )}te mpo -1.37481

(3)tasa 305852

Fonte: Autora, 2019.

Portanto, ap6s a avaliagdo dos dados experimentais o Exp 1 que foi calcinado com a
menor temperatura, 350°C, menor taxa de aquecimento, 3°C.min? e menor tempo de

permanéncia, 3 h, foi escolhido para ser utilizado como FE nos testes futuros.

Na sequéncia os 9 experimentos foram avaliados por BET e os resultados de éarea

superficial, didmetro e volume de estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Area superficial, volume e didmetro de poro das amostras calcinadas.

EXP 1 220,105 1,1224 147,9766
EXP 2 96,198 1,3066 148,116
EXP 3 30,632 0,068 142,559
EXP 4 24,006 0,158 154,076
EXP5 14,209
EXP 6 27,182
EXP 8 *kk*k

EXP 9 (PC) HHk
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****Nessas amostras houve formacdo de microporos, ou seja, baixo volume especifico de poros
acarretando baixa area superficial e em virtude disso o equipamento de BET utilizado néo foi eficiente.

Fonte: Autora, 2019.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8 foi observado que quanto menor a
temperatura de calcinagdo maior a area superficial e, portanto, maior possibilidade de apresentar

boa interacdo com os analitos.
5.2.  Variacao das proporc¢oes dos oxidos para obtencdo das fases estacionarias

Foram avaliadas diferentes propor¢des de Oxidos, conforme descrito na parte
experimental, com o intuito de melhorar a estabilidade térmica e a estabilidade frente as faixas
extremas de pH, resultando em trés novos experimentos, o Exp A, 0 Exp B e o0 Exp C cujas as

proporcdes dos seus respectivos 6xidos estdo contidos na Tabela 3.

Cabe ressaltar, que estes novos materiais, definidos como Exp A, Exp B e Exp C foram

calcinados da mesma forma que o Exp 1 (350 °C, 3h e 3 °C min%).

Os Exp A, B e o C também foram caracterizadas por BET onde foram determinadas as

suas areas superficiais (Tabela 9) e comparadas com o Exp 1.

Tabela 9: Comparagéo entre as areas superficiais dos Experimentos.

Exp 1l 220,105 1,1224 147,9766
Exp A 57,241 0,292 249,89
Exp B 114,074 0,378 95,792
Exp C 248,903 0,692 119,739

Fonte: Autora, 2019.

Na Tabela 9 pode ser visto que as areas superficiais dos Exp A e B sdo menores que a do
Exp 1 e do Exp C. Sendo assim, esses dois experimentos ndo foram testados como FE em HPLC

visto que, provavelmente, ndo se obteria éxito na separacdo cromatogréfica, devido a area
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superficial menor que a do Exp 1 e do Exp C, o que levaria a uma menor interacdo da FE com os

analitos.
5.3.  Testes cromatogréaficos

O Exp 1 e Exp C, que apresentaram maiores areas superficiais, foram selecionados para
realizar os testes cromatograficos em HPLC. Em colunas de CLC, foi testado o Exp C como FE,

devido sua maior area superficial.
5.3.1. CLC

A amostra utilizada para fracionamento em CLC era composta por MAG, DAG e TAG
(68,85%, 21,59% e 9,56%, respectivamente). As fracOes obtidas em CLC, foram analisadas em
HPLC de acordo com o método descrito no item 4.5.3 da parte experimental, os cromatogramas

estdo representados na Figura 11.

Figura 11: Cromatograma das fragdes obtidas com a FE denominado Exp C.
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Fonte: Autora, 2019.

As anélises das 3 fracdes por CLC, demonstradas na Figura 11, ndo foram conforme
esperado, ou seja, ndo foi observada a separacdo de MAG, DAG e TAG. De acordo com a
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metodologia descrita na literatura, esperava-se que na primeira fragdo, utilizando como FM
tolueno, fossem eluidos apenas os TAG. Com posterior eluicdo dos DAG na segunda fracéo e,
por fim, os MAG, na terceira fracdo. Nos cromatogramas apresentados na Figura 11 foi
observado que os MAG eluiram nas 3 fracdes 0 que ndo era esperado, como pode ser observado
através dos picos intensos entre 3 e 5 minutos. Porém, a amostra utilizada apresenta maior
concentracdo de MAG (68,85%) 0 que pode ter ocasionado a saturacdo dos sitios ativos da FE,
dificultando uma maior interacdo entre a FE e os DAG e TAG. Na andlise da primeira fracdo é
observado uma maior eluicdo de DAG (picos entre 12 e 15 min) em comparacao as demais
fracdes, j& na segunda fracdo nota-se uma maior elui¢do de TAG ( picos entre 16 e 18 min) em
relacdo ao DAG da mesma amostra, enquanto na terceira fracdo foi notada apenas a presenca de

MAG como esperado.

Com intuito de avaliar se o material realmente nédo foi eficiente também foi realizado o
fracionamento de CLC com silica, como descrito na literatura (QUINLIN, P et.al). Como pode
ser observado nos cromatogramas apresentados na Figura 12 também ndo houve separacao de
MAG, DAG e TAG. Esse fato indica que a FE desenvolvida no projeto ndo obteve um
desempenho ruim, mas sim que o método descrito na literatura ndo se mostrou efetivo e necessita

de otimizacao.

Figura 12: Cromatograma das fra¢des obtidas com FE silica.

Silica Fragdo 1
Silica Fragdo 2
Silica Fracgdo 3

Tempo de retengdo (min)

Fonte: Autora, 2019.
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5.3.2. HPLC

5.3.2.1.Testes utilizando coluna recheada com a fase estacionaria Exp 1

O primeiro teste cromatogréafico feito com analitos polares, provenientes da oxidacdo do

alcool benzilico (&lcool

benzilico, &cido benzoico, benzofenona e benzaldeido), estdo

representados na Figura 13. Através da analise dos cromatogramas obtidos (Figura 13) foi

observado que trés dos padrbes analiticos, acido benzoico, benzaldeido e benzofenona, estdo

coeluindo, ou seja, apresentaram tempo de retengdo proximo (Tabela 10).

Figura 13- Cromatograma obtido para os compostos provenientes da oxidagdo do &lcool

benzilico com FE, Exp 1.
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Fonte: Autora, 2019.

3 35 4 45 5

Tempo de reten¢do (min)

5,5

6 6,5 7 7.5

A eficiéncia da coluna foi entdo avaliada através do calculo dos parametros

mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10: Tempos de retencdo dos compostos provenientes da oxidagdo do alcool benzilico e
verificacdo da eficiéncia da coluna através dos parametros: namero de pratos teéricos (N),
assimetria de pico (As) e altura do prato teérico (H). TR=tempo de retencdo, Wb= largura da base,

L= comprimento da coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Alcool benzilico 1,65 84,02 0,18 3,02
Acido benzéico 2,15 56,91 0,26 1,33
Benzofenona 2,02 75,48 0,20 2,30
Benzaldeido 2,18 77,58 0,19 2,21

Fonte: Autora, 2019.

O nUmero de pratos tedricos de uma analise pode chegar em média até 30000 sendo assim
0 N, eficiéncia desta fase estacionaria, para a analise dos quatro analitos foi considerado muito
baixo, pois 0s picos se apresentaram muito largos. Considerando a altura do prato teérico (H),
sabe-se que quando esse valor € abaixo de 0,06 é considerado excelente, bom entre 0,06 e 0,10 e
aceitavel entre 0,10 e 0,15, analisando a H dos analitos podemos perceber que os quatro analitos

excederam esses valores apresentados, em virtude do baixo N, ou seja, eficiéncia.

A assimetria de pico com valores 0,8 e 1,2 sdo considerados satisfatorios, esse fator esta
diretamente relacionado a formacdo de caudas e alargamento dos picos. Observando os valores
de assimetria de pico obtidos na Tabela 9, todos os analitos apresentaram assimetria de pico

acima dos valores desejados, ou seja, picos largos. (SILVA, 2011)

Na sequéncia foi testada a eficiéncia da coluna com quatro compostos menos polares
(naftaleno, benzeno, tolueno e nitrofenol), com intuito de melhorar a eficiéncia da FE e, portanto
avaliar se 0s mesmos separariam ou se haveria coeluicdo. Apos as analises individuais dos
padrdes analiticos (Figura 14) foi constatada coeluicdo dos compostos indicando que ndo houve

separagdo, ou seja, ndo houve interacdo suficiente entre os analitos e a fase estacionaria.
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Figura 14- Cromatograma obtido para os compostos menos polares (naftaleno, benzeno,

tolueno e nitrofenol) com a FE, Exp 1.

i

MAFTALENO (100 ppm)
BEMZENO (100 ppm]
TOLUENO (100 ppm])
MITROFENOL{100 ppm)

Intensidade

s w4 4 M 8 EREAANEDNE2

1 i,5 2 25 3 3,5 a 4,5
Tempo de retencdo (min)

Fonte: Autora, 2019.

Analisando a eficiéncia da coluna através do calculo dos parametros apresentados na
Tabela 11, podemos observar que o nimero de pratos tedricos ainda € um nimero muito baixo.
Com relacdo a altura de prato tedrico, todos os analitos, exceto o nitrofenol, apresentaram valores
dentro da faixa aceitavel. Além disso, todos os analitos apresentaram valores insatisfatorios de
assimetria do pico.

Tabela 11: Tempos de retengdo dos compostos menos polares e verificacdo da eficiéncia da
coluna através dos parédmetros: numero de pratos tedricos (N), assimetria de pico (As) e altura do

prato tedrico (H). TR= tempo de retencdo, Wb= largura da base, L= comprimento da coluna, A e B

= largura da base do pico até o eixo de simetria.

Compostos Tempo de Numero de Alturade prato  Assimetria do
Organicos retencéo pratos tedricos tedrico pico
(min) N= 16(tr / Wh)? H=L/N As=B/A
Benzeno 2,19 132,85 0,11 2,30
Tolueno 2,19 129,42 0,11 3,00
Nitrofenol 2,21 73,66 0,20 2,10
Naftaleno 2,33 126,09 0,12 2,65

Fonte: Autora, 2019.
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5.3.2.2.Testes utilizando coluna recheada com a fase estacionaria definido como

Exp C

A coluna de HPLC de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro foi empacotada
com as particulas de 10-45 um do Exp C e foram analisados analitos menos polares, (naftaleno,
benzeno, tolueno e nitrofenol), com intuito de avaliar se haveria a separacdo dos mesmos, ou seja,
interacdo com a fase estacionaria. Apds as analises individuais dos padrdes analiticos (Figura 15)
foi constatado que 0s compostos possuem tempos de retengdo muito proximos, ou seja, coeluem.
Os tempos de retencdo indicam que ndo houve interacdo suficiente entre os analitos e a fase

estacionaria, sendo necessarios mais testes cromatogréficos.

Figura 15- Cromatograma obtido para a fase estacionaria, Exp C, com 0s compostos menos

polares.
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Fonte: Autora, 2019.

A eficiéncia da fase estacionaria foi avaliada através do calculo dos parametros mostrados

na Tabela 12, obtidos através da analise cromatografica otimizada.
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Tabela 12: Tempos de retencdo dos compostos menos polares e verificacdo da eficiéncia da
fase estacionaria através dos parametros: niumero de pratos tedricos (N), assimetria de pico (As) e
altura do prato tedrico (H). tr== tempo de retencdo, Wb= largura da base, L= comprimento da

coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Benzeno 3,58 130,58 0,11 0,10
Tolueno 3,88 50,85 0,29 1,21
Nitrofenol 3,89 51,81 0,29 1,24
Naftaleno 41 59,81 0,25 1,14

Fonte: Autora, 2019.

Analisando os valores do ndmero de pratos tedricos, assimetria de pico e altura do
prato tedrico, pode-se dizer que a coluna ndo foi eficiente, pois apresentou um baixo nimero de
pratos tedricos e a altura de prato teorico, cujo valor excelente é abaixo de 0,06, bom entre 0,06 e
0,10 e aceitavel entre 0,10 e 0,15 foi excedida por trés dos quatro compostos. Com relacdo a
assimetria de pico, os valores dentro do aceitavel sdo na faixa de 0,8 a 1,2, trés dos quatro estdo
préximos ou dentro da faixa aceitavel.

Comparando os resultados apresentados nas Tabelas 11 e 12, com o intuito de analisar a
eficiéncia cromatogréafica das colunas empacotadas com o Exp 1 e Exp C, pode-se perceber que a
FE Exp 1 possuiu melhor desempenho, pois apresentou maiores nimeros de pratos tedricos além
de valores de altura de pratos tedricos dentro do aceitavel.

O teste cromatogréfico feito com analitos polares, provenientes da oxidacdo do alcool
benzilico os quais estdo mostrados na Figura 16. Através da analise dos cromatogramas obtidos
foi observado que os compostos mais polares (&cido benzoico e alcool benzilico) apresentaram
um maior tempo de retengdo, em relacdo aos menos polares (benzil benzoato e benzaldeido), isso
se deve pelo fato da FE ser mais polar, interagindo mais com 0s compostos mais polares
ocasionando maior retencdo dos mesmos. Entretanto, o tempo de retencdo dos mais polares foram

muito proximos entre si, assim como 0s menos polares.
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Figura 16- Cromatograma obtido para fase estacionaria, Exp C, com o acido benzoico,

alcool benzilico, benzaldeido e benzil benzoato.
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Fonte: Autora, 2019.

Através da analise dos valores do nimero de pratos tedricos, assimetria de pico e altura do
prato tedrico (Tabela 13), pode-se dizer que a coluna ndo foi eficiente, pois apresentou um baixo
namero de pratos tedricos e em relacdo a altura de prato tedrico, apenas o benzaldeido esta dentro
da faixa aceitavel. Avaliando a assimetria de pico, apenas o benzaldeido estd na faixa de 0,8 a

1,2, ou seja, dentro do aceitavel.

Tabela 13: Tempos de retencdo dos padrdes analiticos provenientes da oxidacéo do &lcool
benzilico e verificagéo da eficiéncia da fase estacionaria através dos parametros: nimero de pratos
tedricos (N), assimetria de pico (As) e altura do prato tedrico (H). tr= tempo de retencdo, Wb=

largura da base, L= comprimento da coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Benzil Benzoato 3,37 92,64 0,16 0,75

Benzaldeido 3,5 99,95 0,15 0,81
Acido benzéico 4,85 85,95 0,17 0,58
Alcool benzilico 4,98 91,60 0,16 0,76

Fonte: Autora, 2019.
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Comparando a eficiéncia do Exp 1 e do Exp C, podemos observar nas Tabelas 10 e 13,
que o numero dos pratos tedricos dos analitos analisados na coluna empacotada com o Exp C
foram maiores, e os valores de altura de prato tedricos foram mais proximos do aceitavel além
disso apresentaram picos mais simétricos. Portanto, o Exp C apresentou maior eficiéncia

cromatogréfica, na anélise dos compostos mais polares, que o Exp 1.

Como foi observado que a FE apresentou maior interagdo com 0s compostos mais polares,
como o acido benzoico, portanto foram escolhidos compostos derivados deste acido para os
proximos testes cromatogréficos. Dessa forma os ultimos testes cromatogréficos foram feitos
com 4&cido mercaptobenzdico (AMB), é&cido cianobenzbico (ACNB) e é&cido
dimetilaminobenzdico (ADAB). Na primeira analise desses &cidos foi utilizado um método
isocratico com proporcao de 95:5 de acetonitrila:dgua, o cromatograma obtido estd mostrado na

Figura 17.

A partir da analise dos cromatogramas obtidos (Figura 17) e dos resultados apresentados
na Tabela 14, foi possivel observar que os tempos de retencdo para 0s compostos testados foram
diferentes, entretanto pode-se perceber que 0s picos se apresentaram muito largos, principalmente
0 pico referente ao ADAB. A resolucdo entre os picos apresentada mostrou-se adequado para

analise qualitativa (Rs>1), porém ainda abaixo de 1,5, 0 que é necessario para fins qualitativos.

Figura 17- Cromatograma obtido para uma mistura contendo o acido mercaptobenzéico
(AMB), éacido cianobenzéico (ACNB) e &cido dimetilaminobenzéico (ADAB) utilizando método

isocratico com proporcdo de 95:5 de acetonitrila:agua.
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Fonte: Autora, 2019.
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Avaliando a eficiéncia da coluna através dos parametros apresentados na Tabela 14, pode-
se observar que o numero de pratos teéricos do AMB e do ACNB foram bem significativos
porém ainda inferior quando comparado as colunas comerciais, com Rs>1,50. A altura de prato
tedrico do AMB e ACNB ficaram na faixa de 0,06 e 0,10 ,que indica valores bons, enquanto o
ADAB se apresentou fora da faixa aceitavel. A respeito da assimetria de pico, apenas 0 ACNB
possui valor dentro da faixa aceitavel, de 0,8 a 1,2, enquanto os outros dois analitos excederam

essa faixa.

Tabela 14: Tempos de retencdo dos padrdes analiticos e verificacdo da eficiéncia da fase
estacionaria através dos parametros: numero de pratos teéricos (N), assimetria de pico (As) e altura
do prato teorico (H). tr= tempo de retengdo, Wb= largura da base, L= comprimento da coluna, A e

B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Compostos Tempode Numerode  Alturade Assimetriado Resolugéo
Organicos Retencao pratos prato pico

(min) tedricos tedrico As=B/A
N= 16(tr / H=L/N

AMB 1,35 480 0,03 1,23 ===
ACNB 1,93 243 0,06 1,08 1,36
ADAB 3,78 29 0,52 1,62 1,11

Fonte: Autora, 2019.

Com intuito de aumentar as interagdes adsortivas da FE com os analitos, a proporcéo de
agua, responsavel pela forga do solvente, foi diminuida de 5% para 3%, visando aumentar o
tempo de retengdo e melhorar a resolucéo entre os picos. Sendo assim, nesta analise da mistura
desses &cidos foi utilizado um método isocratico com proporcao de 97:3 de acetonitrila:agua, e 0
cromatograma obtido esta mostrado na Figura 18.
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Figura 18- Cromatograma obtido para uma mistura contendo o &cido mercaptobenzéico
(AMB), éacido cianobenzdico (ACNB) e &cido dimetilaminobenzdico (ADAB) utilizando método

isocratico com proporcdo de 97:3 de acetonitrila:agua.
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Fonte: Autora, 2019.

Observando os parametros na Tabela 15, foi possivel avaliar a eficiéncia da coluna. O
ADAB apresentou numero de pratos tedricos extremamente baixo, em virtude da largura
acentuada do pico. Em relacdo a altura de prato téorico, o AMB apresentou valor considerado
excelente e o valor do ACNB esta dentro da faixa aceitavel, enquanto o ADAB apresentou valor

fora da faixa.

Tabela 15: Tempos de retencdo dos padrdes analiticos e verificacdo da eficiéncia da fase
estacionaria através dos parametros: numero de pratos teoricos (N), assimetria de pico (As) e altura
do prato tedrico (H). tr= tempo de reten¢do, Wb= largura da base, L= comprimento da coluna, A e

B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Compostos  Tempo de NUmero de Alturade Assimetriado Resolugéo
Organicos Retencéo pratos prato pico

(min) tedricos tedrico As=B/A
N= 16(tr / H=L/N

ACNB 1,45 167 0,09 0,45 s
AMB 1,96 374 0,04 0,40 1,14
ADAB 4,13 13 1,15 4,66 0,70

Fonte: Autora, 2019.
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Relacionando os cromatogramas mostrados nas Figuras 17 e 18, pode-se observar que 0s
picos referentes aos analitos na andlise feita com proporcdo de 97:3 de acetonitrila:dgua se
apresentaram mais definidos, porém a resolucdo obtida (Tabela 15) foi menor que a da analise

feita com menor proporc¢édo de dgua (Tabela 14).

Nas duas andlises anteriores o pico referente ao ADAB se mostrou muito largo, com
intuito de reduzir a largura deste pico e melhorar a resolucdo a mistura desses trés padrbes
analiticos foi analisada empregando um gradiente de eluicdo, mostrado anteriormente na Tabela

4. O cromatograma oriundo desta analise estd mostrado na Figura 19.

Figura 19- Cromatograma obtido para uma mistura contendo o &cido mercaptobenzdico
(AMB), é&cido cianobenzéico (ACNB) e acido dimetilaminobenzoico (ADAB) utilizando um
gradiente de eluigéo.
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Fonte: Autora, 2019.

Analisando a eficiéncia da coluna através da Tabela 16 observamos que o nimero de
pratos tedricos ainda é baixo comparado aos das colunas comerciais, entretanto em relacdo as
outras duas analises 0 ADAB apresentou um maior nimero de pratos tedricos. Considerando a
altura do prato tedrico, 0 AMB e o ACNB apresentaram valores considerados excelentes,
engquanto o ADAB excedeu o valor permitido, isso se deve ao baixo nimero de pratos tedricos.

Apenas, 0 AMB apresentou assimetria de pico satisfatoria.
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Tabela 16: Tempos de retencdo dos padrdes analiticos e verificagdo da eficiéncia da fase
estacionaria através dos parametros: numero de pratos teoricos (N), assimetria de pico (As) e altura
do prato teorico (H). tR= tempo de reten¢do, Wb= largura da base, L= comprimento da coluna, A e
B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Compostos Tempode NOmerode Alturade Assimetriado Resolucédo
Organicos Retencao pratos prato pico

(min) tedricos tedrico As=B/A
N=16(tr/ H=L/N

AMB 1,94 303 0,05 1,18 ===
ACNB 2,61 358 0,04 1,36 131
ADAB 4,24 36 04 1,30 0,91

Fonte: Autora, 2019.

Fazendo uma analise do resultado dos trés testes feitos com a mistura de acidos,
observamos que no primeiro teste foi obtido melhor resolucdo que os demais, entretanto o
segundo teste apresentou picos mais definidos e valores excelentes de altura de prato teérico, e no
altimo teste o pico referente ao ADAB se mostrou com menor largura e um valor de assimetria de
pico proximo ao aceitavel.

5.4.  Caracterizacao do material antes e ap6s 0 uso em cromatografia
5.4.1. Caracterizagdo do Experimento 1
5.4.1.1.Analise Termogravimétrica (TGA)

Na andlise termogravimétrica, feita com o Exp 1, com tamanho de particula de
45-100 um antes e apés as analises cromatogréaficas, foram obtidos os termogramas apresentados
na Figura 20. Foi observado que o material apds ser utilizado como FE apresentou uma perda de
massa de 28%, uma diferenca pequena em relagdo ao material antes das analises que teve uma
perda de 26%, ou seja, ndo houve retencdo consideravel de analitos na fase estacionaria.
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Figura 20: Termograma do Exp 1: a) antes dos testes cromatogréaficos;

b) ap0s os testes cromatograficos.
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Fonte: Autora, 2019.
5.4.1.2.Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 21, pode-se perceber que os sinais referentes aos grupos hidroxila séo notados
tanto no material antes dos testes cromatograficos (Exp 1) como no material apds os testes (Exp
1.2), ou seja, 0s sinais permanecem presentes na amostra, além disso ndo foi visto a presenca de

outros sinais referentes aos analitos analisados na coluna.

Figura 21: Espectros do material a) antes dos testes cromatograficos (Exp 1); b) ap6s os
testes cromatogréficos (Exp 1.2).
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Fonte: Autora, 2019.
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5.4.1.3.Difracéo de raios X (DRX)

Nas analises de DRX (Figura 22), foi observado que o material apresentou os sinais
caracteristicos dos silicatos com os Oxidos metélicos incorporados, sendo possivel observar
outros sinais na amostra apos as anélises cromatograficas, o que pode ser explicado pela mudanca

de fase cristalina do material.

Figura 22: Difratogramas do material a) antes dos testes cromatograficos (Exp 1); b) ap6s 0s

testes cromatograéficos (Exp 1.2).
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Fonte: Autora, 2019.

5.4.2. Caracterizagdo do Experimento C
5.4.2.1.Analise termogravimétrica (TGA)

O material obtido com o tamanho de particula em uma faixa entre 10-45 pum foi

caracterizado, antes e apds os testes cromatograficos.

Na Figura 23 estdo representados os termogramas obtidos. Na Figura 24-a é possivel
observar que a perda de massa total foi de 24%, sendo a primeira perda de massa em
aproximadamente em 73 °C relacionada a eliminacdo de agua (6,09%) e 18,05% relacionada a
degradacdo da matéria organica. Na analise termogravimétrica (Figura 24-b), foi observada uma

perda de massa de 28%, uma diferenca que pode ser considerada significativa em relacdo ao
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material antes das analises que teve uma perda de 24%, ou seja, se considera a possibilidade de

retencao de analitos na fase estacionéria.

Figura 23: Termograma do Exp C: a) antes dos testes cromatogréaficos;

b) apds os testes cromatograficos.
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5.4.2.2.Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Através da andlise de FTIR foram obtidos os espectros do material antes e apds 0 uso em
cromatografia (Figura 24). No espectro da Figura 24-a estdo presentes todas as bandas
caracteristicas deste material, foi observada a banda préxima a 3500 cm?, caracteristica do grupo

OH que ¢ essencial para a interacdo dos analitos com a FE, além da banda préxima de 1000 cm™

que corresponde a Si-O-Si.

A partir das analises de FTIR (Figura 24-b), foi observado que os sinais referentes aos
grupos hidroxila sdo notados tanto no material antes dos testes cromatograficos como no material
apos os testes, 0 que indica que os sinais permanecem presentes na amostra, também nao foi visto

a presenca de outros sinais referentes aos analitos analisados na coluna, ou seja, ndo houve

alteracdo na composicao da FE.
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Figura 24: Espectro de infravermelho do Exp C: a) antes dos testes cromatograficos; b) apos
0s testes cromatograéficos.
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5.4.2.3.Difracdo de raios X (DRX).

Através do DRX (Figura 25-a), foi possivel realizar a anélise da composicéo estrutural do
material formado, onde foram observados picos em regiGes proximas a 24,1° referentes a SiO2 na

fase de a-quartzo, outros picos em 34,27° e 43,12° referente a BaSiOs e LizSiOs,
respectivamente.

Por meio das analises de DRX apds os testes cromatograficos (Figura 25-b), foi observado
gue o material apresentou 0s sinais caracteristicos dos grupos presentes na FE silicatos com os
Oxidos metalicos incorporados, porém houve diminui¢do do sinal referente a silica indicando a
possibilidade de lixiviacdo do material, além do aparecimento de novos sinais. A mudanca na

composicao do material pode ter ocorrido devido a pressdo na qual a FE foi submetida.
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Figura 25: Difratograma do Exp C: a) antes dos testes cromatogréaficos; b) ap6s os testes

cromatograéficos.

Intensidade

a)

(=2

[ETs

= 0

20

Fonte: Autora, 2019.

30

Intensidade

b)

20

100

50

15

20

75

20

35

71



6. CONCLUSOES

Na otimizacdo da etapa de calcinacdo foram estabelecidas as propriedades, 350 °C,
3°C/min e 3 horas as quais foram aplicadas as duas proporc¢des de 6xidos testadas.

Os materiais sintetizados, e posteriormente utilizados em testes cromatograficos,
denominados Exp 1 e Exp C, foram caracterizados através da técnica de BET e foram
determinadas as areas superficiais de 220 e 249 m?/g, respectivamente. Esses dois materiais
possuem composicoes e proporcdes diferentes da mistura de 6xidos.

Também foram testadas diferentes proporcGes das misturas de 6xidos utilizadas no Exp 1,
sendo sintetizados outros dois materiais, Exp A e Exp B, porém esses materiais apresentaram
areas superficiais menores, logo os mesmos ndo foram aplicados nos testes cromatograficos.

O Exp C, de maior area superficial, foi escolhido para ser utilizado como FE tanto em

CLC como em HPLC, enquanto o Exp 1 foi testado apenas como FE em HPLC.

Nas analises de CLC com a fase estacionaria denominada Exp C (45-100 um), nédo foi
observada a separacdo dos compostos (MAG, DAG e TAG), entretanto, ao utilizar a metodologia
descrita na literatura com silica comercial também ndo houve separacdo, ou seja, 0 método
precisa ser otimizado e portanto o estudo de CLC néo foi conclusivo em relacéo a eficiéncia do

material.

Em HPLC, ap0s os testes e otimizacdo do método cromatografico, o Exp C foi a FE que
se mostrou eficiente para separar 0os compostos acidos: ADAB, ACNB e AMB. Em todos
métodos utilizados, os compostos apresentaram tempos de retencdo diferentes, porém quando
utilizado o método isocratico com FM composta por 95:05 ACN:H20 foi observado que a

resolucéo entre os picos foi maior, indicando uma melhor eficiéncia da FE.

Por fim, os materiais utilizados como FE nos testes cromatograficos, Exp 1 e 0 Exp C,
foram novamente caracterizados por meio das técnicas instrumentais e foi observado que houve
algumas alteracfes em relacdo a sua composi¢do, portanto os materiais ndo se mostraram

totalmente estaveis.
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1. PERSPECTIVAS

Diminuir ainda mais o tamanho das particulas do material, utilizando peneiras com
menores tamanho de mesh, ou malhas, com intuito de aumentar a area superficial e
consequentemente a sua eficiéncia cromatografica.

Obter particulas com &rea superficial maior, a partir de mudancas na mistura das
proporcOes dos 6xidos utilizados.

Otimizar o método de CLC com silica e ap6s aplicar aos materiais desenvolvidos.

Realizar testes cromatogréaficos em HPLC, utilizando outros padrdes analiticos.
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