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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e validacdo de metodologias
analiticas baseadas em cromatografia para a identificacdo e quantificacdo de produtos
obtidos na oxidacéo de alcoois. Para o estudo, catalisadores de ouro, suportados em
silica (AuNP/SiO2) e na forma core-shell (AUNP@SIiO.), foram sintetizados e
caracterizados para confirmacao estrutural, morfolégica e composi¢cdo quimica. Em
uma das etapas da caracterizagédo dos catalisadores, para determinacéo do teor de
ouro, foi proposta uma nova metodologia por espectrometria de absor¢éo atdbmica em
chama, baseada no preparo de amostras em meio acido (diferentes estratégias, E1,
E2, E3) com utilizagdo de forno micro-ondas, capaz de diferenciar a maneira como a
AuNP esta na silica. Com a aplicacdo da E2 (HNO3:HCI+MW) e E3
(HNO3s:HCI:HF+MW) foi possivel confirmar a localizagdo das AuNP (suportadas ou na
forma core-shell) resultados comprovados através da microscopia eletrénica de
transmissao. Para a aplicacdo destes catalisadores nas reacdes de oxidacao do alcool
benzilico (modelo), foi desenvolvido e validado um método cromatografico em coluna
polar (método I). O sistema reacional foi avaliado através da aplicacdo de um
planejamento experimental, em que foram avaliadas condicbes como: massa de
catalisador, temperatura reacional e tempo de reacéo. A presenca da base, carbonato
de potéassio (K2COs3), no sistema reacional foi avaliada de forma univariada aplicando
diferentes catalisadores. Buscou-se também otimizar as condi¢cbes reacionais, de
forma a reduzir as quantidades de reagentes utilizados na rea¢ao, como diluicdo do
sistema em agua, necessitando de novos testes reacionais. Foram realizados testes
com catalisador comercial & base de ouro e paladio (AuPd) como exemplo de outro
sistema catalitico. Com as condi¢cdes reacionais otimizadas, foi desenvolvido e
validado outro método cromatografico (método 1) em coluna apolar, visto que no
método | ndo € possivel analisar amostras aquosas em funcao da instabilidade da
fase estaciondria polar, a base de polietilenoglicol, a qual sofre hidrélise. Os ensaios
de validacdo comprovaram que ambas as metodologias analiticas propostas s&o
precisas nos intervalos de concentracdo avaliados: método | (0,001 a 0,2 g mL?) e
método Il (0,0001 a 0,01 g mL1), atendendo os requisitos orientativos para validacéo.
Ambos os métodos apresentaram tempo de analise < 6 minutos, coeficientes de
correlacdo variando de 0,9957 a 0,9999 e de recuperacdo no intervalo de 80,1 a
101,4%. Os métodos desenvolvidos foram robustos a variagBes instrumentais e a
avaliacdo de reacOes de oxidacdo do alcool benzilico promovidas por diferentes
catalisadores. Na terceira etapa do trabalho foi validada, uma metodologia baseada
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinacdo dos produtos
de oxidacdo do glicerol. A metodologia mostrou-se seletiva na identificagcdo de 07
compostos. Os catalisadores AUNP/SiO2 e AUNP@SIO2 foram aplicados em reacdes
de oxidacédo do glicerol comprovando que a metodologia proposta foi eficiente na
separacao e identificacdo dos produtos independente da converséao e seletividade dos
mesmos.

Palavras-chave: Glicerol, alcool benzilico, nanoparticulas de ouro suportadas em
silica, nanoparticulas de ouro na forma core-shell em silica, cromatografia gasosa,
cromatografia liqguida de alta eficiéncia, espectrometria de absor¢cdo atbmica em
chama.



ABSTRACT

The present work describes the development and validation of analytical
methodologies based on chromatography for the identification and quantification of
products obtained in the oxidation of alcohols. For this study, gold catalysts, supported
on silica (AuNP/SiOz2) and in the core-shell form (AuNP@SiO2), were synthesized and
characterized for structural, morphological and chemical composition confirmation. In
one of the catalyst characterization steps, to determine the gold content, a new flame
atomic absorption spectrometry methodology was proposed, based on the preparation
of samples in acid medium (different strategies, E1, E2, E3) using microwave oven and
capable of differentiating the way AuNP is in silica. With the application of E2
(HNO3:HCI + MW) and E3 (HNO3:HCI:HF + MW) it was possible to confirm the location
of AuNP (supported or in the core-shell form), with results proven through transmission
electron microscopy. For the application of these catalysts in the oxidation reactions
of benzyl alcohol (model), a chromatographic method using a polar column (method I)
was developed and validated. The reaction system was evaluated through the
application of an experimental design, in which conditions such as catalyst mass,
reaction temperature and reaction time were evaluated. The presence of a base,
potassium carbonate (K2CO3), in the reaction system was evaluated univariately by
applying different catalysts. In order to reduce the quantities of reagents used in the
reaction, it was sought to optimize its conditions, such as dilution of the system in
water, requiring new reaction tests. These tests were carried out with a commercial
gold and palladium (AuPd) catalyst as an example of another catalytic system. After
optimization of reaction conditions, another chromatographic method (method Il) was
developed and validated using a nonpolar column, since method | does not allow the
analysis of agueous samples due to the instability of the polar stationary phase, based
on polyethylene glycol, which undergoes hydrolysis. The validation tests proved that
both proposed methodologies are accurate in the concentration ranges evaluated:
method | (0.001 to 0.2 g mL!) and method Il (0.0001 to 0.01 g mL't), meeting the
guidance requirements for validation. Both methods presented analysis time
< 6 minutes, correlation coefficients ranging from 0.9957 to 0.9999 and recovery in the
range of 80.1 to 101.4%. The developed methods were robust to instrumental
variations and to the evaluation of benzyl alcohol oxidation reactions promoted by
different catalysts. In the third stage of the work, a methodology based on high
performance liquid chromatography (HPLC) for the determination of glycerol oxidation
products was validated. The methodology proved to be selective in the identification of
07 compounds. The AuNP/SiO2 and AUNP@SIO:2 catalysts were applied in glycerol
oxidation reactions, proving that the proposed methodology was efficient in the
separation and identification of the products regardless of their conversion and
selectivity.

Keyword: Glycerol, benzyl alcohol, gold nanoparticles supported on silica, gold
nanoparticles in silica core-shell form, gas chromatography, high performance liquid
chromatography, flame atomic absorption spectrometry.
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento de novos processos industriais, novas metodologias
sdo necessarias e frequentemente otimizadas para acompanhamento dos produtos
formados. O presente trabalho descreve o desenvolvimento de metodologias
analiticas para identificacdo e quantificacdo de produtos de oxidacdo de alcoois
através de técnicas cromatograficas.

O alcool benzilico € um alcool muito utilizado como modelo em reacbes de
oxidacao, pois apresenta boa reatividade e seletividade formando poucos produtos,
benzaldeido, benzilbenzoato e acido benzoico. A técnica de cromatografia gasosa é
a mais utilizada para identificar os produtos formados na oxidag&o do alcool benzilico,
porém, os trabalhos relatados na literatura apresentam foco a condi¢Bes reacionais,
testes de novos catalisadores, ndo abordando otimizacdo e validacdo de
metodologias.

Os métodos desenvolvidos em cromatografia gasosa, a depender da coluna
cromatografica utilizada, podem ser aplicados a amostras de reacdes realizadas em
meio aquoso. Como proposta deste trabalho, duas metodologias foram desenvolvidas
e validadas, sendo uma delas aplicada de forma a atender os requisitos da quimica
verde.

Outro alcool, de maior complexidade e de grande interesse em pesquisas
cientificas, € o glicerol produzido em grandes quantidades a partir do aumento da
producao de biodiesel. A oxidacdo do glicerol € um exemplo de reacdo que permite
sua transformacdo em uma série de produtos com as mais diversificadas aplicacdes,
além de ser um produto oriundo do processamento de fontes de energias renovaveis.

Os produtos de oxidacao do glicerol por sua vez séo identificados através do
uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Alguns trabalhos relatados na literatura
apresentam possibilidades de identificacdo destes produtos utilizando detectores em
série, ou até mesmo detectores considerados seletivos, como é o caso do
espectrometro de massas. O alto custo para manter estes equipamentos faz com que,
novas alternativas sejam propostas para a identificacdo destes produtos como é o
caso do uso de detectores universais como o detector de indice de refracéo.

Os produtos formados nas rea¢des de oxidagao do alcool benzilico e do glicerol
sdo produtos que apresentam uma gama de aplicacdes, em diferentes areas como

industria de cosméticos, alimenticia, quimica fina, tintas, além da industria
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farmacéutica a qual é responsavel pelo maior consumo de produtos derivados do
glicerol para sintese de novos farmacos, produzindo intermediarios de alto valor
comercial.

As reacOes de oxidacao séo realizadas através do uso de catalisadores, como
€ 0 caso dos catalisadores de ouro, mais especificamente nanoparticulas de ouro
suportadas em silica (AuNP/SiO2) e ou, na forma core-shell (AUNP@SiO2). Uma das
formas de caracterizar estes materiais € através do uso da técnica de microscopia
eletronica de transmissdo (MET), a qual podemos inferir sobre a localizacédo da
nanoparticula de ouro (AuNP) na silica. Neste trabalho, foi proposto um método
alternativo baseado no preparo de amostra com a mistura de diferentes acidos e
utilizacdo de forno micro-ondas, diferenciando a condicéo de suportado ou na forma
core-shell, de maneira mais rapida e econbmica, além de apresentar vantagem
relacionada a quantificacdo do ouro nos catalisadores.

O desenvolvimento e a validacdo de metodologias apresentam um papel
importante, uma vez que, a utilizacdo de métodos validados fornece resultados
confidveis. Portanto neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de 4 métodos,
1 método utilizando espectrometria de absor¢cado atdmica em chama para analise e
guantificacdo das nanoparticulas de ouro, 2 métodos baseados em cromatografia
gasosa, método | e método Il (método Il aplicado a analise de amostras de reacdes
aquosas) para determinacéo dos produtos de oxidag&o do alcool benzilico e 1 método
baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacao dos produtos

obtidos na reacao de oxidacao do glicerol.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de métodos cromatograficos para a identificacdo e

guantificacdo de produtos da oxidagao de alcoois.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar catalisadores de silica com nanoparticulas de ouro;

e Desenvolver metodologia para quantificacdo de ouro presente nos
catalisadores por espectrometria de absor¢édo atémica,

e Desenvolver método de identificacdo e quantificacdo dos produtos da reacéo
de oxidacdo do &lcool benzilico por cromatografia gasosa (GC) utilizando
coluna polar (método I) e coluna apolar (método I1);

e Validar o método | e Il através da avaliagdo de parametros como precisao,
seletividade, linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccdo, quantificacao,
robustez, de acordo com as normas orientativas;

e Aplicar os catalisadores em rea¢fes de oxidacdo do &lcool benzilico (modelo);

e Aplicar ensaios de validagéao para a metodologia desenvolvida por HPLC como
precisao, seletividade e robustez, de acordo com as normas orientativas;

e Aplicar os catalisadores em reagfes de oxidacao do glicerol;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O desenvolvimento de metodologias

O desenvolvimento de métodos e sua validacdo apresentam um grande papel
na quimica analitica, uma vez que, muitos dos resultados apresentados sé&o
influenciados por uma série de fatores (amostra, analista, instrumento, reagentes,
vidrarias entre outros), que por sua vez quando aplicados de forma inadequada
fornecem dados ou resultados errbneos. Neste contexto, para garantir confiabilidade
aos resultados fornecidos, laboratérios e instituicbes fornecedoras de servicos
estabelecem uma série de protocolos que sdo aplicados com intuito de garantir
resultados confidveis e adequados a qualidade requerida (ALBANO e RAYA-
RODRIGUES, 2009).

Muitos protocolos sdo desenvolvidos para que 0s processos sejam aplicados
com maior rigor, e sdo direcionados por agéncias nacionais, como o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) e ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) ou internacionais como ISO (International
Organization for Standartization, do inglés, Organizacdo Internacional de
Normalizacdo) (ARAGAO et al., 2009, ALMEIDA et al., 2011, e EL-GAWAD, 2016).

Uma das etapas necessérias para comprovar a qualidade do material ou
servico fornecido pelos laboratorios € a etapa de desenvolvimento e validacdo da
metodologia que compreende todas e quaisquer etapas envolvidas desde
amostragem até o resultado (OLIVEIRA e MENDES, 2010).

A cromatografia € uma técnica amplamente aplicada em diferentes areas,
como: alimentos (RAIMBAULT et al., 2019), medicamentos (ANSAR e MUDALIGE,
2020), andlises de agua (SCHWANZ, T. G. et al., 2019), derivados de petroleo (ZUSHI
etal., 2019), determinacao de drogas sintéticas (BOMBANA et al., 2020), na aplicacéo
da quimica verde (GAMA et al., 2019), entre outros.

Em cromatografia a importancia da validagdo dos métodos infere diretamente
no resultado obtido, uma vez que € uma técnica de separacdo que depende de
diversos parametros instrumentais para que a separacdo dos analiticos ocorra
adequadamente. O desenvolvimento dos métodos cromatograficos compreende a
escolha da fase estacionéria adequada, além de par@metros como temperatura da
coluna, fluxo de fase movel, polaridade e pH da fase movel, entre outros, variando de
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acordo com a classe de compostos a ser identificada em uma amostra (LANCAS,
2017).

Uma das estratégias utilizadas no desenvolvimento dos métodos € a aplicacao
do planejamento fatorial, que € uma ferramenta que tem como obijetivo verificar, dentre
um numero de variaveis, as que apresentam maior atividade sobre um efeito ou
resposta. Esta ferramenta permite observar as interacdes entre as variaveis, prever
resposta do sistema frente a uma condicdo ndo testada, conhecer o niumero de
experimentos necessarios para alcancar o objetivo e o mais importante, reduzir
custos, residuos e tempo (FILHO, 2015).

Experimentos séo realizados para determinar variaveis experimentais e suas
interacbes em um sistema. As variaveis que nao sdo selecionadas para o estudo
devem permanecer constantes em todo o experimento. Dependendo do nimero de
variaveis, escolhe-se o0 planejamento que mais se adequa a resposta desejada,
levando em consideracéao os efeitos principais e efeitos de segunda ordem que podem
ser obtidos através de planejamento fatorial completo ou fracionario (TEOFILO e
FERREIRA, 2006).

Os planejamentos fatoriais completos podem ser denotados com a notacao
exponencial 2%, onde k sdo fatores a serem investigados em dois niveis: um nivel
maior correspondente ao sinal positivo (+) e outro nivel menor ao sinal negativo (-)
(CUNICO et al., 2008). Este tipo de planejamento € aplicado para sistemas que
apresentam um numero reduzido de varidveis, no maximo 4.

O planejamento fatorial apresenta uma ampla aplicacdo em diversas areas do
conhecimento, como relatado por SILVA et al., 2010, onde os autores utilizaram
planejamento fatorial para a determinacdo de fésforo em detergente em po, por
andlise em fluxo. Os autores escolheram 3 fatores para essa determinagéo: volume
do acido sulfurico (S), a concentracdo da solucdo de molibdato de ambnio (M) e
concentracdo da solucdo de acido ascoérbico (A). Com isso, foram necessérios a
realizacdo de 8 experimentos em que 2¢=23, onde k é o nimero de variaveis (fatores)
no estudo. O ponto central foi avaliado em 7 repeti¢des, totalizando 15 experimentos.
Estes dados geraram uma matriz de coeficientes apresentadas na Tabela 1, que foram
avaliados através de softwares matematicos. Os niveis superior e inferior dos fatores
estudados foram, respectivamente, volume do &cido sulfarico (S) 0,6(+) e 0,2(-) mL,
concentracdo da solucdo de molibdato de amonio (M) 32(+) e 16(-) mmol L e da
solucéo de &cido ascérbico (A) 340(+) e 60(-) mmol L.
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Tabela 1- Matriz codificada obtida para um planejamento fatorial completo 22,

Experimento A mmol L* M mmol L? S mL Resposta (%)
1 60 16 0,2 89,8
2 340 16 0,2 91,4
3 60 32 0,2 94,9
4 340 32 0,2 87,1
5 60 16 0,6 88,5
6 340 16 0,6 79,1
7 60 32 0,6 85,3
8 340 32 0,6 85,8
PC*7 200 24 0,4 84,12

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2010.

Com o tratamento dos dados, através do diagrama de pareto, os autores
observaram que os parametros que mais influenciaram o preparo de amostras para a
determinacdo de fésforo foi o volume de &cido sulfurico utilizado, concentracdo da
solucdo de acido ascorbico e a interacdo entre os 3 fatores, o que indicou o
desenvolvimento do método de forma multivariada. As 3 melhores condi¢des foram
as das reac0Oes 1, 2 e 3 e a escolhida foi a condi¢cdo da reacéo 1 por apresentar menor
volume de solventes utilizados no preparo de amostra.

Para um numero maior de fatores, utiliza-se o planejamento fatorial fracionario,
onde é possivel realizar uma triagem das variaveis através de um numero de
experimentos reduzidos.

Neste caso o nimero de experimentos é dado por 2k? +C, onde k é o nimero
de variaveis, C € o niumero de replicatas no ponto central e p € um nimero inteiro que
indica o quéo fracionado sera o planejamento experimental. Quando o valor de p é
zero, o planejamento é completo. As variaveis que se mostram estatisticamente
significantes podem ser novamente submetidas a um novo planejamento fatorial, ou
otimizadas através de alguma metodologia de superficie de resposta (FILHO,2015).

A metodologia de superficie de resposta baseia-se na constru¢cdo de modelos
matematicos empiricos que empregam funcdes polinomiais lineares ou quadraticas
para descrever o sistema em estudo e dar condicbes de modelar ou deslocar o
sistema para sua otimizacdo (TEOFILO e FERREIRA, 2006). Um dos planejamentos
gue pode ser utilizado € o planejamento Doehlert (Figura 1), onde os pontos da matriz
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correspondem aos vértices de um hexagono, gerado de um simplex regular e em geral
0O numero de pontos experimentais no planejamento é igual a:
2k +k+C, onde k é o nimero de fatores, e C é o nimero de experimentos no ponto
central (T.SUDHA et al., 2017).

Figura 1- Planejamento Doehlert com duas variaveis Xie X2 (com adigdo de novos
experimentos).

A

X3

X4

Fonte: Adaptado de SUDHA et al., 2017.

Apos o desenvolvimento do método, o mesmo deve ser validado de acordo com
0s métodos orientativos, onde uma série de parametros sdo avaliados. O bom
desempenho de um método analitico depende de dois parametros: a qualidade das
medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos resultados (RIBEIRO et al.,
2008).

De acordo com o INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2018), a validacdo é um
instrumento pelo qual é comprovado, através de evidéncias objetivas, que o0s
requisitos necessarios para uma aplicagdo ou uso especifico foram atendidos. Os
parametros mais utilizados na validacdo de métodos cromatograficos sdao:
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, faixa linear, robustez, limite de deteccéo
e limite de quantificacdo. Estes termos s&o conhecidos como parametros de

desempenho analitico e/ou figuras analiticas de mérito (VALDERRAMA et al., 2009).
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3.2 Parametros de desempenho analitico

3.2.1 Seletividade

Para a avaliacdo dos parametros de desempenho analitico em
cromatografia, a area ou altura do pico cromatogréafico sdo parametros quantitativos
fundamentais. O primeiro parametro de desempenho a ser avaliado € a seletividade
do método, a qual depende do quanto a metodologia é indiferente a presenca de
interferentes da matriz na determinagcdo do analito. Este parametro avalia o grau de
interferéncia de outras espécies como outro ingrediente ativo, impurezas e produtos
de degradacéo, assim como outros compostos de propriedades similares que possam
estar presentes. Em cromatografia, este parametro tem como objetivo garantir que o
pico obtido relacionado a resposta analitica seja exclusivamente do composto de
interesse, ou seja, nao ocorra coeluicdo (RIBANI et al., 2004).

A seletividade pode ser avaliada através da utilizacdo de detectores modernos
como € o caso da espectrometria de massas que compara o espectro do analito obtido
na separacdo com o de um padréao analitico confirmando a identidade e pureza do
analito. No trabalho relatado por ALEMAYEHU ASFAW et al., 2020, a seletividade da
metodologia baseada em cromatografia, para determinacéo de solventes residuais em
albumina foi determinada utilizando um detector de espectrometria de massas,
através da verificacdo da separacdo dos analitos e a pureza dos picos.

A seletividade de um método também pode ser determinada através da adicédo
de padrdo em uma matriz isenta dos compostos de interesse e comparagdo das
curvas analiticas (ALBANO e RAYA-RODRIGUEZ, 2009), ou ainda, avaliando a
interferéncia da matriz, como relatado no trabalho de SCHWANZ et al., 2019, para a
determinacdo de pesticidas em &agua por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), onde a matriz sem padrdes foi
analisada com e sem a adicdo de padréo externo com intuito de comprovar que 0s
picos obtidos na fortificacdo da matriz, sdo picos que correspondem aos padrdes

adicionados na fortificacao.
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3.2.2 Linearidade

A linearidade dos métodos analiticos quantitativos é medida pela capacidade
do método em demonstrar que os resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra dentro de um intervalo especificado (ARAGAO
et al., 2009). Neste contexto, FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2019, desenvolveram e
validaram um método cromatografico para a determinagdo de opidceos e cocaina em
0ss0s humanos, adotando a razdo entre a area dos padrées externos versus area do
padrdo interno para a construcdo da curva de calibracdo, que foi realizada em
triplicata, a qual os autores consideraram a metodologia como sendo linear devido a
obtenc¢ao do coeficiente de correlagéo superior a 0,9900. O coeficiente de correlagéo
foi obtido através da equacdo da reta (y= ax + b) da curva analitica, onde os
coeficientes a (coeficiente linear — interseccdo com o eixo y, quando x=0) e b
(inclinacéo da curva analitica = sensibilidade) foram estimados através do conjunto de
medicdes em diferentes concentragdes. A metodologia é considerada mais sensivel,
guando pequenas variacdes de concentragdo resultam em maior variagdo de
resposta, ou seja, maior inclinacdo (b).

O INMETRO (DOQ-CGCRE-008, 2018) recomenda um valor de coeficiente de
correlagcdo acima de 0,90 para certificacdo da linearidade da metodologia. Em uma
técnica instrumental, a relacao linear descrita pela equacao y=ax + b, so é valida para
um determinado intervalo de massa ou concentracdo do analito medido, que também
pode ser denominado faixa linear, onde a concentracdo do analito e a resposta do

instrumento sao diretamente proporcionais (HARRIS, 2008).

3.2.3 Limite de detecc¢éo (LOD) e limite de quantificacédo (LOQ)

O LOD pode ser definido como a menor concentracéo da espécie de interesse
gue pode ser detectada pela técnica instrumental proposta, enquanto o LOQ € a mais
baixa concentracdo que pode ser quantificada dentro dos limites de precisao e
exatiddo do método (MARINHO e LEITE, 2010). Uma das formas de determinacédo do
LOD e do LOQ, é através da relacdo sinal/ruido obtido na comparacédo dos sinais
medidos de amostras em concentracdes conhecidas do analito, sendo aceitavel uma
relacdo sinal/ruido de 3:1 na estimativa do LOD, enquanto o LOQ deve apresentar
uma relagéo sinal ruido de 10:1, como mostra o trabalho desenvolvido por BOMBANA
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et al., 2020 para determinacdo de anfetaminas no sangue por GC-MS, onde foram
analisadas concentracdes decrescentes do analito até estabelecer uma relacao
sinal/ruido distinguida com confianca. Esta forma de determinacdo sé pode ser

aplicada a técnicas que apresentem ruido na linha de base.

3.2.4 Precisao

A precisdo de um método pode ser determinada através da avaliacdo de
parametros como repetibilidade, preciséo intra ensaio e preciséo intermediaria, sendo
expressa pelo desvio padrao e coeficiente de variacdo (CV), também conhecido como
desvio padrao relativo (DPR). O valores de CV podem ser obtidos através da curva
de Horwitz que leva em consideracgao a relacao entre gramas do analito por grama de
amostra (C) (LINSINGER e JOSEPHS, 2006) de acordo com a Equacao 01. A Tabela

2 apresenta os valores de Horwitz obtidos para diferentes niveis de concentragao.

CV (%) = 2(1-0510g0) Equagéo 01

Tabela 2- Valores de Horwitz em fung¢&o da concentragéo.

Raz&o de concentracdo CV (%)

1 (100%) 2

10 2,8
102 (1%) 4

103 5,6
104 8

10° 11
10 (ppm) 16
107 23
108 32
10 (ppb) 45

Fonte: Adaptado INMETRO, 2019.

LIPSITZ et al., 2010 na validacao do método para a determinacao do inibidor
da Aurora A Cinase por HPLC-MS/MS avaliaram a precisdo através da utilizacéo de
uma amostra real de plasma humano com a fortificacdo de padrées em diferentes
concentracdes as quais foram analisadas em quintuplicatas e com os resultados foram
obtidos os valores de CV. No entanto, LIU et al., 2019, em seu trabalho para a
determinacdo de impurezas genotoxicas de alquisulfonato por GC-MS em
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medicamentos, avaliou a precisao através da medicdo de uma amostra em triplicata
em diferentes dias com a determinacdo do CV, também conhecida como precisao
intermediéria. Este pardmetro indica o efeito das variagdes dentro do laboratorio em
diferentes dias, diferentes analistas e diferentes equipamentos (BERTOLDI et al.,
2016).

Outro parametro que pode ser avaliado na precisdo € a repetitividade, que
avalia o grau de concordancia entre os resultados de medi¢gdes sucessivas de um
mesmo mensurando em diferentes preparagdes, sendo denominado algumas vezes,
precisao intra ensaio, podendo ser expressa através da estimativa do DPR (RIBANI
et al., 2004). A repetibilidade do método pode ser avaliada através da analise de uma

mesma amostra por um mesmo analista e instrumento (RIBEIRO et al., 2008).

3.2.5 Exatidao

A exatiddo do método pode ser avaliada através do ensaio de recuperacao
onde as amostras séo fortificadas com o analito em diferentes niveis de concentracao.
Este ensaio traduz a concordancia dos valores experimentais com o valor verdadeiro.
A recuperacao é definida como a proporc¢ao da quantidade de substancia de interesse,
presente ou adicionada na proporcao analitica do material teste, que pode ser extraida
ou quantificada (PERIS-VICENTE et al., 2015). De acordo com o método internacional
orientativo 8000B para separac¢des cromatograficas determinadas, quando o intervalo
de recuperacdo nado € conhecido as variacdes de recuperacdo podem variar de 70 a
130% para n=4.

O valor de recuperacao é obtido através da formula:

¢ -G

x 100
Cs

Recuperacio (%) =

Onde: Ci1 é a concentracao do analito na amostra fortificada;
C2 concentracdo do analito na amostra néao fortificada;

Cs € a concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

A recuperacdo € determinada através da fortificacdo de uma amostra

conhecida, a depender do intervalo de concentragédo utilizado na metodologia em
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desenvolvimento, como apresentado no trabalho de SILVA et al., 2018, para a
determinacao de ésteres alquilicos por GC, onde as amostras contendo 0,1 g de
biodiesel foram fortificadas em trés niveis de concentracédo diferentes (0,03; 0,05 e
0,07 g) com padrao de biodiesel de soja metilico e analisadas em triplicata, onde o
intervalo de recuperacdo obtido apresentou variacdo de 89,81 a 99,61%.GAO et al.,
2020 determinaram a recuperacao de bifenilos policlorados em amostras de cha por
GC-MS/MS através da fortificacdo em diferentes niveis de concentracédo (2, 10, 50, e
100 pg kg?) obtendo intervalos de recuperacdo de 71 a 117% com desvio padrdo

relativo de até 23%.

3.2.6 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que ele apresenta em relacao
a pequenas variacdes de seus valores otimizados. O método € considerado robusto
guando nao é afetado por pequenas alteracdes em seu sistema (OLIVEIRA e
AGUIAR, 2009, INMETRO, DOQ-CGCRE-008 (2018). No trabalho proposto por
PINTO et al., 2017, determinou-se butilacetilaminopropionato de etila em repelentes
por HPLC. A robustez do método foi avaliada modificando-se a taxa de fluxo da fase
movel, composicdo e a temperatura da coluna. Os resultados obtidos com estas
variacbes foram avaliados com o desvio padrdo obtido na precisdo do método
(variacdo de até 5%), considerando a metodologia robusta.

A robustez em cromatografia gasosa pode ser avaliada através de parametros
como: pH da amostra, temperatura do injetor, detector, fluxo do gas de arraste,
voltagem do detector, como proposto no trabalho de SOUZA et al.,, 2012, na
determinacdo de plastificantes em agua potavel por GC-MS, onde o preparo de
amostras foi realizado com o uso de cartuchos de extracdo em fase soélida (SPE). Na
avaliacdo da robustez foi observado que as condicBes que apresentaram maior
influéncia foi o pH da amostra (no preparo de amostra, aplicando SPE), seguido pela
voltagem do detector.

Com a aplicacéo do desenvolvimento e da validacdo de métodos analiticos em
cromatografia € possivel obter métodos mais precisos, uma vez que, com a aplicacao
da otimizacdo, € possivel obter uma melhor separacdo entre 0S compostos

(resolucéo), um menor tempo de analise, além de quantificar compostos numa faixa
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de concentracdo ampla permitindo identificar e quantificar compostos que estejam
presentes em baixa concentracdo na amostra.

Os métodos cromatograficos podem ser aplicados na Quimica Verde, bem
como na é&rea de catalise, onde sdo utilizados para identificagdo de compostos
oriundos de sistemas cataliticos provenientes da aplicacdo de fontes de energias
renovaveis (TANG, 2019; REY-RAAP et al. 2019), no estudo da sintese de novos
produtos (HOAI et al. 2004; FAN et al. 2007) entre outros.

3.3 Quimica Verde

O conceito de Quimica Verde surgiu por volta dos anos 1990 quando a agéncia
ambiental norte americana EPA (“Environmental Protection Agency”) lancou o
programa: “Rotas sintéticas alternativas para a Prevencado da Poluigdo”. Programa
este conhecido pelo seu intuito de financiar projetos de pesquisa que promovessem a
prevencdo da poluicdo em rotas sintéticas (LENARDAO et al., 2003). Desde ento,
essa iniciativa foi amplamente divulgada, promovendo uma série de eventos e
discussbes que visam a ampliacéo e aplicacdo da Quimica Verde em nivel mundial.

Segundo ANASTAS e EGHBALI, 2009, a Quimica Verde €& definida como
“Desenvolvimento de produtos quimicos e processos que possam ser aplicados de
forma a reduzir ou eliminar a geragao de substancias perigosas”. Para atender estes
requisitos surgiram os 12 principios da quimica verde que estdo representados na

Figura 2.
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Figura 2- Doze principios da Quimica Verde.

i’, i’, Solventes e i’,
Prevencao s j auxiliares mais Catalise
seguras
L 14 Economia de e Busca pela e Desenho para a
U atomos ‘j eficiéncia de energia w degradacéo
W o ,l/, Uso de fontes j/, Analise em tempo
s j Sintese de produtos 4 renovaveis de | real para prevengao
Menos perigosos energia da poluigdo
./’ Desenho de e Evitar a formacgéo de e {%’:Ln;faésoeg:ra para
produtos seguros derivados w gcident?es

Fonte: Adaptado de LENARDAO et al., 2003.

Destes 12 principios, 05 estdo associados a esta tese de doutorado. Sao eles:
economia de atomos, solventes e auxiliares mais seguros, busca por eficiéncia
energeética, uso de fontes renovaveis de matéria-prima e catalise.

A catélise, um dos 12 principios da quimica verde, teve seus primeiros relatos
por volta de 1793 quando DESORMES E CLEMENT promoveram a oxidagdo do
dioxido de enxofre para obtengcdo do H2SO4 em uma camera de chumbo utilizando
NOxcomo catalisador (JACSON, S.D, 1995). No Brasil os primeiros relatos da catélise
séo dos anos de 1960 e 1970 quando se iniciou a instalagdo de parques industriais
de refino de petréleo e petroquimica. A OXITENO foi uma das pioneiras na producao
de catalisadores no Brasil para a geracao de hidrogénio e oxidacao do etileno a éxido
de etileno, outra empresa que se destaca é a BRASKEM que produz seus préprios
catalisadores para as reacoes de polimerizacdo, desidratacdo do etanol a etileno e
sua converséo a polietileno (GUSMAO-BERNADO et al., 2017).

A catdlise é dividida em dois segmentos: catalise homogénea e catélise
heterogénea. E definida como homogénea quando o catalisador e os reagentes se
encontram em uma mesma fase, enquanto na heterogénea o0s reagentes e
catalisadores se encontram em fases distintas e a reacdo ocorre na interface entre
eles (COSTA, 2011). Este apresenta ampla aplicacdo em reacdes de polimerizacao,
oxidacéo, e etc. (BELLER, et al., 2012).

Entre as reacdes de oxidacdo seletivas promovidas pela catdlise estdo as

reacdes de oxidacdo de alcoois que sdo de extrema importancia, uma vez que 0S
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produtos obtidos neste tipo de reacéo (produtos carbonilados) sdo de grande interesse
para a industria farmacéutica e de plasticos (ZORZANELLI e MURI, 2014). Porém, as
metodologias utilizadas em grande parte das reacfes de oxidacao de alcoois, tanto
na academia como na industria, sdo metodologias que utilizam reagentes a base de
cromo, gerando substancias prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente
(CHANDRASEKARAN e GANESH, 2014 e THAO et al., 2018).

Neste contexto, com intuito de aplicar os principios da quimica verde, surgem
metodologias para oxidacdo de &lcoois que sdo consideradas promissoras em
aplicacdes industriais no decorrer dos anos. Estas metodologias envolvem reagdes
de oxidacdo de alcoois com o0s reagentes: TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina)(LEI et al., 2006), hipoclorito de sodio (BIJUDAS et al., 2015),
liqguidos i6nicos (FALL et al.,, 2010), micro-ondas (BOGDAL et al., 2003),
biocatalisadores (KROUTIL et al., 2004; BRUMMUND et al., 2015) e oxigénio
molecular (MALLAT e BAIKER, 2004). As reacdes de oxidacdo na presenca de
oxigénio molecular, quando associadas a materiais solidos (catalisadores), séo
promissoras para a oxidagéo de alcoois uma vez que o oxigénio molecular atua como
agente oxidante (JI et al., 2007; YASU-EDA et al., 2010; CHOUDHARY e DUMBRE,
2011; FENG et al., 2017).

3.4 Catalisadores a base de nanoparticulas de ouro

Um catalisador que vem sendo muito estudado em reacdes de oxidacdo de
alcoois em presenca de oxigénio molecular é a base de nanoparticulas de ouro
(NPAu). O ouro em escala nanométrica ja era utilizado a aproximadamente 4000 anos
a.c., quando os alquimistas utilizavam elixir de ouro para promover o
rejuvenescimento, além de diversas pinturas realizadas em vitrais de igrejas
medievais que foram feitas a base de nanoparticulas (FERREIRA e RANGEL, 2009).

Os catalisadores de Au tiveram seus estudos relacionados a sistemas
cataliticos por volta de 1980 quando ainda era considerado um material com
propriedades cataliticas inertes. HARUTA et al., (1987) mostraram que NPAu com
tamanho inferior a 10 nm apresentavam reatividade frente a reacdo de oxidacédo do
monoxido de carbono.

Com a divulgacao deste estudo muitas pesquisas de grande interesse industrial
foram desenvolvidas com a aplicagdo de NPAu como catalisador como é o caso da
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reacdo de esterificacdo oxidativa da metacroleina em metacrilato de metila,
hidrocloracéo do acetileno (CIRIMINNA et al., 2016), producdo de H202 (EDWARDS
et al., 2009), oxidac&o de hidrocarbonetos (HUGHES et al., 2005), oxidagao seletiva
de compostos organicos aplicados a industria farmacéutica, quimica fina e alimenticia
(PINA et al., 2012).

Neste contexto, para a aplicacdo de NPAu em reacdes cataliticas, é necessario
fixa-las em outros materiais, com intuito de recupera-las apos as reacdes. A silica é
um dos materiais que possibilita essa recuperacéo, pois é um polimero formado por
grupos siloxanos (Si-O-Si) em seu interior e grupos silandis (Si-OH) em sua superficie
(NASSAR et al., 2002). Ela € amplamente utilizada como suporte catalitico por ser um
material que pode ser elaborado com varias caracteristicas estruturais (amorfa,
ordenada, alta ou baixa area superficial) além de possibilitar a introducdo em sua
superficie grupos funcionais orgéanicos, conferindo a mesma multiplas funcionalidades
(NAM et al., 2012; HUIRACHE-ACUNA et al. 2013).

Os catalisadores a base de NPAu podem ser obtidos através de diferentes
metodologias como: método sol-gel, método de deposi¢ao-precipitagdo, método de
co-precipitacdo, método de impregnacdo e o método de deposi¢cdo quimica a vapor
(BOND e THOMPSON, 1999; CORMA e GARCIA, 2008). A depender da metodologia
utilizada para a sintese sao obtidos catalisadores a base de NPAu suportadas na silica
ou na forma core-shell (caroco-casca).

Apds a obtencdo dos materiais cataliticos € necesséario caracteriza-los, sendo
gue algumas das possiveis técnicas para tanto sdo apresentadas na Tabela 3. Com o
uso destas técnicas pode-se inferir se as NPAu, podem estar suportadas ou
encapsuladas em diferentes materiais, com destaque para a ampla utilizacédo da silica
como material associado (CAVALIERE-JARICOT, et al.,2007; GUTIERREZ et al.,
2011; ALSHAMMARI, 2019).
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Tabela 3- Técnicas de caracterizacdo de catalisadores e propriedades observadas.

Técnicas Propriedades caracterizadas

_ ) _ Formato e tamanho da particula (esfera,
Espectroscopia Uv-vis (UV-vis)

bast6es)
Difracéo de raios-X (DRX) Estrutura do cristal
Microscopia eletrénica de transmissao (MET) Tamanho, forma e cristalinidade

. . Area superficial, tamanho de poro,
Adsorc¢éo e dessor¢éo de N2 (BET) ]
volume de poro, isoterma

Espectrometria de Emiss&o Optica por Plasma

) Composigdo quimica
Acoplado Indutivamente (ICP-OES)

Analise termogravimétrica (TGA) Perda de massa

Espectroscopia na regiao do infravermelho médio por o
) Grupos funcionais
Transformada de Fourier (FTIR)

Fonte: Adaptado de LEOFANTI et al.,1997 e LI, Y. SOMORJAI, G. A., 2010.

Das técnicas apresentadas na Tabela 3, as técnicas de microscopia eletronica
(microscopia eletrbnica de transmisséo, microscopia eletronica de varredura, etc.) sdo
as mais utilizadas, tanto para resolucao estrutural quanto para mapeamento quimico
(TIRUVALAM, et al. 2011; ALLEN, et al. 2012 e VILLA, et al. 2016).

Por meio dessas técnicas, por exemplo, pode-se claramente diferenciar
sistemas de nanoparticulas de ouro suportadas em silica (AuNP/SiO2) ou do tipo core-
shell (AUNP@SIO2).

Para a quantificagdo do teor de ouro e outros metais, as técnicas analiticas
mais aplicadas sdo as técnicas de espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de emissédo atdbmica por plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES), espectrometria de absorcédo atdmica com chama
(FAAS) (FABRICIUS, et al., 2014; LOW e ZHANG, 2012; SANDRONI e SMITH, 2002
e GARCIA et al., 2014).

3.5 Reacbes de oxidacédo do alcool benzilico

O alcool benzilico é um alcool muito utilizado em pesquisas como modelo, pois
apresenta boa reatividade e forma poucos produtos (HU et al., 2007). Os produtos
obtidos em reacdes de oxidacado do alcool benzilico sdo: benzaldeido, acido benzoico

e benzilbenzoato. Estes produtos apresentam ampla aplicagdo na indudstria
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farmacéutica, agroquimica (CHOUDHARY e DUMBRE, 2011; CHEN et al., 2010),
guimica fina (WANG et al., 2011) e alimenticia (ADAMS et al., 2005).

A Figura 3 mostra o mecanismo de reagao proposto por SKUPIEN et al., 2014,
em condi¢des basicas para a oxidacdo sequencial do alcool a aldeido e a &cido
carboxilico. Os sitios ativos na superficie do ouro sao indicados por Au*. A linha
tracejada no ciclo catalitico, representa a interagdo quimica das espécies com um sitio

de adsorcao da superficie do ouro.

Figura 3- Mecanismo de reacdo da oxidacdo do alcool benzilico com catalisador de
ouro em meio bésico.
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Fonte: Adaptado de SKUPIEN et al., 2014.

Como representado na Figura 3, no trabalho relatado por SKUPIEN et al., 2014,
na primeira etapa de reacéao (a), ocorre a desprotonacdo do alcool benzilico auxiliado
pela presenca de base no meio reacional. Na segunda etapa (b) ocorre a eliminagéo
do hidreto B do alcool formando o benzaldeido (R-CH=0) ou &cido benzoico
(R-COOH), etapa (d). No entanto os autores relatam que as condi¢cfes basicas podem
aumentar a seletividade em relacédo ao acido benzoico, favorecendo a conversao do
aldeido no correspondente diol geminal, conforme descrito na etapa da reacéo (c) (o
diol € mostrado como R-CH(OH)O™ parcialmente desprotonado e adsorvido em Au?).
Paralelamente, o sitio ativo que contém o hidreto (Au*-H~) é regenerado pelo oxigénio

molecular adsorvido por meio de um intermediario peroxil (etapa (e) produzindo Au*-
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0O-OH) ou via oxigénio dissociado do suporte do catalisador. Isso também regenera
um OH- (etapas f e g) e fecha o ciclo catalitico, como mostrado no lado direito da
Figura 3.

O benzilbenzoato pode ser obtido através da reacéo de esterificacdo catalisada
por acido benzoico e o alcool, como mostra a Figura 4. Na primeira etapa (a) ocorre a
protonacao do oxigénio do grupo carbonila produzindo um carbocation eletrofilico, na
segunda etapa ocorre (b) o ataque nucleofilico do alcool e posterior desidratacao (c)
produzindo o éster correspondente (benzilbenzoato). Nesta etapa também pode
ocorrer a desprotonacdo do acido benzoico (d) por uma base, produzindo um anion
carboxilato; poréem a reacdo do alcool benzilico através do ataque nucleofilico é

desfavorecida (e).

Figura 4- Mecanismo de reacao proposto para a reacao de esterificacéo entre o alcool
benzilico e o acido benzoico.
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Fonte: Adaptado de SKUPIEN et al., 2014.

Os produtos obtidos na reacao de oxidacao do alcool benzilico sdo analisados
por cromatografia gasosa, porém, na maioria das vezes, os trabalhos relatados néo
apresentam detalhes de desenvolvimento e validacdo (CHOUDHARY; JHA; JANA.,
2007; MA et al., 2009; REDDY et al., 2019), como € o caso do trabalho desenvolvido
por YANG et al. 2013, onde utilizou-se uma coluna DB-WAX para a identificacdo dos
produtos da reacdo, com a programacao de aquecimento da coluna em: 90 °C (1 min),

aumento até 280 °C com uma taxa de 20 °C min-1, totalizando 10,5 minutos de anélise.
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Como os trabalhos em catalise apresentam como foco principal a avaliacéo de
novos catalisadores, propriedades cataliticas, condi¢cdes reacionais, substratos
aplicados, ndo é possivel encontrar relatos de validacdo de métodos cromatograficos
para a identificacdo destes produtos na area de catalise, tanto que a abordagem
referente ao sistema de caracterizacdo € sucinta fazendo jus apenas a técnica
utilizada para a identificacdo dos produtos que sao gerados.

Quando uma busca foi realizada nas plataformas de pesquisas (ScienceDirect,
02/01/2020), por métodos cromatogréficos validados, fazendo referéncia a alcool
benzilico, a maioria dos relatos é aplicado a area de saude como por exemplo, 0
método relatado por KAZEMIFARD et al. 2003. Este foi validado para a determinacao
de benzaldeido proveniente do alcool benzilico usado como conservante em
formulagfes injetaveis em GC-FID, utilizando uma coluna de fase apolar, contendo
100% de dimetilpolisiloxano com 25 m de comprimento, 0,53 mm de diametro interno
e espessura do filme de 0,5 pm. O fluxo do gas de arraste (hélio) foi de 4,5 mL min™,
e a temperatura da coluna, injetor e detector foi de 160, 270 e 270 °C,
respectivamente. O método foi validado para a identificacdo do &lcool benzilico e
benzaldeido em um tempo total de analise de 5 minutos. A faixa de concentracéo do
método foi de 0,5 a 100 pg mL* com limite de quantificacéo de 0,4 ug mLt. Amostras
reais foram fortificadas com concentracdes conhecidas de benzaldeido em diferentes
niveis de concentracdo e foram obtidos intervalos de recuperagcdo em torno de
96,66%.

Outro método relatado em cromatografia gasosa para identificacdo do alcool
benzilico foi o trabalho realizado por SEN et al., 2011, onde foi determinado o teor de
alcool benzilico em suspensdes injetaveis por GC-MS. O trabalho foi desenvolvido por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Na validagao do trabalho
foi utilizada uma coluna apolar contendo: 5% fenil-metilpolisiloxano, 30 m, com
didametro interno de 0,32 mm e espessura de filme de 0,25 um. O fluxo do gas de
arraste (hélio) foi 1,0 mL min-t, e a rampa de aquecimento da coluna iniciou em 50 °C,
onde permaneceu por 5 minutos, apés aguecimento de 10 °C min* até atingir a
temperatura de 180 °C, totalizando um tempo de analise de 18 minutos. A faixa de
trabalho estabelecida foi de 0,1 a 10 pg mL™. A recuperacéo do alcool benzilico foi
realizada através da fortificacdo de uma amostra real em diferentes niveis de
concentracéo e foram obtidos valores de recuperacédo na faixa de 98,0 a105,0%. A
robustez do método foi avaliada através de variacdo de parametros como analistas,
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volume de injecéo e colunas cromatograficas de fases diferentes. A confirmacédo do
alcool benzilico foi realizada através do espectro de massas obtido, comparado com
0 espectro de massas da biblioteca do equipamento.

Outro &lcool que pode ser aplicado em reacdes de oxidacao é o glicerol, que &
um tri-alcool que apresenta uma boa funcionalizacdo devido a presenca dos grupos
hidroxilas em sua estrutura, responsaveis pela sua solubilidade em agua e natureza
higroscépica (BEATRIZ et al., 2011).

3.6 Oxidacéao do glicerol

Com o surgimento da Quimica Verde novas alternativas foram propostas para
a substituicdo dos derivados de petréleo, como é o caso dos biocombustiveis. Um
exemplo é a producao de biodiesel, que pode ser obtido através de diferentes matérias
primas renovaveis como 6leos e gorduras vegetais ou animais (PINTO et al., 2005;
SUAREZ et al., 2007; AVAMI, 2012; MONTEIRO et al., 2018).

O processo de obtencéo do biodiesel pode ser feito pela reacao de esterificacao
e transesterificacdo, sendo a reacao de transesterificacdo a mais utilizada. Nesta
reacdo os triacilglicerideos reagem com um alcool de cadeia curta, formando biodiesel
(ésteres metilicos) e glicerol (DIAZ-ALVAREZ e CADIERNO, 2013; KING e WRIGHT,
2007).

Para cada 3 mols de ésteres metilicos, é gerado 1 mol de glicerol que equivale
a 10% da massa total produzida durante o processo industrial. A Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) divulgou em seu boletim uma
producdo de 770 mil m3 de biodiesel no més de dezembro de 2019, ou seja, foram
produzidos em torno de 77 mil m3de glicerol.

Com o aumento da producéao de biodiesel e consequente aumento da producéo
de glicerol, muitas pesquisas tém sido desenvolvidas com intuito de obter rotas
guimicas de transformacdo de glicerol (hidrogendlise, dehidratacéo, esterificacao,
oligomerizacao, oxidagédo) (MONTEIRO et al., 2018) , para obtencéo de intermediarios
sintéticos, uma vez que, o glicerol € uma molécula altamente funcionalizada (BEATRIZ
etal., 2011).

Pela rota de oxidacdo catalitica do glicerol € possivel obter uma gama de

produtos, através do uso de diferentes catalisadores e condi¢des reacionais, sendo
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possivel sua orientacdo com intuito de obter seletividade a diferentes produtos que
tenham valor econémico maior que o glicerol.

Diferentes catalisadores podem ser aplicados para promover a oxidagao do
glicerol como é o caso dos catalisadores a base de Pd (paladio), Pt (platina) e Au
(ouro) que apresentam reatividade em oxidacéo de alcoois (KOROVCHENKO et al.,
2007; SHELDON, 2015; DIAZ et al., 2016).

A Figura 5 mostra uma rota com os possiveis produtos que podem ser obtidos
na reacdo de oxidacéo do glicerol, utilizando nanoparticulas de Pt como catalisador.
Nesta rota, a oxidacdo dos alcoois primarios do glicerol conduz a formacéo de &cido
glicérico e acido tartronico, sendo o gliceraldeido um produto intermediéario, gerado no
processo de oxidacgdo do glicerol a acido glicérico. A oxidacao dos alcoois secundarios
leva a producdo de dihidroxiacetona, e a oxidacdo das fungbes primérias da
dihidroxiacetona conduz a formacéo dos &cidos hidroxipirivico e acido mesoxalico,
ambas moléculas que apresentam uma alta funcionalizac&o. A oxidacao dos produtos
formados nesta rota leva a producéo de acido oxalico e acido glicdlico. A obtencéo de
produtos como acido acético, acido latico e acido férmico € relatada em diferentes
estudos com variados tipos de catalisadores e condi¢des reacionais (SHEN et al.,
2015; FENG et al., 2015).
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Figura 5- Rota de oxidacao do glicerol com catalisadores de platina.

OH
Aci oni HO OH . o
Acido tartronico \)\/ T Dihidroxiacetona PN Acido férmico
o 0 — Glicerol o T 0
HO Aci £t
HO OH Ho~<ACIdO acético
o)

OH OH

¢ \ .

OH jOH
HO\)\¢O

_ OH
Gliceraldeido Acido latico o)

l O HO\)J\OH
O

OH . o
Oﬁ)\/ Acido glicdlico
OH

/\)L Acido hidroxipiravico
HO OH
] OH / o
Acido glicérico o o HO%
OH
HOMOH —

@)

o Acido oxalico

Acido mesoxalico

Fonte: Adaptado de UMPIERRE e MACHADO 2013; SHEN et al., 2015 e FENG et al., 2015.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), do inglés High
performance Liquid Chromatography, é o mais utilizado para identificar e quantificar
0s produtos obtidos nas reacfes de oxidagao do glicerol, uma vez que estas reacdes
de oxidaco sdo realizadas em meio aquoso (GARCIA et al., 2017; SANCHEZ et al.,
2017). Alguns trabalhos séo relatados e validados na literatura como é o caso do
trabalho de BELTRAN-PRIETO et al., 2013 que desenvolveram um método por HPLC
utilizando dois detectores em série. A utilizacdo dos dois detectores fez-se necessaria
devido a coeluicdo de alguns compostos. No método foram identificados 7 produtos
da reacdo de oxidacg&o do glicerol (acido mesoxalico, &cido tartronico, gliceraldeido,
acido glicérico, acido glicélico e dihidroxiacetona) em 25 minutos, utilizando uma
solugéo de H2SO4 como fase movel.

IBANEZ e BAUER, 2014 validaram um método para a identificacdo de acidos
organicos (acido oxalico, acido glicolico, &cido latico entre outros) obtidos da hidrdlise
da biomassa através da técnica de HPLC/MS identificando 24 compostos em um
tempo de andlise de 12 minutos. Porém estes compostos apresentam coeluicéo, e so

podem ser identificados utilizando um detector de espectrometria de massas.
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GIERTYAS et al., 2016 desenvolveram e validaram parcialmente um método
baseado em HPLC para identificacdo e quantificacdo de 7 compostos (acido oxalico,
acido tartronico, gliceraldeido, &cido glicélico, acido latico, acido férmico e é&cido
aceético), que podem ser obtidos em reagfes de oxidacao do glicerol. O tempo total de
analise foi de 27 minutos com a utilizacdo de uma coluna de troca i6nica e uma
solucdo de H3PO4 como fase movel. Os autores utilizaram o detector de indice de

refracéo para a identificacado destes compostos.
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4.1 Sintese dos catalisadores

4.1.1 Experimental

Os experimentos e caracteriza¢cfes do material foram desenvolvidos no grupo
de pesquisa de Catélise e Reatividade Quimica (GCaR) no Instituto de Quimica e
Biotecnologia (IQB), na Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

4.1.2 Equipamentos

e Agitador magnético IKA® C-MAG HS 7 (Alemanha)

e Agitador mecanico IKA® RW 20 Digital (Alemanha)

e Analisador B.E.T. (Brunauer, Emmett, Teller) Quantachorme Chembet (EUA)

e Analisador Termogravimétrico TGA SDT 650- Discovery/ TA Instruments (EUA)

e Balanca analitica modelo AX 200 SHIMADZU (Japéo), com resolucdo de
0,01 mg até 200 g

e Banho ultrassonico UNIQUE (Brasil)

e Espectrofotdbmetro de absorcéo atbmica- AA7000 SHIMADZU (Japéao)

e Espectrofotdbmetro de Absorgéo Atdmica, modelo AA-7000 SHIMADZU (Japéao)

e Espectrofotbmetro de infravermelho por Transformada de Fourier modelo
Nicolet IR 200 (EUA)

e Espectrofotdbmetro modelo Shimadzu UV-2600 (Japéo)

e Estufa de secagem BIOPAR (Brasil)

e Forno micro-ondas modelo: Marca Milestone modelo ETHOS One (Italia)
e Freezer marca Consul (Brasil)

e Microscopio Eletronico de Transmissdo Techai G2 Spirit TWIN (EUA)

¢ Mufla de calcinacdo EDG Equipment (Brasil)

e Micropipetas KASVI (Brasil)

e Sistema de agitacdo Global Trade Technology (Brasil)
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e Sistema de aquecimento composto por chapa de aquecimento modelo 752A
da Fisaton (Brasil), com controle de temperatura e agitacdo

e Sistema de filtracdo MilliQ-Plus, Millipore® (EUA) composto por cilindro de
pressurizacao, sistema SmartPak DQ3, lampada UV (185nm) tanque e sistema

com filtro 0,22 um, garantindo uma resistividade de 18,2 MQ.cm

4.1.3 Reagentes

A Tabela 4 indica os reagentes utilizados no respectivo trabalho com a

especificacdo da pureza e procedéncia.

Tabela 4- Reagentes utilizados no preparo das AuNPs.

Reagentes Pureza Marca/Origem
Acido bérico (H3sBOs) PA Labsynth/ Brasil
Acido cloridrico 37% Merck/Alemanha
Acido fluoridrico 48% SIGMA — ALDRICH/Brasil
Acido nitrico 65% Merck/Alemanha
Acido tetracloroaurico tri hidratado (HAUCls.3H20) = 99.9% SIGMA — ALDRICH/Brasil
Agua deionizada 18,2 MQ.cm MILLIPORE/EUA
Brometo de hexadecil trimetilamdnio (CTAB) = 99% Acros Organics/EUA
Citrato de Sdodio (NasCeHs07) PA Labsynth/ Brasil
Etanol (C2HsOH) PA Dinamica/Brasil
Fenolftaleina (C20H1404) PA Labsynth/ Brasil
Hidréxido de aménio (NH4OH) > 28% Dinamica/Brasil
Hidréxido de Sodio (NaOH) > 98% Dinamica/ Brasil
Isopropanol Grau HPLC (C3HgO) = 99.9% TEDIA/Brasil
Polivinilpirrolidona (PVP) PA SIGMA — ALDRICH/ Brasil
Tetraetilortossilicato (TEOS) 95% Acros Organics/EUA

Fonte: Autor, 2020.
4.1.4 Sintese de nanoparticulas de ouro em silica (AuNP/SiOy)

Para a sintese dos catalisadores de nanoparticulas de ouro suportadas em silica
(AuNP/SiO2) foi utilizada uma metodologia desenvolvida no GCaR por OLIVEIRA,
L.C.F., 2011, adaptado da metodologia de sintese relatadas por HUH
et al.,2003 e TREWYN et al., 2007. Inicialmente adicionou-se 600 mL de agua
deionizada em um béquer de teflon (PTFE) e aqueceu-se a 50 °C com agitacao.
Posteriormente foram adicionados 6,0 mL de NaOH 2,0 mol L e 0,4902 g de brometo
de hexadecil trimetilaménio (CTAB). Ap6s 15 minutos, foram adicionados 12 mL da
solucdo de HAUCI4.3H20 (1%). Apdés homogeneizacdo da solucdo foram adicionados
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3,0 mL de tetraetilortossilicato (TEOS-95%), com o auxilio de uma seringa de vidro. A
temperatura do sistema foi mantida a 50 °C durante 2 horas. O produto obtido na
reacdo foi filtrado e lavado com agua deionizada até a neutralizacdo. O sélido obtido
foi levado para secagem na estufa a 80 °C por 24 horas. Em seguida o material foi
calcinado a temperatura de 550 °C durante 4 horas com uma taxa de aquecimento de
5 °C/min em atmosfera ambiente. Ao final obteve-se um sélido de coloragcédo vermelha

(0,28249) com o teor de ouro tedrico foi estimado em 2,09%.

4.1.5 Sintese de nanoparticulas de ouro cobertas de silica (AUNP@SIO>)

Para a sintese de nanoparticulas de ouro cobertas de silica (AUNP@SIO2)
aplicou-se o protocolo experimental descrito por ARNAL et al., 2006 e FANG et al.,
2011. Para a obtencéo das AuNP foram adicionados 280 mL de 4gua deionizada em
um baldo de reacdo de 500 mL e adicionou-se 7,5 mL de solu¢do HAuCI4.3H20. A
solucdo permaneceu em aguecimento até entrar em ebulicdo. Em seguida, adicionou-
se 4,2 mL de solucdo de citrato de sodio a 3% m/v até observar a mudanca de
coloracdo da solugdo passando de amarelo para vermelho escuro. A solugéo
permaneceu aquecida (ebulicdo = 100 °C) e em refluxo por 30 minutos. Ao final dos
30 minutos a solucao foi retirada do sistema e permaneceu em repouso até atingir a
temperatura ambiente. Apds atingir a temperatura ambiente foi adicionado 1,0 mL de
solugcéo aquosa de PVP 12,8 g/L e o sistema foi mantido sob agitagdo por 24 horas.
As AuNPs estabilizadas com PVP foram centrifugadas a 13500 rpm por 20 minutos e
dispersas em agua deionizada.

Na segunda etapa foram adicionados a um béquer 388 mL de isopropanol, 55
mL de 4gua deionizada a qual continha as AuNPs e 10, 6 mL de hidréxido de aménio.
Em seguida determinou-se o pH da solucdo. Apds a mistura foi gotejado
3,3 mL de TEOS sob vigorosa agitacéo, sendo gotejado 1,0 mL a cada 5 minutos na
solucdo. A solucdo foi coberta com papel aluminio e permaneceu por 12 horas sob
agitacao. O produto foi coletado por centrifugacdo (13500 rpm/20 min) e depois lavado
por trés vezes com uma solucéo de etanol/agua deionizada (1:1). O sobrenadante foi
descartado e as Aupvp@SIiO2 foram levadas a estufa para secagem. A amostra foi

calcinada a 550 °C por 4 horas com uma taxa de aquecimento de 5 °C por minuto em
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atmosfera ambiente. Ao final obteve-se um sélido de coloragcédo vermelha (1,12279)

com o teor de ouro teodrico foi estimado em 3,29%.

4.2 Caracterizagdo dos Catalisadores

As técnicas e metodologias analiticas empregadas para caracterizacdo dos

catalisadores estéo descritas a seguir:

4.2.1 Espectroscopia por absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)

As analises de espectroscopia por absorcao no UV-vis foram realizadas com a
dissolucéo de pequena quantidade de catalisador (ponta espatula) em um emperdof
onde foi adicionado uma solu¢cédo de agua/etanol (4:1) e homogeneizado. As leituras
foram realizadas na faixa de 400 a 1000 nm utilizando cubetas de quartzo com
caminho o6ptico de 1,0 cm. As analises foram realizadas com intuito de confirmar a
formacdo das AuNPs no formato de esferas identificado através da banda de

ressonancia de plasmon caracteristica de nanoparticulas esféricas.

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho médio por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de adsorcdo na regidao do infravermelho foram obtidos num
espectrofotdmetro de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), usando
como método KBr como agente dispersante. Os espectros foram obtidos na regido de
400 a 4000 cm*. As andlises tiveram como objetivo confirmar a formacéo da estrutura

do catalisador.

4.2.3 Isoterma de adsorc¢éo e dessorcdo de N2 (BET)

As amostras foram tratadas a 90 °C por 24 horas na estufa para remocao de
umidade, em seguida 200 mg da amostra foram acondicionados a um pré-tratamento

no equipamento onde a amostra permaneceu a 200 °C por uma hora sob vacuo.

4.2.4 Difracao de raios X (DRX)
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Os espectros de difracdo de raios X dos dois catalisadores soélidos, AUNP/SiO2
e AuUNP@SIO: foram obtidos colocando-se em torno de 300 mg da amostra no porta
amostra. Em seguida iniciou-se a analise com angulo inicial de 8=5 e final de 8=100
com variacdo de 2 °/min. As analises foram realizadas para obter a caracterizacao

estrutural dos catalisadores e a cristalinidade, composicéo e polimorfismo da amostra.

4.2.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em atmosfera de nitrogénio, com fluxo
de 50 mL min, numa faixa de temperatura de 25-900 °C, com taxa de aquecimento
de 10 °C minL. Estas andlises foram realizadas com intuito de verificar se a calcinagéo

das amostras foi eficiente, além de avaliar a estabilidade térmica do catalisador.

4.2.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para analise por microscopia eletrénica de transmissédo foi adicionado
aproximadamente 1 mg do catalisador em um frasco de plastico de 5 mL.
Posteriormente adicionou-se 3 mL de uma solucdo 40% etanol/agua. A solucéo foi
homogeneizada em um agitador vortex por 3 minutos e levada para um banho
ultrassGnico onde permaneceu por 15 minutos. Finalizado o tempo, o eppendorf
permaneceu em repouso por 5 minutos em ambiente protegido de luz. Com auxilio de
uma micropipeta uma aliquota de 10 L foi retirada do meio do eppendorf e transferida
para um porta amostra. Este foi colocado dentro de outro eppendorf devidamente
etiquetado e levado a estufa para secagem a temperatura de 80 °C, onde permaneceu
por 24 horas.

As andlises por microscopia eletrdnica de transmissao foram realizadas através
de um Microscoépio Eletronico de Transmissao Tecnai G2 Spirit TWIN. As amostras
foram tratadas através do programa Image J para a obtencao de informacdes acerca

do tamanho das particulas.
4.2.7 Espectrometria de emisséo 6ptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES)

As amostras do catalisador foram analisadas por ICP-OES na Central Analitica

do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo. As amostras do catalisador
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foram digeridas em sistema aberto utilizando uma mistura de agua régia e acido
fluoridrico na propor¢cdo 1:1 sob aquecimento em bloco digestor. A analise foi

realizada com intuito de determinar a quantidade de ouro presente no catalisador.

4.2.8 Espectrometria de absor¢cédo atbmica com chama (FAAS)

Os experimentos e caracterizacdo para a determinacdo do teor de ouro nos
catalisadores foram desenvolvidos com parceira do grupo de pesquisa Laboratério de
Instrumentacdo e Desenvolvimento em Quimica Analitica (LINQA) coordenado pelo
Prof. Dr. Josué Carinhanha. Todo material utilizado para os experimentos foram
previamente descontaminados em solucdo de HNO3 10%(v/v) e secos em temperatura
ambiente.

O teor de ouro para ambos os sistemas (suportado e na forma core-shell ) foi
determinado por espectrometria de absorcao atdmica com atomizagdo em chama com
uma lampada de catodo oco de ouro (242,8 nm) na central analitica do Instituto de
Quimica e Biotecnologia. Para os testes iniciais de digestdo no forno micro-ondas
(MW) foi preparada uma sintese do catalisador na auséncia do precursor de ouro,
apos a secagem o material foi calcinado durante 4 horas a temperatura de 550 °C com
uma taxa de aquecimento de 5 °C min?. O protocolo de digestdo foi baseado no

trabalho de NIEMELA et al., 2012, com as condicGes representadas na Tabela 5.

Tabela 5- Programa para digestdo das amostras de nanoparticulas por radiagcdo micro-
ondas.

Etapa Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)
I 15 1000 T.A. - 200
Il 10™ 1000 200

Fonte: Autor, 2019.

T.A. = temperatura ambiente // *tempo de rampa de aguecimento // **tempo de patamar

Neste procedimento foram medidos 50 mg do material obtido (SiO2) em
triplicata e os mesmos foram digeridos com HNO3:HCI (1:3) variando o volume de HF
em 0,5 e 1,0 mL. Ao término da digestdo os vasos de reacdo foram resfriados a

temperatura ambiente e o volume obtido foi diluido em agua deionizada para 25 mL.
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Para o desenvolvimento do trabalho, foram avaliadas trés estratégias distintas
para o preparo das amostras, por via umida. Para avaliacdo dos sistemas reacionais
foram utilizadas 50,0 mg das amostras de nanoparticulas. Na estratégia 1 (E1),
adicionou- se 10,0 mL de HNOz 2,0 mol L* e aplicou-se o procedimento de extracgéo,
empregando-se 30 min de agitacdo a 600 rpm, seguidamente, as amostras foram
filtradas em membranas de acetato de celulose (0,45 um). Para as estratégias 2 (E2)
e 3 (E3), o procedimento de mineralizacdo foi efetuado em sistema de digestédo
fechado por micro-ondas (MW) de alta presséao, equipado com 10 rotores (SK-10),
empregando-se misturas de acidos concentrados HNOz e HCI (1:3) e HNO3s, HCl e
HF (1:3:0,5), respectivamente. Na estratégia 2 (E2), adicionou-se 2,0 mL de HNO3
65% (m/m), 6,0 mL de HCI 37% (m/m) e 1,0 mL de agua ultrapura (condutividade <
0,1 uS cm). A estratégia 3 (E3), diferiu da E2 na adicdo de 1,0 mL HF 48% (m/m) em
substituicdo a agua. Apos adicdo dos reagentes, os reatores foram devidamente
fechados e o programa de aquecimento (Tabela 5) foi iniciado.

As digestdes em sistema fechado e pressurizado foram realizadas em triplicata
(n = 3) e para cada procedimento, trés reatores continham solu¢gbes do branco
analitico. Finalizada as etapas mencionadas (Tabela 5) os reatores foram mantidos
sob ventilagdo por 20 min e posteriormente abertos, sendo o material digerido
arrefecido a temperatura ambiente. As solucfes resultantes, apos digestado, para E2,
foram filtradas (0,45 um), para separar a silica ndo dissolvida, e diluidas para 25,0 mL
com &gua ultrapura. Nas amostras tratadas sob a E3, foi adicionado 0,50 g de H3BOs3,
em todos os sistemas, com intuito de neutralizar o excesso de HF presente no meio
de reacional. A acidez residual dos digeridos foi determinada por volumetria acido-
base, utilizando solucdo padronizada de hidréxido de sédio (0,0900 mol L?) e
fenolftaleina 1,0% (m/v), como indicador quimico. As curvas analiticas (1,0 a
25 mg L1, n =7) para determinacéo do ouro foram construidas a partir do sal precursor
de ouro (HAuCl,.3H20) utilizado para a sintese das nanoparticulas. Para cada
estratégia (E1-E3) foi preparada uma curva analitica, considerando a composicao e a
concentracéo final da mistura dos acidos. Para fins de comparagdo uma amostra de
uma sintese de AuNP/SiOz analisada por ICP-OES na Universidade de S&o Paulo, foi
digerida através da aplicacéo do sistema E3 e analisada na metodologia desenvolvida

para comparacao nos resultados do teor de ouro.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas de caracterizacdo dos catalisadores mostraram as propriedades

dos materiais obtidos através das diferentes metodologias.

4.3.1 Espectroscopia por absorcéo na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)

A Figura 6 mostra os espectros de absor¢cdo no UV-Vis caracteristico das
AuUNPs. No espectro obtido foi observada a banda de absor¢cdo de plasmon em torno
de 520 nm tipica da presenca de AuNP no formato de esferas. Esta banda de
absorcao € relativa a oscilagao coletiva dos elétrons da banda de conduc¢éo promovida
pelo campo elétrico da luz incidente na superficie das AuNP (EUSTIS e EL-SAYED,
2006; DANIEL e ASTRUC, 2004). E possivel observar que a banda de absorcéo do
catalisador na forma core-shell apresentou maior absor¢cdo de energia, quando
comparado com AuNP/SiO2(2,09% ouro), possivelmente devido ao fato do catalisador
AUNP@SIO: apresentar maior quantidade de AuNP (3,29%).

Figura 6- Espectro de UV-Vis caracteristico das nanoparticulas de ouro em
silica.
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Fonte: Autor, 2019.
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4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho médio por transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros obtidos na regido do infravermelho mostram os grupos funcionais
caracteristicos dos catalisadores estudados (A)- AuNP/SiO2 e (B)- AUNP@SIO2, a
Figura 7 mostra os espectros obtidos, onde € possivel observar a presenca de uma
banda larga e de intensidade forte em ambos os espectros em torno de 1110 cm*
referente as vibracdes de estiramento assimétricas (Si-O-Si), a banda em torno de
468 cm™? para ambos os catalisadores é atribuida a deformacédo plana da ligagédo
X-O-X (sendo X= Si ou Au), em torno de 795 cm aparecem as bandas caracteristicas
da ligacao (Si-O). Para o catalisador (A)- AuNP/SiOz2, foi observado uma banda de
média intensidade em torno de 3450 cm* referente ao estiramento dos grupos -OH
presentes na estrutura da silica. Estes dados corroboram com os trabalhos relatados
na literatura para este tipo de material (CELEBI et al., 2016, COSTA et al., 2019).

Pelos espectros obtidos na andlise de FTIR ( Figura 7) é possivel observar para
o material (A)- AUNP/SIiO2 a presenca da banda de estiramento referente aos grupos
hidroxilas internos e externos na estrutura mesoporosa em 3450 cm, ja para o
catalisador de (B)- AUNP@SIiO2 ndo ha absorcdo nessa regido, isso sugere que 0s
grupos silandis superficiais estdo em menor quantidade sendo que parte ja foram
substituidos pelo ouro durante o processo de impregnacdo. O aumento da intensidade
na banda em torno de 468 confirma essa informacao, pois é referente ao estiramento
assimétrico da ligacdo X-O-X (sendo X= Si ou Au), indicando assim menor indice de
grupos -OH superficiais presentes na silica.

Figura 7- Espectro de infravermelho dos catalisadores A- AUNP/SiOz e B-AUNP@SIO:z.

100 4 100 7|
5

804 80

60+

60

40 - 40 |

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

Si-0-X
204 20

A B SHO-Si
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nomero de onda (cm ') MNamero de onda (cm')

Fonte: Autor, 2019.
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4.3.3 Isoterma de adsorc¢éo e dessorcdo de N2 (BET)

A Figura 8 mostra as curvas de isoterma de adsorcao e dessorcao de nitrogénio
dos catalisadores A-AuNP/SiO2 e B-AuNP@SiO2. O material de A-AuNP/SiO2
apresentou uma isoterma do tipo IV, apresentando histerese tipo H1 conforme a
classificacdo da IUPAC. Essa isoterma € caracteristica de materiais mesoporosos
com poros entre 20 e 500 A (DONOHUE e ARANOVICH, 2008; MA
et al., 2010). J& o catalisador composto por B-AUNP@SiO2 apresentou isoterma do
tipo 11, caracteristico de materiais microporosos com poros menores que 20 A.

Com estas analises foram determinadas também o volume de poro, diametro
médio dos poros e area superficial dos catalisadores obtidos. Na Tabela 6 é possivel
observar as caracteristicas dos materiais obtidos. As caracteristicas do solido A sdo
semelhantes ao trabalho desenvolvido por HU et al., 2007, que obtiveram uma area
superficial de 822,1 m? g para o catalisador contendo 1,5% de AuNP/SiO.. Ja para
o soélido B, o menor valor de area superficial (16 m? g*) corrobora com os dados de

FTIR em que ha um menor numero de grupos silanadis.

Figura 8- Isoterma de adsorcédo e dessorgado dos catalisadores A-AuNP/SiO2 e

B-AuNP@SIiO:s.
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Tabela 6- Area superficial, volume e didmetro de poro obtidos nas diferentes sinteses

do catalisador de nanoparticulas de ouro suportadas em silica.

Sintese Area superficial (m?/g) Volume poro (cm?g) Diametro poro (mm)
AUNP/SIO2 943 0,15 3,24
AuNP@SIO2 16 0,12 2,58

Intensidade (u.a)

Fonte: Autor, 2018.

4.3.4 Difracao de raios x (DRX)

Nos espectros de DRX obtidos na analise dos catalisadores AuNP/SiO:z e

AuNP@SIO: representados na Figura 9, € possivel observar picos cujos indices de

Miller (111, 200, 220, 311, 222) séo caracteristicos do arranjo cubico de face centrada

do ouro, o que indica a cristalizacdo do ouro, resultado este que corrobora com

estudos ja realizados para este tipo de material (HU et al., 2007; MA et al., 2009) de
acordo com a ficha cristalografica JCPDS de nimero 04-0784 (CHEN et al., 2013).

Figura 9- Espectro de difragéo de raios x dos catalisadores A-AuNP/SiO: e

B-AuNP@SIiO:a:.
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Fonte: Autor, 2018.
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4.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

Através da analise termogravimétrica foi possivel observar o comportamento
térmico dos catalisadores de AuNP/SiOz e AUNP@SIiO2 quando submetido a uma
rampa de aquecimento. Na Figura 10 (A-AuNP/SiO2 e B-AuNP@SIO2) estao
demonstradas as andlises termogravimétricas das amostras calcinadas a 550 °C por
4 horas. O termograma da analise A-AuNP/SiO: apresenta duas perdas de massa,
uma perda de massa equivalente a 15,1% de carater endotérmico entre 30 a 100 °C
relacionada a eliminacdo da agua absorvida presente na amostra e outra perda de
3,2% entre 200 a 750 °C referente ao carbono residual. Esta perda € semelhante a
perda de massa encontrada por OLIVEIRA, L.C.F., 2011 que obteve uma perda 23,1%
nas mesmas condicfes de sintese. Ja o termograma da analise B-AuUNP@SiO2
apresenta duas perdas de massa, uma em torno de 0,9% de carater endotérmico entre
30 a 100 °C relacionada a eliminacdo da 4gua absorvida presente na amostra e outra

perda de 0,2% entre 200 a 850 °C referente ao carbono residual e grupos silanéis

Figura 10- Andlise termogravimétrica das amostras dos catalisadores de AuNPs
A-AuNP/SiO2 e B-AUNP@SIO:o.
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4.3.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As imagens de MET na Figura 11, realizadas apo0s a calcinagdo dos
catalisadores mostram as nanoparticulas estédo suportadas nas particulas de silica (A-
AuUNP/SIO2) e na forma core-shell (B-AUNP@SiOz). O tamanho médio das AuNPs foi
estimado com auxilio do programa Image J. As AuNP/SiO2 apresentam tamanho
meédio da ordem de 157 nm, sendo que as AuNPs apresentaram tamanho médio de
30 nm. No catalisador de AUNP@SiO2 o tamanho médio obtido foi de 173 nm com as
AuNPs no tamanho de 25 nm. Também foi possivel observar que para sintese
AuNP@SiO2 foram obtidas particulas mais uniformes (esféricas) quando comparadas

com a sintese AuUNP/SIiOx.

Figura 11- Micrografias dos catalisadores de A- AUNP/SiO2 e B- AUNP@SIOs-.

Fonte: Autor, 2018.
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4.3.7 Espectrometria de Emiss&o Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
OES)

O teor de Au obtido nas amostras do catalisador AUNP/SiO2 determinado por
ICP-OES realizada em duplicata foi de 1,82%. Esta analise foi realizada apenas para
este catalisador com intuito de validar o método proposto por FAAS. De acordo com
célculos tedricos, a massa inicial de Au adicionada no sistema foi de 2,09%, portanto
pode-se afirmar que ocorreram perdas na massa de Au durante o processo de sintese

do catalisador.

4.3.8 Método proposto por espectrometria de absorcéo atbmica com chama (FAAS)

Na quantificacéo do teor de ouro por espectrometria de absorcao atbmica com
chama os testes iniciais realizados com o material obtido (SiO2), mostraram que
ambos os volumes de HF testados (0,1 e 1,0 mL) solubilizam o material, fato este
comprovado pela auséncia de turbidez na solucéo final diluida em 25 mL de agua
deionizada. Para os estudos posteriores fixou-se o volume de HF para digestdo em 1
mL com intuito de garantir total solubilidade ao material analisado.

Para a quantificagdo do teor de ouro total foram construidas trés curvas
analiticas de acordo com cada sistema, preparadas pelas misturas dos acidos em
cada estratégia de preparo da amostra. Para cada sistema foram obtidas as equacdes

da reta e os coeficientes de correlacao representados por:

E1 = 0,03336 (+ 0,02235) CAu + 0,04824(z 0,00143), r = 0,9978
E2 = 0,03688 (+ 0,01922) CAu + 0,04594(z 0,00123), r = 0,9982
E3 = 0,03515 (+ 0,01396) CAu + 0,04718( 0,00089), r = 0,9991

As curvas analiticas apresentaram coeficiente de correlagéo 20,9978 indicando
gue existe relacdo linear, além de apresentaram sensibilidade semelhantes como
mostra a Figura 12, nos diferentes sistemas (E1, E2 e E3) foi observado que néo
existe diferenca significativa entre as curvas de acordo com os dados obtidos no
ANOVA (Anexo A, pg. 150) a 95% de confianca (Fcai= 0,008 < Fecritico = 3,5545). Assim,
optou-se por utilizar a curva em solucdo de HNO3 2 mol L para quantificacdo do ouro
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em experimentos posteriores pelo fato de que esta estratégia utiliza apenas solucao

de HNOgs, evitando também a utilizagéo de outros acidos como o HF.

Figura 12- Curvas de calibracdo obtidas através do preparo de amostra
realizado para os 3 estratégias de digestdo em avaliagao.
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Fonte: Autor, 2019.
A Tabela 7 apresenta a concentracdo de Au para cada uma das estratégias

avaliadas, evidenciando-se que AuNP/SiO2 apresentou menor teor de ouro médio
(1,5% m/m) quando comparada com a AUNP@SIO:2 (2,7% m/m).

Tabela 7- Teor de ouro determinado nas nanoparticulas por espectrometria de
absorcdo atbmica aplicando as diferentes estratégias (E) de preparo da amostra.

Au/ % (m/m)

AuUNP/SIiO2 AUNP@SIO2
Amostra
E2 E3 E3
E1l E1l E2
(£ 0,03) (£ 0,07) (£ 0,06)
Al <LOD 1,56 1,51 <LOD <LOD 2,65
A2 <LOD 1,56 1,43 <LOD <LOD 2,74
A3 <LOD 1,62 1,57 <LOD <LOD 2,75

Fonte: Autor, 2019. Estratégias (E): E1: HNOs 2 mol L* + 30 min de agitagédo a 600 rpm; E2: HNO3:HCI
+ MW; e E3: HNO3:HCI:HF + MW. LOD: 0,10 mg L-1.
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Para ambos os catalisadores (AuNP/SiO2 e AUNP@SIiO2) com a aplicacdo da
E1 (HNOs 2 mol L' + 30 min de agitagédo 600 rpm) néo foi possivel quantificar o ouro
iGnico (Au*), o que indica a ndo existéncia de resquicios de ouro oxidado na estrutura
da nanoparticula, e assim, evidenciando que 0 Au presente encontra-se
preferencialmente reduzido (Au®) na superficie (AuNP/SiO2) ou internalizado
(AUNP@SIO2).

Na digestdo das amostras de AuNP@SIiO: (Figura 13A) nao foi possivel
quantificar o ouro pela E2 (HNOsz:HCI + MW- micro ondas), além disto, néo foi
observada a mudanca de coloracdo do material solido apos filtracdo (Fig. 13B),
constituindo um forte indicativo da presenca das nanoparticulas de ouro no interior do
catalisador. De fato, através da comparacdo das imagens das amostras de
AuUNP@SIO: antes e apoés a digestdo (Fig.13A e 13B, respectivamente) é possivel
observar que a condicdo proposta para a digestdo ndo conseguiu extrair as

nanoparticulas de ouro presentes no interior da silica.

Com o emprego da E2 (HNOs:HCI + MW), usando agua régia, foi possivel
guantificar o ouro apenas para a amostra AUNP/SiO2, como previsto, uma vez que se
encontra suportado na superficie da silica. Apos a digestéo assistida por micro-ondas
foi observado a presenca de material no fundo do copo de digestéo, este material foi
removido por filtragdo e apresentou coloracdo branca (Fig. 13D) diferente da

coloracao inicial do catalisador contendo as nanoparticulas de ouro (Fig. 13C).

Na comparac¢do da amostra analisada por ICP-OES na USP foi obtido um teor
de ouro de 1,82%, ja& na analise por espectrometria de absor¢cédo atbmica em chama
foi obtido um teor de ouro de 1,71%. Aplicando o teste t de Student foi observado que

néo existe diferenga significativa entre as duas amostras.
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Figura 13- Imagens obtidas na avaliagdo dos solidos: AUNP@SIiO2 A) antes e apés
(B) aplicacéo tratamento E2; e AUNP/SiO2 antes (C) e apés (D) o tratamento com E2.

. nAFonte: Autor, 2019.

Os solidos AuNP/SiO2 e AUNP@SIO2 apos aplicacdo da E2 foram secos e
caracterizados por espectroscopia UV-vis no estado sélido conforme mostra os
espectros obtidos para os sistemas avaliados (Figura 14). Nota-se que para as
amostras de AUNP@SIO: a intensidade e o perfil da banda de absor¢éo de plasmon
de superficie em torno de 520 nm (antes e apés a digestdo), € similar e caracteristico
de nanoparticulas de ouro no formato de esferas (TORNGREN, B. et al.,2014). Para
a amostra AuNP/SiO2 ap0s o tratamento referente a E2 foi possivel observar a
auséncia da banda de absorgdo de plasmon, indicando que todo ouro foi removido da

superficie da amostra.
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Figura 14- Espectros obtidos na avaliagdo dos sdlidos: AUNP@SiOz A) antes e ap0s
(B) aplicacao tratamento E2; e AuNP/SiO: antes (C) e apés (D) o tratamento com
E2.
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Fonte: Autor, 2019.

Para E3 (HNOs:HCI:HF + MW) o material foi completamente solubilizado apés
a digestdo deixando o ouro reduzido disponivel para quantificacdo, na forma de Au®*.
Para a amostra AUNP/SiO2 nao foi observado diferenca significativa aplicando teste
t-pareado de Student (95% de confianca) entre o teor de Au (Tabela 7) aplicando a E2
e E3, uma vez, que o metal se encontra apenas na superficie. Contudo, para amostra
AuNP@SIiO2, somente se quantificou o ouro, ap0s o tratamento com a ES3,
confirmando que o metal esta no interior protegido de silica. Portanto, empregando
diferentes estratégias de preparo de amostra em sistema Umido, foi possivel
caracterizar como 0 ouro esta presente no nano material, assim como, realizar a

guantificacdo do metal, como mostra a Figura 15.
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Figura 15- Estratégias e informacdes obtidas nos diferentes sistemas avaliados.
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Fonte: Autor, 2019.

Adicionalmente, as amostras também foram caracterizadas por microscopia
eletrénica de transmissédo (MET) antes a ap0s o tratamento com HNO3:HCI (agua
régia), ou seja, E2. As micrografias apresentadas na Figura 16, indicam a presenca
das nanoparticulas de ouro suportadas na silica (AuNP/SiO2) antes do tratamento
(Fig.16A). Apl6s o tratamento as micrografias mostraram que houve remocéo das
nanoparticulas de ouro, também foi observado que o tratamento promoveu alteracéo
na morfologia da silica, pois ha aumento da rugosidade da superficie e surgimento de
possiveis nanoporos (Fig.16B). As Figuras 16C e 16D mostram que para a
nanoparticula de ouro encapsulada em silica (AUNP@SiO2) ndo ocorreram mudancas
estruturais, bem como é possivel observar que as AuNPs estdo distribuidas

uniformemente no interior das nanoparticulas de silica.
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Figura 16- Micrografias obtidas por MET antes e apds tratamento com HNOsz:HCI (E2).
A— AuNP/SiO2 antes do tratamento e B ap6s o tratamento. C- AUNP@SIO:2 antes do
tratamento e D ap0s o tratamento com E2.
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Fonte: Autor, 2019.

4.4 Conclusdes

A sintese dos catalisadores foi efetuada de forma satisfatoria. Com as caracterizacoes
foi possivel observar que as propriedades de cada material sintetizado foram
semelhantes, com diferentes metodologias de sintese. Observa -se a presenca das
AuNPs em ambos os materiais, em concentracdes diferentes. O teor de Au na sintese
do material de AUNP@SiO:2 foi maior que o AUNP/SiO2. As imagens obtidas através
do MET mostraram que as AUNP@SiO: apresentam um tamanho uniforme, além de

terem maior presenca de AuNPs.
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No preparo de amostras por espectrometria de absorcdo atbmica com chama
concluiu-se através do teste ANOVA, que é possivel quantificar o teor de ouro nos
catalisadores utilizando uma curva analitica em solugdo de HNOz 2 mol L para
aplicacdo de qualquer estratégia testada neste trabalho. Com a aplicacdo da E1
(HNOs 2 mol L't + 30 min de agitacdo 600 rpm) foi possivel afirmar que todo ouro
adicionado para obtencéo das nanoparticulas foi reduzido (Au3*— Au®). A combinacgéo
de E2 (HNO3:HCI + MW) e E3 (HNO3:HCI:HF + MW) confirmou o tipo nanoparticula
sintetizada, ou seja, nanoparticulas suportadas ou em forma de core-shell , e os
resultados foram concordantes com as micrografias obtidas por MET e pela
caracterizacao através da analise de UV-vis de solido. Além disso, com a diferenca
entre E3 e E2 é possivel determinar o teor de ouro presente na forma de core-shell

em diferentes nanoparticulas.
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Secao V
ARTIGO Il

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS
CROMATOGRAFICOS PARA A IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS DA OXIDACAO DO
ALCOOL BENZILICO
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5.1 Desenvolvimento das metodologias analiticas por cromatografia gasosa

5.1.1 Experimental

Os experimentos foram desenvolvidos no grupo de pesquisa de Catalise e
Reatividade Quimica (GCaR) no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB), na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

5.1.2 Equipamentos

e Cromatografo gasoso modelo GC-2010 da SHIMADZU (Jap&o), com injetor do
tipo Split/Splitless, detector por ionizagdo em chama (FID) injecdo manual

e Cromatografo Gasoso Acoplado a espectrdmetro de massas modelo GCMS-
QP 2010 Plus da SHIMADZU (Japéo)

e Balanca analitica modelo AX 200 SHIMADZU (Japé&o), com resolucao de
0,01 mg até 200 g

e Sistema de aquecimento composto por chapa de aquecimento modelo 752A
da Fisaton (Brasil), com controle de temperatura e agitacao

e Sistema de filtracdo MilliQ-Plus, Millipore® (EUA) composto por cilindro de
pressurizacao, sistema SmartPak DQ3, lampada UV (185nm) tanque e sistema
com filtro 0,22 uym, garantindo uma resistividade de 18,2 MQ

e Reator Miniclave Inox- Buchi Ag/Switzerland (Suica)

e Agitador de tubos Vortex Global Trade Tecnology XH-CU (Brasil)

e Micropipetas KASVI (Brasil)

e Freezer marca Consul (Brasil)

5.1.3 Reagentes

A Tabela 8 indica os reagentes utilizados no respectivo trabalho com a

especificacao da pureza e procedéncia.
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Tabela 8- Padrdes e solventes utilizados no desenvolvimento dos métodos.

Reagente Pureza Origem/Pais
1,5-pentanediol SIGMA — ALDRICH/Brasil
Acido benzoico > 99% AK Scientific/EUA
Agua deionizada 18,2 MQ.cm MILLIPORE/EUA
Alcool benzilico = 99% Dinadmica/Brasil
Benzaldeido 2 99% SIGMA — ALDRICH/Brasil
Benzilbenzoato > 99% Oakwood Chemical
Carbonato de potéassio 299,0 % VETEC/Brasil
Hidroxido de sédio > 98% Dinamica/Brasil
Tetrahidrofurano UV/HPLC 100% Dinadmica/Brasil
Tolueno >99.5% TEDIA/Brasil

Fonte: Autor, 2018.

5.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para os

produtos da oxidacédo do alcool benzilico

Os produtos obtidos na reacéao foram analisados por cromatografia gasosa para
sua identificacdo e determinacdo de seus respectivos rendimentos. Tolueno foi
adicionado as amostras como padrao interno (Método 1) e 1,5-pentanediol (Método
II) e tetrahidrofurano (THF) como solvente. As andlises foram realizadas em um
cromatografo a gas com as condicdes representadas na Tabela 9 para os testes
iniciais com 0 método I, e na Tabela 10 as condi¢cdes aplicadas ao método Il. Apds o
preparo dos padrdes em THF e injecdo no cromatografo determinou-se o tempo de

retencdo de cada composto em ambas as metodologias.



Tabela 9- Condic¢des iniciais aplicadas no desenvolvimento do método |.
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Coluna

Dimensodes
Fase liquida polietilenoglicol

13m x 0,25 mm D.I.
Stabilwax®(RESTEK/EUA)

Espessura do filme 0,25 um
Temperatura da coluna
Temperatura inicial 60 °C - 1 min

Programa

40 °C/min até 240 °C — 2,0 min

Géas de arraste

Fluxo do gas de arraste
Temperatura do injetor
Volume de amostra injetado
Razao de divisdo

Detector

Temperatura do detector

Hidrogénio, UP
2,5 mL min?
250 °C
0,5 puL
1:200
lonizacdo em chama
250 °C

Fonte: Autor, 2019.

Tabela 10- Condig¢des iniciais aplicadas no desenvolvimento do método Il

Método lI
Coluna
Dimensobes 30m x 0,32 mm D.I.
Fase liquida polidimetilsiloxano VF1MS (Varian®EUA)
Espessura do filme 1,0 pm
Temperatura da coluna
Temperatura inicial 90 °C - 1 min

Programa

40 °C/min até 170 °C — 0,5 min
80 °C/min até 300 °C — 1,10 min

Gas de arraste

Fluxo do gas de arraste
Temperatura do injetor
Volume de amostra injetado
Razao de divisao

Detector

Temperatura do detector

Hidrogénio, UP
2,3 mL mint
250 °C
0,5puL
1:20
lonizacdo em chama
300 °C

Fonte: Autor, 2019.

O método | foi otimizado através da variacdo de fluxo em 1,5; 2,0; 2,5 e

3,0 mL min! e variacdo de taxa de aquecimento da coluna nas temperaturas de 70,

80, 90 e 100 °C mint. Apds a otimizacdo do método testou-se outra coluna com as
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mesmas especificacbes, porém com 5 metros de comprimento. O método Il foi
otimizado através da variacdo de fluxo em 2,2; 2,3; 2,4; 2,5; 2,6; e 2,7 mL min'! e taxa
de aguecimento da coluna nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C min. As otimizacGes
do método Il foram realizadas em acordo com a resolucéo entre os picos de alcool

benzilico e 1,5-pentanediol que apresentaram tempos de retencdo mais proximos.

A determinacédo das concentracdes das amostras foi realizada pelo método do

fator de resposta do detector e padréo interno de acordo com a Equacéo 02:

mp; X AXg X F ~
Concentracio % = —— S ” R w100 Equacéo 02
API X mg

Onde: Fr é o fator de resposta, mp € a massa do padrdo interno (g); AXs é a
area de cada padrao externo a ser analisado (alcool benzilico, benzaldeido, acido
benzoico e benzilbenzoato); Ari é a area do pico do padréo interno e ms € a massa da
amostra. O fator resposta Fr foi determinado todos os dias através da férmula
representada na Equacgédo 03, utilizando os padrdes externos e o padrao interno

respectivo para cada método.

mg X A
Fp= —=—"PL w100
Ag X mp;

Equacéo 03

A seletividade dos métodos foi avaliada através da injecdo de uma amostra
padrdo no GC-MS com a condic¢des apresentadas na Tabela 11. Os espectros obtidos

para cada padréo foram comparados com os espectros da biblioteca do equipamento.
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Tabela 11- Condicdes aplicadas na determinacéo da seletividade do método | e .

Método GC-MS Seletividade

Coluna
Dimensodes 60m x 0,25 mm D.I.
Fase liquida 100 % polidimetilsiloxano OHIO VALLEY OV1 (EUA)
Espessura do filme 0,25 um
Temperatura da coluna
Temperatura inicial 80 °C
Programa 10 °C/min até 160 °C
30 °C/min até 270 °C — 3,33 min

Gas de arraste Hélio, UP
Fluxo do gas de arraste M.l 3,0 mL min-t

M.II 2,0 mL mint
Temperatura do injetor 240 °C
Volume de amostra injetado 0,5 uL
Razé&o de divisao 1:30
Detector MS
Temperatura do detector 240 °C

Fonte: Autor, 2019.

A linearidade do método | foi avaliada construindo uma curva analitica em THF
nas concentragoes: 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1, 0,12; 0,14; 0,16;
0,18 e 0,2 g mL* que foram avaliadas em triplicata. No método Il a linearidade foi
avaliada através da construcao da curva de calibragdo nas concentra¢fes de 0,0001;
0,00025; 0,0005; 0,001; 0,0015; 0,002; 0,005; 0,008 e 0,01g mL?! avaliadas em
duplicata.

As curvas analiticas foram obtidas a partir da razdo entre as areas de pico do
padrdo de interesse e a area do pico do padrdo interno versus a concentracdo dos
padrdes (g mL?t). O coeficiente de correlacdo linear (r) foi utilizado para avaliar a
linearidade dos métodos.

Para a validacdo do método | foi utilizada uma amostra de reacdo contendo
onde foi fortificada com os padrdes de interesse e realizado os testes de recuperacao.
Com os valores obtidos aplicou-se o teste de Grubbs e determinou-se o desvio padréo
e CV do conjunto de dados. O coeficiente de variacdo adotado para os ensaios foi
obtido através da curva de Horwitz (Onde log C = gramas do analito/grama de

amostra) de acordo com a Equacéo 04.
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CV (%) = 2(1-051090) Equacéo 04

A precisédo dos métodos foi avaliada através da preciséo instrumental onde no
método | preparou-se uma solucédo de 0,1 g mL* (nivel intermediario) com adicéo de
padrdo interno a partir de uma amostra obtida na reacdo de oxidacdo do alcool
benzilico. A amostra real utilizada para todos os testes de validacdo do método | era
composta por: 0,0018 g de benzaldeido, 0,0095 g de alcool benzilico, 0,0019 g de
acido benzoico e 0,0017 g de benzilbenzoato. No método Il foram avaliados dois
niveis de concentracdo menor e maior (0,0015 e 0,01 g mLY). As amostras foram
analisadas 10 vezes.

A precisao intermediaria foi realizada em dias diferentes, com outro analista, no
método | através da injecdo de uma solucédo 0,1 g mL* com adicéo de padréo interno
a partir de uma amostra real obtida na reacdo de oxidacdo do alcool benzilico 10
vezes. E no método Il foram avaliados dois niveis de concentracdo menor e maior
(0,0015 e 0,01 g mL?). As amostras foram analisadas 10 vezes.

A precisdo intra ensaio no método | foi avaliada com a inje¢cdo de uma solucao
0,1 g mL* com adicéo de padréo interno a partir de uma amostra real obtida na reacéo
de oxidacdo do alcool benzilico obtidas em 10 preparacdes. No método Il foram
avaliados dois niveis de concentragdo menor e maior (0,0015 e 0,01 g mL?) em 10
preparacoes.

A determinagdo do LOD foi determinada através da relacdo sinal/ruido onde
uma amostra de concentracdo conhecida foi diluida sucessivamente até a razao
sinal/ruido de 3:1 ser identificada. Para o LOQ foi estabelecido o primeiro ponto da
curva de calibracdo de cada método.

Na recuperacdo dos métodos foram avaliados trés niveis de concentragdo para
0 método | e no método Il foram avaliados dois niveis. Os valores de recuperacao
foram obtidos através da Equacado 05. As amostras fortificadas foram analisadas em

quintuplicatas.

¢, —C 3
1 - 2 % 100 Equacao 05
3

Recuperacio (%) =

Onde: C1 é a concentracdo do analito na amostra fortificada;
C2 concentracdo do analito na amostra néao fortificada;
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Cs é a concentragdo do analito adicionada a amostra fortificada.

Para a robustez do método (parametro opcional de validac&o) foram avaliadas
as variacdes do método em relacéo a pequenas modificagdes do método original. No
método | foram avaliadas modificacdes no volume de injecao, fluxo de fase movel,
taxa de aguecimento da coluna, solvente de preparo de amostra, além de testes com
diferentes catalisadores: AuNP/SiO2, Au-2.5%Pt2.5%/MWNT (catalisador de ouro
2,5% e platina 2,5% suportados em nanotubos de carbono de paredes multiplas), Au-
5,0%P1t5,0%/MWNT (catalisador de ouro 5,0% e platina 5,0% suportados em
nanotubos de carbono de paredes multiplas) e Au-7,4%Pt7,4%/MWNT (catalisador de
ouro 7,4% e platina 7,4% suportados em nanotubos de carbono de paredes multiplas).

No método Il foram avaliados fluxo de fase mdvel, taxa de aquecimento e a
aplicacdo de 8 diferentes catalisadores: AuNP/SiO2, AuNP@SIO2, Au
5,0%P15,0%/MWNT (catalisador de ouro 5,0% e platina 5,0% suportados em
nanotubos de carbono de paredes mudltiplas), Au-2,5%Pt2,5%/MWNT, Au-
7,4%Pt7,4%/MWNT, Pt2,5%/MWNT (catalisador de platina 2,5% suportado em
nanotubos de carbono de paredes multiplas) e Pt5,0%/MWNT (catalisador de platina
5,0% suportado em nanotubos de carbono de paredes mdltiplas) utilizados no grupo

de pesquisa.

5.3 Testes Cataliticos

O sistema representado na Figura 17 (reator, chapa de aquecimento com
monitoramento da temperatura com uso de termémetro, banho de 6leo) mantido o

mesmo em todas as reagdes com intuito de minimizar erros operacionais.
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Figura 17- Sistema de reacdo para oxidacao do alcool benzilico.

Fonte: Autor,2018.

Para os testes cataliticos iniciais, foram adicionados 10 mL de &lcool benzilico
e 50 ou 200 mg de catalisador (AuNP/SiO2) em um reator do tipo autoclave de 50 mL.
Em seguida, foi realizado teste de vazamento no reator com purga de ar sintético,
onde a presséao do sistema foi monitorada por aproximadamente 4 minutos. Decorrido
este tempo, o reator foi despressurizado e realizado vacuo no sistema. A conexao de
oxigénio foi realizada no reator, adicionando oxigénio sob pressdo de 5 bar em fluxo
continuo. O reator foi colocado sob aquecimento e agitacdo nas temperaturas
estudadas através de um banho de 6leo previamente aquecido. Ao término da reacao,
o reator foi resfriado em um banho de gelo e despressurizado. As amostras foram
colocadas em um tubo falcon com capacidade de 15 mL e em seguida o catalisador
foi separado por centrifugacéo a 5000 rpm por 10 minutos. Apds a reacdo, as amostras
foram guardadas em um freezer na temperatura de 4 °C.

Para maior controle do sistema reacional a reacdo de oxidacdo do alcool
benzilico na auséncia de base e catalisador foi repetida 5 vezes para determinar o
erro da reacgao.

Na otimizagdo da reacdo de oxidagdo do alcool benzilico, foi realizado um
planejamento experimental completo 23, onde foram avaliados: tempo de reacéo (1-3
horas), temperatura (120-150 °C) e quantidade de catalisador (50-200 mg), com a
execucao de um ponto central em duplicata. Este planejamento gerou um total de 10
experimentos. O planejamento de Doehlert foi realizado avaliando tempo e
temperatura de reacdo. O tempo de reacao foi avaliado em trés niveis: 1, 3 e 5 horas
e a temperatura foi avaliada em 5 niveis: 140, 150, 160, 170 e 180 °C. Este
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planejamento gerou um total de 8 experimentos com a execucao do ponto central em
duplicata. No planejamento experimental optou-se por ndo utilizar a base (K2COs3) nas
reacoes.

Com as melhores condi¢des reacionais estabelecidas nos testes iniciais para o
catalisador de AuNP/SIiO2, avaliou-se a presenca de base no sistema reacional em
diferentes proporcdes, uma vez que a presenca de base promove uma melhoria nas
conversodes cataliticas. Definida as condicdes ideais de reacdo, o catalisador de Au-
0,25%Pd-0,55% (comercial) foi escolhido para a otimizagdo das condi¢bes
estequiométricas da reagdo e utilizacdo de agua no sistema reacional.

As reacdes em meio aquoso, foram realizadas com diluices na quantidade de
alcool benzilico, de acordo com sua solubilidade em agua. Os testes foram executados

mantendo a estequiometria da reacao.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Desenvolvimento e validacdo do método | (coluna polar)

Com a injecdo dos padrdes individuais na concentracdo de 0,01 g mL?! e
determinacao do tempo de retencdo de cada padrao externo (benzaldeido - 2,74 min,
alcool benzilico - 3,32 min, &cido benzoico - 4,22 min, benzilbenzoato - 4,71 min) e 0
padrao interno tolueno (1,32 min), foi obtido o cromatograma da mistura de todos os
padrbes externos e o padrao interno representado na Figura 18.

Para a otimizacao do método foi considerado o tempo de analise como requisito
para obtencdo das condicOes ideais, uma vez que, 0S compostos estao
completamente separados apresentando valores de resolu¢do acima do estabelecido

(=1,50) para identificagdo e quantificagao.

Figura 18- Cromatograma obtido da anélise dos produtos de oxidag¢é&o do alcool
benzilico e tolueno.
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Fonte: Autor, 2018.

Apos a identificacdo dos tempos de retencdo dos compostos a otimizagcédo do
método iniciou-se com o estudo da taxa de aquecimento. A Figura 19 representa os
cromatogramas obtidos com as alteracbes da taxa de aquecimento nas diferentes

temperaturas avaliadas (70, 80, 90 e 100 °C min?).
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Figura 19- Cromatograma obtido na avaliacdo da taxa de aquecimento.
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Fonte: Autor, 2019.

Como pode ser visto na Figura 19, é possivel observar que o aumento da taxa
de aguecimento promove uma diminuicdo do tempo de retencdo dos compostos, logo
do tempo de andlise, portanto foi escolhida 100 °C min-t como taxa de aquecimento
para dar andamento a otimizac&o.

Na sequéncia, foi feito o estudo da variagdo do fluxo em diferentes niveis: 1,5;
2,0; 2,5 e 3,0 mL mint. Os cromatogramas representados pela Figura 20 mostram
gue o aumento do fluxo promoveu uma reducao do tempo de analise ainda maior, sem
comprometer a separacdo dos compostos, portanto foi escolhido a taxa de

3,0 mL min! para dar andamento ao estudo.
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Figura 20- Avaliacdo do fluxo para otimizacao do método cromatogréfico.

30000
25000
A k A 1,5mL min-1
— 20000
>
2
% 15000 k 2,0 mL min_l
S _
&
Q 10000 2,5mL min_1
E -l
5000 -
3,0mL min-l
0 -
T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Tempo de reteng&o (min)
Fonte: Autor, 2019.

Na sequéncia foi feito um teste tentando diminuir o comprimento da coluna para
5 metros, porém, notou-se que a separacao nao foi eficiente quando comparado com
a coluna de 13 metros, pois ndo houve a separacdo dos compostos conforme o
cromatograma representado na Figura 20. Isto ocorreu devido a reducdo do nimero
de pratos tedricos o que ocasionou picos largos com cauda frontal e baixa resolucéo

entre os compostos como demonstrado na Figura 21 e na Tabela 12.
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Figura 21- Cromatograma obtido na analise dos padrdes de oxidacao do &lcool

benzilico com coluna de 5 metros.
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Fonte: Autor, 2019.

Tabela 12- Comparacdo do numero de pratos tedricos das colunas testadas.

Coluna 13 m Colunab5m

Pratos teoricos

Tolueno 5648,451 4456,937
Benzaldeido 57881,947 1830,356
Alcool benzilico 91147,398 745,862
Acido benzoico 103405,073 946,421
Benzilbenzoato 111664,670 1174,444

Fonte: Autor, 2019.

O nuamero de pratos teoricos (n) foi calculado de acordo com a Equacéo 06:

n = 16(ty|W,)? Equacéo 06

Onde: tr € 0 tempo de retencédo, e Wy a largura da base do pico.
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Portanto optou-se por utilizar uma coluna de 12 metros e o método foi validado
inicialmente com a determinacédo da seletividade que foi avaliada através do uso de
um detector de espectrometria de massas, e posterior identificagdo dos compostos
através dos seus respectivos espectros. Os espectros obtidos foram comparados com
0s espectros da biblioteca (Anexo B, pg. 151), do equipamento (NIST08-2008)
obtendo similaridade = 95%. Na Figura 22 é possivel observar que o método proposto
€ seletivo, sendo possivel identificar todos os compostos de interesse do método

(tolueno, benzaldeido, &lcool benzilico, acido benzoico, benzilbenzoato).

Figura 22- Cromatograma dos padrfes externos obtidos por GC-MS.
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Apoés a determinacdo da seletividade do método foram obtidas as curvas
analiticas representadas na Figura 23. As curvas analiticas foram construidas no
Origin 9.0 ® (ampliacédo no Anexo C, pg. 152), onde foram obtidas as equacdes da reta
e os valores dos coeficientes de correlacdo linear para cada padrdo analitico,

conforme Tabela 13.
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Figura 23- Curvas de calibracdo interna obtidas para os padrdes analiticos,
benzaldeido, alcool benzilico, &cido benzoico e benzilbenzoato, utilizando tolueno

como padréo interno.
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Tabela 13- Coeficientes de correlagcdo e equacfes da reta obtidos nas curvas

analiticas.

Padrdes analiticos

Equacéo

Benzaldeido 0,9957
Alcool benzilico 0,9972
Acido benzoico 0,9990
Benzilbenzoato 0,9980

y = -0,009+0,00436 + x(0,1203%0,00422)
y = -0,008+0,00565 +x (0,1277+0,00364)

y = -0,00763+0,00456 + x(0,10349+0,00175)
y = -0,00643+0,00283 +x(0,13528+0,00321)

Fonte: Autor, 2018.
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A linearidade do método proposto apresentou valores de coeficientes de
correlagao “r’ considerados bons (0,9957 a 0,9990) de acordo com a classificacédo do
INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2018) que afirma que quanto mais proximo de 1 o valor
de “r’ estiver maior a relacéo linear obtida.

Os limites de deteccdo (LOD) obtidos através da relacdo sinal/ruido, estédo
representados na Tabela 14 e estéo na faixa de 0,00002 a 0,00005 g mL1. O LOQ foi

determinado com base na menor concentracdo de calibracéo da curva analitica.

Tabela 14- Limite de deteccédo e limite de quantificacdo obtidos através da diluicdo de
amostras e relacdo sinal/ruido.

Padréo LOD (g mL™?) LOQ (g mLY)  Faixalinear (g mL™?)
Benzaldeido 0,00002 0,001 0,001- 0,2
Alcool benzilico 0,00002 0,001 0,001 -0,2
Acido benzoico 0,00005 0,001 0,001- 0,2
Benzilbenzoato 0,00002 0,001 0,001- 0,2

Fonte: Autor, 2018.

A Tabela 15 mostra os CV obtidos na determinacdo da precisdo (precisdo
instrumental, precisdo intra ensaio e precisao intermediaria). Com os valores de area
corrigida com o padrdo interno, determinou-se o desvio padréo e coeficiente de

variagao do conjunto de dados.

Tabela 15- Precisdo do método |, avaliada através da precisdo instrumental, preciséo
intra ensaio e precisao intermediaria.

Precisdo instrumental Precisao intra-ensaio Precisdo intermediaria

Padréo
Desvio CV% Desvio CV% Desvio CV %
Benzaldeido 0,0041 2,51 0,0061 3,65 0,0026 1,63
Alcool benzilico 0,0204 2,12 0,0218 3,25 0,0238 2,55
Acido benzoico 0,0007 3,23 0,0008 3,51 0,0007 2,95
Benzilbenzoato 0,0001 2,50 0,0001 3,44 0,0001 1,85

Fonte: Autor, 2018.

Na preciséo instrumental foram obtidos coeficientes de variacdo < 3,23%, na

precisdo intra ensaio valores < 3,65% e na precisao intermediaria < 2,95%. Estes
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resultados estédo de acordo com os CV estabelecidos através da curva de Horwitz no
intervalo de concentracdo avaliado. Conclui-se que que a metodologia proposta é
precisa, uma vez que os valores de desvio padrdo e CV obtidos foram
< 3,65% indicando que os parametros avaliados apresentam um conjunto de dados
homogéneos.

A exatiddo do método foi avaliada através da recuperacao, ou seja, fortificacéo
de uma amostra de reacdo da oxidacdo do alcool benzilico contendo: 0,0018 g de
benzaldeido, 0,0095 g de alcool benzilico, 0,0019 g de acido benzoico e 0,0017 g de
benzilbenzoato em diferentes niveis (0,005; 0,06 e 0,18 g mL™?). A Tabela 16 mostra
os valores de recuperacao obtidos apos fortificagcdo da amostra real. Foram obtidos
valores de recuperacédo no intervalo de 80,07 a 101,41% para os diferentes niveis de
fortificacdo. Para os intervalos de concentragao trabalhados a faixa de recuperacéo
varia de 97 a 103% conforme trabalho relatado por BRITO et al., 2003. Como podemos
observar no menor nivel de concentracdo os valores obtidos ficaram na faixa de
82,9%. Este valor é atribuido ao uso da amostra real no processo de recuperacgao,
uma vez que a fortificacdo tende a simular condigdes reais, e 0 uso de solventes
organicos no preparo da amostra pode influenciar diretamente no processo de
recuperacao, como mostrado no estudo de BRITO et al., 2003 e relatado na norma
do INMETRO.

Tabela 16- Teste de recuperacdo com fortificacdo de amostra real em trés diferentes
niveis de concentracdo. (n=4).

Compostos Conc. inicial Conc. Fortificada Recuperacao
(g mL™) (gmL™ %

Nivel 0,005 gmL?

Benzaldeido 0,0018 0,0062 86,54
Alcool benzilico 0,0095 0,0136 83,62
Acido benzoico 0,0019 0,0059 80,07
Benzilbenzoato 0,0017 0,0057 81,19
Nivel 0,06 g mL™*

Benzaldeido 0,0018 0,0597 96,49
Alcool benzilico 0,0095 0,0639 90,80
Acido benzoico 0,0019 0,0583 93,96
Benzilbenzoato 0,0017 0,0567 91,75
Nivel 0,18 g mL*

Benzaldeido 0,0018 0,1776 97,65
Alcool benzilico 0,0095 0,1920 101,41
Acido benzoico 0,0019 0,1750 96,18
Benzilbenzoato 0,0017 0,1751 96,32

Fonte: Autor, 2018.
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A robustez do método foi avaliada com alteracdo nos parametros
cromatograficos iniciais de acordo com a Tabela 17. As condi¢des utilizadas como
padrdo foram: volume de injecdo de 0,5 L, fluxo 3,0 mL min-i, e taxa de aquecimento
de 100 °C mint. As amostras foram analisadas em quadruplicata. O método mostrou-
se robusto nas alteraces propostas. Apenas o alcool benzilico apresentou pequena
variacdo na taxa de aquecimento de 90 °C e na utilizacdo do solvente metanol. A
robustez também foi avaliada através da andlise de diferentes reacdes, e 0s
resultados estdo apresentados na Figura 35 apoOs otimizacdo das condicbes

reacionais.

Tabela 17- Robustez do método avaliada com base nos parametros cromatograficos
estabelecidos pela relacdo area analito/area padréo interno (n=4)

Taxa
Volume Fluxo .
Aa*/Api Condicao L aquecimento Solventes
Composto injecdo uL -~ mL min? .
to Padréo °C mint
0,3 1,0 2,5 90 CH3sOH  CHsHsO
Benzaldeido 0,08 1,12 1,11 1,18 1,16 1,23 0,96 1,04
Alcool benzilico 0,12 1,32 1,35 1,47 1,55 1,60 0,92 1,22
Acido benzoico 0,06 0,82 0,76 0,86 0,90 0,86 0,72 0,82
Benzilbenzoato 0,10 1,19 1,11 1,33 1,31 1,35 0,95 1,25

Fonte: Autor, 2018. Onde *: area amostra padréo externo.

5.4.2 Testes Cataliticos

Apoés o desenvolvimento e validacdo do método cromatografico iniciou-se o
estudo para a reacao de oxidagdo do alcool benzilico utilizando parametros reacionais
anteriormente testados por OLIVEIRA, L.C.F. 2011 e descritas na parte experimental.

O erro adotado para as conversées de alcool benzilico foi de +0,7%, e foi
determinado através de 5 repeticbes da reacdo de oxidacdo executadas em dias
diferentes. Essas reacdes foram realizadas nas seguintes condi¢cdes: temperatura de
130 °C, 3 horas, 10 mL de alcool benzilico, na auséncia de base e catalisador.

Para a otimizac&o das condigdes reacionais (tempo e temperatura) utilizou-se

um planejamento experimental e os resultados estdo apresentados na Figura 24. A
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matriz obtida através do programa STATISTICA 10 (Figura 24) utilizou o teor (%) de

conversao do alcool benzilico como resposta para a avaliagdo da otimizacao.

Figura 24- Matriz obtida para avaliacdo da otimizacdo 23 dos parametros utilizados na
oxidacdo do alcool benzilico.

Fonte: Autor, 2018.

(3-0) design (Spreadsheet?

Standard mperatura | Catalisador | % Conversdo alcool
Run benzilico
4 1 3,000000 150,0000 50,0000 19,77
1 1/1,000000 120,0000 50,0000 9,75
2 1 3,000000 120,0000 50,0000 24 24
10 (C) 0 2,000000 135,0000 1250000 16,56
5 11,000000 120,0000 200,0000 8,75
B 1 3,000000 120,0000 200,0000 7,90
7 11,000000 150,0000 200,0000 18,46
8 1/ 3,000000 150,0000 200,0000 21,38
3 11,000000 150,0000 50,0000 22 55
9 (C) 0 2,000000 135,0000 125,0000 156,80

Analisando os dados obtidos na matriz (Figura 24) foi obtido o grafico de

Pareto referente aos fatores avaliados num intervalo de confiangca de 95% (Figura 25).

Como podemos observar na Figura 25, nenhum dos fatores avaliados apresentou

influéncia significativa no intervalo de confianca estabelecido de 95% (linha vermelha),

porém com os dados obtidos no diagrama de Pareto foi possivel prever o

comportamento do sistema reacional, o qual indica que: um possivel aumento de

temperatura e tempo de reacao (valores positivos), uma reducao da quantidade de

catalisador (valor negativo) favorece a conversao do alcool benzilico.
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Figura 25- Diagrama de Pareto obtido na avaliacdo do planejamento fatorial 23.

(3)Temperatura 2,300165
(4)Catalisador -1,44636
(2)Tempo 1,005592
(1)Ponto central ,2401959
p=,05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: Autor, 2018.

Optou-se entéo por fixar a menor quantidade de catalisador utilizada no estudo,
ou seja, 50 mg, além de aplicar um planejamento Doehlert para avaliar de maneira
mais eficiente a influéncia da temperatura e do tempo de reacdo. No planejamento
Doehlert a temperatura foi avaliada em 5 niveis e o tempo de reacdo em 3 niveis,
obtendo assim 6 experimentos mais o ponto central em duplicata como mostra a
Figura 26.

Figura 26- Planejamento Doehlert com duas variaveis (tempo e temperatura) da reagao
de oxidacao do alcool benzilico.
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Fonte: Autor, 2018.

Com a analise das reacOes propostas neste planejamento foram obtidos os

valores de conversao apresentados na Figura 27 e com estes valores foi obtida a
superficie resposta apresentada na Figura 28.

Figura 27- Matriz obtida para avaliacdo da otimizacéo 22 dos parametros utilizados na
oxidacdo do alcool benzilico.

1 2 ..3
Conversdo do alcool
Temperatura Tempo benzili
enzilica

1 140 3 13,62
2 1480 1 442
3 1480 5 19,41
4 160 3 427
g 170 1 2.5
B 170 g 12,33
T 180 3 19,28
8 160 3 427

Fonte: Autor, 2018.

Figura 28- Superficie de resposta obtida através do planejamento Doehlert para a
otimizacao da temperatura e tempo da reacao de oxidacdo do alcool benzilico.

TEEX A

9, de conversao alcool benzilico
=)

Lhowwsa®

¢
‘¢

Fonte: Autor, 2018.
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Pelo grafico de superficie resposta (Figura 28) foi possivel observar duas
regides (vermelhas) onde possivelmente a conversdo do alcool benzilico seria mais
acentuada. A primeira regido na temperatura de 135 °C e 3 horas de reacdo com uma
conversao proxima de 10 a 12% e a segunda regido em temperaturas maiores, neste
caso 185 °C e tempo reacional de 3 horas com converséo de aproximadamente 20%.
Como o grafico de superficie resposta (Figura 28) obteve duas possiveis regides de
maiores conversdes ndo foi possivel prever qual a melhor condi¢do reacional uma vez
gue com um aumento excessivo de temperatura possivelmente ocorrera a degradacéo
do produto de partida e em temperaturas menores ocorrera uma reducdo da
conversdo do alcool benzilico mostrada pelo diagrama de pareto representado na
Figura 25. Com estes resultados observou-se que para o planejamento fatorial
completo e a matriz Doehlert ndo foram obtidos os resultados esperados para a reacéo
de oxidacédo do alcool benzilico nas condices avaliadas. Neste contexto optou-se por
realizar o restante do estudo da otimizacdo de forma univariada.

Nas reacOes realizadas com a matriz Doehlert foi observado uma redugéo da
temperatura inicial programada ap0s a adicao do reator de inox no banho de 6leo e
0s resultados estdo representados na Figura 29. Como pode ser observado,
inicialmente ocorre uma diminuicdo da temperatura em aproximadamente 15 a 20
minutos de reacdo a temperatura do sistema aumenta. Para reagfes realizadas até a
temperatura de 150 °C observou-se que o sistema entra em equilibrio em 90 minutos,

porém, em temperaturas mais altas este equilibrio s6 é atingido acima de 180 minutos.
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Figura 29- Tempo de equilibrio da temperatura utilizada nas reacdes realizadas com a

matriz Doehlert.
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Fonte:Autor,2018.
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Ainda relacionado as reacdes iniciais do planejamento experimental completo

e da matriz Doehlert foi possivel observar caracteristicas do sistema reacional em

estudo. Ao abrir o reator foi possivel observar a primeira caracteristica organoléptica

associada ao odor de benzaldeido indicando a formagdo do composto no meio

reacional. Outra caracteristica observada foi a presenca de uma coloracdo amarela

na solucdo da reagdo, observado apenas em reacgdes nas quais a conversao do alcool

benzilico foi maior. Esta coloracéo € caracteristica da oxidacéo do benzaldeido a acido

benzoico.

Outros estudos foram realizados para observar o comportamento de cada

variavel na reacdo de oxidacéo do alcool benzilico. Os dados deste estudo estéo

apresentados na Tabela 18.



107

Tabela 18- Avaliacdo de parametros reacionais de forma univariada.

_ oo % de alcool seletividade (%)
Catalisador Oxigénio K2COs _
Reacéo convertido
(mg) (bar)* (mg) BZ' ACB? BzB®
+0,7
1 0 0 0 0 - - -
2 0 5 0 14,9 719 115 164
3 50 5 0 12,8 89,2 83 25
4 0 5 50 0 - - -

Fonte: Autor, 2018. Condi¢des reacionais: 10 mL de substrato, 3 horas de reacdo, 130 °C. Alimentacao

de oxigénio continua. * Benzaldeido, 2 Acido Benzoico e ® Benzilbenzoato.

A reacdo 1 foi realizada apenas com alcool benzilico e foi observado que a
reacdo nao ocorre, ao contrario da reacao 2 que foi realizada na presenca de 5 Bar
de Oz, ou seja na auséncia de base e catalisador foi obtida uma converséo do alcool
benzilico equivalente a 14,9 + 0,7 %, formando todos os produtos de oxidagao.
Quando se adicionou 50 mg do catalisador (reacdo 3) foi observado uma pequena
reducdo na conversao do alcool benzilico, porém a seletividade a benzaldeido
aumentou em 20%. Quando se adicionou 50 mg de K2COs (reacao 4) ou seja, base,
a reacao nao ocorreu.

Uma reacdo modelo (reacédo de 3 horas, 130 °C na auséncia de catalisador e
base) foi realizada para verificar o consumo de O: durante a reacdo. O reator foi
alimentado com 5 bar de Oz e em seguida as conexdes de gas foram removidas do
sistema. A Figura 30 mostra o consumo de oxigénio decrescente no decorrer do tempo
de reacdo. Observou-se que em 3 horas de reacdo a quantidade de oxigénio pode
chegar até 1,6 bar. Neste contexto optou-se por trabalhar com alimentacédo de O:
continua, visto que, para reacdes com tempo maior que 3 horas, 5 bar de Oz néo

seriam suficientes.
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Figura 30- Consumo de oxigénio na reacdo de oxidacao do alcool benzilico.
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Fonte: Autor, 2018.

A avaliacdo da temperatura reacional foi realizada em dois tempos, 1 e 3 horas.
O gréfico representado na Figura 31 mostra um aumento de conversdo a partir de
130 °C em reacoes realizadas no tempo de 3 horas e para reacdes de 1 hora nédo
foram obtidas conversfes acima de 8,7%. Com o0 aumento da temperatura ocorre um
aumento na conversao do alcool benzilico, porém a seletividade a benzaldeido
diminui, e aumenta em termos de formacgéao do acido e benzoico como mostra a Tabela
19. Estes dados corroboram com estudo realizado por MIEDZIAK et al., 2011, que
observaram este mesmo comportamento em funcdo do aumento da temperatura no
sistema reacional. Com este estudo, optou-se por trabalhar com a temperatura de
130 °C visto que, as conversfes obtidas para as temperaturas avaliadas foram
semelhantes, e pelo fato de que o aumento da temperatura pode ocasionar
degradacgéo do benzaldeido (179 °C).
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Tabela 19- Avaliacdo da influéncia da temperatura em reacdes de 3 horas.

Reaco Tempoeéatura % de élco+ogc70nvertido - SEIetiZiggczie (%)BZB3
1 130 12,7 89,2 8,3 2,5
2 140 14,2 89,5 8,6 19
3 160 13,6 84,2 13,6 2,2

Fonte: Autor, 2018. Condic¢des reacionais: 10 mL de substrato, 50 mg catalisador. Alimentacéo de

oxigénio continua.' Benzaldeido, 2 Acido Benzoico e ® Benzilbenzoato.

Figura 31- Conversédo do alcool benzilico em funcéo da variacdo do tempo e da
temperatura reacional.
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Fonte: Autor, 2018.

O estudo na presenca de base foi realizado nas seguintes condi¢des: 3 horas
de reacdo, 5 bar de Oz, 130 °C e agitacdo. A influéncia da base foi estudada na
presenca e auséncia do catalisador (AuNP/SiO2) e os resultados de conversédo do
alcool benzilico estao representados na Figura 32.

Avaliando o grafico da Figura 32 podemos observar que na auséncia de
catalisador as conversdes do &lcool benzilico ocorrem somente em quantidades de
K2COs maiores que 100 mg e nao apresenta variagao significativa na conversao com
aumento de 100 a 1000 mg de base. Na presenca do catalisador é possivel observar

gue ocorrem baixas conversoes pequena quantidade de K2CO3 (50 e 100 mg). A maior
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conversédo de alcool benzilico com K2COs foi obtida quando a reagdo ocorreu na
presenca de 500 mg de base e com massas maiores que 500 mg diminuiu a conversao

As reacdes que apresentaram conversao na auséncia do catalisador foram
seletivas para a formacao de benzaldeido (100%) e na reagdo com 500 mg de base e
catalisador foram obtidos produtos como benzaldeido (78,4%) e benzilbenzoato
(23,1%).

Figura 32- Conversédo do alcool benzilico em funcéo da variagdo da quantidade de
base (K2COs) na presenca e auséncia de catalisador.
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Fonte: Autor, 2018.

Na presenca de grandes quantidades (= 500 mg) de base foi possivel observar
a degradacao do suporte catalitico fazendo com que ficasse impregnado juntamente
com resquicios de base nas paredes do reator como mostram as imagens da Figura
33.
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Figura 33- Impregnacao de base nas paredes do reator.

Fonte: Autor, 2018.

Estes resquicios também foram analisados por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas para comprovar que o material encontrado no reator era
base e ndo acido benzoico uma vez que, esta possibilidade fora levantada por DE
OLIVEIRA, L.C.F., 2011. Na andlise do material ndo foi identificada a presenca de
acido benzoico.

Com os resultados obtidos no diagrama de pareto fixou-se a massa de
catalisador em 50 mg uma vez que 0 parametro nao apresentou influéncia
significativa. Pelos resultados obtidos na superficie de resposta foram estabelecidos
o tempo reacional de 3 horas e a temperatura de reagéo de 130 °C. Com o estudo da
presenca de base no meio reacional observou-se um aumento na converséo de alcool
benzilico de até 22% quando se utilizou 500 mg de K2COg3, contudo, apesar da reacao
ser favorecida com a adicao de base, concentracdes altas da mesma, podem levar a
desativacado (dissolucéo) do suporte catalitico uma vez que o mesmo € composto por
silica (SILVA et al.,2004).

Ainda no estudo da quantidade de base avaliou-se outros catalisadores
com as condicdes reacionais estabelecidas. Foram testados catalisadores bimetéalicos
suportados em nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT). Os catalisadores
testados apresentavam teores de ouro e platina de 0,5; 2,5 e 7,4%. O gréfico
representado na Figura 34 mostra a conversao do alcool benzilico, utilizando

catalisadores de nanotubos de carbono na presenca e auséncia de base.
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Figura 34- Conversao de é&lcool benzilico com catalisadores de Au e Pt na
presenca e auséncia de base.
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Fonte: Autor, 2019.

Com os dados obtidos na Figura 34 € possivel observar que na auséncia de
base nos catalisadores com teor de AuPt abaixo de 2,5 % a conversdo chega até
3,57%. Para o teor de 7,4% a conversdo do alcool benzilico foi de 34,91%. Ja na
presenca de base as conversées sdo maiores, chegando até 81,58% com seletividade
para benzaldeido, conforme mostra a Tabela 20.

A Figura 35 mostra o cromatograma obtido na identificagdo dos compostos
gerados com a aplicacdo destes catalisadores na reacdo de oxidacdo do alcool
benzilico. E possivel observar a separacéo e a identificacdo dos compostos obtidos

em conversdes altas (62,21% - Fig. 35- A) e em baixas conversdes (3,57% Fig 35- B).



Tabela 20- Catalisadores a base de MWCNT aplicados no estudo da base*.

% de alcool seletividade (%)
Catalisador massa K2COs3 _
convertido
MWCNT (mg) (mg) L0 BZ' ACB? BzB?
50 0 2,2 100 - -
AuPt 0.5%
50 500 48,5 100 - -
50 0 3,6 100 - -
AuPt 2.5%
50 500 62,2 100 - -
50 0 34,9 100 - -
AuPt 7.4%
50 500 81,6 99,4 - 0,6

Fonte: Autor, 2019. * CondicGes reacionais: 10 mL de substrato, 3 horas de reagao, 130 °C, *
Alimentacdo de oxigénio continua 5 Bar.! Benzaldeido, 2 Acido Benzoico e 2 Benzilbenzoato.

Figura 35- Cromatogramas obtidos nas andlises da reacdo com o catalisador
de AuPt 2,5%, na presenca (A) e auséncia (B) de K>COs. (1- tolueno, 2-
benzaldeido e 3-alcool benzilico).
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Fonte: Autor, 2018.
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Com o objetivo de otimizar as quantidades de reagentes utilizadas nas reagdes

de oxidag&o do alcool benzilico foi escolhido um catalisador comercial a base de ouro

(0,25%) e paladio (0,55%) o qual foi aplicado em reacfes aquosas. A Tabela 21
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mostra as otimiza¢des realizadas em meio aquoso mantendo a estequiometria dos
reagentes: alcool benzilico:catalisador:base (21:1:1) m:m:m. Nota-se que houve uma
diminuicdo de + 9% na conversado do alcool benzilico com a diminui¢cdo de 500 para
5 mg, portanto optou-se por realizar o teste com diferentes tipos de catalisadores
utilizando essas condi¢cdes reacionais, ou seja, meio aquoso, 0,1 mL de &lcool

benzilico em 9,9 mL de agua, ou seja 1% v/v e 5 mg dos diferentes catalisadores.

Tabela 21- Otimizacdo das reacdes utilizando catalisador comercial de AuPd.

Massa de alcool (mg) K2COs3(mg) Massa de catalisador (mg) % convertido (x 0,7)

10400 500 500 89,0
416 20 20 73,3
104 5 5 81,0

Fonte: Autor, 2019.

Como a coluna utilizada até entdo para a analise dos produtos de oxidacéo do
alcool benzilico € uma coluna polar a base de polietilenoglicol (Método 1) a mesma
ndo é adequada para andlise de reacdes aquosas, devido interacdes da dgua com 0s
sitios ativos da coluna ocasionando oxidacdo ou hidrélise da fase estacionaria,
comprometendo a eficiéncia da coluna. Neste contexto, foi desenvolvido e validado
um novo método cromatografico, utilizando uma coluna apolar VF-1MS (fase 100%

dimetilpolisiloxano).

5.4.3 Desenvolvimento e validagdo do método Il (coluna apolar)

Inicialmente foi feita a injecdo dos padrbes analiticos individuais na
concentracdo de 0,01 g mL* para a determinacéo do tempo de retencéo dos analitos.
Em funcéo da troca de coluna de uma polar para apolar houve a necessidade da troca
de padrdo interno do tolueno para 1,5-pentanediol em funcdo da coeluicdo
apresentada com o uso do tolueno e benzaldeido.

A Figura 36 mostra o cromatograma obtido na analise da mistura dos padrbes
analiticos nas condicdes estabelecidas para a determinagcédo da ordem de eluicao dos

compostos: (benzaldeido - 3,18 min, alcool benzilico - 3,57 min, &cido benzoico - 4,19
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min, benzilbenzoato - 6,08 min) e o padrdo interno 1,5-pentanediol (3,49 min). As
otimizacdes do método (fluxo e taxa de aquecimento) foram realizadas de forma
univariada considerando a resolucdo entre os picos referentes ao alcool benzilico e
ao 1,5-pentanediol. A representacdo dos cromatogramas foi realizada com o inicio em
3 min eliminando apenas pico do solvente (tetrahidrofurano) para melhor visualizacdo

dos compostos de interesse.

Figura 36- Cromatograma obtido na analise dos produtos de oxidacao do alcool
benzilico utilizando coluna apolar.
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Fonte: Autor, 2019.

O primeiro pardmetro a ser otimizado foi o fluxo do gas de arraste, na Figura
37 estdo representados os cromatogramas obtidos.

Com a variacao do fluxo (Fig. 37), € possivel observar que com o aumento do
mesmo ocorre a diminuicdo do tempo de andlise, contudo, a resolucdo entre o pico
do &lcool benzilico e do 1,5-pentanediol sofre pequena diminuicdo com o aumento do
fluxo. O fluxo escolhido para dar andamento a otimizagcdo do método foi o fluxo de
2,5 mL mint que apresentou uma resolucédo de 1,82 e um tempo de andlise de
aproximadamente 6 minutos. Com o fluxo estabelecido, otimizou-se a taxa de

aquecimento da coluna, a qual esta representada na Figura 38.
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Figura 37- Otimizacédo do fluxo do gés de arraste no método Il.

18000000
16000000 -
14000000 - 2,2 mL min” n
‘__._ﬁ_.f‘\__ d /L
~ 12000000 » JL
= 2,3 mL min
5 1 h I I
o 10000000 - m
© ] .
© 2,4 mL min
S 8000000 4
w
c 1 _
£ 6000000 - L A 2,5mL min i
4000000 - A 26 mL min”
2000000 - B
| A 2,7 mL min’ L
0 _ 1 ' 1 ' 1 ' 1
3 4 5 6

Tempo de retencdo (min)
Fonte: Autor, 2019.

Figura 38- Otimizacédo da taxa de aquecimento no método Il
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Fonte: Autor, 2019.

Com a taxa de aquecimento avaliada em 3 diferentes niveis e considerando a

resolucéo entre o pico do alcool benzilico e do 1,5-pentanediol foi escolhido a taxa de
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aquecimento de 40 °C min? que apresentou resolucdo de 1,83, na taxa de
50 °C min? observou-se uma diminuicdo da resolucdo (1,65), que também foi
observada para a taxa de 30 °C min''(1,78). Em taxas de aquecimento maiores ocorre
uma diminuicdo do tempo de analise, porém a resolucdo entre o pico do &lcool
benzilico e do 1,5-pentanediol diminui.

Com as condicbes otimizadas, iniciou-se a validacdo do método através da
determinacdo da seletividade por GC-MS com a comparacdo dos espectros de
massas obtidos na avaliagdo dos padrdoes com a biblioteca NIST08-2008 do
equipamento (Anexo B, pg. 150). O método mostrou-se seletivo, sendo possivel
identificar todos os compostos de interesse (benzaldeido, 1,5-pentanediol, alcool
benzilico, &cido benzoico e benzilbenzoato) com valores de similaridade = 96% como
mostra a Figura 39 que apresenta os cromatogramas obtidos na andlise dos padrbes

externos, com o inicio da aquisicdo em 6, 2 min (referente ao corte do solvente).

Figura 39- Cromatograma dos padrfes obtidos por GC-MS.
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A curva analitica foi realizada em duplicata e os dados foram tratados em
funcéo da variacdo da area dos padrdes em relagdo a area do padréo interno (1,5-
pentanediol), do mesmo modo a massa dos padrdes utilizados foi relacionada com a

massa do padrdo interno para a construcdo da curva de calibracdo. A Figura 40
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apresenta as curvas analiticas obtidas na injecdo dos padrbes em duplicata. A
linearidade do método foi definida através do coeficiente de correlacdo que mede o
grau de correlacdo entre as duas variaveis aplicadas na construcdo da curva de

calibragéo (ampliadas no Anexo D, pg. 154).

Figura 40- Determinacdo da linearidade através da construcdo da curva
analitica.
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Fonte: Autor, 2019.

Com as curvas analiticas obtidas foram determinadas as equacgfes da reta
correspondentes aos padrbes de interesse e o0 coeficiente de correlagcdo (r)
apresentados na Tabela 22. Os valores de coeficiente de correlagéo obtidos indicam
gue a metodologia € linear uma vez que, foram obtidos valores = 0,9984 que indicam

um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (RIBANI et al., 2004).
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Tabela 22- Coeficientes de correlacdo e equacdes da reta obtidos nas curvas
analiticas do método Il

Padrdes analiticos r Equacéo
Benzaldeido 0,9999 y=-0,0074+0,0028 + x(1,36189+0,00493)
Alcool benzilico 0,9999 vy =-0,00699+0,00089 + x(1,2749+0,00302)

Acido benzoico 0,9997 y =-0,014+0,00064 + x(0,7570+0,00687)
Benzilbenzoato 0,9984 vy =-0,011+0,00256 + x(1,1555+0,02459)
Fonte: Autor, 2019.

Os limites de deteccdo obtidos através da relacdo sinal/ruido, estdo
representados na Tabela 23. No LOD foram obtidos valores na faixa de 0,00001 a
0,00005 g mL* e o LOQ foi determinado com base na menor concentragdo da curva

analitica.

Tabela 23- Limite de deteccdo e limite de quantificacdo obtidos através da diluicao de
amostras e relacdo sinal/ruido.

Padréo LOD (g mL™®) LOQ (g mL?) Faixa linear (g mL™)
Benzaldeido 0,00001 0,0001 0,0001- 0,01
Alcool benzilico 0,00001 0,0001 0,0001- 0,01
Acido benzoico 0,00005 0,0001 0,0001- 0,01
Benzilbenzoato 0,00001 0,0001 0,0001- 0,01

Fonte: Autor, 2019.

A avaliacdo da preciséo instrumental foi executada em dois niveis (0,0015 e
0,01 g mL?). A Tabela 24 mostra os CV obtidos na determinacéo da preciséo (precisdo
instrumental, precisdo intra ensaio e precisdo intermediaria). Os valores de area
obtidos nestes ensaios foram corrigidos com o padréo interno, onde determinou-se o

desvio padréo e coeficiente de variacdo do conjunto de dados.
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Tabela 24- Precisdo do método Il, avaliada através da precisao instrumental, preciséo
intra ensaio e precisao intermediaria. (n=7).

Precisdo instrumental Precisao intra-ensaio Precisdo intermediaria

Padréo
0,0015g mL™?

Desvio CV% Desvio CV% Desvio CV %
Benzaldeido 0,01 3,75 0,01 2,56 0,01 1,80
Alcool benzilico 0,01 3,77 0,01 4,52 0,01 1,36
Acido benzoico 0,01 2,28 0,01 3,64 0,01 2,84
Benzilbenzoato 0,01 3,45 0,01 4,12 0,01 1,98

0,01 g mL?

Benzaldeido 0,02 1,15 0,04 2,60 0,03 1,76
Alcool benzilico 0,03 1,46 0,05 3,20 0,02 0,89
Acido benzoico 0,01 0,68 0,03 2,76 0,02 1,46
Benzilbenzoato 0,01 0,64 0,04 2,70 0,04 2,65

Fonte: Autor, 2019.

Os resultados obtidos mostraram que para o nivel de concentracdo de
0,0015 g mL* foram obtidos valores de CV < 4,52%. Os valores mais altos foram
obtidos na preciséo intra-ensaio, a qual reflete o preparo da mesma amostra diversas
vezes, contudo estes valores s@o considerados aceitaveis para o nivel de
concentracdo avaliado na curva de Horwitz que é de 5,32%. O mesmo foi observado
para o nivel de maior concentracédo (0,01 g mL1), onde os CV obtidos foram < 3,20%
atendendo a curva de Horwitz para este nivel (CV <4%). Na precisao instrumental os
valores de CV obtidos ficaram na faixa de 0,64 a 3, 77% e a precisdo intermediaria
avaliada através de analistas diferentes apresentou CV < 2,84%. Os dados obtidos
mostram que a metodologia é precisa, indicando que os parametros avaliados
apresentam um conjunto de dados homogéneos.

Na Tabela 25 estdo representados os valores obtidos para o teste de
recuperacao através da fortificacdo de uma amostra real contendo 0,0010 g de
benzaldeido, 0,0012 g de &lcool benzilico e 0,003 g de benzilbenzoato, obtida na

reacdo de oxidacao do alcool benzilico.
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Tabela 25- Teste de recuperacdo do método Il realizado através da fortificacdo de uma
amostra real.

Compostos Conc. inicial Conc. Fortificada Recuperacao
(g mL™) (@ mL™) %
Nivel 0,0015gmL™*

Benzaldeido 0,0010 0,0024 96,43
Alcool benzilico 0,0012 0,0025 89,52
Acido benzoico 0,0000 0,0014 94,95
Benzilbenzoato 0,0003 0,0018 94,10

Nivel 0,008 g mL?

Benzaldeido 0,0010 0,0087 96,28
Alcool benzilico 0,0012 0,0086 92,22
Acido benzoico 0,0000 0,0081 101,37
Benzilbenzoato 0,0003 0,0084 101,15

Fonte: Autor, 2019.

Os valores obtidos na recuperagao, ou seja, na fortificagdo da amostra real nos
diferentes niveis variaram de 89,52 a 101,37%. Estes valores mostraram-se
adequados para os niveis de concentracdo avaliados (0,0015 g mL*- 95 a 105% e
0,008 g mL*- 97 a 103%) conforme a norma do INMETRO. Estes valores também
estdo de acordos com os critérios estabelecidos pelo trabalho de BRITO et al., 2003,
em funcdo da concentracdo do analito avaliada.

Os resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método (Tabela 26),
mostraram que o método é robusto para variacdes de fluxo e de taxa de aquecimento,
nas condi¢cdes propostas. As condi¢des iniciais (condicdo padréo) avaliadas foram:

fluxo 2,5 mL min! e taxa de aquecimento de 40 °C min™.

Tabela 26- Robustez do método avaliada através da variacdo do fluxo do gas de
arraste e da taxa de aquecimento da coluna.

FIUX.O 1 Taxade aguecimento °C
. o mL min

Composto Aa/Api Condicao

to Padréao
23 28 30 50
Benzaldeido 0,07 2,55 2,50 2,58 2,54 2,48
Alcool benzilico 0,05 2,46 2,48 2,48 2,46 2,45
Acido benzoico 0,04 1,84 1,86 1,88 1,86 1,85
Benzilbenzoato 0,06 2,48 2,42 2,54 2,48 2,45

Fonte: Autor, 2019.
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A robustez do método também foi avaliada através da aplicagcdo da
metodologia em reagdes de oxidacdo do &lcool benzilico aplicando diferentes
catalisadores. Como pode ser visto na Tabela 27 € possivel identificar os compostos
em diferentes niveis de conversao, ou seja, concentracbes menores e concentracdes
maiores sem comprometer os parametros validados para a metodologia. Os
cromatogramas obtidos nas analises das reacdes de oxidagdo do alcool benzilico

utilizando diferentes catalisadores encontram-se no Anexo E, pg. 157).

Tabela 27- Robustez do método avaliada através das reacdes de oxidacao do alcool
benzilico com diferentes catalisadores.

Catalisador % de alcool seletividade (%)
MWCNT convertido £ 0,7 BZ? ACB? BzB?
AuUNP/SIO2 20,5 90,9 - 9,0
AUPt 5.0 % (MWNTC) 96,9 80,0 18,9 11
AuPt 2.5% (MWNTC) 96,1 74,5 24,8 0,7
AuPt 7.4% (MWNTC) 99,3 53,6 45,6 0,8
Pt 2.5% (MWNTC) 67,5 96,5 2,5 0.8
Pt 5.0% (MWNTC) 71,2 98,6 - 14
AUNP@SIO: 40,3 83,6 5,2 11,2

Fonte: Autor, 2019.

O cromatograma representado na Figura 41 para o catalisador de AuNP/SiO2
mostra que é possivel identificar os compostos obtidos na reacdo, mesmo quando
houve baixa conversdo do alcool benzilico 20,54%. A regido ampliada mostra a
separacao entre o padrdo interno e o alcool benzilico, ainda no cromatograma é
possivel observar a presenca de benzilbenzoato em aproximadamente 5,5 minutos.

Na Figura 42, € apresentado o cromatograma obtido com a aplicacdo do
catalisador de AUPt/MWNTC 7,4%, o qual apresentou uma conversao alta do alcool
benzilico em torno de 99,27% formando os 3 produtos de oxidacao do alcool benzilico
(benzaldeido, &acido benzoico e benzilbenzoato) em diferentes proporcdes. E
importante destacar que com a metodologia proposta (método IlI) foi possivel

guantificar os analitos (produtos formados) em diferentes niveis de concentracdo. As
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regibes ampliadas nos cromatogramas apresentados na Figura 41 e 42,

correspondem ao benzaldeido, 1,5-pentanediol e alcool benzilico, respectivamente.

Figura 41- Cromatograma obtido na analise da reacdo de oxidag¢do do

alcool benzilico com catalisador de AuNP/SiO2
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Fonte: Autor, 2019.

Figura 42- Cromatograma obtido na andlise da reagdo de oxidagéo do &lcool benzilico
com catalisador de AUPt/MWNTC 7,4%.
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5.5 Conclusoes

O método | desenvolvido em coluna polar de 13 m apresentou menor tempo de
analise (4 minutos) quando comparado com o método Il (6 minutos) desenvolvido em
uma coluna apolar de 30 metros, porém o método Il apresenta vantagem pelo fato de
poder ser aplicado a amostras aquosas, consequentemente sendo mais aplicado para
condicbes ambientalmente corretas, uma vez que possibilita a realizacao de reacoes
diluidas, logo menor quantidade de reagentes é utilizada e consequentemente menor

a geracdo de residuos.

Ambos os métodos desenvolvidos apresentaram seletividade e linearidade nas
faixas de concentracdo estabelecidas. O método | foi desenvolvido em uma faixa de
trabalho maior (0,001 a 0,2 g mL!) comparado ao método Il (0,0001 a 0,01 g mL™).
As curvas analiticas de ambos os métodos mostraram uma linearidade préxima de 1,
uma vez que os valores de coeficientes de correlacdo variaram de 0,9957 a 0,9999.
As faixas de trabalho foram estabelecidas com base no LOQ do método e nas

concentra¢des da curva de calibragéo.

Os dois métodos apresentaram precisdo nos intervalos de concentracdo que
foram avaliados. As taxas de recuperacédo para as metodologias variaram de 80,07 a
101,41 % estando de acordo com os guias orientativos e a norma do método 8000 C
para separa¢cdo cromatografica. Os métodos séo robustos a variacdes aplicadas, bem

como na analise das reacdes promovidas com os diferentes catalisadores.

O catalisador AUNP/SiO: foi aplicado nas rea¢des de oxidacdo do &lcool
benzilico, onde inicialmente testou-se um planejamento fatorial completo avaliando
tempo, temperatura e quantidade de catalisador. Através do planejamento foi
observado que os parametros em estudo ndo apresentaram influéncia significativa no
intervalo de dados testados na reacdo de oxidacdo do alcool benzilico. Porém os
dados obtidos indicaram tendéncias que foram comprovadas na bancada através de
novos experimentos como € o0 caso do aumento da temperatura e reducdo de

catalisador.

A presenca de base favorece as conversées de alcool benzilico, porém quando
adicionadas em excesso promovem a desativacdo do suporte catalitico. As

otimizacdes das reacgdes para reducédo do uso de reagentes e solventes foram obtidas
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com éxito, justificando o desenvolvimento do método Il utilizado para analise de

amostras aquosas.



Secao VI
ARTIGO I

VALIDACAO E APLICACAO DA METODOLOGIA
ANALITICA PARA A DETERMINACAO DOS
PRODUTOS DE OXIDACAO DO GLICEROL
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6.1 Aplicacao dos catalisadores de AuNP/SiO2e AuUNP@SiOzna reacao de

oxidacéao do glicerol

6.1.1 Experimental

Os experimentos foram desenvolvidos no grupo de pesquisa Catélise e
Reatividade Quimica (GCaR) no Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB), na
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

6.1.2 Equipamentos

e Balanca analitica modelo AX 200 SHIMADZU (Japéo), com resolucéo de 0,01
mg até 200 g

e Micropipetas KASVI (Brasil)

e Cromatografo liquido SHIMADZU (Japao) modelo CTO-20A, bomba isocratica
com detector indice de refragdo RID-10A e sistema de injecdo manual

e Sistema de filtracdo MilliQ-Plus, Millipore® (EUA) composto por cilindro de
pressurizacdo, sistema SmartPak DQ3, lampada UV (185nm) tanque e sistema
com filtro 0,22 uym, garantindo uma resistividade de 18,2 MQ

e Sistema Ultrassonico para desgaseificacdo da fase mével da marca UNIQUE
(Brasil) modelo UltraSonic Cleaner

e Sistema de filtracdo a vacuo composto por bomba a vacuo modelo WP611560
da MILLIPORE (EUA)

e Sistema para medicao do pH KEM, Potenciometric Automatic Titrator AT-500N
(EUA)

e Aparato de filtragdo de vidro da marca SUPELCO (EUA)

e Agitador de tubos vortex VX-38, Warmnest, (Brasil)

e Sistema de aquecimento composto por chapa de aquecimento modelo 752A
da Fisaton (Brasil), com controle de temperatura e agitacao

e Reator Miniclave Inox- Buchi Ag/Switzerland (Suica)

e Coluna de troca ibnica MetaCarb H Plus Varian® (EUA)
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6.1.3 Reagentes

A Tabela 28 indica os reagentes utilizados no respectivo trabalho com a
especificacdo da pureza e procedéncia.

Tabela 28- Reagentes e procedéncia utilizados.

Reagentes Pureza Origem/Pais

Acido acético 299,7% Sigma-Aldrich/Brasil
Acido férmico > 85% Sigma-Aldrich/Brasil
Acido Fosférico > 85.0% VETEC/Brasil
Acido glicélico >98,0 % Sigma-Aldrich/Brasil
Acido latico >85,5 % Sigma-Aldrich/Brasil
Acido oxalico >99,0 % Sigma-Aldrich/Brasil
Acido tartrénico >97% Sigma-Aldrich/Brasil
Agua deionizada 18,2 MQ.cm MILLIPORE/EUA
Gliceraldeido =90% Sigma-Aldrich/Brasil
Glicerol 2990 % Sigma-Aldrich/Brasil

Fonte: Autor, 2019.

6.1.2 Preparo da fase movel

A fase moével foi preparada a partir do preparo de uma solucdo de HsPOas
0,01 mol L pH de 2,24 com auxilio de um pHmetro devidamente calibrado. Apés o
preparo a fase movel foi filtrada com um filtro de 0,45 ym de PVDF (difluoreto de
polivinilideno) para remocdo das particulas e impurezas em um sistema de vacuo.
Apoés a filtracdo a fase movel permaneceu em banho ultrassénico durante 1 hora para

remocao das bolhas de ar.

As condicfes experimentais do cromatografo liquido foram: fluxo de 0,40 mL
min-1, temperatura do forno 40 °C, e temperatura do detector de 35 °C. As amostras
foram previamente filtradas. As areas e alturas obtidas nos cromatogramas foram

tratadas através das curvas de calibragédo obtidas para os compostos.

6.1.3 Validacdo da metodologia por cromatografia liquida

A metodologia analitica utilizada foi parcialmente validada por GIERTYAS

et al., 2016, porém, outros parametros adicionais foram validados neste trabalho como
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a seletividade do método, que foi avaliada através do método da adicdo de padréo
com intuito de verificar o efeito de matriz. Um branco de reacéo foi fortificado com os
padrbes e analisado para comparagao com uma curva de calibracao realizada na fase
moével em 6 niveis de concentracdo. As curvas foram comparadas através da

aplicacao do teste F para os desvios das inclinacdes.

A precisdo intra ensaio foi avaliada através da injecdo de 10 amostras
preparadas individualmente no limite de quantificacdo do método (1,25 pg mL?) e a
precisdo intermediaria foi avaliada através da andlise da amostra contendo
1,25 pg mL* dos padrdes em diferentes dias. A robustez do método foi avaliada de
forma univariada, com a avaliacdo dos parametros: fluxo, pH da fase movel,

temperatura da coluna e do detector.

6.1.4 Reacgéo de oxidacgao do glicerol com diferentes catalisadores

A reacao de oxidacédo do glicerol foi realizada em um reator de inox em banho
de 6leo com solugdo aquosa contendo NaOH (0,8 mol L) e glicerol (0,4 mol L). Os
catalisadores de AuUNP/SiO2 e AUNP@SIiO2 foram utilizados com uma razdo molar de
Glicerol:NaOH:Au = 1:2:0,001, o reator foi pressurizado com oxigénio (5 bar) e a

mistura reacional foi agitada durante 3 h a 130 ° C.

Para o catalisador de AUNP/MWCNT (obtido no grupo de pesquisa), a razao
molar utilizada para reacédo foi: Glicerol:NaOH:Au (1:2:0,0009), nas condi¢oes

previamente avaliadas (5 bar de oxigénio, 80 ° C e 1h).

Ao término da reacdo, o reator foi removido do banho de 6leo, esperado a
diminuicdo da temperatura, despressurizado. Em seguida, foi aberto para remocéao do
material que foi armazenado em um tubo falcon e centrifugado para separacéo do

catalisador e posterior anélise em HPLC.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da seletividade através da adicdo de padrdo na matriz isenta
mostrou que nao existe diferenca significativa entre as curvas analiticas obtidas na
matriz, quando comparada com a curva analitica obtida na fase mével. A Tabela 29
mostra os valores obtidos para o teste F que ficaram na faixa de 1,04 a 4,88
comprovando que a metodologia proposta é seletiva, visto que o valor de F tabelado
(n-1) foi de 5,05. A Figura 43 apresenta a comparacao das equacgdes da reta para o
acido férmico considerando a area do pico cromatogréafico na presenca e auséncia da

matriz.

Figura 43- Comparacdo das curvas de calibracdo obtidas na presenga e
auséncia de matriz para o acido formico pela avaliagdo da area do pico.
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Fonte: Autor, 2019.

As outras comparacgdes das curvas de calibracdo na presenca e auséncia de
matriz para os compostos: acido oxalico, acido tartronico, gliceraldeido, acido
glicolico, &cido latico, glicerol, acido férmico e 4cido acético estao representadas no
(Anexo F, pg. 160).
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Tabela 29- Teste F aplicado na seletividade do método através da avaliagdo das curvas de calibragcdo na presenca e auséncia da
matriz.

Composto Auséncia de matriz Presenca da matriz

EquacOes de regresséo linear g (b Equacg0Oes de regressao linear g b F calculado®

Acido oxalico Area y=-1950,21+119,9695x 2,8898 10,9988 | y=-3339,66+143,2038x 2,9846  0,9978 1,07

Altura y=-19,6988+8,10726x 0,17403 0,9991 | y=-350,577+8,17585x 0,3790 0,9894 4,74

Acido tartrénico Area y=-79,869+76,953x 1,3124 10,9994 | y=-2277,429+75,187x 2,8546 0,9971 4,73

Altura y=28,272+5,3947x 0,1131 0,9991 | y=-169,8724+5,1701 0,1743 0,9977 2,38

Gliceraldeido Area y=4030,799+370,3537x 9,7182 10,9986 | y=5201,502+377,3253x 9,5133 0,9987 1,04

Altura | y=209,1016+18,9097x 0,5128 0,9985 | y=200,5275+18,52327x 0,3578  0,9993 2,05

Acido glicélico Area y=-166,066+196,6105x 3,8877 10,9992 | y=-2756,971+234,0531x 6,1691 0,9986 2,52

Altura | y=3,11109+10,5061x 0,2039 0,9993 | y=-88,083+11,74928x 0,1080  0,9998 3,56

Acido latico Area y=-370,455+181,2158x 3,1744 0,9994 | y=592,665+278,9589x 7,0127 0,9991 4,88

Altura | y=_12 6172+10,22167x 0,1755 0,9994 | y= 18,12312+14,38653x 0,35364 0,9991 4,06

Glicerol Area y=-616,807+315,5698x 6,0510 10,9995 | y=-1553,89+236,5751x 7,8059  0,9984 1,66

Altura | y=_7 20599+16,4909x 0,2928 0,9994 | y=-92,5633+12,08267x 0,2450  0,9992 1,43

Acido férmico Area y=-278,591+132,1032x 1,4823 0,9998 | y=-1501,58+156,5527x 2,6654  0,9994 3,23

Altura | y=5 21406+6,38159x 0,0776 0,9997 | y=-49,7984+6,95323x 0,0986  0,9996 1,61

Acido acético Area y=-541,47+174,317x 1,6632 0,9998 | y=-866,941+181,0304x 2,7546  0,9995 2,74

Altura y=0,70147+7,51591x 0,0806 10,9998 | y=-17,6694+7,40798x 0,0469 0,9999 2,95

Fonte: Autor, 2019.
s? = desvio padréo da inclinagdo da curva analitica, r® = coeficiente de correlagdo, F® = raz&o entre a maior e a menor variagdo das curvas de inclinagéo
(teste F).
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Nos testes de precisao intra ensaio apresentados na Tabela 30 realizados na
faixa de concentracédo do LOQ (1,25 ug mL) foram obtidos valores de CV < 17,93%,
estando de acordo com os dados da Trombeta de Horwitz para este nivel de

concentracao.

Tabela 30- Precisdo intra ensaio do método obtida no limite de quantificacao
(1,25 pg mLY).

Area pico Altura pico
Composto Desvio CV % Desvio CV%
Acido oxalico 0,10 14,92 0,21 14,58
Acido tartrénico 0,26 8,40 0,20 8,32
Gliceraldeido 0,07 3,60 0,08 0,71
Acido glicélico 0,12 11,43 0,09 3,64
Acido latico 0,72 16,81 0,65 12,25
Glicerol 0,11 4,66 0,16 1,45
Acido férmico 0,22 3,68 0,33 17,93
Acido acético 0,45 3,77 0,28 3,45

Fonte: Autor, 2019.

A Tabela 31 mostra os valores obtidos na determinagdo da precisdo
intermediaria em dias diferentes, obtidos no limite de quantificacdo do método. Os CV

considerando a area e a altura do pico obtidos foram < 19,36%. Esta variacao ocorre
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em funcéo da baixa concentracdo do analito, contudo valores de CV < 25% indicam

um conjunto de dados razoavelmente homogéneo em relacdo a media.

Tabela 31- Precisdo intermediaria avaliada em diferentes dias no

guantificagao.

Area pico Altura pico

Composto Desvio CV% Desvio CV%
Acido oxalico 0,21 13,16 0,20 19,06
Acido tartrénico 0,23 14,13 0,19 12,74
Gliceraldeido 0,16 8,89 0,16 11,33
Acido glicdlico 0,15 11,48 0,25 18,61
Acido latico 0,26 12,38 0,30 14,33
Glicerol 0,23 15,89 0,26 18,21
Acido férmico 0,32 19,36 0,13 8,43
Acido acético 0,25 15,29 0,20 8,49

Fonte: Autor, 2019

limite de

Na Tabela 32 estéo representados os valores obtidos na avaliacao da robustez

do método pela variacdo da area e da altura do pico. As maiores variacdes foram

observadas com um aumento do pH de 2,24 para 2,34. As maiores variacdes foram

observadas tanto na area quanto na altura dos compostos acido tartrénico, glicerol e

acido formico. O método proposto € robusto em termos de variacdes no fluxo da fase

movel, na temperatura do detector e utilizando uma fase movel com pH de 2,14.

Para a avaliacdo do método em situacdes reais foram testados 3 diferentes
catalisadores: AuNP/SiO2, AUNP@SiO2 e AUNP/MWCNT. A Figura 44 mostra o

cromatograma obtido na andlise da rea¢éo utilizando o catalisador de AUNP/SiOz.
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Fluxo (mL min?) pH fase mével Temperatura coluna (°C)

Temperatura detector (°C)

Composto Condicéo
padrao 0,32 0,38 padrao 2,14 2,34  padrao 35,0 45,0

padrao 30,0 40,0

(areat 2097) 73662 77390 75803 59545 60017 60266 72506 73022 74602
(altura + 264) 5102 5317 5125 4075 4529 4528 5269 5199 5310

Acido oxalico

67073 66149 65035
3974 4425 4426

(adrea+ 2135) 32121 34393 35175 27588 28371 22429 40444 36937 40765
(altura + 148) 2286 2424 2331 1801 1913 1323 2677 2432 2565

Acido tartronico

31506 33193 31232
1899 1982 1978

(area+ 10213) 175360 191026 186508 166110 182871 157650 177711 178630 179041
(altura + 474) 8299 8417 8252 7317 8242 7524 8413 8397 8455

Gliceraldeido

177118 180909 181460
7807 8061 8123

(dreax 5644) 111741 113710 115667 95831 104453 97844 116894 106742 120029

Acido glicélico
(altura = 268) 5433 5441 5346 4413 4826 4638 5595 5283 5611

102640 104503 102233
4730 4740 4741

(dreax 5091) 117971 125271 122371 76716 84862 81468 116578 111673 121721
(altura = 254) 5786 5868 5713 3663 4039 4124 5774 5269 6103

Acido latico

80309 85161 83784
3883 3970 3987

(areax 5420) 101560 103295 103265 65057 73383 41020 101455 92431 94836
(altura + 241) 4870 4790 4756 3158 3524 2230 4929 4636 4714

Glicerol

70689 73071 71131
3390 3436 3444

(Areax 3841) 71203 69206 72777 49206 53353 14870 75594 80411 68116
(altura + 158) 3126 2897 3042 2232 2431 1154 3028 3182 2752

Acido férmico

56252 54299 53701
2509 2534 2418

(areat 4747) 92755 89083 93749 74261 82410 78061 88849 93534 89690
(altura £ 177) 3488 3351 3391 2785 3062 2956 3446 3576 3417

Acido acético

81781 85269 82495
3063 3110 3055

Fonte: Autor, 2019.
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Figura 44- Cromatograma obtido a partir da analise de amostra da reacdo de
oxidacéao do glicerol, aplicando o catalisador de AUNP/SiOs-.
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Fonte: Autor, 2019.
2- acido tartrénico, 3- gliceraldeido, 4- acido glicolico, 5- &cido latico, 6- glicerol, 7- acido férmico,
8-acido acético e * compostos desconhecidos.

Na reacdo com AuNP/SIO: (Fig. 44) foi obtida uma converséo do glicerol de
62,42% formando 5 produtos: acido tartrénico: 17,8%, gliceraldeido: 18,3%, acido
glicdlico 18,0%, &cido latico 3,5% e acido férmico 14,8%. O &cido acético foi apenas

identificado, estando abaixo do LOQ.

Com a aplicagdo do catalisador AUNP@SIO: foi obtida uma conversdo um
pouco maior, de 69,5% e foram formados mais compostos (7 produtos): acido oxalico:
7,01%, &cido tartrénico: 1,52%, gliceraldeido: 25,3%, &cido glicélico 16,95%, acido
latico 22,33%, acido formico 7,56% e acido acético 19,30% conforme mostra o

cromatograma da Figura 45.

Para a aplicacdo do catalisador AUNP/MWCNT, Figura 46, a reacdo obteve
uma conversao ainda maior de glicerol de 89,5%, formando 6 produtos: acido oxalico:
2,2%, &cido tartronico: 15,6%, gliceraldeido: 33,5%, acido glicélico 12,7%, acido latico
8,6% e acido férmico 15,7%.
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Figura 45- Cromatograma obtido a partir da anélise de amostra da reacéo
de oxidacéo do glicerol, aplicando o catalisador de AUNP@SiO:s.
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Fonte: Autor, 2019.

1- &cido oxalico, 2- acido tartrénico, 3- gliceraldeido, 4- acido glicélico, 5- &cido latico, 6- glicerol, 7-
acido férmico, 8-acido acético e * compostos desconhecidos.

Figura 46- Cromatograma obtido a partir da analise de amostra da reacéo de oxidacéao
do glicerol, aplicando o catalisador de AUNP/MWCNT.
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Fonte: Autor, 2019.

1- &cido oxalico, 2- acido tartrénico, 3- gliceraldeido, 4- acido glicélico, 5- acido latico, 6- glicerol, 7-
acido formico, 8-acido acético e * compostos desconhecidos.
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6.3 Conclusoes

A metodologia analitica baseada em HPLC mostrou-se seletiva com a
comparacao das curvas obtidas através da adicdo de padrdes. Os valores de CV
obtidos no limite de quantificac&o para a precisdo intra ensaio e precisao intermediaria
foram de 17,93 e 19,36% respectivamente, considerados satisfatérios para o nivel de
concentracdo avaliado (1,25 pg mL?t). O método proposto é robusto para as
alteracdes avaliadas com excec¢do para a utilizacdo de fase mével em valores de pH
maiores (2,34) do que o estabelecido na metodologia (2,24). Através dos
cromatogramas obtidos para as diferentes reacdes de oxidagéo do glicerol utilizando
diferentes catalisadores foi possivel observar a separacdo dos compostos avaliados
nas diferentes conversdes obtidas. O catalisador com maior conversao de glicerol foi
o catalisador de AUNP/MWCNT, seguido por AUNP@SIiO2 e AuNP/SIiOz2.
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The optinuzed analytical methodology described herein is based on an ion exchange column and an HPO, solution (pH 2.24) as the
miobile phase, with a flow rate of (L4 mL min* and refractive index detection (RIDY). On applying the methodology, it was possible
to identify 7 products obtained from the oxidation of glycerol with an analysis time of 27 min. The developed method was validated
through the evaluation of a series of analytical parameters. The results obtained were evaluated considering the peak area and peak
height. The analytical curves showed a correlation coefficient of = 0.986. The coefficient of variation values obtained were < 3.60%
for instrumental precision, < 19.36% for intermediate precision in LOQ (1.25 pg mL ") and = 17.93% for repeatability in LOC)
(1.25 ug mL") and different days. The limit of quantification established for all compounds was 1.25 pg mL* obtained through the
parameters of the analytical curve. The accuracy of the method showed recovery values of 85.6 to 112.3% for real fortified sample at
3 concentration levels. Two different samples of glycerol oxidation products were applied to the validated methodology: one obtained
from AuNP/5i0), as catalyst (conversion of 62.42%), and other using AuNP/MWCNT {conversion of 89.5%).

Keywords: High-performance Liquid Chromatography; ion exchange column; glycerol oxidation; analytical methodologies; iden-
tification and quantification.
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7. CONCLUSOES GERAIS

A sintese e caracterizagcdo nas nanoparticulas a base de AuNP/SIO: e
AuNP@SIO: foi obtida com éxito. As caracterizagbes estruturais e morfoldgicas
confirmaram a obtencé&o de catalisadores suportados ou na forma core-shell.

A metodologia proposta para a quantificacdo do ouro por espectrometria de
absorcdo atbmica em chama, mostrou-se adequada para determinar o teor em
diferentes catalisadores com ouro e silica, contudo, o preparo de amostra é um fator
importante neste processo e mostrou-se eficiente para confirmar a localizagéo do ouro
nos catalisadores.

O método | foi desenvolvido e validado utilizando uma coluna polar para a
andlise dos produtos da reacdo de oxidacdo do &lcool benzilico (modelo) e os
resultados obtidos mostraram que o método € preciso para a faixa de trabalho
proposta. Os parametros avaliados através dos guias orientativos apresentaram
resultados condizentes com as concentracdes avaliadas. No entanto, com essa
metodologia s6 € possivel avaliar reacdes que sejam realizadas utilizando alcool
benzilico concentrado, ndo sendo possivel avaliar reacfes aquosas.

O método Il foi desenvolvido e validado utilizando uma coluna apolar, para que
estudos da reacdo em fase aquosa fossem realizados. As otimizacdes das reacdes
para fase aquosa, foram realizadas através do uso de um catalisador comercial a base
de AuPd disponivel no grupo de pesquisa. Com as condi¢cfes reacionais otimizadas
mantendo a estequiometria, novas reacdes foram propostas em meio aquoso
aplicacao de diversos catalisadores com intuito de comprovar a robustez do método,
um dos parametros de validagao.

Por fim, os catalisadores sintetizados e caracterizados neste trabalho foram
aplicados na reacdo de oxidagcdo do glicerol (molécula mais complexa e para isso
utilizou-se um método de HPLC parcialmente validado no grupo. O método foi validado

e mostrou-se robusto sendo aplicado a rea¢6es utilizando diferentes catalisadores.
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Anexo A- Avaliacdo das
variancia (ANOVA).

Anova: fator Unico
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curvas analiticas foram avaliados através da analise de

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
HNO3 7 4,7677  0,6811 0,170491
HNO3:HCI 7 4,5762 0,653743 0,154498
HNOS3:HCI:HF 7 4,6813 0,668757 0,162708
ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,002628 2 0,001314 0,008082 0,991954 3,554557
Dentro dos grupos 2,92618 18 0,162566

Total

2,928808 20
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Anexo B- Espectros de massas obtidos na determinac¢éo da seletividade do método |

e Il, comparado com espectros da Biblioteca NIST 08-2008.
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Anexo C- Curvas analiticas obtidas com método |I.
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Anexo D- Curvas analiticas obtidas com método II.
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Anexo E- Cromatogramas obtidos na analise das reacfes de oxidacdo do alcool
benzilico utilizando diferentes catalisadores para verificagdo da robustez do método
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Anexo F- Comparacédo das curvas de calibracao obtidas na presenca e auséncia de
matriz.
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