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RESUMO

O presente trabalho visa desenvolver uma FE polar composta de um éxido misto
LioO-ZrO,-Ba0-SiO,, a qual foi sintetizada pelo método da complexagcdo metal-
quitosana. Inicialmente foi feito um planejamento experimental para avaliar a
influencia dos parametros da calcinagdo nas propriedades do material, com os
resultados foi escolhido uma FE calcinada a 350°C, por apresentar uma maior area
superficial (280 m? g'). Com essa FE foram realizados testes cromatograficos
(HPLC) para a separagao de compostos oriundos da oxidacéo do alcool benzilico
(alcool benzilico, acido benzoico, benzaldeido e benzofenona). Essa mesma FE foi
também usada em cromatografia liquida classica (CLC) para separar mono (MAG),
di (DAG) e triacilglicerideos (TAG), onde nao foi alcangada a separagcdo desses
compostos. Essa FE testada apresentou certa quantidade de matéria organica
(10,5 %) ao ser analisada por TGA, portanto foi escolhido outro material, calcinado a
700 °C, que apresentou uma menor area superficial
(130 m? g™'), porém n&o possui matéria organica em sua composicdo. Com essa FE
foram realizados os mesmos testes cromatograficos em HPLC, mostrando uma
maior seletividade ao acido benzdico, com isso foi dado continuidade nos testes com
compostos derivados do acido benzdico (acido 3- mercaptobenzoico, acido 3-
cianobenzoico e acido 3- dimetilamino benzoico). Foi feita uma otimizagéo
univariada do método cromatografico, onde foi possivel separar os 3 compostos,
porém, com certa coeluigao entre dois deles (ACNB e ADAB). A adicédo de TFA a FM
foi também testada, conseguindo uma redugéo na largura do pico, mas aumentando
a coeluicao devido a redugao do tempo de retencdo dos compostos. Apds os testes
e avaliagcao da eficiéncia cromatografica da coluna, nota-se que ha um baixo numero
de pratos tedricos, devido principalmente a largura dos picos, que pode ser causada
pelo tamanho da particula da FE, sendo necessaria a redugdo do diametro de
particula.

Palavras-Chave: Fase estacionaria, Oxido misto, Interacdo Hidrofilica,

Cromatografia.



ABSTRACT

The present work aims to develop a polar SP composed of a mixed oxide Li,O-ZrO,-
BaO-SiO,, which was synthesized by the metal-chitosan complexation method.
Initially an experimental design was made to evaluate the influence of the calcination
parameters on the material properties, with the results was chosen a SP calcined at
350 ° C, because it has a larger surface area (280 m? g™). With this SP,
chromatographic tests (HPLC) were performed to separate compounds from
oxidation of benzyl alcohol (benzyl alcohol, benzoic acid, benzaldehyde and
benzophenone). This same SP was also used in classical liquid chromatography
(CLC) to separate mono (MAG), di (DAG) and triacylglycerides (TAG), where the
separation of these compounds was not achieved. This SP tested presented a
certain amount of organic matter (10.5%) when analyzed by TGA, so it was chosen
another material, calcined at 700 ° C, which presented a smaller surface area (130
m? g™, but not It has organic matter in its composition. With this SP, the same HPLC
chromatographic tests were performed, showing greater selectivity to benzoic acid.
Testing was continued with compounds derived from benzoic acid (3-
mercaptobenzoic acid, 3-cyanobenzoic acid and 3-dimethylamino benzoic acid). A
univariate optimization of the chromatographic method was made, where it was
possible to separate the 3 compounds, but with some coelution between two of them
(ACNB and ADAB). The addition of TFA to MP was also tested, achieving a
reduction in peak width but increasing coelution due to reduced retention time of the
compounds. After the tests and evaluation of the column chromatographic efficiency,
it is noted that there is a low number of theoretical plates, mainly due to the peak
width, which can be caused by the SP particle size, particle diameter reduction is
required.

Keywords: Stationary phase, Oxide mixture, Hydrophilic interaction,
Chromatography
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1. INTRODUGAO

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromathography) é uma técnica analitica de separagcédo e determinacdo de
compostos bastante difundida e utilizada em diversas areas: quimica, farmacéutica,
biolégica, alimentar entre outras (GORAIEB, 2013; NAZARIO, 2013).

A cromatografia liquida em fase normal (NPLC, do inglés normal phase liquid
chromatography.) foi o primeiro modo de LC que surgiu paralelamente ao
desenvolvimento da técnica, visto que as primeiras fases estacionarias utilizadas
eram polares, sendo a silica a principal delas, devido a sua alta area superficial e
resisténcia mecanica. A fase mével para esse tipo de coluna € mais apolar que a
fase estacionaria (RATHNASEKARA, 2017). A interacdo dos analitos com a fase
estacionaria ocorre de forma inversa do que acontece em RPLC, quanto maior a
polaridade dos analitos maior sera o tempo de retengcdo dos mesmos (McCALLEY,
2017).

A Cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid Chromathography) foi, em seu
desenvolvimento, dividida, principalmente, em dois modos: Cromatografia de fase
normal (NP, do inglés Normal Phase) e Cromatografia de fase Reversa (RP, do
inglés Reversed Phase). A RPLC é atualmente o modo mais utilizado de LC(TARAJI,
2018; ARAL, 2017). As colunas de RP contam com uma fase estacionaria apolar,
utilizando uma fase moével mais polar (BUSZEWSKI, 2012). As fases estacionarias
apolares sao sintetizadas ligando-se um polimero apolar a um suporte
cromatografico, geralmente silica, os polimeros mais utilizados para este fim sdo C8
e C18 (ZHANG, 2018). Neste modo de LC o tempo de retengcdo dos analitos vai
aumentar conforme o aumento da polaridade da fase movel, logo, quanto mais
apolar o analito, maior sera seu tempo de retencédo em RPLC.

Um novo modo de LC foi introduzido na ultima década e tem sido bastante
difundido, surgindo com uma alternativa aos modos classicos de HPLC, tal como o
modo RPLC, resolvendo alguns dos problemas associados a este modo
(McCALLEY, 2017; ZHAI, 2018; TARAJI, 2018; LIANG, 2015). A cromatografia por
interacao hidrofilica (HILIC, do inglés Hidrophilic interation Liquid Chromathography),
que foi denominada HILIC pela primeira vez por Alpert em 1990 (ALPERT, 1990;

QIAQO, 2016), tem sido chamada também de cromatografia de fase normal aquosa,
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visto que faz uso dos mesmos tipos de fases estacionarias utilizadas em NPLC
(ZHAI, 2018; XIONG, 2018), tais como, silica pura, ciano, amina, amida, diol ou
zwitterion (CAl, 2017). A diferenga principal no uso dos modos NPLC e HILIC, visto
que usam FE similares, esta na fase moével utilizada, onde em HILIC se usa uma
fase organo-aquosa, com a porcentagem de agua variando de 3 a 40% (QIAOQO,
2016; SENTKOWSKA, 2018)

O modo HILIC tem se tornado um dos principais modos de cromatografia e
vem se desenvolvendo a cada ano, sendo usada atualmente na separagdo de
diversos tipos de analitos polares e ibnicos como, por exemplo, toxinas,
aminoacidos, proteinas, extratos de plantas, carboidratos, farmacos, peptideos,
acidos organicos, entre outros (RATHNASEKARA, 2017; McCALLEY, 2017; GUO,
2011; BARTO, 2017).

O preenchimento de lacunas presentes nos modos NPLC e RPLC tem feito
com que a HILIC ganhe tanta visibilidade na ultima década. Uma das vantagens
observadas é a maior retengdo de compostos basicos e polares, possibilitando
separagdes que ndo eram bem resolvidas nos outros modos cromatograficos (QIAO,
2018; HOU 2017).

A fase aquosa que compde a FM em HILIC tem fundamental importancia nas
vantagens apresentadas por esse modo, pois, essa fase aquosa ira formar uma
camada rica em agua na superficie da FE, possibilitando uma gama de mecanismos
de retengao diferentes como, particao, adsorgao, troca ibnica dentre outros, fazendo
com que haja diferentes intera¢des entre analito e FE, o que favorece a separagéo
de diversas classes de compostos que ndo eram bem separados nos demais modos

cromatograficos.

Assim os diferentes tipos de fases estacionarias em HILIC com diferentes
grupos funcionais ligados, associada com a camada rica em agua formada sobre a
fase estacionaria faz com que haja além do mecanismo de partigdo, entre a fase
movel e a camada rica em agua sobre as particulas da fase estacionaria, diversos
outros mecanismos de separagao além da jungdo de diferentes mecanismos em
uma mesma analise (TARAJI, 2018; RATHNASEKARA, 2017; BUSZEWSKI, 2012).
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O trabalho proposto visa sintetizar uma nova FE com uma area superficial
comparavel as FE comerciais utilizando como base a silica e utilizando como
modificadores da silica uma mistura de 6xidos (Li.O, BaO e ZrO,). Essa mistura de
oxidos foi desenvolvida por Silveira e posteriormente utilizada por Bortoluzzi na
confeccdo de fibras de de microextragdo em fase solida (SPME). (BORTOLUZZI,
2006; SILVEIRA, 2001)
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2. OBJETIVOS
21. Objetivo geral
Produzir uma nova fase estacionaria baseada no Oxido misto
Si0,-ZrO,-Li,0O-Ba0O utilizando o método de complexagdo metal-quitosana e aplicar

em cromatografia liquida.

2.2. Objetivos especificos
e Otimizar a obtengdo do 6xido misto (Si, Zr, Li e Ba) pelo método de

complexacao metal-quitosana;

e Modificar a proporgédo de éxidos inicial (65% Si,O, 29% LiO,, 5% BaO e
1% ZrO,), para aumentar a area superficial e melhorar a eficiéncia de

separacgao da FE.

e Separar o material obtido de acordo com o tamanho de particulas,
utilizando peneiras granulométricas com abertura de malha de diferentes

tamanhos (10-100 pum);

e Caracterizar o material obtido com as técnicas de difracdo de raios X,

adsorgao/dessorgao de Ny, infravermelho e analise termogravimétrica;

e Utilizar o material selecionado como fase estacionaria (10-100 um) em
testes cromatograficos (HPLC) com diferentes padrdes analiticos e avaliar

a eficiéncia da separagao da FE proposta;

e Utilizar o material (45-100 ym) em cromatografia liquida classica (CLC)
para a separagao de mono, di e triacilglicerideos (MAG, DAG E TAG) e

comparar com SiO, comercial.

e Caracterizar o material apds a utilizacédo nos testes cromatograficos com
as mesmas técnicas usadas anteriormente para avaliar a estabilidade

deste material.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia € um método de separagédo de analitos, que utiliza métodos
fisico-quimicos, como adsorgao, troca ibnica, particido ou até mesmo pelo tamanho
da particula através da separagao por exclusdo, para realizar essas separagoes.
(COLLINS, 1995; SKOOG, 2009).

A cromatografia consiste principalmente de duas fases, uma fase movel e
uma fase estacionaria, onde uma mistura de analitos presentes na amostra sera
transportada através da fase estacionaria pela fase movel e através da diferenca de
interacdo da fase movel e da fase estacionaria com os analitos, ocorrera a
separagao dos componentes da mistura. Os compostos vao ser eluidos da coluna
com tempos de retencao distintos devido a essas diferentes interacées que cada um
vai ter tanto com a fase modvel quanto com a fase estacionaria. (COLLINS, 1995;
SKOOG, 2009).

A introducdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) na década de
70 como uma ferramenta de separagao trouxe muitos avangos na area da quimica
analitica (GAMA 2012). HPLC é uma técnica analitica que pode ser usada para
analisar uma grande diversidade de compostos de forma quantitativa com uma alta
resolugdo num curto tempo de analise. (GORAIEB, 2013). HPLC & uma técnica
amplamente aceita e € muito utilizada em varios campos da ciéncia, tendo um uso
bastante amplo na industria, principalmente na parte de controle de qualidade dos
seus produtos (GAMA 2018, CLAESSENS 2004).

As varias técnicas de cromatografia liquida existentes oferecem mecanismos
unicos para a separagao e determinagdo quantitativa de compostos organicos e
inorganicos, mesmo aqueles com formas moleculares parecidas, de forma rapida e
eficiente, por isso se torna uma técnica indispensavel nas areas da medicina,
farmacéutica, quimica, alimentos, tecnologia, combustiveis, no controle da poluigao
ambiental entre outras. (PESEK, 2002).

Uma das principais vantagens em HPLC é a possibilidade de mudangas dos
parametros do método cromatografico, principalmente no gradiente da fase movel,
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aumentando ou diminuindo a sua forga e com isto, possibilitando uma maior
seletividade na separagdo dos analitos. (BOROWOKO, 2005)

O equipamento de HPLC (Figura 1) é composto principalmente por um
reservatorio de fase mével, um sistema de injecdo, um sistema de bombeamento,
para empurrar a fase movel através da coluna a altas pressbées, uma pré-coluna
composta da mesma FE da coluna, com o intuito de aumentar a vida util da mesma,
mas com um comprimento menor que a coluna principal, uma coluna de aco
inoxidavel recheada com a fase estacionaria (FE), um detector e um processador de

dados.

Figura 1- Esquema do sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Razarvatorio

d faze méve] Processador de dados
Bomba -
|
Injetor 1 — 1 Detector
Pré-coluna Coluna
Descarte

FONTE: Autor, 2019.

Os detectores em HPLC sédo na sua maioria ndo destrutiveis e podem ser
usados em série. Muitos detectores foram desenvolvidos na ultima década para
essa técnica cromatografica, detectores espectrofotométricos com comprimentos de
ondas variaveis, detectores de fluorescéncia e eletroquimicos. O espectrometro de
massas também €& usado como detector, através do acoplamento dos dois
equipamentos (COLLINS, 1995).

A medida que a técnica foi evoluindo, a eficiéncia e a resolugdo dos picos
obtidos nas analises foram sendo melhorados, assim como o tempo de analise. Isso
ocorreu gragas a novos aparatos adaptados ao equipamento que permitiram o uso
de gradientes de solventes, por exemplo, mas muito dessa evolugao ocorreu devido

a pesquisas no desenvolvimento de novas fases estacionarias, com o surgimento de
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novos materiais e com a diminuigdo do tamanho das particulas. (PACHECO, 2014;
COLLINS, 1995).

A eficiéncia da técnica de HPLC depende muito da sintese de materiais
adequados a essas separagdes cromatograficas (LIANG 2009). Os primeiros
experimentos utilizando HPLC tinham a silica como fase estacionaria, por ser um
composto que apresenta caracteristicas adequadas para uma FE, como, boa
resisténcia térmica e mecanica, importante para suportar a mudanca de temperatura
e as altas pressoes utilizadas, além da alta area superficial, assim como a facilidade
de modificacdo de sua superficie, facilitando a sintese de novas FE. (PACHECO,
2014; LIANG 2009; KIRKLAND, 2006).

Entretanto a silica apresenta algumas desvantagens, como a instabilidade em
valores de pH extremos (GOMES 2018), sendo importante o uso de outros oxidos
metalicos, como, TiO,, ZnO e Al,Os3 como FE ou suporte cromatografico, ou a
modificagdo da silica com esses oOxidos a fim de melhorar suas caracteristicas.
(GORDILLO-DELGADO 2017; LIANG 2009).

3.2. Modos de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Com o desenvolvimento da técnica de HPLC e o avango tecnoldgico, foram
desenvolvidas novas FE a fim de se obter melhores separacgdes para diferentes tipos
de compostos, surgindo também diferentes modos cromatograficos em HPLC,

distintos entre si por seus mecanismos de retengéo.

Dentre esses modos cromatograficos destacam-se a cromatografia de fase
normal (NPLC, do inglés normal phase liquid chromatography), de fase reversa
(RPLC, do inglés reversed phase liquid chromatography), de troca iéncia (IEC, do
inglés ion-exchange change chromatography), Exclusdo de tamanho e mais
recentemente, a cromatografia de interagdo hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic
interaction liquid chromatography).



24

3.3. CROMATOGRAFIA DE FASE NORMAL (NPLC)

Em NPLC a fase estacionaria utilizada € mais polar que a fase movel, dessa
forma a interacdo com os analitos se dara em fung¢ao da polaridade dos mesmos.
Portanto, quanto maior a polaridade dos analitos, maior sera sua interagdo com a
FE, e maior sera rua retencao na coluna cromatografica. Dessa forma, o aumento da

forgca da FM ocorre quando se aumenta a sua polaridade (BUSZEWSKI, 2012).

No inicio da utilizagdo da técnica de HPLC o modo de cromatografia de fase
normal era predominante, visto que a maioria das FE utilizadas eram polares, assim
como a silica. O mecanismo de retengdo em NPLC, pode ser melhor explicado como
sendo uma competicdo entre os analitos e a FM pelos sitios de adsor¢ao da FE.
Para o caso da silica esses sitios seriam os grupos silandis (JANDERA, 2011;
BUSZEWSKI, 2012).

A NPLC classica utilizava com FE em suas colunas os 6xidos puros, como a
silica ou alumina, por exemplo, surgindo posteriormente as FE quimicamente
ligadas, as quais utilizam a silica, principalmente, como suporte (WU, 2016). A esse
suporte sao ligados as moléculas que interagiram com os analitos, que podem
conter diferentes grupos funcionais, como, diol, ciano e amino (WU, 2016;
WAKSMUNDZKA-HAJNQOS, 2001).

Atualmente a NPLC ndo é tdo frequentemente utilizada, perdendo espaco
para outros modos cromatograficos, como RPLC ou HILIC, mas ainda € bastante
utiizada em algumas aplicagdes, como, por exemplo, na analise de lipideos
(PRACHE, 2016), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) (WU, 2016;
SUTTON, 2007; JIANG, 2016) e amostras de petroleo (ORO, 2012; ORO, 2011).

3.4. Cromatografia de fase reversa (RPLC)

Com a busca cada vez maior de FE mais eficientes para analise de
compostos basicos ou muito polares, surgiram as colunas de fase reversa (RP).
Esse tipo de fase estacionaria € o muito popular em HPLC atualmente por ser mais
resistente e ter uma maior aplicabilidade, podendo ser usada na analise de grande
parte dos farmacos, que sdo compostos basicos em sua maioria e tem problemas de
interagédo em NPLC. (BORGES, 2012; KIRKLAND, 1993).
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A RPLC é atualmente o modo mais utilizado de LC. As colunas de RP contam
com uma fase estacionaria apolar, utilizando uma fase mével polar (BARTO, 2017;
McCALLEY, 2017; RATHNASEKARA, 2017). As fases estacionarias apolares sao
sintetizadas ligando-se um composto apolar a um suporte, geralmente silica, e os
compostos mais utilizados para este fim sdo C8 e C18 (Figura 2) que s&o
hidrocarbonetos apolares. Neste modo de LC o tempo de retengdo dos compostos
vai aumentar com o aumento da polaridade da fase movel. Assim, quanto mais
apolar o analito, maior sera seu tempo de retengdao em RPLC (BAGHERI, 2017).

Figura 2 - Estrutura quimica de uma fae estacionaria contendo o grupamento
C18.
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Fonte: Silva, 2004

A RPLC muitas vezes apresenta problemas na separacdo de compostos
muito basicos, apresentando um alargamento dos picos devido a interagdo dos
analitos com os grupos acidos residuais do suporte cromatografico. Para contornar
esse problema métodos para proteger a silica e desativar os grupos silandis
residuais vém sendo utilizados para aumentar a resisténcia, durabilidade e
aplicabilidade da fase estacionaria. Entretanto, muitas vezes é necessario escolher
outro modo cromatografico para a analise desses compostos (GORAIEB, 2013;
SILVA, 2005).

3.5. Cromatografia de interagao hidrofilica (HILIC)

Um novo modo de LC ganhou forga na ultima década e vem sendo bastante
difundido e utilizado, surgindo com uma alternativa a RPLC, preenchendo as lacunas
deste tipo de cromatografia (BUSZEWSKI, 2012, TARAJI, 2018; LIANG, 2015;
McCALLEY, 2017; ZHAI, 2018). A cromatografia por interagao hidrofilica (HILIC, do
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inglés Hidrophilic interation Liquid Chromathography) pode ser considerada como
uma variante da NPLC, pois, faz uso de fases estacionarias polares (ZHAI, 2018;
SENTKOWSKA, 2018), tais como, silica pura, ou grupamento ciano, amina, amida,
diol ou zwitterion (CAl, 2017). A denominac¢do HILIC foi dada por Alpert em 1990
(GUO, 2011; ALPERT, 1990; QIAO, 2016).

A principal diferenca entre os modos de NP e HI esta na fase movel utilizada,
o que influencia diretamente no mecanismo de reteng¢ao da coluna. Em HILIC apesar
de a fase estacionaria ser polar, a fase mével utilizada também € polar, sendo
composta por um solvente organico menos polar, geralmente acetonitrila (ACN), com
certa quantidade de agua que é a fase mével normalmente mais utilizada para
analises em uma coluna de RPLC (ZHAI, 2018; SENTKOWSKA, 2018; QIAO, 2016).

As colunas de RP apresentam como principal desvantagem a dificuldade em
separar compostos muito polares e farmacos basicos, apresentando pequenos
tempos de retengcdo e consequentemente uma baixa eficiéncia (BAGHERI, 2017;
QIAO, 2018). Uma coluna de NP poderia resolver essa desvantagem da RP,
separando esses tipos de compostos, entretanto a utilizagdo de uma fase movel
mais apolar neste modo dificulta a miscibilidade de alguns analitos mais polares na
fase movel. Nesse contexto aparece a HILIC que faz uso de uma fase estacionaria
polar, 0 que aumenta a retencdo de analitos polares, usando uma fase movel
também polar, na qual os analitos polares serdo misciveis (QIAO, 2016; GUO, 2011;
BUSZEWSKI, 2012).

A HILIC tem crescido a cada ano, sendo usada atualmente na separagao de
diversos analitos polares como, por exemplo, toxinas, aminoacidos, proteinas,
extratos de plantas, carboidratos, farmacos, peptideos, acidos organicos, entre
outros. Podendo tanto fazer a separagdo de compostos neutros como de compostos
carregados (McCALLEY, 2017; RATHNASEKARA, 2017; BARTO, 2017).

As vantagens do uso da HILIC frente 8 NPLC e RPLC fizeram com que este
modo de LC ganhasse tanta forca na ultima década. Dentre as vantagens
observadas estdo a maior retengcdo de compostos basicos e polares (QIAO, 2018;
HOU, 2017), diminuicdo da pressao do sistema por usar solventes menos densos
(McCALLEY, 2017; TARAJI, 2018), podendo também ser utilizada em um maior

numero de detectores como, por exemplo, espectrometria de massas (MS, do inglés
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Mass spectrometry) por usar uma fase mdvel com pouca concentragdo de agua,
diferentemente de RPLC (GOU, 2011; GARCIA-GOMEZ, 2013).

A fase mével em HILIC, normalmente, possui grandes quantidades de
solvente orgénico (60 - 97%), tipicamente acetonitrila, e concentragdes menores da
fase aquosa (40 — 3%), o que resulta em uma FM menos viscosa, resultando em
menores pressdes nas analises em HPLC e consequentemente menos ruido
(MCCALLEY, 2008). Entretanto, a baixa viscosidade da fase modvel aumenta a
difusdo da amostra na coluna (Figura 3), o que resulta em picos mais largos (SONG,
2016). Quando utilizada uma FM tipica de HILIC ( 95% ACN) é reportado a
ocorréncia de um acréscimo no coeficiente de difusdo de 2 ou mais em comparagao
com agua pura (KAISER, 2009; THOMPSON, 2006). Os picos mais largos
ocasionados pela difusdo podem, por exemplo, causar a coeluicdo dos analitos
presentes na amostra analisada, se estes apresentarem tempos de retengao

proximos.

Figura 3 - Efeito da difusao dos analitos na coluna cromatografica.

FONTE: Autor, 2019.

O mecanismo em HILIC é comumente descrito como a particdo dos analitos
entre a camada de agua adsorvida na FE e a fase organica da FM (ALPERT, 1990).
Entretanto, os diferentes tempos de retengdo para os compostos polares, ou seja, a
seletividade para diferentes compostos polares indica que as interagdes adsorptivas
ou ibnicas, por exemplo, dos analitos com a FE, contribuem, no mecanismo de

retencdo desse modo cromatografico, levando a diferentes seletividades de
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compostos acidos, basicos ou neutros (Figura 4) (MCCALLEY, 2017; JANDERA,
2017; ALPERT, 1990; JANDERA, 2011).
Figura 4 - Influencia dos diferentes tipos de fases estacionarias na retengao de

diferentes compsotos. 1- fenol, 2- naftaleno sulfonato, 3- p- xileno sulfonato, 4-
cafeina, 5- nortriptilina, 6- difenidramina, 7- benzilamina e 8- procainamida.
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FONTE: Adaptado de McCALLEY, 2017.

Assim os diferentes tipos de fases estacionarias em HILIC com diferentes
grupos funcionais ligados, associada com a camada rica em agua formada sobre a
fase estacionaria faz com haja além do mecanismo de partigdo, entre a fase mével e
a camada rica em agua sobre as particulas da fase estacionaria, diversos outros
mecanismos de separagao (BUSZEWSKI, 2012, RATHNASEKARA, 2017; TARAJI,
2018).

A adsorgao da camada rica em agua a FE pode, também, ser afetada pelas
propriedades especificas da FE utilizada. Interagbes ibnicas, grupos funcionais
polares, ligagcdes de hidrogénio, grupos silanois ionizados na silica, ou grupos silanol
residual na silica modificada além de contribuir para retengcdo dos analitos, pode
controlar a adsor¢cdo da camada de agua a superficie da FE (JANDERA, 2017;
MCCALLEY, 2017).
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Diferentes FE com diferentes polaridades sao utilizadas em HILIC,
promovendo diferentes interagdes entre analito e FE, o que permite a separacéo de
diversos compostos organicos diferentes, como: peptideos, proteinas, farmacos,
metabdlitos, entre outros. FE que possuem varios grupos polares como a silica
(através dos diferentes grupos silandis) e outros Oxidos inorganicos podem
apresentar um mecanismo de retengado misto, apresentando, além do mecanismo
normal de HILIC, interag¢des ibnicas (BUSZEWSKI, 2012; JANDERA, 2011).

De forma resumida, pode-se dizer que a HILIC se apresenta como uma
alternativa a RPLC que € o modo mais utilizado atualmente. HILIC utiliza fases
estacionarias tradicionais, usadas em NPLC, como silica, e uma fase movel mais
proxima a usada em RPLC, com uma mistura de solvente organico e agua ou um
tampao (3-40%) (TARAJI, 2018; BUSZEWSKI, 2012), sendo eficiente na separagéo
tanto de espécies polares como espécies idbnicas (GOU, 2011). Portanto é possivel
inferir que a HILIC complementa os modos de cromatografia em NP e RP como
também pode ser usada como cromatografia de troca ibnica , como € mostrado na
Figura 5.

Figura 5 - Caracteristicas da cromatografia liquida por interagcao hidrofilica e

interface entre os trés principais modos de Cromatografia Liquida de alta eficiéncia:
Cromatografia de fase normal, de fase reversa e troca iénica.

FONTE: Buszewski, 2012.
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HILIC tem tido bastante destaque por resolver problemas de separagao de
compostos muito polares, pois estes ndo apresentam tempo de retencado suficiente
em RPLC que possibilite a separagao desses analitos (LIANG, 2015) e nem
possuem carga suficiente para serem retidos efetivamente por interagbes
eletrostaticas em IC (QIAO, 2018; BAGHERI, 2017).

Recentemente, outra estratégia de LC tem tido destaque, a qual incorpora
mais de um modo de LC. Normalmente o que tem sido mais pesquisado envolve
HILIC/RPLC, esse modo tem apresentado multiplos mecanismos de separagao, o
que contribui para uma maior seletividade na separagao dos analitos (LIANG, 2015;
GARGANO, 2013; XIONG, 2018).

3.5.1. Tipos de fases estacionarias em cromatografia de interagao
hidrofilica

Tém sido reportados na literatura diversos tipos de fases estacionarias para
uso como HILIC (Tabela 1) (ZHANG, 2018). Qualquer fase estacionaria polar pode
ser empregada em HILIC, desde que esta possa adsorver a agua da fase moével
utilizada para formar uma camada aquosa na superficie do adsorbente (TARAJI,
2018). Assim, as fases estacionarias em HILIC podem ser desde a silica ndo
derivatizada até polimeros organicos polares. Além disso, a silica pode ainda ser
modificada com a adicdo de varios grupos funcionais polares diferentes, gerando
diversas outras fases estacionarias que podem atuar como coluna de interagcéo
hidrofilica (TARAJI, 2018; RATHNASEKARA, 2017; LIANG, 2015; BARTO, 2017).

Com o crescimento da demanda em analises de compostos polares devido ao
surgimento deste modo de cromatografia, o desenvolvimento de novas colunas para
serem usadas em HILIC vem crescendo, e com isso também cresce o numero de
fases estacionarias disponiveis, podendo ser encontradas diversos materiais usando
suportes diferentes, sendo o principal deles a silica, funcionalizados com grupos
funcionais polares, como amina, amida, diol, ciano, urea, amino acidos, polietileno
glicol, peptideos, poli-(succinamida) ou Zwitterions (Figura 2) (TARAJI, 2018;
RATHNASEKARA, 2017; LIANG, 2015; BARTO, 2017).

Com essa gama de fases estacionarias que podem ser utilizadas no modo

HILIC, muitas sdo as aplicagbes ja reportadas na literatura, tendo cada fase
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estacionaria sua particularidade em termos do mecanismo de retencao,
possibilitando diferentes aplicagdes para cada tipo de material. Para exemplificar,
fases estacionarias modificadas com o grupamento diol tém sido utilizadas na

separagao de proteinas e drogas farmacéuticas (TARAJI, 2018)

As colunas de silica ndo modificada s&o ainda as mais utilizadas em HILIC,
principalmente no setor farmacéutico e clinico (JANDERA, 2018). As colunas de
silica no modo NPLC apresentam algumas desvantagens na analise de compostos
polares, como a retencdo do analito de forma irreversivel, entretanto a presenca
significativa de agua na fase mével faz com que esse problema seja minimizado ou
nao ocorra (GUO, 2011).

As colunas de silica ndo modificada no modo HILIC podem ser utilizadas
tanto para analise de compostos muito polares e compostos basicos como farmacos,
até compostos com carga, pois devido aos grupos silandis da cadeia polimérica da
silica, esta pode obter esses grupos carregados, dependendo do pH da fase mével
utilizada. Uma vantagem apresentada pelas colunas de silica ndo modificada em
comparagao com as fases estacionarias quimicamente ligadas é que nao ira ocorrer
o fendbmeno de sangramento. Nas colunas quimicamente ligadas, isso ira ocorrer
com o tempo de utilizagdo e também em funcédo da fase mével empregada. Com o
sangramento da coluna os grupamentos ligados a silica vao sendo dissolvidos no
eluente, modificando a estrutura do material, tornando as analises irreprodutiveis

com o passar do tempo (HOU, 2017).

A silica como FE em HILIC pode ser usada na separagao de diversos tipos de
compostos organicos, tendo sua eficiéncia aumentada conforme ha a diminuigdo do
tamanho de particula da mesma (JANDERA, 2017). A silica, devido as hidroxilas da
sua superficie, pode ser facilmente modificada com diversos grupos funcionais
polares para ser usada como FE em HILIC. Grupamentos polares como, amida, diol,
amina, trocadores ibnicos, zwitterionic, ciclodextrina, entre outros, sdo reportados na
literatura (JANDERA, 2017; BUSZEWSKI, 2012).

Visto que a silica possui instabilidades frente a valores de pH extremos,
modificagdes podem ser feitas na sua superficie com outros 6xidos, a fim de se
obter uma maior estabilidade em comparacdo a silica pura (NAWROCKI, 2004;
JANECKOVA, 2010). O oxido de Zircénio (ZrO;) é bastante utilizado para fazer esta
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modificagdo na silica, conferindo diferentes propriedades, como por exemplo, uma
maior afinidade por bases de Lewis, devido a acidez de Lewis do ZrO, (JANDERA,
2017).

Dentre as colunas de fase ligada, a coluna de amina, mais especificamente
aminopropil, foi a primeira coluna dessa natureza utilizada em separagdes de HILIC
e ainda € bastante empregada, principalmente nas analises de aminoacidos,
carboidratos, peptideos acidos carboxilicos, além de outros metabolitos e farmacos.
As colunas modificadas com amina, assim como as de silica ndo modificada, podem
ser utilizadas, também, na analise de compostos carregados, uma vez que quando
utilizadas fases moéveis com baixos valores de pH, o grupamento amina (amina
primaria) ira ficar positivamente carregado, o que ira permitir as interagbes
eletrostaticas com os analitos carregados (GUO, 2011; TARAJI, 2018).
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Tabela 1 - Diferentes tipos de fases estacionarias utilizadas no modo HILIC e

Fase estacionaria

Estrutura

Silica ndo modificada

HsC
R4
Si———C‘?/\/C\\N
Ciano RZ/ ClH3
Ry
—__\Si/’\/\/NH2
Ra
Amina
/O
_\Si/\/\/NHz
O/
Ry
Amida i_/\Rs " ™
i
R N SOy
\ \/\/
Zwitterion Si’/
R2
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FONTE: Adaptado de Buszewski, 2012

As colunas modificadas com grupamento amida, diferente das anteriores, ndo
possuem a capacidade de interagir com os analitos como um trocador de ions, pois
devido a sua baixa basicidade, a mesma nao se torna carregada com a variagao do
pH do eluente (GARCIA-GOMEZ, 2013; GUO, 2011).

As fases estacionarias modificadas com grupamentos ciano e diol sdo mais
utilizadas para NPLC do que para HILIC. O grupamento ciano, devido a falta de
capacidade de formar ligagbes de hidrogénio, se torna menos hidrofilico o que
prejudica a retengdo de compostos mais polares, levando a uma menor seletividade
na separagao de compostos muito polares, tendo aplicagdes bastante limitadas em
HILIC. Por outro lado as colunas com grupamento diol sdo mais comumente
encontradas em analises usando HILIC por ter a capacidade de formar ligagdes de
hidrogénio além de possuirem carater mais hidrofilico (TARAJI, 2018; GARCIA-
GOMEZ, 2013)

Os Zwitterions sdo espécies anfoteras que possuem ao mesmo tempo em sua
estrutura, tanto carga positiva quanto carga negativa, sendo, portanto uma espécie
com carga superficial neutra. Esse tipo de composto é relativamente novo como
adsorbente em HPLC. Os Zwitterions apresentam uma atragao eletrostatica menor
do que outras fases estacionarias carregadas, entretanto a presenga de cargas
positivas e negativas na molécula permite que tanto substancias catibnicas como
aniénicas sejam retidas na coluna (TARAJI, 2018; GARCIA-GOMEZ, 2013; GUO,
2011).

3.5.2. Mecanismo de retengdo em HILIC

Os mecanismos de retencao dos analitos no modo HILIC ainda constituem
objeto de estudo e discussodes, a fim de elucidar as possiveis interagdes. Como ja
citado anteriormente, Alpert, que utilizou pela primeira vez o termo HILIC, sugeriu
que o mecanismo de retencdo presente nas colunas de HILIC ocorra por particéo,
em que os analitos seréo particionados entre o solvente que esta eluindo através da
coluna e a camada de fase mdvel rica em agua, parcialmente imobilizada na fase
estacionaria (Figura 6) (ALPERT, 1990; BARTO, 2017; JANDERA, 2018).
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Entretanto, outros pesquisadores tém adotado teorias diferentes a fim de
explicar o mecanismo de retengao dos analitos nessas colunas, que envolvem a
particdo entre a fase moével e a fase estacionaria e a adsorgdo do analito na
superficie da fase estacionaria (BUSZEWSKI, 2012).

Figura 6 - Mecanismo de retengao por particao entre a fase moével e a camada
de agua formada na superficie da fase estacionaria.
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FONTE: Autor, 2012.

O mecanismo envolvido na retencao de diferentes analitos em HPLC vai
depender das interacdes que irdo existir entre analito e fase movel, analito e fase
estacionaria e fase estacionaria com fase movel (BUSZEWSKI, 2012; ARAL, 2017)
(Figura 7). O mecanismo de separacdo em RPLC pode ser descrito
satisfatoriamente como sendo por particao, ja a retengdo em NPLC é baseada na
adsorcdo de superficie (HEMSTROM, 2006). Entretanto em HILIC tem sido
observado um mecanismo de retengdo misto, o qual apresenta como principal
mecanismo a particdo do analito entre a fase organica da fase movel e a fase
enriquecida com agua parcialmente adsorvida na coluna cromatografica. Outras
interagbes importantes como interagdes eletrostaticas (LOGETHETI, 2018) e
ligagcdes de hidrogénio contribuem na separagdo das espécies quimicas analisadas
(GRECO, 2013).
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Figura 7 - Diferentes intera¢oes entre as diferentes fases estacionarias com os
analitos.
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FONTE: Adaptado de Agilent Technologies, 2016.

Fases estacionarias com grupos de cargas opostas apresentam de forma
mais significativa a influéncia das forgas eletrostaticas na retengdo dos analitos.
Desse modo os analitos podem ser retidos ou repelidos pelos grupos carregados
através das interagdes eletrostaticas (Figura 7). O fator estérico também contribui
com a forga da carga, dessa forma as colunas podem ter uma liquidez de carga
negativa ou positiva maior. Portanto em uma fase estacionaria com liquidez de
cargas negativas maior, analitos negativamente carregados serao repelidos,
diminuindo seu tempo de retengdo (LOGETHETI, 2018; GRECO, 2013; ALPERT,
2008).

O mecanismo de particdo entre fase modvel rica em solvente orgénico e a
camada de fase movel rica em agua imobilizada na fase estacionaria € o mais
empregado no estudo do mecanismo de retencdo dos analitos. Basicamente esse
mecanismo se da pela diferenga de distribuicdo dos analitos entre a acetonitrila e a
agua imobilizada na fase estacionaria hidrofilica (TARAJI, 2018; BUSZEWSKI, 2012;
QIAQO, 2016). Deste modo, quanto mais hidrofilico for o composto em analise maior
sera seu tempo de retencgao, visto que o mesmo vai ter uma maior interacédo com a
camada de agua imobilizada (ZHANG, 2018). Por esse mecanismo pode-se dizer
que a ordem de retencdo dos analitos em HILIC se assemelha ao que iria ocorrer
em uma analise em NPLC (SILVA, 2016).
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3.5.3. Fase movel em HILIC

Além da FE, o mecanismo de retengcdo pode ser alterado dependendo das
proporgcdes de fase organica e aquosa utilizadas na FM. Em Fases moéveis com alta
concentragdo de acetonitrila, a retengcdo dos compostos é regida principalmente
pelas interagbes polares. Por outro lado, quando se tem uma alta concentragao de
fase aquosa na FM, o mecanismo de retencdo se assemelha a RPLC, tendo as
interagdes hidrofébicas como causadora principal da retencdo das espécies

quimicas.

Varios autores testaram outros solventes organicos em HILIC, mas a
acetonitrila ainda € a mais utilizada neste modo cromatografico. Suas caracteristicas
contribuem para isso, como sua boa transparéncia UV, possibilitando o uso com
esse tipo de detector. Além disso, as baixas concentragdes de fase aquosa, quando
se usa ACN, causa um aumento da retencado dos compostos, devido a diminuicdo da
particdo dos analitos entre a fase aquosa e organica, ou devido ao aumento das
interagbes adsortivas da FE (KUMAR, 2013).

Os principais solventes orgéanicos testados em HILIC para substituir a ACN
tém sido alcoois, como, isopropanol, etanol e metanol (MELNIKOV, 2016). Lindner e
colaboradores, ao testar a separagao de uracil/uridina utilizando como FM
metanol / tampao acetato de aménio 20 mM (95:5% v:v) obtiveram baixa retencéo e
separacgao dos compostos ineficiente, mas, ao substituir metanol por acetonitrila, nas
mesmas proporgdes, foi obtida uma boa separagdo dos compostos € um maior
tempo de retencdo (McCALLEY, 2017).

O uso de tampao é bastante comum em HILIC, principalmente para estabilizar
as cargas dos grupos funcionais da FE, assim como dos analitos. Os tampdes mais
utilizados para este fim sdo os tampdes dos sais, formiato de aménio e acetato de
amoénio, uma vez que esses sais sdo soluveis em altas concentracbes de ACN e
cobrem a maior parte da faixa de pH usada em colunas de HILIC. Acidos simples
como os acidos acético e foérmico, tem sido usados, mas ndo possuem a mesma
forca ibnica em altas concentracées de ACN (HEATON, 2014; MCCALLEY, 2017).

Tampdes com valores de pH mais baixos tém sido testados recentemente,
mostrando alteragdes no mecanismo de retengéo da coluna. Enquanto a FM organo-
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aquosa usando sais de amdnio para fazer o tampao, utilizada em uma coluna de
silica, resultava em um mecanismo semelhante a trocadores de cation, tampdes com
pH mais baixo, utilizando acido tetrafluoracético (TFA), da a coluna um
comportamento de trocador de anions. Dessa forma a uma acréscimo na retengao
de compostos acidos (MCCALLEY, 2015).

Outros fatores afetam, ainda, a retencdo dos compostos em HILIC, como € o
caso da temperatura, como mostrado por Hao e colaboradores. Onde 0 aumento da
temperatura da coluna diminui o tempo de retengdo dos compostos, devido a
diminuicdo da viscosidade da FM. Entretanto, quando utilizada uma coluna de silica
pura, principalmente na analise de compostos basicos, € notado um acréscimo no
tempo de retencdo para as espécies quimicas analisadas quando se aumenta a
temperatura. Uma das possiveis explicagbes para esse fenbmeno pode ser o
aumento das interagdes i6nicas entre analito e FE (HAO, 2008; KUMAR, 2013).
Entretanto ndo se tem uma explicagao totalmente aceita para esse comportamento.
McCalley destaca que “Nenhuma explanagdo convincente para o aumento da
retencdo de bases com temperatura tem sido proposta” (McCALLEY, 2017).

3.6. Meétodos de modificagao da silica

Atualmente diferentes métodos sdo usados para a sintese de fases
estacionarias, principalmente para a sintese de suportes cromatograficos mais
estaveis. Estes diferentes métodos de sintese buscam a obtengdo de um material
com maior estabilidade e uma melhor interagdo com grupos polares, para tentar
resolver problemas nas analises de compostos polares mais complexos. (WANG,
2013; NAZARIO, 2013).

Um dos principais problemas na separagdo de compostos polares é a
interacdo dos analitos com os grupos silandis residuais, que podem interagir
fortemente, ocasionando o alargamento do pico ou até mesmo se ligarem
irreversivelmente. Para resolver esse problema, tem-se revestido a silica com outros
oxidos metélicos, como por exemplo, o 6xido de zircdnio que devido as suas
propriedades, ira acrescentar ao suporte cromatografico, resisténcia mecanica,
resisténcia a variacdo de pH e de solventes e também resisténcia térmica,

possibilitando uma maior gama de variagdes que podem ser feitas no método
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utilizado, para alcancar melhores resultados. Em alguns casos o oxido de zirconio
(ZrO2), assim como outros oxidos metalicos (Al,O3, TiO2) sdo usados como suporte,
substituindo a silica, pois podem apresentar melhores caracteristicas fisico-
quimicas. (NAWROCKI, 1993; NAWROCKI, 2004; MORAIS, 2005).

As FE polares atualmente vém sendo sintetizadas através de diversos
métodos de sintese, tendo como base, geralmente, a silica que possui propriedades
interessantes para uma FE ou suporte cromatografico. Dentre os métodos utilizados
destacam-se os meétodos sol-gel e impregnagdo com um alcoxido metalico.
(NAZARIO, 2013; WANG, 2013; BENVENUTTI, 2009).

O método sol-gel € um dos mais utilizados e um dos mais simples, pois é feito
em duas etapas: a formacgédo do ‘sol’ onde o silicato utilizado vai ser hidrolisado
formando uma solugdo contendo a silica que em seguida vai reagir com o precursor
metalico escolhido, o qual ira se ligar aos grupos silandis da silica (Figura 8)
formando assim um ‘gel’, o mesmo depois vai ser seco para a obtengédo da silica
modificada. (NAZARIO, 2013).

Figura 8 - Esquema da ligagao do metal a silica através do grupo silanol.

FONTE: Autor, 2019.

O método de impregnagdo com um alcoxido metalico vem sendo descrito na
literatura por muitos pesquisadores para a deposicdo de espécies metalicas sobre a
silica com diferentes metais, como, zircnio, aluminio e titanio. Nesse tipo de sintese
a silica é ativada e misturada a uma solugao com o alcoxido metalico formando uma
camada do metal utilizada sobre a particula da silica. Esse processo € bastante
utilizado e algumas variagcdes sado feitas no método de sintese de acordo com o
alcoxido utilizado. (NAZARIO, 2013; GORAIEB, 2013, NAWROCKI, 2004).
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Os diferentes métodos utilizados e os diferentes metais utilizados para
modificar a silica vado gerar FE com diferentes propriedades e diferentes areas
superficiais. Goraieb e colaboradores modificaram a silica com trés metais
diferentes, obtendo com isso FE que mostraram diferengcas em relagao a eficiéncia
cromatografica, obtendo N/m (numero de pratos tedricos por metro) que foi de
aproximadamente 26000 para a silica zirconizada, 68000 para a aluminizada e
chegando a 69000 para a titanizada, mostrando que os diferentes precursores

metalicos utilizados vao alterar a eficiéncia da FE. (GORAIEB, 2013).

Como trabalho desenvolvido visa a sintese de uma nova FE utilizando como
base a silica, a qual sera modificada com uma mistura de 6xidos (Li,O, BaO e ZrOy),
a fim de se obter um oxido misto, a sintese deste material sera feita utilizando o
método de complexagdo metal-quitosana o qual € bastante utilizado na sintese de
catalisadores. Nesse método os precursores metdlicos sdo misturados e
adicionados a uma solugao de quitosana em meio acido, complexando os metais a
quitosana que posteriormente ira ser degradada a altas temperaturas formando

poros no material final.

A quitina é um biopolimero de alto peso molecular, formado por unidades de
2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose e € obtida em grande quantidade das
conchas de crustaceos. A quitina € o material fonte da quitosana, sendo a quitosana
um copolimero deacetilado da quitina, formado por unidades de 2-acetamido-2-
desoxi-D-glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose (VARMA, 2004,
GUINESI, 2007).

A quitosana tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores devido a
sua capacidade de formacdo de complexos com metais, e tem sido utilizada na
sintese de materiais porosos e com grande area superficial, pois tem a capacidade
de formar compostos esféricos, e por ser degradada no processo de calcinagéo
formara, principalmente, mesoporos. O uso de quitosana com maior grau de
polimerizagao pode resultar em materiais com maior resisténcia mecanica (BRAGA,
2009; SALGADO, 2015).

O mecanismo de complexacdo que forma a ligagdo entre a quitosana e o
metal tém sido descrito de diferente formas por diferentes pesquisadores, sendo os

mecanismos conhecidos como “pendant model”, onde é dito que a quitosana se liga
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ao metal através de um dos seus grupamentos amino, e “bridge model”, que propde
que os ions metalicos sdo coordenados por varios grupos amino, Sao 0s mais
discutidos (VIEIRA, 2005; VARMA, 2004).

O método de complexagdo metal-quitosana tem sido empregado,
principalmente, na sintese de catalisadores, entretanto, o fato de produzir materiais
com elevada area superficial e com boa resisténcia mecanica, torna o método viavel
para uso na sintese de 6xidos metalicos para serem usados como FE em HPLC,
visto que as propriedades acima citadas sdo de grande importancia para uma FE.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Sintese do 6xido misto através do método da complexagao metal-
quitosana.

A oxido misto foi sintetizada, através da metodologia de complexacdo metal-
biopolimero, onde os precursores metalicos utilizados foram: SiO, (Sigma Aldrich),
LioCO3; (Dinamica P.A.), Ba(CH3CO;), (Dindmica P.A.) e ZrOCI2.8H,O (Sigma
Aldrich) gerando uma mistura com propor¢gédo molar de 6xidos (SiO», Li;O, ZrO; e
BaO) aproximada de 65%, 29%, 5% e 1% respectivamente. As proporgdes obtidas
foram baseadas em trabalhos anteriores de SILVEIRA, 2001 e BORTOLUZZI, 2006.

Na metodologia utilizada foi pesado a quitosana de baixo peso molecular,
100.000-300.000 g mol'(Acros Organics), para a obtengdo de uma proporgdo
quitosana:éxidos na razdo de 1:3. A quitosana foi colocada em um béquer de
250 mL e foi dissolvida com solu¢do de acido acético 5% (v/v), na sequéncia a
mistura de sais foi dissolvida com agua destilada e vertida na solugcéo de quitosana,
a mistura foi homogeneizada com o auxilio de um mixer (Britania Ultra Mixer) devido

a elevada viscosidade da mistura (Figura 9).

Figura 9 - Adaptacao da metodologia de sintese de Silveira e colaboradores.
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FONTE: Adaptado de Vallentini e colaboradores, 2001.

A mistura foi levada para a bomba peristaltica (Provitec, modelo DMGA 7900

TX-D) para ser gotejada em solu¢cdo de NH,OH 50% (v:v) precipitando o complexo
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formado pelos precursores metalicos com a quitosana em pequenas goticulas. Apos
a precipitacdo do complexo, o mesmo foi levado a capela por cerca de 72h para que
a amobnia evaporasse, logo apods, esse material foi separado em fragdes que foram

calcinadas separadamente com diferentes metodologias de calcinagao.

4.2. Planejamento experimental
A fim de se obter o material com as melhores caracteristicas para ser usado

como fase estacionaria, como por exemplo, uma maior area superficial, foi feito uma
avaliagcado dos parametros utilizados na calcinagao, sendo eles: temperatura, taxa de
aquecimento e tempo de permanéncia. Para essa avaliagao foi realizado um
planejamento experimental completo 2% onde os 3 parametros citados foram
variados em 2 niveis. Deste modo foi realizado o planejamento experimental em um
total de 9 experimentos, 8 experimentos referente as avaliacbes dos parametros em
2 niveis, e 1 experimento referente ao ponto central, como mostrado na Tabela 2

abaixo.

Tabela 2 - Tabela codificada do planejamento experimental.

Temperatura Tempo Taxa de
(°C) (h) aquecimento
(°C min™")
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + - -
6 + - +
7 + + -
8 + + +
9 PC PC PC

PC = Ponto Central

FONTE: Autor, 2019.
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Ap0s a realizagédo dos experimentos, foi feito um estudo dos dados através do
diagrama de pareto, tomando como resposta para os 9 experimentos os resultados
das caracterizagdes como, Adsrocao/dessorcdo de N, (BET) e analise

termogravimétrica (TGA)

Os materiais calcinados foram separados por granulometria em peneiras
(Bertel industria metalurgica) de 10, 45 e 100 ym. As diferentes granulometrias
foram separadas em faixas de 45-100 um e 10-45 uym para fazer a caracterizagao e

para o empacotamento das colunas cromatograficas de CLC e HPLC.

4.3. Caracterizagao do material

Foram selecionadas para a caracterizagdo as particulas com granulometria
entre 10-45 pm, as quais foram caracterizadas através das técnicas Difragado de
Raios X. (Shimadzu, modelo XRD 6000) localizado no Laboratério de Sintese se
Catalisadores (LSCat), de Adsorg¢ao/dessor¢cao de N, (Quantachrome instrumentos
modelo NOVA 2200e), Analise Termogravimétrica (TA, Discovery SDT-650) e FTIR
(Thermoscientific, Nicolet IR200) localizado no grupo de catdlise e reatividade
quimica (GCaR).

4.3.1. Difragao de raios X (XRD)

A analise de difracdo de raios X foi realizada para as amostras calcinadas a
350, 500 e 700 °C, através da aplicagao da radiagdo CuKa com 30 KV de voltagem
e corrente de 30 mA, com filtro de Niquel utilizando o método de pd. Os
difratogramas foram obtidos na faixa de 20 de 10° a 90° com velocidade do

gonidbmetro de 2 graus por minuto com passo de 0,02 graus.
4.3.2. Adsorcao/dessor¢ao de N2
A caracterizacdo da area superficial feita pelo método de BET foi realizada

com um previo tratamento térmico da amostra a 300 °C, por um periodo de 24h,

para depois seguir para a analise da area superficial e volume de poro.
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4.3.3. Analise térmica (TGA)

As analises termogravimétricas foram feitas usando uma rampa de
temperatura de 30 a 1000 °C, com uma taxa de aquecimento de 20 °C por minuto

em atmosfera inerte de nitrogénio com um fluxo de 20 mL min™.

4.3.4. Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas para analisar os grupos funcionais e
ligagcbes presentes nas estruturas dos materiais calcinados. A medida da
transmitancia foi realizada na faixa de comprimento de onda de 400-4000 cm™. As
amostras foram maceradas e misturadas com KBr, a mistura foi prensada para

formar uma pastilha, que foi, entdo, levada para o equipamento.

4.4. Empacotamento da coluna cromatografica (HPLC).

Para a realizacdo do empacotamento da coluna cromatografica as particulas
do material escolhido foram ativadas em estufa (Quimis) a 150 °C por um periodo de
120 minutos para a retirada da agua adsorvida na superficie das particulas,
liberando os grupos silandis para que possam interagir com os analitos. Em seguida
foi feito o empacotamento da coluna cromatografica (250 x 4,60 mm) usando um
kitassato com uma bomba de vacuo (Millipore), com o auxilio de um septo para
vedar a entrada do kitassato e segurar a coluna, como demonstrado na Figura 10. O
material sintetizado foi misturado com hexano (Exodo Cientifica, P.A.) formando uma
mistura heterogénea que foi gotejada na coluna com uma pipeta de pasteur,
tomando cuidado para que o sélido ndo secasse e rachasse a coluna devido a

intercalacdo de camadas de ar.

Apds o empacotamento, a coluna foi ligada a bomba do equipamento de
HPLC Varian, com a saida da coluna indo para o descarte. Foi passado hexano e
isopropanol pela coluna, com um aumento gradual do fluxo de FM para que fosse
aumentada a pressao no interior da coluna, melhorando o empacotamento das
particulas, permitindo que particulas muito pequenas, que possam ter ficado na

peneira na separagao granulométrica fossem tiradas da coluna.
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Figura 10 - Aparato utilizado no empacotamento da coluna cromatografica.

Pipeta de Pasteur

Kitaz=zato Bomba a wacuo

FONTE: Autor, 2019

4.5. Testes cromatograficos (HPLC)

Os testes cromatograficos foram realizados em equipamento de HPLC Varian

ProStar equipado com detector UV-VIS Varian ProStar 325 e uma bomba ternaria.

Os testes cromatograficos foram realizados em colunas empacotadas com os
materiais calcinados a 350 e 700 °C (Colunas A350 e A700), escolhidos dentre os

materiais sintetizados.

O primeiro teste cromatografico realizado foi a separagdo de produtos
oriundos da oxidagao do alcool benzilico, o qual foi feito em ambas as colunas
cromatograficas. Para este teste foram utilizados quatro padrdes analiticos na
concentragdo de 100 pg mL™: alcool benzilico, acido benzoico, benzaldeido e

benzofenona.

Inicialmente foi utilizado como fase mével agua:acetonitrila (H,O:ACN) para a
analise destes padrées nas duas colunas, com um fluxo de fase mével de 1 mL min”™
com a coluna em temperatura ambiente, usando um detector UV com comprimento

de onda ajustado em 254 nm o qual foi chamado Método A (Tabela 3).
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Tabela 3 - Gradiente de elui¢ao, inicial usado na analise dos compostos
oriundos da oxidagao do alcool benzilico.

M¢étodo A Me¢étodo B
Tempo (min) %H,0 %ACN %Hexano | %lsopropanol
0:01 40 60 40 60
15:00 20 80 20 80
17:00 40 60 40 60

FONTE: Autor, 2019.

A segunda metodologia (Método B) foi testada somente na coluna A700 onde
mudou-se a fase mével para uma fase mdével normalmente utilizada em NPLC,
diferente da FM tipica de HILIC utilizada anteriormente para avaliar se a coluna
apresentaria melhores resultados. Para isso foi utilizada uma FM composta por

hexano:isopropanol usando o mesmo gradiente descrito na Tabela 3.

ApoOs os resultados dos primeiros testes cromatograficos foi feita uma
otimizagdo do método HILIC para a coluna A700. A fim de se obter uma melhor
separacgao foi variada a proporcao de fase mével utilizada na coluna A700, de forma
que o gradiente de eluigdo composto por agua:acetonitrila, passou a ser realizado de
forma isocratica (Método C), ou seja, com uma propor¢gao de solventes fixa na

composicao da fase mével, usando ACN:H,0, 95:5 por 20 minutos.

4.5.1. Otimizacao do método cromatografico (HPLC)

O Meétodo C, passou por uma otimizagdo, onde foi feita uma avaliagao
univariada de 3 parédmetros do método cromatografico, a fim de se obter valores
otimos para essas 3 variaveis (temperatura da coluna, fluxo de FM e composi¢ao da

FM) e consequentemente uma melhor eficiéncia cromatografica.

4.5.2. Otimizagao da temperatura da coluna

O primeiro dos trés parametros avaliados foi a temperatura da coluna. Para
este teste foi utilizado um forno varian. As temperaturas avaliadas foram:

temperatura ambiente; 30,0; 32,5; 35,0; 37,5 e 40,0 °C. Nessa avaliagao foi variada
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apenas a temperatura, mantendo todos os outros parametros do método

cromatografico inalterados.

4.5.3. Otimizacao do fluxo de fase mével.

O Fluxo de FM foi o segundo parametro a ser avaliado de forma univariada
onde fixou-se a temperatura em 35 °C e os fluxos avaliados foram 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9e 1,0 mL min™.

4.5.4. Otimizacao da composicao de fase moével.
Por fim foi avaliada a propor¢ao dos solventes ACN e H,O na fase movel,

também de forma univariada fixando-se a temperatura em 35 °C e o fluxo em
1 mL min™". As propor¢des de ACN:H,O testadas foram: 90:10, 93:07, 95:05, 96:04 e
97:03. Foi também avaliado o uso de gradiente da FM onde foram usadas as
proporcdes de ACN e H,O descritas na Tabela 4. O mesmo gradiente foi utilizado
nas analises com acido tetrafluoracético (TFA) (0,1%) na FM.

Tabela 4 - Proporg¢ao de acetonitrila e agua utilizadas no gradiente de eluigao
dos compostos derivados do acido benzéico.

Tempo (min) % ACN % H,0
0:01 97 03
5:00 95 05
15:00 95 05
20:00 97 03

FONTE: Autor, 2019.

4.6. Cromatografia liquida classica (CLC)

Para o empacotamento das colunas de CLC foram selecionadas as particulas
com tamanho de 45-100 um e empacotadas em uma coluna de vidro. Em CLC
tentou-se separar mono, di e triacilglicerideos (MAG, DAG e TAG respectivamente)
de uma amostra de 6leo transesterificado contendo estes compostos, segunda uma
metodologia proposta por Quinlin e colaboradores, que fizeram essa separagao

utilizando silica pura.
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Para este teste o material (A350) foi disperso em cloroférmio e em seguida
empacotado em uma pipeta de vidro onde foi colocado primeiramente um algodéao
na ponta, para evitar perda de FE, em seguida foi adicionada a amostra contendo
MAG, DAG e TAG. Para realizar a eluicdo destes compostos foram utilizados

diferentes solventes, como mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Diferentes solventes utilizados na cromatografia liquida classica
para eluigdo dos diferentes grupos de analitos.

’ Fragdo 1 ‘ ‘ Fragdo 2 ‘ Fragdo 3

5ml 5 ml tolueno:éter 5 ml Eter
Tolueno etilico (9:1) etilico

i |
= CIES
8 9 \_AS_E.\__A
S e =

FONTE: Autor, 2019.

As fragdes foram coletadas em aliquotas de 1 mL, num total de 5 aliquotas
para cada uma das FM utilizadas na eluicdo dos analitos, para que dessa forma
fosse melhor observada a eluicdo de cada analito individualmente.

As fracbes obtidas na separacdo de MAG, DAG e TAG por CLC, foram
colocadas na capela em temperatura ambiente para que houvesse a evaporagao
dos solventes utilizados para a eluicao dos analitos. Apos a total evaporagao destes
solventes, foram adicionados 100 pL da fase mével utilizada no método de HPLC em
cada um dos frascos contendo as fragdes eluidas da coluna.

Para a analise destas fragcdes foi utilizada uma coluna de fase reversa, C18
(Macherey-Nagel) com dimensdes de 250 x 4,6 mm, ou seja, foi utilizado o modo

RPLC. O método cromatografico utilizado para essas anadlises foi proposto por
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Carvalho e colaboradores, utilizando como fase movel metanol e uma mistura de
hexano:isopropanol, em um gradiente de eluicdo (Tabela 5), com tempo total de
andlise de 23 minutos, usando um fluxo de 1 mL min” e detector UV com
comprimento de onda em 254 nm.

Tabela 5 - Método cromatografico utilizado para a separagdo de MAG, DAG e
TAG.

Tempo (min) % Metanol % Isopropanol:Hexano
(5:4 viv)
0:01 100 0
10:00 50 50
15:00 50 50
17:00 100 0
23:00 100 0

FONTE: Autor, 2019.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos 6xidos mistos.

O o6xido misto foi obtido apds a sintese e calcinacado, onde foi obtido um pé de
cor acinzentada, o qual foi separado por peneiras granulométricas, onde foi
percebido que a maior parte do material sintetizado se encontrou na faixa de
tamanho de particula de 45-100 um, devido a isso foi escolhido inicialmente essa
faixa de tamanho de particulas para os primeiros testes cromatograficos em HPLC e
CLC. Também foi obtido uma boa quantidade (cerca de 30%) de material com
tamanho de particulas na faixa de 10-45 pym, o qual também foi usado como fase

estacionaria em HPLC.

5.2. Planejamento experimental

Para a otimizagdo da calcinacdo do material sintetizado foram realizados 9
experimentos (Tabela 2, pg. 38), onde foi variada temperatura (350, 550 e 750 °C),
taxa de aquecimento (3, 6 e 10 °C min™') e tempo de calcinagdo (180, 300 e 420
min). Como resposta a esse planejamento experimental, foi inicialmente utilizado os

resultados das caracterizacbées dos mesmos.

5.2.1. Adsorgao de N, (BET)

A area superficial € um bom indicador para esses experimentos, pois quanto
maior a area superficial maior a interagcdo da FE com os compostos analisados,
possibilitando uma melhor separag¢ao. Logo, a area superficial indicara se o material
sera ou ndo uma boa FE em HPLC. Assim foram feitas as analises de area
superficial de cada material por BET (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados das areas superficiais obtidas paa os experimentosdo
planejamento experimental. T = temperatura, TA = taxa de aquecimento e tP = tempo
de permanéncia.

AMOSTRA T TP TA AREA SUPERFICIAL (m* g
(°C) (h) (°C min™) ")

Exp 1 350 3 3 220
Exp 2 350 3 10 95
Exp 3 350 7 3 30
Exp 4 350 7 10 24
Exp 5 750 3 3 14
Exp 6 750 3 10 27
Exp 7 750 7 3
Exp 8 750 7 10

Exp 9 (PC) 550 5 7

FONTE: Autor, 2019.

Nas amostras relacionadas aos experimentos 7, 8 e 9 néo foi possivel
observar a area superficial, por isso nao foi possivel gerar o grafico de pareto para
esta resposta. Entretanto € possivel observar através dos resultados obtidos que ha
o indicativo de que quanto maior a temperatura utilizada no processo de calcinagao,
menor é a area superficial do material, 0 que pode estar associado ao processo de
sinterizagcdo das particulas, visto que maiores temperaturas favorecem a agregacéo
de particulas, formando uma particula maior, reduzindo, assim, a area superficial do
material. Através dos resultados apresentados na Tabela 5 é possivel observar que
o parametro taxa de aquecimento tem uma influencia bastante significativa na area
superficial final, uma vez que com uma taxa de aquecimento de 3 °C min™" a 350 °C
foi obtido um material com area superficial de 220 m? g'1, enquanto que alterando a
taxa de aquecimento para 10 °C min”' houve um decréscimo da area superficial do

material para 95 m? g™.

Da mesma forma o tempo parece apresentar uma influencia bastante
significativa, sendo que o menor tempo de calcinagdo (3h) mostrou melhores
resultados em comparagao com os materiais onde esse tempo foi aumentado, o que
poderia significar que o solido analisado estaria sofrendo alteragbes em sua
estrutura ao longo da calcinagdo, mostrando assim diferentes resultados quando

comparado com materiais calcinados por menos tempo.
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Para avaliar essas possiveis reagées ao longo do tempo de calcinagéo, foi
feita uma simulagdo da calcinagcdo em um analisador térmico a 350 °C e mantendo
em isoterma por 7,5 h, com intuito de observar, por meio de analise calorimétrica
diferencial, se estaria ocorrendo alguma modificagdo no material (Figura 12).

Figura 12 - Andlise de termogravimétrica com isoterma de 450 minutos para

simular calcinagao e andlise de DSC para avaliagdao das rea¢6es ocorridas durante a
calcinacao.
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Na Figura 12 é possivel observar que na curva de DSC, ha um sinal referente
a uma reacao exotérmica acontecendo no material, préximo a 3h de calcinacgao,
Mostrando que ainda esta ocorrendo modificagdes na estrutura do material apos 3h
de calcinagao. Essa reacao é confirmada na curva de TGA, onde tem-se um declinio
préximo a 200 min, mostrando que ainda houve perda de massa mesmo mantendo a
temperatura estavel em 350 °C, o que pode ser a causa da diferenga de area

superficial entre os materiais com diferentes tempos de calcinagéo.

5.2.2. Anadlise termogravimétrica TGA

A outra caracterizagdo realizada para estes experimentos foi a analise
termogravimétrica, para que fossem observadas as perdas de massa desses
materiais (Figura 13), que podem estar associadas a perda de agua adsorvida,
degradagao de matéria organica que nao tenha sido eliminada na calcinagdo ou

outros processos como oxidacgao e cristalizacdo (IONASHIRO, 2004).
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Nas analises de TGA é visto que ha uma maior perda de massa relacionada a
degradagao da matéria organica para amostras calcinadas a menores temperaturas
(Tabela 7), o que é coerente, visto que quanto maior a temperatura, mais
rapidamente a matéria organica vai ser degrada na calcinagdo. Essa matéria
organica também pode estar associada a area superficial obtida nas amostras, pois
matérias carbonados tendem a apresentar uma maior area superficial, entretanto
essa matéria organica pode ser problematica para uma FE, visto que pode interagir

de forma irreversivel com os analitos.

Logo, uma menor quantidade de matéria organica no material final é
desejavel, para isso entdo, foram escolhidos valores intermediarios de taxa de
aquecimento (5 °C min'1) e tempo de calcinagao (4h), para otimizar o processo de
calcinagdo, com base nos resultados de area superficial (Tabela 6) e da simulag&o
da calcinagao (Figura 12), usando duas temperaturas diferentes (350 °C e 700 °C),
com base nos resultados de TGA (Figura 13), para avaliar a influencia da matéria

organica na eficiéncia da FE.

Tabela 7 - Perdas de massa obtidas das analises termogravimétricas.

Amostras Perda de Massa Total  Eliminagdo de Agua Degradagao de MO
(%) (%) (%)
EXP 1 25,74 9,17 16,57
EXP 2 26,95 8,16 18,82
EXP 3 23,69 11,34 12,32
EXP 4 16,21 5,51 10,7
EXP 5 2,02 --- ---
EXP 6 3,44 --- -
EXP 7 1,44 --- -
EXP 8 3,38 --- -
EXP 9 (PC) 3,63 - ===

FONTE: Autor, 2019.
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Figura 13 - Termogramas das amostras Exp 1(A) , Exp 2(B), Exp 3(C), Exp 4(D), Exp 5(E), Exp 6 (F), Exp 7(G), Exp 8(H) e Exp 9(1).
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FONTE: Autor, 2019.
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Com os resultados das perdas de massa obtidos no TGA, foi construido o
diagrama de Pareto, para observar a influencia desses parametros sobre a perda de

massa dos materiais (Figura 14).

Figura 14 - Diagrama de Pareto obtido utilizando como resposta a perda de
massa dos materiais obtidos por analise termogravimétrica.
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FONTE: Autor, 2019.

Através do diagrama de Pareto observa-se que a unica variavel significativa
na degradacdo de matéria organica presente no material € a temperatura, de forma
que, quanto maior a temperatura menor sera a quantidade de MO residual.

5.3. Caracterizagoes das fases estacionarias selecionadas para os testes
cromatograficos (A350 e A700)

Através dos resultados obtidos com o planejamento experimental foram
calcinadas duas fases estacionarias, uma a 350 °C e outra a 700 °C, para comparar
a influencia da presenga de matéria organica no material final. Como foi observado
no planejamento experimental que apenas a variavel temperatura tinha influencia
significativa nas respostas, e que o material ainda estava sofrendo modificagdes
ap6s os 180 min de calcinacao, foi fixado 240 min de tempo de permanéncia e

5 °C min™' de taxa de aquecimento para otimizar o tempo de calcinac&o.

As FE selecionadas para os testes cromatograficos foram caracterizadas por
TGA, Adsorgao de N, (BET), DRX e FTIR. Desta forma foi possivel comprovar a
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presenca dos oxidos sintetizados, bem como suas caracteristicas de area superficial
e porosidade.

5.3.1. Fase estacionaria A350

Inicialmente foi usada a FE A350 que foi calcinada a 350 °C por 4h a uma
taxa de aquecimento de 5°C min™'. Esse material foi escolhido por ter apresentado
uma maior area superficial, em comparacdo aos demais materiais sintetizados. A FE
A350 foi inicialmente caracterizada por Adsor¢cédo de N, (BET) (Figura 15-D) para
verificar a sua area superficial, mostrando uma area superficial relativamente alta,
285 m? g'1 quando em comparagdo com a literatura onde se encontram FE
comerciais com area superficial de 100 m? g.

Em relacdo a quantidade de matéria organica determinada por TGA, foi
observada uma diminuigdo, em comparagao com os experimentos anteriores, sendo
observados uma perda de massa total de aproximadamente 15%, sendo 10,5 %
(260 e 607 °C) referentes a MO (Figura 15-A). Na analise de FTIR (Figura 15-B) foi
obtido um espectro caracteristico de silicatos, onde foi possivel observar as bandas
referentes a ligagdo O-H das hidroxilas (3000-3500 cm™) que serdo os sitios ativos
dessa FE e uma banda intensa entre 1000-1100 cm™ que é da ligacdo Si-O-Si,
indicando que houve a formacdo do material desejado. Nas analises de DRX
também foi possivel comprovar a formagdo do material desejado, através das
presencgas de todos os 6xidos metalicos utilizados, incorporados a silica (SILVEIRA,
2001) (Figura 15-C).

5.3.2. Fase estacionaria A700

Com a FE A700 seguiu-se o mesmo procedimento de calcinagdo da A350
mudando apenas a temperatura final, que foi de 700°C, para assim eliminar

completamente a matéria organica contida no material.

A escolha desta FE se deu justamente para se avaliar a viabilidade ou nao
desse material conter matéria organica em sua composi¢do quando for utilizado
como FE, ja que as maiores areas superficiais, como na FE A350, foram obtidas
para materiais contendo matéria organica ndo degradada na sua composi¢géo o que

pode ser problematico por que pode causar interferéncia na interagao dos analitos
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com a FE. Esse material foi entdo caracterizado pelas mesmas técnicas que a FE
A350.

Como era esperado, foi observado pela analise térmica (Figura 16 - A) que
nao existe resquicios de matéria organica no material final, onde foi encontrada a
perda de massa de apenas 2,2% o que pode estar relacionado a humidade do
material. Pela analise de FTIR foi observado um espectro caracteristico de silicatos,
onde pode-se observar a banda caracteristica da ligacdo Si-O-Si (~ 1100 cm™) e a
banda referente a ligagdo OH das hidroxilas (~3500 cm™) o que indica a formacéo
dos compostos desejados (Figura 16 - B). Por DRX foram observados os sinais
referentes aos Oxidos metalicos incorporados a silica, sendo, dessa forma,
comprovada a caracterizacdo deste material quando comparado com a literatura
(SILVEIRA, 2001) (Figura 16 - C). Por fim, através da analise por adsor¢cao de Ny,
observou-se uma area superficial bastante inferior a da FE A350, de 135 m? g™, o
que era esperado devido ao aumento da temperatura de calcinagao (Figura 16 - D),
porém como explicado anteriormente, na literatura encontram-se FE comerciais com
area superficial menor (100 m? g™') do que a observada para o material A700,
tornando ambos os materiais, A350 (285 m? g') e A700 (135 m? g"), promissores

para testes cromatograficos.
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Figura 15 - Resultados das caracterizagoes para a fase estacionaria A350, calcinada a 350 °C. (A) TGA, (B), FTIR, (C) DRX e (D)
BET.
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Figura 16 - Resultados das caracterizagées para a fase estacionaria A350, calcinada a 350 °C. (A) TGA, (B), FTIR, (C) DRX

e (D) BET.
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5.4. Empacotamento da coluna cromatografica

Os materiais sintetizados que foram utilizados com FE, foram empacotados
da mesma forma em uma coluna cromatografica com medidas de 250 x 4,6 mm.
Apds o empacotamento ter sido realizado a coluna foi colocada no HPLC passando
FM em fluxos crescentes, dessa forma foi garantido o empacotamento das particulas
e foi possivel observar que ndo estava havendo a saida da FE da coluna a medida
que a FM era passada. Em seguida a coluna foi aberta para a visualizagao do nivel
de FE, onde foi observado que ndo houve alteragdo, mostrando que o

empacotamento da coluna foi realizado com éxito.

5.5. Testes cromatograficos (HPLC)

As analises de HPLC foram feitas com quatro tipos diferentes de FE, sendo
que inicialmente as proporgdes de Oxidos foram fixas em 65% SiO,, 29% Li,O, 5%
BaO e 1% ZrO,. Os primeiros materiais foram usados em uma faixa de tamanho de
particula entre 45-100 um, pois foi a faixa de tamanho de particula obtida em maior
quantidade. O dois primeiros materiais testados foram calcinados a 350 °C, sendo o
primeiro com um tamanho de particula na faixa de 45-100 pm (A350), faixa de
tamanho de particulas obtida em maior quantidade, e o segundo com tamanho de
particula entre 10-45 pm (B350).

O terceiro material testado foi calcinado a 700 °C e foi escolhido porque
apesar de apresentar uma area superficial mais baixa, ndo mostrou a presenca de
matéria organica na sua composicgao, diferente do material usado na coluna A350 e
B350, que foi escolhido por apresentar uma maior area superficial. Isso serviu para
avaliar se o fato de a FE utilizada possuir matéria organica influenciara de forma
positiva ou negativa na eficiéncia cromatografica da coluna. Para essa coluna foi
dado o nome de A700 (45 — 100 pm) .

O quarto material testado foi calcinado da mesma forma que o material A700.
Entretanto esse material passou por uma nova separagédo granulométrica, onde foi
obtido um material com tamanho de particulas em uma faixa de 10—45 ym (B700),
com o intuito de aumentar a interagcdo da FE com os analitos melhorando a

eficiéncia do material.
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5.5.1. Testes cromatograficos na coluna A350

5.5.1.1. Padrodes de oxidagao do alcool benzilico
Os primeiros testes cromatograficos realizados na coluna A350 foram feitos

com compostos oriundos da oxidagdo do alcool benzilico (Figura 17) com os
parametros do método A descrito na parte experimental. Para isso foram utilizados
quatro padrbdes analiticos (benzofenona, acido benzoico, benzaldeido e alcool
benzilico). Os analitos foram analisados individualmente, para observar o tempo de

retencdo de cada um.

Figura 17 - Cromatogramas dos padrées analiticos, acido benzoico, alcool
benzilico, benzaldeido e benzofenona obtidos com a fase estacionaria A350.
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FONTE: Autor, 2019.

Como observado nos cromatogramas, os tempos de retengdo dos analitos
foram muito proximos uns dos outros, e a largura apresentada pelos picos, como
nos cromatogramas dos compostos benzofenona e benzaldeido, contribuem para
que haja coeluicdo dos compostos, como se pode observar na sobreposigdo dos

cromatogramas individuais (Figura 18).
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Figura 18 - Sobreposi¢cdo dos cromatogramas individuais dos produtos da
oxidagdo do alcool benzilico na fase estacionaria A350.
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FONTE: Autor, 2019.

Na Figura 18 pode-se notar a coeluigdo de 3 dos 4 padrdes analiticos, sendo
possivel observar apenas dois picos, o que pode ser melhor observado no
cromatograma da mistura destes 4 compostos (Figura 19), ou seja, existe a

coeluicdo dos analitos alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona sendo possivel

separar apenas o acido benzoico dos demais.

Figura 19 - Cromatograma da mistura dos padrdes analiticos acido benzoico,
alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona obtido com a fase estacionaria A350.
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FONTE: Autor, 2019.

Os baixos tempos de retencao obtidos para estes compostos (entre 2 e 5 min)

pode ser devido a faixa de tamanho de particulas de 45-100 pm que € considerado
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grande para uma coluna de HPLC onde normalmente usam-se 5 ym. Dessa forma
os compostos eluem muito rapido, n&o interagindo de forma eficiente com a FE
como deveriam e isso associado a difusdo dos compostos na coluna, por nao ter
uma pressao alta o suficiente para manter a banda do analito estreita dentro da
coluna, fazem com que a eficiéncia cromatografica seja baixa. O problema da
difusdo poderia entdo, ser resolvido com o aumento do fluxo, e consequentemente
aumento da pressao, mas devido ao tempo de retencao ser muito baixo, isso faria
com que os analitos eluissem todos juntos, ndo sendo observada nenhuma

separagao entre os compostos.

Para entdo avaliar a eficiéncia da coluna nesse primeiro teste, foram
avaliados alguns parédmetros como, numero de prato tedrico (N), altura do prato
tedrico (H) e assimetria de pico (Tabela 8).

Tabela 8 - Parametros utilizados para a avaliagcdao da eficiécia da coluna
cromatografica A350. Namero de pratos tedricos (N), Altura do prato teérico (H) e

Assimetria de pico (As). tr= tempo de reteng¢dao, Wb= largura da base, L= comprimento
da coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Numero de pratos | Altura de prato tedrico | Assimetria do pico (As)
teoricos (N) (H)
Padrées Analiticos As=B/A
N= 16(tz / W,)? H=L/N
Benzaldeido 92,91 0,27 2,89
Benzofenona 83,42 0,30 3,11
Alcool benzilico 89,29 0,28 2,38
Acido benzoico 163,22 0,15 2,55

FONTE: Autor, 2019

O numero de pratos tedricos calculado individualmente para cada composto
nessa coluna se mostrou muito baixo em comparagdo com colunas comerciais,
mostrando a baixa eficiéncia desse material, com esse tamanho de particula para
analises em HPLC. Foi observado também que a altura do prato tedrico foi alta, visto
que a literatura traz que a altura deve estar abaixo de 0,15 sendo esse valor obtido
apenas para o acido benzoico. A assimetria de pico, também, mostra a ineficiéncia
da coluna, uma vez que, valores altos de assimetria de pico (valores considerados

bons devem estar na faixa de 0,8 a 1,2) indicam a presenga de caudas nos picos, o



65

que demonstra a difusdo dos analitos na coluna, bem como a interagdo excessiva.
Como o tempo de retengdo dos compostos € baixo, eluindo logo no comego da
analise, pode-se dizer que a assimetria € causada pela difusdo, e ndo por interagcéao

excessiva.

5.5.2. Testes cromatograficos na coluna A700

Os testes cromatograficos na coluna A700, onde a FE ndo possui matéria
organica, foram realizados com os mesmos padrdes analiticos (Figura 20) testados
na coluna A350, utilizando o método A, com gradiente de agua e acetonitrila, € o
mesmo tamanho de particula utilizado inicialmente na coluna A350 (45-100 pm).
Com estas analises pode-se comparar os resultados obtidos em ambas as colunas.

Figura 20 - Sobreposi¢ao dos cromatogramas individuais dos padroes acido

benzoico, alcool benzilico, benzaldeido e benzofenona na coluna A700, utilizando
como fase mével um gradiente de acetonitrila e agua.
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FONTE: Autor, 2019.

Apos as analises individuais dos quatro padrdes analiticos foi observada a
coeluicao de todos os compostos, pois todos eluiram no mesmo tempo de retencéo
(Figura 20). Este teste indicou que a presenga de matéria organica na coluna A350
ajudou na separagdo dos compostos analisados, pois foi possivel observar a
presenca de dois picos, diferentemente de apenas 1 na coluna A700 que nio tem
MO, mostrando que houve interagdo dos analitos com a FE, mesmo que nao tenha

sido de forma eficiente.
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Como o modo HILIC, aparentemente, ndo funcionou nesta coluna (coelui¢ao
dos 4 compostos), a FM foi mudada para hexano:isopropanol, ou seja, uma FM
movel tipica do modo NPLC (método B). Apenas a FM foi mudada, mantendo todos
os outros parametros do método B iguas. Neste método foram apenas analisados os
compostos mais polares (acido benzoico e alcool benzilico) (Figura 21), visto que
compostos muito polares podem apresentar problemas de separagdo em colunas
polares no modo NPLC, devido a possibilidade de interacdo excessiva ou mesmo
ligagdes irreversiveis.

Figura 21 - Cromatograma dos compostos acido benzoico e alcool
benzilico no modo NPLC com a fase estacionaria A700.
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FONTE: Autor, 2019.

Os cromatogramas apresentados na Figura 21 mostram uma interagao
excessiva do composto mais polar (acido benzoico) com a FE, resultando em um
pico demasiadamente alargado, mostrando que o modo NPLC nao é o mais indicado
para ser utilizado com essa FE na separacdo de compostos muito polares,
entretanto a separacdo de compostos pouco polares pode nao ser satisfatoria, visto
que o alcool benzilico, que é um composto polar, eluiu com um tempo de retengao

baixo.

Na sequéncia foi mudada a proporgcdo dos solventes da FM utilizada para
95% acetonitrila e 5% agua e usada de forma isocratica (método C), com o objetivo

de aumentar o tempo de retengcdo dos compostos com a diminuicdo da porcentagem
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de agua. Pois a literatura indica que a reducédo da proporgdo de agua, diminui a
camada rica em agua adsorvida na FE, aumenta as interagbes adsortivas da FE

sobre o analito e aumenta o tempo de retengdo do mesmo.

Assim foi feita a analise dos compostos benzaldeido, alcool benzilico e acido

benzoico utilizando o método C (Figura 22).

Figura 22 - Cromatogramas dos padrées analiticos acido benzoico, alcool
benzilico e benzaldeido no método isocratico usando a proporgcao 95:5 de
acetonitrila:agua na coluna A700.

mAU

30:

tg = 2,66 min ---Alcool Benzilico

28: ' .
---Acido Benzoico

26
---Benzofenona

24

22;

20:

18: )

tr = 4,92 min

Intensidade

-2 RT [min]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tempo de Retencao (min)

FONTE: Autor, 2019.

Com a mudanga no método cromatografico a separagado do acido benzoico
dos demais compostos (Figura 22) foi superior aos outros métodos, eluindo com um
tempo de retengdo maior que os demais, mostrando que a diminuicdo da proporcao
de agua colaborou para o aumento das interagdes adsortivas do analito com FE,
obtendo-se um pico mais estreito e mais simétrico (Tabela 9), mostrando que a FE

A700 é mais apropriada ao uso no modo HILIC do que no modo NPLC.
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Tabela 9 - Parametros utilizados para a avaliagcdao da eficiécia da coluna
cromatografica A700. Numero de pratos teéricos (N), Altura do prato tedrico (H) e
Assimetria de pico (As). TR= tempo de retengdo, Wb= largura da base, L=
comprimento da coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria.

Numero de pratos | Altura de prato tedrico Assimetria do pico
tedricos
Compostos Organicos H=L/N As=B/A
N= 16(tz / W,,)?
Benzaldeido 87,77 0,28 1,52
Benzofenona 83,07 0,30 1,56
Alcool benzilico 88,18 0,28 1,15
Acido benzoico 18,60 1,34 1,99

FONTE: Autor, 2019.

Através da avaliagao da eficiéncia da coluna para os compostos analisados,
pode-se observar que foi obtido um menor niumero de pratos tedricos para o acido
benzoico em comparagao com a coluna A350 (Tabela 8), mas o tempo de retengao
foi maior, mostrando um aumento na interagéo entre analito e FE, o que indica que a
auséncia de MO nesta FE possibilitou uma maior interagdo analito-FE, devido,
provavelmente, a maior disponibilidade de grupos Si-OH no material. Todos os
analitos apresentaram valores de assimetria de pico menores na coluna A700
(Tabela 9) deixando os picos mais bem resolvidos.

5.5.3. Testes cromatograficos na coluna B700 .

Com os resultados dos primeiros testes cromatograficos realizados nas duas
colunas, foi visto que a coluna A700 teve uma melhor eficiéncia quando usada com
FM com menor propor¢do de agua e de forma isocratica. Como também foi
observado uma melhor simetria dos picos, na coluna A700 utilizando o método C,
logo foi escolhida a FE calcinada a 700 °C, inicialmente, para realizar os testes
cromatograficos com a faixa de tamanho de particulas menor, dessa vez foi usada a
FE com particulas em uma faixa de 10-45 pm.

Os mesmos padrdes foram injetados na coluna cromatografica para observar
o tempo de retencao de cada um, e em seguida foi feita a analise da mistura desses

padrbes (Figura 23) utilizando o método C, onde foi utilizada uma FM com 95%
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acetonitrila e 5% de agua, mantendo o fluxo de 1 mL por minuto e temperatura

ambiente.

Figura 23 - Sobreposicdo dos cromatogramas individuais da mistura dos
padroes analiticos acido benzoico, alcool benzilico, benzofenona e benzaldeido
utilizando a coluna B700 com tamanho de particula de 10-45 micrometros.
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FONTE: Autor, 2019.

Com a diminuicdo do tamanho de particula dessa FE foi observado,
principalmente a mudanga no tempo de retencdo dos compostos, tendo um
acréscimo desse tempo em todos os compostos, 0 que ja era esperado, pois, com a
diminuicdo do tamanho de particula da FE aumenta-se a area superficial e com isso
espera-se que haja uma maior interagdo dos analitos com a FE, o que ficou

comprovado com o aumento destes tempos de retencao.

Entretanto ndo foi observado uma melhor separagdao dos compostos, como
pode-se observar pela sobreposi¢ao dos cromatogramas individuais na Figura 23, o
que é comprovado com a injegcdo da mistura dos compostos onde observa-se

apenas 2 picos.

Como o acido benzoico foi o composto que apresentou o maior tempo de
retencdo entre os compostos analisados, pode-se inferir que este € o que esta
apresentando uma maior interacdo com a FE, devido a isso, foi realizado um novo
teste cromatografico na coluna B700 onde foi utiizado o mesmo método
cromatografico, com outros padrdes analiticos derivados do acido benzoico, visto

este ter tido a maior interacdo com a FE. Neste teste foram utilizados os compostos
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acido 4- mercaptolbenzoico (AMB), acido 3-cianobenzoico (ACNB) e acido 3-

dimetilamino benzoico (ADAB).

Os analitos foram analisados individualmente, onde foram determinados os
tempos de retencdo dos mesmos, e observou-se que houve uma pequena diferenga
nos tempos (Figura 24). Desta forma foi observado que os compostos foram eluidos
na seguinte ordem de eluigdo AMB < ACNB < ADAB.

Figura 24 - Cromatogramas individuais dos compostos acido 3-

mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido 3- dimetilamino
benzoico ADAB) com a fase estacionaria B700.
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FONTE: Autor, 2019

Essa diferengca nos tempos de retencdo dos compostos mostra que ha uma
separagao entre esses compostos e para comprovar essa separacao, foi analisada a
mistura destes compostos, de forma a observar se haveria o aparecimento de 3
picos, referentes a eluicdo dos analitos em tempos de retencdo diferentes
(Figura 25).
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Figura 25 - Cromatograma da mistura dos padroes analiticos acido 3-
mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido 3- dimetilamino
benzoico ADAB) utilizando a FE B700.
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FONTE: Autor, 2019.

Na analise da mistura dos padrdes analiticos foi observado a presencga de trés
picos, porém € visto que ndo ha uma boa resolugao entre eles. Esta baixa resolucao
esta de acordo com os resultados das analises dos compostos individuais, pois,
através dessas analises foi observado que os picos apresentaram-se muito largos, o
que faz com que haja essa baixa resolugdo dos picos na analise da mistura de
padroes. Dessa forma pode-se dizer que ha a presenca destes analitos na amostra,
ou seja, pode ser feita a analise qualitativa (Rs < 1,25) porém ainda n&o é possivel

analisar de forma quantitativa (Rs > 1,25).

Na Tabela 10 estdo representados os parametros usados para avaliar a
eficiéncia da coluna, que, como pode-se observar, apresentam baixos valores de
numero de pratos tedricos para a analise de cada um dos compostos, assim como
altura de prato tedrico fora dos valores aceitaveis, entretanto pode-se observar que
os valores de assimetria de pico para os compostos ACNB e ADAB estdo com

valores dentro do que se considera ideal (As< 1,5).
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Tabela 10 - Parametros utilizados para a avaliagdo da eficiécia da coluna
cromatografica B700. Numero de pratos teéricos (N), Altura do prato tedrico (H) e
Assimetria de pico (As). TR= tempo de retengdo, Wb= largura da base, L=
comprimento da coluna, A e B = largura da base do pico até o eixo de simetria

Numero de pratos | Altura de prato tedrico Assimetria do pico
tedricos
Compostos Organicos H=L/N As=B/A
N= 16(tz / W,,)?
AMB 98,76 0,25 2,21
ACNB 39,30 0,63 1,16
ADAB 33,87 0,73 1,14

FONTE: Autor, 2019.

A largura dos picos pode estar associada, ainda, a difusdo dos analitos na
coluna devido ao tamanho de particulas utilizado na FE, o que pode ainda ser
melhorado para a obtengdo de maior eficiéncia nas analises, pois como descrito por
McCALLEY a eficiéncia de colunas de silica tém sua eficiéncia aumentada conforme
€ diminuido o diametro das particulas da FE. Associado a isso também ha o fato de
que analises no modo HILIC possuirem a tendéncia de apresentar picos mais largos
devido a difusdo dos analitos na coluna.

Essa difusdo caracteristica do modo HILIC é devido a FM utilizada. Como a
FM apresenta um alto teor de solvente orgénico, mais de 90%, e a densidade destes
compostos sdo menores em relagédo a FM aquosas, ha uma diminuigdo na pressao
da coluna cromatografica, o que faz que a banda dos analitos dentro da coluna seja

alargada.

5.6. Otimizagao do método cromatografico

Com o intuito de otimizar o método cromatografico, foram feitos testes com a
FE B700 e os padrbes analiticos AMB. ACNB e ADAB, para melhorar a separagao

dos mesmos aumentando a resoluc&o dos picos.

A otimizacao deste método foi feita de forma univariada, ou seja, variando os
parametros individualmente com o intuito de observar a influéncia da variagdo deste
parametro na eficiéncia cromatografica da FE. Assim sera possivel obter a valores
otimos de fluxo, temperatura da coluna e proporcdo de solventes na FM,
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possibilitando uma melhor separacédo dos analitos e podendo passar de uma analise

qualitativa para uma quantitativa.

5.6.1. Avaliacao da temperatura da coluna

O primeiro parametro avaliado foi a temperatura da coluna, a qual foi avaliada
em 6 pontos, da temperatura ambiente até 40 °C. Para essa avaliagao foi utilizada
apenas a mistura dos 3 padrdes analiticos (AMB, ACNB e ADAB), uma vez que a
ordem de elui¢cao dos analitos é conhecida e esta representada na Figura 24. Apesar
de a temperatura poder alterar o tempo de retengdo e a resolugao dos picos, nao

afetara a ordem de eluigado destes compostos.

As analises das misturas em cada uma das temperaturas testadas foram
realizadas utilizando diferentes quantidades dos padrdes, para dessa forma
compensar a diferenca de seletividade do detector de UV para os 3 padrdes
analiticos. O comprimento de onda utilizado de 254 nm ¢é fixo durante toda a analise,
e cada composto tem seu maximo de absorcdo em diferentes comprimentos de
onda, o que faz que a resposta do detector seja diferente para cada composto, uma
vez que as especies quimicas analisadas podem absorver a radiagao UV emitida no
comprimento de 254 nm de forma mais intensa que as outras, resultando em picos
de intensidades diferentes entre os analitos, mesmo que analisados na mesma

concentragao.

A avaliacdo da temperatura teve como principal objetivo melhorar a
resolugao entre os picos cromatograficos, visto que os mesmos estavam alargados,
mas foi notado também um aumento no tempo de retengdo dos compostos com
esse aumento da temperatura até 35,0 °C(Figura 26), porém, o que geralmente se
observa com o efeito da temperatura sobre o tempo de retengao é a sua diminuicao,
devido a diminuigdo da viscosidade da FM. Mas o aumento do tempo de retengao
neste caso ndo se torna incoerente, pois ja € reportado na literatura por McCalley
que o aumento da temperatura em colunas de silica, utilizando o modo HILIC,
resulta em um aumento do tempo de retencéo para alguns compostos, entretanto o
motivo pelo qual isso ocorre ainda n&o € claro, ndo sendo encontradas explicagbes

concretas para esse fendbmeno.
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Figura 26 - Cromatogramas da avaliacao de temperatura da coluna para os
padées AMB, ACNB e ADAB, utilizando fluxo de 1 mL min™ e fase mével com 95:5 de
ACN:H,0 Na coluna B700.
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FONTE: Autor, 2019.

Com os resultados das analises em diferentes temperaturas, foi notado que
houve um aumento do tempo de retencao dos analitos até os 35,0 °C, apds isso o
tempo de retengao foi diminuido, mostrando que para esse método os melhores
resultados sao obtidos com a temperatura da coluna em 35,0 °C, pois, como é
possivel observar no cromatogramas os 3 picos cromatograficos tiveram a melhor
resolucdo, sendo possivel observar claramente a presenca dos 3 compostos.
Portanto a temperatura de 35 °C foi fixada para avaliagdo dos outros parametros de

forma univariada.

5.6.2. Avaliacao do fluxo de fase moével

O proximo parametro avaliado no método foi o fluxo de FM de
1,0 até 0,5 mL min™". Nesta avaliagdo a principal mudanga esperada na analise é a
mudanca do tempo de retengdo dos compostos, pois com a variagao do fluxo havera
a variacdo do tempo de retencdo proporcional a mudanga ocorrida no fluxo, por
exemplo, se um analito tem um tempo de retengdo de 5 minutos a um fluxo de
1 mL min™, espera-se que com a diminuigdo do fluxo pela metade, ou seja, para

0,5 mL min™, haja o aumento do tempo de retengao do analito.

Como a alteracdo do fluxo ndo ira mudar a ordem de eluicdo dos analitos
estudados, visto que a alteracao do fluxo apenas aumentara ou diminuira o tempo
de retengao de todos os analitos. Mas o fato de a diminui¢do do fluxo colaborar para
um maior tempo de permanéncia dos compostos na coluna cromatografica, fara com
que haja, possivelmente, uma maior interagdo dos analitos com a FE, melhorando a

separagao dos compostos e resultando em uma maior eficiéncia cromatografica.
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Deste modo as analises foram realizadas com a injegdo da mistura dos
padrées analiticos nos diferentes fluxos testados (Figura 27). A temperatura da
coluna para este teste foi mantida em 35 °C, visto este ter sido o melhor resultado

obtido na otimizagdo da temperatura. Os demais parametros foram mantidos

inalterados.

Figura 27 - Cromatogramas da avaliagao de fluxo para os padroes AMB, ACNB
e ADAB Na coluna B700. T = 35 °C e FM = ACN:H,0 (95:05)
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FONTE: Autor, 2019.

A avaliagdo de fluxo mostrou que fluxos menores que 1,0 mL min” nao
resultam em melhores separagdes, mesmo com o0 aumento do tempo de
permanéncia destes compostos na coluna, mas, pelo contrario, fazem com que nao
haja nenhuma separacao, pois devido a diminui¢do do fluxo, hd um aumento na
difusdo das bandas dos analitos na coluna, resultando em picos extremamente
alargados. Dessa forma pode-se inferir que o fluxo de 1 mL min”' é o melhor valor
encontrado até o momento para essas analises, pois €& possivel visualizar a

separagao destes compostos com a utilizagao deste fluxo no método cromatografico.

5.6.3. Avaliacao da proporg¢ao de fase movel.

Por fim foi feita a avaliagcdo da proporcao de solventes na fase mével, com o

intuito de avaliar se o aumento ou diminui¢cao da proporgédo de agua na FM iria afetar
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a separacao dos analitos de forma a melhorar a resolugao dos picos. A avaliagao foi
feita de forma univariada, onde mantiveram-se fixos os valores de fluxo (1 mL min™)
e temperatura (35 °C) avaliados anteriormente e a propor¢dao de ACN:H,O foi
avaliada em 5 pontos, indo de 90:10 até 97:03 (ACN: H,O) (Figura 28).

Figura 28 - Avaliagao da proporgao de solventes da fase mével na coluna B700.
T= 35 °C, Fluxo =1 mL min™.
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> 97:03 (ACN:H,0)
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FONTE: Autor, 2019.

Com o aumento da quantidade de agua na FM é observado a presenga de um
unico pico, como pode ser visto na Figura 28. A medida que a quantidade de agua
diminui e € aumentada a porcentagem de ACN, observam-se novos picos, como ja é
possivel observar na propor¢ao de ACN:H,O 93:07. Com a proporgao de ACN:H,O
95:05 pode-se observar a presenga dos 3 picos cromatograficos referentes aos
padrées analiticos AMB, ACNB e ADAB respectivamente, o que pode ser visto
também com a FM na proporgéao 96:04, porém com a proporgao 95:05 é obtido uma

melhor separagao entre os padrdes analiticos ACNB e ADAB.

Ao fim da otimizacdo do método cromatografico, pode-se observar através
dos cromatogramas da Figura 28, que o meétodo utilizando os parametros
temperatura em 35 °C, fluxo em 1 mL min"' e FM contendo 95:05 (ACN:H20)
apresentou os melhores resultados de separagao dos analitos AMB, ACNB e ADAB,
onde pode-se observar 3 picos cromatograficos referentes a cada um dos analitos e
com melhor resolugdo em comparagdo aos demais cromatogramas [Rs (AMB-
ACNB) = 0,76 e Rs (ACNB-ADAB) = 1,2)].

Na otimizacdo da composicdo da fase mobvel é visto que uma menor
concentragdo de agua na fase mével tende a melhorar a separagéo entre o AMB e
os demais compostos, dessa forma, o uso de um gradiente de eluicdo pode

melhorar a resolugao entre os picos cromatograficos.

5.6.4. Avaliagao do uso de gradiente
O uso do gradiente de eluigdo (Tabela 4) fez com que fosse aumentado o

tempo de retengcdo dos compostos na coluna, devido ao inicio da analise possuir
uma menor concentragao de agua na FM, melhorando a separagao dos compostos

(Figura 29). Aumentando a resolugéo, principalmente, entre o AMB e o ACNB.
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Figura 29 - Anadlise usando gradiente de eluicao da mistura dos padroes
analiticos acido 3- mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido
3- dimetilamino benzoico ADAB) utilizando a FE B700.
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FONTE: Autor, 2019.

Com o uso de gradiente foi analisado cada um dos analitos individualmente,
para poder avaliar a eficiéncia da FE na separagdo desses compostos através de
parametros como numero de pratos tedricos, altura do prato tedrico e assimetria de
pico (Tabela 11).

Tabela 11 - Parametros utilizados para a avaliagdo da eficiécia da coluna
cromatografica B700 usando gradiente nas analises dos padroes analiticos. Numero
de pratos tedricos (N), Altura do prato tedrico (H) e Assimetria de pico (As). TR=

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

Numero de pratos | Altura de prato tedrico Assimetria do pico
tedricos
Compostos Organicos H=L/N As=B/A
N= 16(ts / Wy,)?
AMB 56,00 0,45 2,05
ACNB 180,00 0,14 1,22
ADAB 128,00 0,19 0,95

FONTE: Autor, 2019.

O Uso do gradiente na separagao desses trés padrdes analiticos causou um

aumento no numero de pratos tedricos para os compostos ACNB e DAB,

melhorando inclusive a simetria dos picos, obtendo-se valores dentro do que é

considerado aceitavel (< 1,5), fazendo com que fossem obtidos picos mais
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simétricos, ou seja, com caudas menores, o que colabora com o aumento da

resolucao dos picos.

A melhora na separagdo dos compostos com o uso de gradiente ndo foi
suficiente para que houvesse a separagdao completa dos analits, sendo observada
uma coeluicdo entre o0 ACNB e o ADAB. Essa coeluicao é causada principalmente
pela largura apresentada pelos picos do ACNB e do ADAB, visto que os tempos de
retencdo dos mesmos ndo sdo tdo proximos (tir = 9,972 e tg = 13,576 min
respectivamente). Uma das alternativas mais utilizadas em HILIC para a melhora do
perfil do pico cromatografico, ou seja, aumento da simetria e diminuigdo da largura
do pico, € o0 uso de um acido ou sal na por¢gao aquosa da FM para aumentar a sua

forga idnica.

Com o propdsito de melhorar o perfil do pico cromatografico, foi utilizado o
acido tetrafluoracético (TFA) na FM em wuma proporgdo de 0,1%
(MCCALLEY, 2017). Foram feitas analises dos trés padrdes analiticos (Figura 30)
usando essa nova FM com os mesmos parametros de eluicdo otimizados com
gradiente de FM.

Figura 30 - Analise individual, usando TFA na FM, dos padroes analiticos acido

3- mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido 3- dimetilamino
benzoico ADAB) utilizando a FE B700.
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FONTE: Autor, 2019.

Os cromatogramas obtidos utilizando TFA na FM mostraram uma reducéo da

largura dos picos, causando com isso um aumento no numero de pratos teoricos
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para cada composto (Tabela 12), aumentando, entretanto, a assimetria dos picos
referentes aos analitos ACNB e ADAB e diminuindo seus tempos de retengao.

Tabela 12 - Parametros utilizados para a avaliagdo da eficiécia da coluna
cromatografica B700 usando TFA na FM nas analises dos padrées analiticos. Numero
de pratos tedricos (N), Altura do prato tedrico (H) e Assimetria de pico (As). TR=
tempo de retengdao, Wbh= largura da base, L= comprimento da coluna, A e B = largura
da base do pico até o eixo de simetria

Compostos Organicos Numero de pratos | Altura de prato tedrico | Assimetria do pico
teéricos N=16(ta/Wy)? | H=L/N As=B/A

AMB 61,00 0,41 1,31

ACNB 459,00 0,05 2,51

ADAB 411,00 0,06 2,51

FONTE: Autor, 2019.

O aumento no numero de pratos tedricos é significativo, entretanto é notado
que ha um aumento, também significativo na assimetria de pico, devido a formagéao
de cauda nos picos, fazendo que a assimetria dos picos referentes aos compostos
quimicos ACNB e ADAB aumentasse, contribuindo para que haja uma coeluigdo dos
picos. Para observar melhor como seria afetada a resolugdo cromatografica, foi feita
a andlise da mistura desses analitos com FM com TFA (Figura 31).

Figura 31 - Andlise, usando TFA na FM, dos padrées analiticos acido 3-
mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido 3- dimetilamino

benzoico ADAB) utilizando a FE B700.
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FONTE: Autor, 2019.
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Apesar do aumento do Numero de pratos tedricos, a reducdo do tempo de
retencdo do ADAB, juntamento com a formagdo de cauda no pico do ACNB,
contribuiram para uma maior coeluicdo dos picos. A analise da mistura dos padrdes
analiticos usando TFA na FM mostrou que a FM sem TFA se mostrou mais
adequada para a separacao desses analitos visto que foi obtido um cromatogramas
com maior resolugdo entre os picos. Entretanto, uma otimizagdo no método
cromatografico usando TFA na FM podera resultar em analises mais eficientes, uma

vez que o seu uso na FM contribui para o aumento do numero de pratos teéricos.

Com a otimizagédo do método, e a escolha do uso de gradiente sem TFA na
FM como melhor método cromatografico, por mostrar melhor resolugédo entre os
picos, para as analises desses padrdes analiticos, foi repetida a analise da mistura
desses padrdes analiticos usando a FE B350, para avaliar se a presengca de matéria
organica na FE contribuiria ou ndo na separagao dos analitos (Figura 32).

Figura 32 - Andlise, usando TFA na FM, dos padroes analiticos acido 3-

mercaptobenzoico (AMB), acido 3- cianobenzoico (ACNB) e acido 3- dimetilamino
benzoico ADAB) utilizando a FE B350.
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FONTE: Autor, 2019.

Na analie usando a FE B350, foi observada a presenga de apenas 2 picos
cromatograficos, mostrando que houve uma coeluigao total entre os analitos ACNB e
ADAB, devido ao alargamento demasiado dos picos. Dessa forma pode-se perceber
que a FE B700 se mostrou mais eeficiente nas analises dos padrdes analiticos AMB,
ACNB e ADAB, visto que mostrou melhor resolugdo e menor coeluigdo na

separagao desses analitos em comparacdo com FE B350, que apresentou picos
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ainda mais largos, mostrando uma interacdo demasiada com os analitos. Com isso &
pode-se dizer que a presenga da matéria organica presenta na FE B350 influenciou
de forma negativa na separagado cromatografica, apresentando uma maior coeluigéo

entre os picos.

5.7. Cromatografia liquida classica (CLC)

Na separagado granulométrica dos materiais sintetizados nas peneiras de 10,
45, 100 e 150 micrébmetros foi observado que a maior fragdo do material ficou retido
na peneira de 45 micrbmetros, ou seja, particulas com tamanho entre
45 e 100 microbmetros. Tamanho este considerando grande para uma FE em HPLC,
entretanto € uma faixa de tamanho de particula que pode ser utilizada em CLC, visto
que nessa técnica € necessario que as particulas da FE tenham tamanhos maiores
que em HPLC, uma vez que apenas a gravidade (ou vacuo se for necessario) sera
responsavel pela passagem da FM através da coluna, diferente de HPLC, onde uma

bomba faz pressédo, empurrando a FM através da coluna e eluindo os compostos.

Para CLC foi utilizada uma coluna de vidro a qual foi recheada com o material
calcinado a 350°C (com as proporgdes de éxidos em 65% SiO,, 29% Li,0O, 5% BaO
e 1% Zr0,), visto que esse apresentou a maior area superficial (285 m? g') dentre
0s materiais obtidos.

As analises das fragdes obtidas da CLC foram feitas utilizando o modo RPLC,
em uma coluna C18, como descrito na parte experimental (Tabela 5). Antes de ser
feita a andlise das fragdes, foi realizada a analise da amostra, por HPLC, antes de
ser fracionada pela coluna (Figura 33), para identificar a presenga dos analitos na
amostra, a quantidade de MAG, DAG e TAG e a faixa de tempo de retencao de cada
classe. Com isso foi possivel identificar cada uma das classes dos compostos
fracionados pela comparagédo do tempo de retengédo dos analitos na amostra e nas

fragbes coletadas.
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Figura 33 - Analise da amostra contendo MAG, DAG e TAG em HPLC.
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FONTE: Autor, 2019.

Através da normalizagdo das areas dos picos foi feito o calculo da
porcentagem de cada classe de compostos na amostra (Tabela 13), indicando com
isso que a maior parte da amostra é composta por MAG, seguido de DAGs e em
menor quantidade TAGs.

Tabela 13 - Porcentagens de cada classe de composto contido na amostra
inicial.

tz (min) Area %
MAG 2,21 -6,08 58439463 82
DAG 12,72 - 13,50 2207553 3
TAG 16,54 — 20,75 10637157 15

FONTE: Autor, 2019.

Os resultados obtidos para as 3 fragdes, tolueno (fracao 1), tolueno:éter etilico
(fracdo 2) e éter etilico (fracdo 3), estdo representados nos cromatogramas da
Figura 34. De acordo com as polaridades dos analitos, era esperado que na primeira
fragdo fossem eluidos apenas os TAG, entretanto o que observa-se € que ha a
eluicdo de MAG e DAG, enquanto que os TAGs s6 sao eluidos na fragdo 2 que
deveria conter apenas DAG, porém foram eluidos MAG, DAG e TAG. Ja na fragdo 3
foram eluidos apenas MAG como deveria ocorrer, entretanto a presenca de MAG

ocorreu em todas as fragdes coletadas.



86

Figura 34 - Andlise das fragées de CLC usando a FE A350 para separagao de
MAG, DAG e TAG.
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FONTE: Autor, 2019.

O fato de ter MAG em todas as fragbes pode estar ligado a composigao da
amostra, que, como mostrado no cromatogramas da Figura 33, € composta por mais
de 80% de MAG. Essa alta concentracdo de MAG na amostra pode ter feito com que
ocorresse a saturacao dos sitios ativos da FE com MAG, que sdo os compostos

mais polares, interferindo assim na separagcao dessas classes de compostos.

Para avaliar de fato a eficiéncia da FE na separagdo dessas classes de
compostos, foram feitas as mesmas analises usando silica como FE, como esta
descrito na literatura (Figura 35). A coluna de silica foi preparada do mesmo modo

gue a coluna usando a FE A350, e foi usado o mesmo método cromatografico para a

separacgao dos analitos.
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Figura 35 - Analise das fragoes de CLC usando silica como FE para separagao
de MAG, DAG e TAG.
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FONTE: Autor, 2019.

Com o uso de silica como FE é visto que ha uma melhor separagao dos DAG,
os quais foram eluidos apenas na fragcdo 2 como era esperado, entretanto os DAG
estdo presentes na fracdo 3, saindo em 2 fragbes diferentes, como ocorreu com a
FE A350. Assim como na coluna com a FE A350, na coluna com silica também nao
foi possivel separar os MAGs, tendo eles sido eluidos em todas as fragbes
coletadas, o que corrobora com a saturagao da coluna cromatografica devido a alta
concentracdo desses compostos. Portanto para se obter resultados mais
conclusivos a respeito da eficiéncia da FE sintetizada em colunas de CLC deveréo
ser feitos mais testes aumentando a quantidade de FE e ainda utilizando amostras
com menor concentragdo de MAG, ou seja, com concentragdes de MAG, DAG e

TAG semelhantes.
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6. CONCLUSAO

Os o6xidos mistos foram sintetizados com éxito através da metodologia de
complexacédo metal-quitosana, como pode ser comprovado atraves das técnicas de
caracterizagao de DRX e FTIR que mostraram a presenca dos 6xidos precursores

no material obtido.

O planejamento experimental realizado na etapa de calcinagdo do material
mostrou que o unico parametro, que influenciou na area superficial das amostras foi
a temperatura, de forma que quanto menor a temperatura utilizada, maior a area
superficial, entretanto ha o risco de nao ocorrer a total degradagcdo da matéria

organica contida no material antes da calcinagéao.

Nos testes cromatograficos (HPLC), foram comparadas as FE calcinadas a
350 °C (A350) e 700 °C (A700) com tamanho de particula de 45-100 ym e
calcinadas a 350 °C 700 °C com tamanho de particula de 10-45 ym (B350 e B700
respectivamente) e até o momento a FE B700 apresentou resultados interessantes
em relagcdo a separagao dos compostos derivados do &acido benzoico em
comparagao com a FE B350, visto que apresentou melhor resolugao entre os
analitos, conseguindo separar os 3 padrées analisados. Levando em conta que as
particulas da FE ainda estdo com um tamanho elevado, comparados a uma FE
comercial, Isso indica que a FE B700 tem uma boa perspectiva de melhora em seus
resultados, ja que tanto o método cromatografico como o tamanho das particulas

podem, ainda, ser otimizados.

Os testes realizados por CLC da amostra contendo MAG, DAG e TAG
mostrou que a FE ndo conseguiu separar os compostos como deveria, entretanto
quando comparada silica comercial como FE foram observados resultados
semelhantes em relagao a eluicdo dos MAG, mostrando que a alta concentragao de

MAG na amostra pode ter interferido na separacéo.
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7. PERSPECTIVAS

I.  Realizar novos testes cromatograficos com diferentes padrées analiticos.
Il.  Realizar a caracterizagao da FE apds os testes cromatograficos
lll.  Repetir as analises em CLC com amostras contendo menor teor de MAG;

Iv.  Alterar as proporgdes dos Oxidos na FE a fim de se obter uma FE com maior
area superficial e mais eficiente.
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