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RESUMO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € a técnica de separacdo amplamente
difundida no meio académico e industrial, devido ao seu vasto campo de aplicacdo e alta
capacidade de separar e quantificar diversas substancias. No entanto, a CLAE apresenta dois
principais problemas, sendo o primeiro a grande geracdo de residuos orgéanicos toxicos e de
dificil tratamento, proveniente de sua fase mével (FM), outro problema é a dificuldade de
separar substancias polares nas fases comerciais convencionais (Cg e Cig). Nesse trabalho, foi
utilizada a celulose, polimero natural hidrofilico de ampla disponibilidade, modificada com
anidridos de cadeia curta tais como anidrido acético e butirico, para produzir um material com
maior retencdo para compostos polares e com possibilidade de atuacdo na modalidade de
cromatografia liquida de fase aquosa (PALC), a qual requer uma porcentagem de agua > 70 %
na FM, reduzindo o consumo de solvente organico. O polimero acetato butirato de celulose
(ABC) foi sintetizado e empregado como recobrimento polimérico das fases estacionérias
Si(ABC). As fases foram caracterizadas fisico-quimica e cromatograficamente. Espectros de
infravermelho confirmaram a presenca do derivado celulésico na fase, através de estiramentos
de C=0 e C-H caracteristicos do polimero. As micrografias indicaram que mesmo apds a
imobilizacdo do ABC sobre a silica, as particulas mantiveram caracteristicas morfoldgicas
adequadas para empacotamento em colunas de aco inox. A partir das analises cromatogréficas,
verificou-se que a fase Si(ABC) atua no modo fase reversa separando eficientemente
substancias por mecanismos de interac6es hidrofébicas e hidrofilicas devido aos grupos acetato
e butirato, modificadores da celulose. A fase Si(ABC) apresentou seletividade estérica
intrinseca, que pode ser atribuida a quiralidade da celulose. A aplicacdo bem sucedida da fase
Si(ABC) na separacdo de uma mistura de composto polares e na separacdo de farmacos
altamente polares com uma alta porcentagem de agua em sua FM mostrou a eficacia desse
material como fase estacionaria para a CLAE na separacdo de compostos polares. Em
conclusdo, foi possivel empregar a celulose modificada com grupos organicos de cadeia curta
como revestimento de fase estacionaria para cromatografia liquida, apresentando
potencialidades de aplica¢do na pesquisa e na industria quimica, aléem de atuar na modalidade

PALC gerando menor quantidade de residuos organicos nas analises.

Palavras-chave: compostos polares, acetato butirato de celulose (ABC), fases estacionarias,
PALC, farmacos.



ABSTRACT

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is the widely spread out technique in the
academic and industrial environment due to its wide field of application and high capacity to
separate and quantify various substances. However, HPLC presents two main problems, the
first being the large generation of toxic and difficult-to-treat organic wastes from its mobile
phase (FM), another problem is the difficulty of separating polar substances in conventional
commercial phases (Cg and Cig). In this work, cellulose, a widely available natural hydrophilic
polymer was, modified with short chain organic groups (acetate and butyrate), was used to
produce a material with higher retention for polar compounds and separation in the per-aqueous
liquid chromatography (PALC) mode, which requires a water content >70 % in mobile phase,
reducing the consumption of organic solvent. The cellulose acetate butyrate polymer (ABC)
was synthesized and used as the polymer-immobilized Si(ABC) stationary phases. The
Si(ABC) phases were physicochemically and chromatographically characterized. Infrared
spectra confirmed the presence of the cellulosic derivative on silica, through C=0 and C-H
stretches characteristic of the polymer. Micrographs indicated that even after the
immobilization of ABC on silica, the particles maintained the morphological characteristics
suitable for stainless steel column packing. From the chromatographic analysis, it was verified
that the Si(ABC) phase acts in reverse phase mode by efficiently separating substances by
mechanisms of hydrophobic/hydrophilic interactions due to the acetate and butyrate groups,
cellulose modifiers. The Si(ABC) phase presented intrinsic selectivity, which can be attributed
to the cellulose polymer. The successful application of the Si(ABC) phase in the separation of
a mixture of polar compounds and the separation of highly polar drugs with a high percentage
of water in its mobile phase showed the effectiveness of this material as an HPLC stationary
phase in the separation of polar compounds. In conclusion, it was possible to use the modified
cellulose with small organic groups as a coating of stationary phase for liquid chromatography,
presenting potential applications in the research and chemical industry, besides acting in the

PALC mode generating less volume of organic residues in the analyzes.

Keywords: HPLC, cellulose acetate butyrate (CAB), stationary phases, PALC, pharmaceutical

compounds.
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1 INTRODUCAO

Véarios métodos de separacdo tém sido empregados durante quase toda a historia.
Processos como remocgdo de contaminantes por filtracdo em areias ou de excesso de sal por
contato com certas folhas encontram-se descritas na Biblia e em trabalhos gregos e egipcios
antigos. Outros métodos de separacdo, como destilacdo, extracdo por solvente e amalgamacéo,
foram empregados pelos alquimistas. Os efeitos resultantes da “adsor¢do” foram descritos no
século XVI para um processo de preparacdo de vinho branco a partir de vinho tinto. No século
XIX, alguns cientistas aplicaram diferentes sélidos para a “filtragdo”, remog¢do de alguns
componentes ou fracionamento de liquidos, enquanto outros fizeram esses fracionamentos em
papel (COLLINS, 2009).

O século XX tem sido chamado de “o século da cromatografia”, uma vez que essa
técnica foi altamente importante no desenvolvimento de varias areas das ciéncias. No momento,
existem indicacdes que as cromatografias e suas técnicas relacionadas também proporcionarao
relevantes contribuicdes neste século XXI1 (COLLINS, 2009).

E senso comum entre os historiadores da ciéncia, creditar o mérito da invencéo da
cromatografia ao botanico russo Michael S. Tswett, tendo como marco um relatdrio publicado
em 1903. No entanto, sdo muitos os registros de fenémenos relacionados a cromatografia
anteriores a Tswett. Provavelmente, a primeira observacao de utilizacao destes fenémenos seja
do historiador romano Caio Plinio Segundo no ano de 77 da nossa era. Conhecido como Plinio,
0 Velho, era um militar romano naturalista, que devido a sua dedicacdo ao entendimento dos
fendmenos naturais, acabou falecendo por inalacdo de gases tdxicos quando tentou observar a
erupcdo do vulcdo Vesuvio, no ano 79, em Pompéia (PACHECO, et al., 2015).

O desenvolvimento da cromatografia liquida moderna como se conhece hoje iniciou-se
na década de 1960 por dois grupos de pesquisa: Csaba Horvath, nos Estados Unidos, e Josef
Huber, na Europa. Esses pesquisadores conduziram estudos voltados para o desenvolvimento
de um sistema instrumental de cromatografia liquida hoje conhecida como cromatografia
liquida de alta eficiéncia (NAZARIO; LANCAS, 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é nos dias de hoje, a técnica analitica
de separacdo mais utilizada. As razdes para este crescimento estdo relacionadas a sua
adaptabilidade para determinagBes quantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de
separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis, com destaque para a industria

farmacéutica, bem como as suas aplicacGes em determinagdes ambientais e em muitos outros
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campos da ciéncia. (TONHI, et al., 2002). O desenvolvimento de fases estacionarias para CLAE

vem possibilitando o aumento do nimero de compostos analisados pela CLAE.

1.1 Cromatografia liquida de fase normal e de fase reversa

A forma mais tradicional da cromatografia liquida empregava uma fase estacionéria
polar como, por exemplo, a silica e a alumina, e uma fase mdvel apolar composta basicamente
de um hidrocarboneto alifatico, juntamente com pequenas quantidades de um hidrocarboneto
clorado, como por exemplo, o cloroférmio ou um alcool, como o isopropanol. Hoje esta
modalidade de cromatografia € denominada como cromatografia liquida de fase normal
(CLAE-FN) e o seu principio de separacdo se baseia na interacdo dos grupos funcionais dos
respectivos analitos com os sitios polares de adsorcdo da silica cromatografica ou de grupos
polares ligados ou adsorvidos na silica. Devido a uma série de limitacdes, em especial retengdes
irreversiveis de compostos polares nas fases estacionarias, a CLAE-FN deu lugar a
cromatografia liquida de fase reversa (CLAE-FR) (VIGNA, 2004).

Estima-se que mais de 90% dos laboratdrios de andlise espalhados pelo mundo utilizam
pelo menos um método que aplica a modalidade de CLAE em fase reversa. Sistemas de CLAE-
FR consistem em uma fase estacionaria (FE) de menor polaridade que a fase movel.
Convencional e comercialmente, as fases estacionarias da CLAE-FR sdo constituidas de
moléculas organicas alifaticas com 8 ou 18 carbonos (Cs ou Cis, respectivamente) ligadas
quimicamente, por ligagdes covalentes (Si-O-C) a um suporte inorganico sélido, de alta
regularidade e pureza. Estas FE apresentam varias vantagens, tais como: uso de fases méveis
menos tdxicas e de menor custo, com a presenca de agua como um de seus solventes; fases
estacionarias estaveis de muitos tipos diferentes; rapido equilibrio da coluna apds a mudanca
da fase movel; facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez nas analises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas a separacdo de
solutos de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (TONHI, et al.,
2002).

A ampla aplicabilidade da CLAE-FR foi o que impulsionou e continua impulsionando
as pesquisas em busca do aprimoramento desta técnica, principalmente referente ao
desenvolvimento de novas fases estacionarias (MALDANER, COLLINS; JARDIM, 2010).
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1.2 Suporte cromatografico

Um bom suporte cromatografico para CLAE deve possuir algumas caracteristicas
fundamentais como ser mecanicamente estavel, ou seja, suportar altas pressdes exigidas no
sistema CLAE; possuir grande concentracdo de grupos ativos na superficie, a fim de promover
melhor desempenho cromatogréafico; ser inerte em relacdo aos compostos a serem analisados
(NAZARIO; LANCAS, 2013); possuir area superficial maior que 10 m?g™ e diametro de poros
de 5a100 nm (MEYER, 2010).

Na CLAE-FR, os suportes cromatograficos podem ser baseados em polimeros
inorganicos, organicos ou hibridos. Entre os polimeros inorganicos pode-se destacar o 6xido de
silicio (silica), que é o suporte mais utilizado nas separacfes cromatograficas. A silica
apresenta-se como unidades SiO; aleatorias, unidas por ligagdes siloxanos (Si-O-Si) contendo
em sua superficie grupos silandis (NAZARIO; LANCAS, 2013). Dentre as principais
caracteristicas da silica, podem ser destacadas: particulas pequenas e esféricas disponiveis em
uma ampla variedade de didmetro (1,7 a 20 um, com distribuicdo de tamanho reduzida) e
tamanhos de poros (5 a 400 nm); particulas altamente porosas com grande area superficial (50
a 1000 m? g?); forca mecanica (elevada rigidez) adequada para resistir as altas pressoes
necessarias em CLAE, e; facilidade de modificagdo de sua superficie, devido a presenca de
grupos silanois, muito reativos (ZHURAVLEYV, 2000). A silica apresenta trés tipos de grupos

silandis em sua superficie como mostrado na Figura 1.

Figura 1. Tipos de grupos silandis e ligagdes siloxano na superficie da silica.

1 % M H 0
P
o 0 o O-H
W i P | sl 0\\.SI\/ \/SI,,/O
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Fonte: Proprio autor.

As propriedades que fazem da silica um Oxido altamente interessante para a
cromatografia liquida s&o (i) a alta atividade quimica da sua superficie, essa atividade depende
da concentracgdo e distribuicdo dos diferentes grupos silanois, e ndo das ligagdes de siloxano

que apresentam maior estabilidade, e (ii) pela estrutura porosa da silica (FARIA, 2006).
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A concentracdo e distribuicdo dos diferentes grupos silandis é altamente dependente do
tipo de pré-tratamento (acido, basico ou térmico) pelo qual a silica foi submetida. Em especial
tratamentos térmicos foram amplamente discutidos por (ZHURAVLEV, 2000), que sugeriu um
modelo fisico-quimico para a concentracédo de grupos silanois da superficie da silica. Em linhas
gerais 0 modelo descreve as etapas ocorridas a partir da desidratacdo até uma completa
desidroxilacéo da silica, indicando os principais tipos de silanois presentes em cada estagio do
modelo. Uma informacéao importante abstraida do modelo de Zhuravlev € a faixa de temperatura
em que a superficie apresenta um grau maximo de hidroxilacdo, 25 a 190 °C, sob vacuo
(ZHURAVLEYV, 2000).

Apesar da silica ainda ser o melhor suporte cromatografico para o preparo das fases
estacionarias, ela apresenta duas grandes limitacGes. A primeira restringe a sua utilizacdo em
uma faixa de pH de 2 até 8, para que ndo ocorra degradacdo e a segunda refere a presenca dos
grupos silandis residuais, os quais causam a assimetria de pico quando amostras basicas sao
analisadas (SILVA, et al., 2004).

Sabe-se que, em meio acido em pH menor que 2, as liga¢bes Si-O-Si que formam o
esqueleto da silica e sdo responsaveis por manter 0s grupos organicos imobilizados na
superficie da silica, ficam mais susceptiveis a hidrolise. Dessa forma, 0s grupos organicos sao
mais facilmente lixiviados, quando se emprega fases méveis com pH abaixo de 2. Em meio
basico, com pH acima de 8, os grupos hidroxilas (OH") reagem facilmente com os silanois
residuais, promovendo a dissolucdo da silica. Como consequéncia, o leito cromatogréafico
dentro da coluna é alterado, resultando em baixas eficiéncias e alargamento frontal de pico
(SILVA, et al., 2004).

Outra limitacdo da silica como suporte cromatografico é que apenas 50 % dos grupos
silandis sdo capazes de se ligar quimicamente aos modificadores organicos tradicionais (Cg ou
Cus, por exemplo) na preparacdo de fases estacionarias para CLAE-FR, por problemas de
impedimento estérico devido ao grande volume das moléculas Cis, restando um grande nimero
de silandis residuais que podem alterar o mecanismo de separacdo da fase estacionaria
(NAHUM; HORVARTH, 1981), por interagirem fortemente com compostos basicos. Uma

alternativa é a imobilizagdo de polimeros na superficie do suporte cromatografico.

1.3 Fases estacionarias recobertas com polimeros

A preparacdo de fases reversas através da deposicao e imobilizagdo de polimeros sobre

a superficie da silica cromatografica foi inicialmente desenvolvida por (BIEN-
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VOLGELSANG, et al., 1984) na década de 80. No inicio, essas fases apresentavam baixa
eficiéncia, o que era atribuido ao total preenchimento dos poros da silica pelo filme polimérico,
afetando drasticamente a transferéncia de massa e, consequentemente, a eficiéncia durante a
separacdo cromatografica. Com a otimizacdo do processo de sor¢do e imobilizacdo dos
polimeros, hoje j& se sabe que essas fases apresentam caracteristicas semelhantes as fases
quimicamente ligadas do tipo Cg e Cisg, inclusive quanto a eficiéncia cromatogréafica (SILVA,
et al., 2004).

Atualmente a preparacdo destas fases estacionarias recobertas tem sido bem sucedida,
combinando a resisténcia mecanica da matriz inorganica com a seletividade e inércia quimica
dos polimeros organicos. As principais vantagens das fases recobertas com polimeros sobre as
guimicamente ligadas sdo: maior recobrimento dos sitios ativos do suporte e a possibilidade de
ajuste mais fino da seletividade da fase estacionéria pela escolha do polimero apropriado (DIB;
FARIA, 2014).

A forma mais comum de recobrimento polimérico do suporte de silica é realizada
através da deposicdo de uma camada polimérica pré-sintetizada sobre a sua superficie. Neste
caso, o polimero pré-sintetizado é dissolvido em solvente apropriado e adicionado ao suporte,
recobrindo-o0 apenas por mecanismos de adsorcdo e, posteriormente, evapora-se o solvente,
obtendo um material com polimero fracamente adsorvido na superficie do suporte (JARDIM,
COLLINS; COLLINS, 2004).

Posteriormente ao recobrimento polimérico, pode-se realizar alguns processos para a
imobilizacdo (fixacdo mais forte) do polimero sobre o suporte, como por exemplo, tratamento
térmico (CARVALHO, 2017), irradiacdo por micro-ondas (LOPES, COLLINS; JARDIM,
2004) (CARVALHO, SILVA; FARIA, 2016) e por irradiacdo gama (FARIA, 2006) (FARIA,
COLLINS; COLLINS, 2007). O tratamento térmico se destaca por causa da simplicidade de
uso e da instrumentacdo necessaria. Além disso, ndo sdo necessarios reagentes para fixar a
camada polimérica na silica particulas (DIB; FARIA, 2014).

A quantidade de polimero imobilizado afeta a eficiéncia da fase estacionéria na
separacao de compostos, pois uma gquantidade maior do polimero imobilizado sobre o suporte
ird contribuir para uma maior protecdo dos grupos ativos superficiais (silandis) contra
interacdes indesejaveis, porém uma quantidade muito elevada de polimero podera blogquear os
poros do suporte, deixando o processo de transferéncia de massa mais lento (BOTTOLI, et al.,
2002).
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1.4 Imobilizacdo polimérica por tratamento térmico

O tratamento térmico € uma fonte de energia amplamente usada em diversos estudos e
0 aquecimento da amostra ocorre por conducdo de calor, isto é, inicialmente o recipiente
contendo a amostra é aquecido e, em seguida, ocorre a transferéncia do calor para a amostra. O
tratamento térmico tem sido utilizado para acelerar a imobilizacdo do polimero nos suportes de
silica, auxiliando no processo de auto-imobilizacdo. A auto-imobilizacdo é um processo lento
a temperatura ambiente, sendo necessario um consideravel periodo, que varia dependendo da
silica utilizada, para que haja o rearranjo das moléculas de polimero em uma monocamada
estavel, de forma irreversivel (VIGNA, 2004).

Uma das principais vantagens da imobilizacdo térmica é a facilidade do emprego da
técnica, uma vez que necessita apenas de um forno simples (como a estufa ou a mufla) com
controle da temperatura. A temperatura e o tempo de exposi¢do do material sdo as variaveis
principais a serem estudadas. Pequenas variagdes na temperatura ou no tempo ndo afetam de
forma significativa a resposta, mostrando que além de simples o tratamento térmico é um
procedimento robusto para a imobilizacdo de polimeros organicos em éxidos inorganicos
(BOTTOLI, et al., 2002) (FARIA, 2006).

Neste trabalho é estudado um polimero biodegradavel, natural com ampla
disponibilidade no meio ambiente e com caracteristicas hidrofilicas que pudesse recobrir asilica
resultando em uma fase estacionaria capaz de separar substancia dificeis de serem analisadas

nas fases comerciais e com uma elevada porcentagem de dgua em sua FM.

1.5 Celulose

A celulose é uma das substancias organicas mais abundantes no planeta, sendo
constituida principalmente por fibra vegetal, ela pode ser encontrada em diferentes espécies de
plantas verdes, fungos e protozoarios (DONINI, et al., 2010). A celulose microcristalina pode
ser obtida a partir da celulose natural apds purificacdo, e fragmentacdo fisica das paredes
celulares das fibras das plantas. A celulose possui unidades repetidas do monémero celobiose,
representada pela Figura 2, que apresenta um arranjo linear de unidades de D-glicose

conectadas por ligagdo B-1,4: [Cs H100s]n € possui muitos grupos hidroxilicos disponiveis.
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Figura 2. Estrutura quimica da celobiose.

Fonte: Proprio autor.

A celulose possui caracteristicas interessantes do ponto de vista de sua utilizacéo, tais
como: hidrofilicidade, biodegradabilidade, quiralidade e facilidade de modificacdo de seus
grupos hidroxilas (WEN, et al., 2017). No entanto, o uso da celulose pura como recobrimento
celulésico apresenta algumas restricbes, como por exemplo, sua baixa solubilidade em
solventes organicos, o que dificultaria o recobrimento do Oxido inorganico do suporte
cromatografico na forma de uma monocamada fina e homogénea, sua modificacao pode resultar
em materiais poliméricos (derivados celulésicos) com caracteristicas interessantes do ponto de
vista da aplicabilidade e seletividade da celulose, como fase estacionaria para CLAE (VIEIRA,
2018).

A primeira fase estacionaria derivada de polissacarideo, o triacetato de celulose
microcristalina, foi desenvolvida por (HESSE; HAGEL, 1973). Essa fase estacionaria
apresentou boa habilidade de separacdo enantiosseletiva e foi usada para separacdo de muitos
compostos alifaticos e aromaticos. (YOHIO, et al., 1984) solubilizaram o triacetato de celulose
e 0 adsorveram em silica macroporosa. Essa fase mostrou uma capacidade de reconhecimento
quiral completamente distinta da fase preparada por Hesse e Hagel, sendo observada inversao
na ordem de eluicdo de enantidmeros (LOURENCO, CASSIANO; CASS, 2010).

Os derivados de celulose séo, provavelmente, as fases estacionarias quirais (FEQ) mais
frequentemente utilizadas em separacdes preparativas, em virtude da sua extensa faixa de
aplicacdes e/ou sua elevada capacidade de adsorcdo (GONCALVES, 2005).

O material polimérico escolhido para o trabalho foi um derivado celuldsico, o acetato
butirato de celulose (ABC), cuja estrutura quimica se encontra na Figura 3. O acetato butirato
de celulose é um polimero termoplastico derivado da esterificacdo da celulose, utilizado em
filmes fotograficos e materiais de revestimentos (HUANG et al., 2011). O motivo de sua

escolha foi devido ao curto comprimento das cadeias carb6nicas modificadoras da celulose,
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possibilitando menor hidrofobicidade da fase estacionaria e, provavelmente, melhor interacéo
com compostos polares devido & maior contribuicéo da hidrofilicidade da celulose.

Figura 3. Estrutura quimica do acetato butirato de celulose, empregado como material de

recobrimento das fases estacionarias.

Fonte: Proprio autor.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos otimizar a preparacdo de uma fase estacionaria para
CLAE baseada na imobilizacdo térmica de uma camada de acetato butirato de celulose (ABC)
sobre particulas de silica e avaliar suas caracteristicas e potencialidade na separagdo de
substancias, empregando menor quantidade de solventes organicos na fase movel. Para alcancar
esses objetivos, algumas etapas foram realizadas:
i.  Preparar o derivado ABC a partir da esterificacdo de celulose microcristalina com uma
mistura de anidrido acético e anidrido butirico;
ii.  Otimizar a imobilizacdo térmica do ABC sobre a superficie e poros de silica
cromatografica, em termos de tempo e temperatura;
iii.  Caracterizar morfologica e fisico-quimicamente a nova fase estacionaria, Si(ABC), e
associar os resultados aos requisitos para materiais de separacdo em cromatografia;
iv.  Caracterizar cromatograficamente a fase Si(ABC) através da separacdo de misturas
testes padrdo, para determinacdo das suas propriedades de retencao, e;
v. Aplicar a fase Si(ABC) produzida na separacdo de algumas misturas de compostos

polares.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais, reagentes, vidrarias e equipamentos

Para o preparo do acetato butirato de celulose (ABC) foram utilizados agitador
magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 753A, Séo Paulo, Brasil); barra magnética;
funis de vidro; béqueres de 25 e 100 mL; balanca eletrénica com precisdo de 0,0001 g (Acculab,
Bradford, PA, EUA); ultrapurificador de agua (MegaPurity, MA, Billerica, EUA), sistema de
filtracdo de fase mdvel; funil de placa sinterizada; bomba de vacuo e kitassato de 500 mL.

Para o preparo da fase mdvel, foi utilizada uma membrana de nylon (Millipore, Millford,
CT, EUA) para filtragdo com porosidade de 0,22 um e didmetro de 45 mm; e banho ultrassom
(Quimis, Diadema, Brasil).

Para o preparo das fases Si(ABC) foram utilizados béqueres de 10, 25 e 50 mL;
micropipetas; pipetas de Pasteur; espatulas; provetas de 10, 25 e 50 mL; dessecador; tubos de
ensaio com tampa rosqueavel de 20 mL; funis de vidro; centrifuga (Celm, modelo combate,
Sdo Caetano do Sul, Brasil) e mufla (JUNG, Blumenau, Brasil); silica cromatografica
(particulas de didmetro médio de 5 um e didmetro nominal de poros de 100 A) (Microsorb, Palo
Alto, CA, EUA); e metanol grau cromatografico com 99,5 % de pureza (JT Baker, Xalostoc,
México).

Para analise das misturas de compostos pelas fases estacionarias produzidas nesse
trabalho foram realizadas medidas em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
modular da marca Varian ProStar® (Palo Alto, CA, EUA), com sistema binario de
bombeamento de solventes modelo Prostar 210 pump, dectetor UV (ultravioleta) a 254 nm
modelo ProStar 325; injetor manual Reodhyne® modelo 7725i. e pelo Cromatégrafo a liquido
Waters €2695, com sistema de deteccdo de arranjo de diodos modelo 2998 PDA, gerenciado
pelo software Empower3®. Para a aplicabilidade foram adquiridos os farmacos furosemida,
hidroclotiazida, ranitidina, sulfasalazina, famotidina e cimetidina todos com grau de pureza
farmacéutico.

Para o preparo do acetato butirato de celulose foram utilizados os seguintes reagentes e
solventes: celulose microcristalina (Synth, Diadema, Brasil) acido acético glacial, grau
cromatografico 99,7 % (Dinamica, Diadema, Brasil); acido sulfurico PA ACS (Panreac,
Barcelona, Espanha); anidrido acético 99,4 % (Neon Comercial LTDA, Séo Paulo, Brasil),
anidrido butirico 97,0 % (Lab Lider, Ribeirdo Preto, Brasil). Para teste de solubilidade do ABC
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foram utilizados diclorometano PA ACS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, EUA); THF PA

(Dinamica); acetona PA (Dinamica); tolueno PA (Sigma-Aldrich).

3.2 Sintese do acetato butirato de celulose

Para a sintese do acetato butirato de celulose, aproximadamente 1,000 g de celulose
microcristalina foi dispersa em 34,0 mL de acido acético glacial e 0,08 mL de &cido sulfurico
concentrado sob agitacdo por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 16,0 mL de anidrido
butirico e 16,0 mL de anidrido acético, mantendo a mistura reacional sob agitacdo branda
durante 24 horas. O acetato butirato de celulose foi formado e dissolvido no meio, sendo, apos
24 h de reacdo, precipitado a partir da adicdo de agua destilada. O precipitado foi filtrado e
lavado até que a agua residual apresentasse um valor de pH proximo a 5. O derivado foi
colocado em um vidro de rel6gio e tampado com papel filme, contendo pequenos furos e levado
a capela para a evaporacao total solvente, sem qualquer aquecimento ou agitacdo. Apds a
secagem, 0 ABC foi armazenado até 0 momento de seu uso para a preparacao da fase Si(ABC)
(ANDRADE, 2015).

3.3 Preparacdo da fase estacionaria Si(ABC)

3.3.1 Ativacdo da silica

Inicialmente, os sitios ativos das particulas de silica cromatografica foram ativados
através da dessorcao de moléculas de agua adsorvidas em sua superficie. Foi pesado 1,000 g de
silica cromatografica em um béquer, que foi coberto com papel aluminio previamente furado,
para liberacdo do vapor de agua. Em seguida, a silica foi aquecida a uma temperatura de 140
°C por 12 h em uma mufla. Ap6s esse periodo, o béquer contento a silica ativada foi transferido

para um dessecador sob vacuo e deixado em repouso até alcancar a temperatura ambiente.

3.3.2 Preparacao da fase estacionaria Si(ABC)

Adicionaram-se 10 mL de cloroformio a um beéquer de 25 mL e uma barra magnética
pequena, deixando sob agitacdo branda. Foram adicionados 0,70 g de acetato butirato de
celulose, com auxilio de uma espatula pequena (pesou-se previamente a massa do acetato

butirato de celulose - ABC), ao béquer contendo o cloroférmio sob agitacdo. A solugédo foi
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deixada sob agitacdo por 5 min para solubilizar completamente o ABC no cloroférmio.
Adicionou-se cerca de 1,0 g de silica, previamente ativada a 140 °C por 12 h, ao béquer
contendo a solucdo do ABC. A suspensdo da silica em acetato butirato de celulose foi deixada
sob agitacdo branda por 2 h 30 min. Em seguida, o béquer foi retirado da agitacéo e coberto
com uma folha de papel aluminio previamente furada. O béquer foi deixado em repouso por 5
dias para que todo o solvente fosse evaporado a temperatura ambiente. Ao final desta etapa

obteve-se um material seco denominado de fase sorvida - Si(ABC).

3.3.3 Imobilizagéo térmica do ABC sobre a silica

Apds a obtencdo da fase estacionaria sorvida de Si(ABC) completamente seca, 0
material foi revolvido com o auxilio de uma espéatula de forma a descompactar o sélido no
béquer. Logo em seguida, o béquer foi levado para a mufla ajustando a temperatura e o tempo
desejado, conforme indicado na Tabela 1. Apds essa etapa, obteve-se a fase Si(ABC)

imobilizada termicamente.

Tabela 1. Fases Si(ABC) imobilizadas em diferentes temperatura e tempos.

Fss S |;%rgﬁ|ezr§;;g FJz°dce) imc;lt-)??z%c();;; (h)
| 100 8
T 150 8
M 100 16
W, 150 16

3.3.4 Extracdo do ABC néo imobilizado nas particulas de silica

Uma pequena quantidade do polimero ABC ndo é imobilizada na superficie do suporte
dasilica, portanto, esse residuo deve ser removido do material para que ndo seja liberado dentro
do cromatdgrafo durante a passagem continua de fase moével. Para isso, o material sélido foi
adicionado em quantidades, aproximadamente iguais, a tubos de ensaio previamente limpos e
secos. A cada tubo foram adicionados aproximadamente 3 mL de cloroférmio e agitado com o
auxilio de um agitador voértex por 30 s. Os tubos foram levados a centrifuga por 5 min a 2500
rpm, descartando-se 0 sobrenadante. Adicionaram-se 3 mL de uma solugdo

cloroférmio:metanol (1:1, v/v) a cada tubo e repetiu-se o procedimento. Em seguida, realizou-
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se 0 procedimento novamente empregando o metanol como solvente de limpeza. O material

solido resultante foi seco a 100 °C em estufa por 1 h.

3.3.5 Enchimento da coluna cromatografica com as fases Si(ABC)

Para o enchimento de colunas cromatograficas com as fases Si(ABC), foram preparadas
suspensdes do Si(ABC) em cloroférmio. As suspensdes consistiam em aproximadamente 1 g
de Si(ABC) em 15 mL de cloroférmio filtrado. As suspensdes foram agitadas em vortex por
1 min e deixadas em banho ultrassom por 10 min, a fim de impedir a aglomeracéo de particulas.
Apos esse periodo, as suspensdes foram transferidas para o sistema de enchimento de colunas,
apresentado na Figura 4. Resumidamente, o reservatério do solvente propulsor (1) foi
preenchido com metanol previamente filtrado. Em seguida, a pressao da bomba (2) foi ajustada
para um valor maximo de 9.000 psi, com vazao de solvente de 24 mL min’. O reservatério de
suspensdo (3) contendo a coluna cromatografica de 50 milimetros de comprimento (4),
devidamente acoplada a sua extremidade foi preenchido com a suspensdo
Si(ABC):Cloroformio. O volume do reservatorio foi completado com o solvente de suspensao
(cloroférmio) devidamente filtrado. Fechou-se a extremidade superior do reservatorio de
solvente pelo qual foi adicionada a FE. Com o sistema todo fechado, a bomba foi ligada através
de acionamento no software Quick-set Pump® (6), que bombeou metanol para o sistema de
enchimento, impulsionando a fase Si(ABC) para o interior da coluna cromatografica. A fase
Si(ABC) ficou retida na coluna devido a presenca de um filtro (didmetro de poro de 2 um) na
extremidade inferior. O sistema foi mantido sob pressdo até a passagem de aproximadamente
80 mL de solvente (5), que foram recolhidos em uma proveta de 100 mL, colocada logo abaixo
do sistema de enchimento. Esse volume é equivalente a duas vezes a capacidade do reservatério
da suspensao. A manutencdo da pressdo durante todo o procedimento de enchimento da coluna
foi necessaria para produzir um recheio homogéneo e com boa compactacdo. Depois de
terminado o enchimento, o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do reservatorio,

fechando apropriadamente sua extremidade superior com um filtro terminal.
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Figura 4. Sistema de enchimento e esvaziamento da coluna cromatogréfica.

Fonte: Proprio autor.

3.3.6 Condicionamento das colunas cromatograficas

Ap6s o enchimento, as colunas cromatograficas foram conectadas ao cromatografo a
liquido, passando fase movel MeOH:H»O na proporcéo de 50:50 (v/v) por aproximadamente 2
h. Nessa etapa apenas uma das extremidades das colunas foi acoplada ao cromatdgrafo a
liquido, nesse caso, na conexdo das bombas cromatograficas, enquanto a outra extremidade foi
ligada diretamente a um descarte. Esse procedimento foi importante, uma vez que residuos da

etapa de enchimento sejam removidos das colunas e causem entupimento da cela de deteccéo.

3.4 Avaliacdo cromatogréafica das fases Si(ABC)

A avaliacdo cromatografica da fase Si(ABC) foi realizada através de parametros
cromatograficos de uma mistura teste de compostos padrdo. Os compostos presentes na mistura
foram detectados no comprimento de onda de 254 nm e o volume de amostra injetado foi de 20
pL. A mistura padrdo utilizada foi composta por: benzeno, benzonitrila, naftaleno, tolueno e
uracila. A ordem de eluicdo dos compostos desta mistura indica 0 comportamento/modo que
governa a separacdo pela fase Si(ABC).

Para realizar uma caracterizacdo cromatografica mais completa da fase Si(ABC),
também foram realizadas andlises das misturas do Protocolo de Tanaka e colaboradores
(KIMATA, et al., 1989), pelo qual sdo determinadas propriedades de retengdo da fase
estacionéria a partir da separacdo dos compostos em cada uma das misturas analisadas. O
protocolo é constituido por quatro misturas distintas que séo analisadas em diferentes condicGes

de fase mdvel. As misturas e suas respectivas fases mdveis sao apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Misturas testes padréo e condic¢Ges de analise do Protocolo de Tanaka e colaboradores.

Misturas Compostos Condicles de analise  Propriedades medidas
Uracila, Butilbenzeno, MeOH:H-0, 80:20 v/v; Hidrofobicidade
MT-I Pentilbenzeno, O- deteccdo UV 254nm,  Seletividade metilénica
terfenila e Trifenileno temp 25°C Seletividade estérica

MeOH:H-0, 30:70 v/v;

Uracila, Cafeina e deteccio UV 254nm,

MT-II Capacidade de ligacéo

Fenol temp 25°C de hidrogénio
MeOH:tampao fosfato
MT- 111 Uracila, Benzilamina pH 7,60, 30:70 v/v; Capacidade de troca
e Fenol deteccdo UV 254nm, ibnica total
temp 25°C
MeOH:tampao fosfato
MT- IV Uracila, Benzilamina pH 2,70, 30:70 v/v; Capacidade de troca
e Fenol deteccdo UV 254nm, ibnica em meio acido
temp 25°C

3.4.1 Curva de van Deemter

Normalmente, a eficiéncia de uma coluna usada em CLAE é expressa em nimero de
pratos por metro (N/m), pois, desta forma, é possivel comparar a eficiéncia cromatogréafica de
colunas de diferentes comprimentos. A medida da altura de um prato (H) é uma outra forma de
se comparar o desempenho de colunas cromatogréaficas diferentes. H pode ser obtida de acordo
com a Equacdo 1 (MEYER, 2010).

L

Onde L é o comprimento e N o numero de pratos da coluna.

A curva de van Deemter mostra que existe uma vazao 6tima de fase movel, relacionada
a velocidade linear, que resulta em um valor maximo de eficiéncia de coluna ou em um valor
minimo de H (MEYER, 2010). Nesse estudo, para determinar a vazdo 6tima da fase mével a
ser eluida pela fase Si(ABC), foi utilizada a fase Si(ABC) #4 como recheio de uma coluna 50
X 4 mm d.i., separando a mistura teste padrdo composta por uracila, benzeno, benzonitrila,
tolueno e naftaleno. A fase movel empregada foi composta de MeOH:H2O na proporgdo 30:70

(v/v), variando a vazdo de 0,1 até 1,2 mL min e deteccdo UV a 254 nm.
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3.5 Avaliacéo da aplicabilidade da fase Si(ABC)

3.5.1 Separacgdo de uma mistura de farmacos

A aplicabilidade da fase Si(ABC) foi avaliada na separacdo de uma mistura contendo os
farmacos cimetidina, famotidina, ranitidina, furosemida, hidroclorotiazida e sulfasalazina.
Estes compostos possuem baixa retencdo nas fases estacionarias comerciais convencionais (Cs
e Cug), tornando-se dificeis de serem analisados pela CLAE-FR. Nesse estudo foi utilizada a
fase Si(ABC)#4 como recheio para uma coluna de 50 x 4 mm d.i. para a separagdo dos
farmacos. A fase moével empregada foi MeOH:H20 na proporg¢do 30:70 (v/v), com uma vazédo
de 0,4 mL min e deteccdo UV a 220 nm. As solugBes padrdes individuais dos farmacos foram
injetados separadamente para a identificacdo dos picos nos cromatogramas a partir da

comparacdo dos tempos de retencdo dos compostos.

3.5.2 Separacgdo da mistura compostos polares

A aplicabilidade da fase Si(ABC) foi avaliada também na separacdo de uma mistura
contendo uracila, benzonitrila, fenol, benzilamina e tolueno, esses compostos ndo sdo bem
separados nas fases comerciais convencionais por apresentarem elevada polaridade e baixa
retencdo em fases estacionarias altamente hidrofobicas. Nesse estudo foi utilizada a fase
Si(ABC)#4 como recheio para uma coluna de 150 x 4 mm d.i. Foi empregada uma FM de
MeOH:H20 na proporgdo 10:90 (v/v), com vazéo de 1,0 mL mint e detecgdo UV a 254 nm.

3.6 Caracterizacao morfoldgica e estrutural da fase Si(ABC)

3.6.1 Microscopia eletronica de varredura

A avaliacdo morfoldgica das particulas de silica com acetato butirato de celulose
termicamente imobilizada foi realizada pela técnica de microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Nesta técnica, as particulas foram fixadas em porta-amostras por uma fita dupla face
de carbono. Em seguida, foram recobertas com uma fina camada de ouro, na qual o metal foi
bombardeado com atomos de argdnio sob alto vacuo por 120 s, para a formagao de uma camada

de aproximadamente 10 nm de espessura. As imagens das particulas de Si(ABC) foram obtidas
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com diferentes ampliacGes. As medidas foram realizadas na Faculdade de Engenharia Quimica
da UFU, empregando um microscopio eletronico JEOL modelo JS-6360/LV (Téquio, Japéo).

3.6.2 Analise de poros e area superficial especifica

As amostras de Si(ABC) foram submetidas a determinagdo da area superficial
especifica, volume e didmetro de poros (ASAP). Estas medidas foram obtidas através da
adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio a -195,5 °C. Antes das medidas, as amostras foram
desgaseificadas a 100 °C por 24 h sob vacuo. A area superficial especifica foi calculada de
acordo com 0 método BET (GREGG; SING, 1982), a pressoes relativas (p/po) entre 0,06 e 0,25,
na qual p e po s&o, respectivamente, pressdes de equilibrio e presséo de saturagdo do nitrogénio
a-195,5 °C. O volume total dos poros foi determinado pelo método BJH do ponto Unico através
da converséo do volume de nitrogénio adsorvido nos poros do material na p/po de 0,995 para o
volume de adsorbato liquido. O diametro médio dos poros foi calculado a partir dos valores de

volume total de poros e da area superficial BET, conforme Equacao 2.

d, = i Equacéo 2

SBET

Em que: dp = didmetro de poros (nm); Vp = volume de poros (nm® g!) e Sger = area superficial

especifica (nm? g*) obtida pelo método BET.

Esta medida foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (IQ/Unicamp).

3.6.3 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica do ABC foi avaliada por analise termogravimétrica (TG, do
inglés, thermogravimetric analysis), na qual cerca de 5 mg de amostra foram colocados em uma
microbalanca no analisador térmico e submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura
de 25 °C até 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min. As medidas foram realizadas
sob atmosfera inerte em um analisador termogravimeétrico modelo TGA 55 Discovery, marca
TA Instruments, relacionando a perda de massa da amostra com 0 aumento da temperatura.
Estas medidas foram realizadas no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal —
LEMUP/UFU.
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3.6.4 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho

O polimero ABC e as fases estacionarias Si(ABC) imobilizadas sob diferentes
condigdes experimentais foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho (FT-IR, do inglés Fourier-Transform Infrared). Cerca de 5 mg do polimero ABC
ou das fases Si(ABC) imobilizadas termicamente foram empregados na preparacéo de pastilhas,
na proporcao 1:100 (m/m), de KBr sélido. A mistura foi prensada em um porta-amostra de
maneira apropriada e a pastilha formada foi levada a um espectrofotdmetro Jasco modelo FTIR
4100 (Toquio, Japdo). As medidas foram realizadas na faixa espectral de 4000 a 400 cmt, com
resolucéo de 4 cm™ e uma taxa de 32 varreduras por minuto no laboratério de instrumentagdo

do curso de Quimica, do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal da UFU.

3.6.5 Calorimetria diferencial de varredura

A andlise térmica foi realizada em um calorimetro diferencial de varredura (DSC, do
inglés differential scanning calorimetry) da TA Instruments modelo Q25 Discovery (New
Castle, DE, EUA) a uma taxa de aquecimento e resfriamento de 20 °C min, sob atmosfera de
nitrogénio com vazédo de 50 mL mint. Em panelas de aluminio hermeticamente fechadas, foram
pesados cerca de 10 mg de Si(ABC). A panela com a amostra foi colocada na célula DSC sendo
subsequentemente submetida aos ciclos de aquecimento. O primeiro ciclo de aquecimento foi
de 25 até 140 °C e, em seguida, a amostra foi resfriada. O segundo ciclo de aquecimento ocorreu
até 140 °C. Estas medidas foram realizadas no LEMUP/UFU.

3.6.6 Ressonancia magnética nuclear de *H

A caracterizacdo estrutural do acetato butirato de celulose para confirmagdo da
modificacdo da celulose com o0s grupos acetato e butirato foi realizada por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de *H em um espectrémetro Bruker Ascend™ 400 (400 MHz)
(Karlsruhe, Alemanha). As amostras foram preparadas pela dissolu¢do de 20 mg do ABC,
previamente seco, em 0,5 mL de CDCls. Os deslocamentos quimicos do espectro de RMN de
'H foram definidos pelo sinal do tetrametilsilano (TMS) em 0 (zero) ppm. O espectro
unidimensional de RMN de H foi realizado a temperatura ambiente (27 °C) com um tempo de

espera entre cada aquisicdo de 2 s, aquisicao de 128 transientes em uma janela espectral de 16



30

ppm e 32k de nimero de pontos. Esta medida foi realizada no Laboratério Multiusuarios do
IQ/UFU.
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4 RESULTADOS E DICUSSAO

A fase Si(ABC) foi preparada e submetida a caracterizacdo fisico-quimica e
morfologica. Os principais objetivos dessa caracterizacdo foram: confirmar a obtencdo do
acetato butirato de celulose, confirmar sua imobilizacdo nas particulas de silica e avaliar se suas
caracteristicas sdo compativeis com o sistema cromatogréafico a liquido. As fases Si(ABC)
foram caracterizadas quanto a morfologia (MEV e ASAP), propriedades téermicas (TGA e DSC)
e estrutura (FT-IR e RMN de H).

4.1 Microscopia eletronica de varredura

A caracterizacdo morfoldgica da fase Si(ABC) foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura. As caracteristicas morfologicas do material sdo importantes, pois a cromatografia
liquida emprega colunas recheadas com fases estaciondrias particuladas e o melhor desempenho
é alcancado quando o empacotamento da coluna € realizado em seu grau maximo, ou seja, sem
muitos espagos vazios internos a coluna. Essa condicéo é alcancada com particulas regulares e
uniformes, individualmente dispostas dentro da coluna. Uma micrografia representativa da fase
Si(ABC) imobilizada termicamente e outra do suporte de silica pura sdo apresentadas na Figura
5.

Figura 5. Micrografias obtidas para as particulas de (A) silica e de (B) da fase Si(ABC)#4.

P . s

Fonte: Proprio autor.

Através das micrografias da Figura 5b, observa-se a presenca do ABC sobre a superficie
da silica formando uma camada ndo regular, porém algumas particulas aparentemente néo

apresentaram modificacdo com o ABC, fazendo com que as particulas da fase Si(ABC) néo
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sejam homogéneas. No entanto, em uma pequena massa de material (uma porcao de particulas)
a porcentagem de ABC se apresenta homogénea (repetibilidade de resposta do teor de
polimero). Essa irregularidade das particulas pode estar associada a deposi¢ao do ABC na forma
de gotas inicialmente, que se espalham com o tempo sobre a superficie da particula, formando
uma monocamada. Como o solvente empregado foi o cloroférmio, a evaporacgéo do solvente se
comparado a outros solventes que normalmente sdo empregados na preparacdo de FE do grupo
ocorre de forma muito rapida, levando ao recobrimento incompleto de algumas particulas de
silica com o ABC. No entanto observa-se que os diametros e formatos das particulas de silica
ndo se alteram de forma significativa com a presenca do ABC e ndo ha aglomeracéo das
particulas, o que é um fator positivo para o enchimento das colunas cromatograficas de forma

compacta e homogénea.
4.2 Area superficial especifica e estrutura de poros

As caracteristicas de porosidade e area superficial especifica da fase Si(ABC) foram
obtidas pelo estudo de isotermas de adsorcdo de N2, conforme proposto pelos métodos BET e
BJH (GREGG,; SING, 1982). Os resultados obtidos da adsorcéo estdo apresentados na Figura

6.

Figura 6. Isoterma de adsorcao/dessor¢édo de nitrogénio na fase Si(ABC).
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Fonte: Proprio autor.
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De acordo com a isoterma de adsorgéo de N2 na fase Si(ABC) apresentada na Figura 6
e, levando em consideracdo os modelos de isoterma de adsorcéo, a fase Si(ABC) apresenta um
perfil do tipo IV (SING, et al., 1985), o qual é caracteristico de materiais mesoporosos (poros
entre 2 e 50 nm de didmetro) e com histerese do tipo H1, na qual os poros apresentam-se com
formatos cilindricos, regulares e bem definidos. Estas caracteristicas sdo provenientes da silica
cromatografica e indica que apos a imobilizacdo do ABC ndo hd mudanca na estrutura de poros
de forma significativa, o que é adequado para cromatografia.

A partir da adsorcdo de N2 na fase Si(ABC) foi possivel obter informagdes quantitativas
sobre a area superficial especifica e propriedades de poros do material, empregando os métodos

BET e BJH, respectivamente. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades morfoldgicas da fase Si(ABC) imobilizada termicamente a 150 °C por 16 h.

Fase Seet (M? 1) Vp (cm® g?1) de (nm)
SiO; 287,3 ‘ 1,09 20,5
Si(ABC) #4 179,8 0,98 14,1

Observa-se pela Tabela 3 que, comparado ao suporte de silica antes da modificacdo com
0 ABC, a fase Si(ABC) apresentou uma reducao de 37 % em sua area superficial especifica e
que pode ser atribuida a deposi¢cdo do ABC nos poros da silica, causando uma reducéo de 34 %
do seu diametro e de cerca de 10 % de seu volume. Apesar dessas modificacdes, a fase Si(ABC)
apresentou caracteristicas morfoldgicas que ainda atendem aos requisitos necessarios (p.14)
para ser utilizada na CLAE (MEYER, 2010).

4.3 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho
A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FT-IR) foi empregada para confirmar

a modificacdo da celulose pelo acetato butirato (ABC) e a modificacdo da silica com o ABC,

sendo os espectros FT-IR dos materiais apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Espectros FT-IR de transmitancia (a) do polimero da celulose e (b) da fase da silica com o
ABC, Si(ABC)#4.
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Fonte: Proprio autor.

Através dos espectros FT-IR apresentados na Figura 7a foi possivel observar a
modificacdo da celulose pelo anidrido acético e anidrido butirico produzindo o acetato butirato

de celulose, uma vez que se nota uma reducdo do estiramento em 3330 cm™, referente as
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vibragdes de grupos -OH. Essa reducdo esta associada a ligacdo de grupos acetato e grupos
butirato as OH da celulose, reduzindo o nimero de grupos -OH no material, bem como
reduzindo a quantidade de moléculas de agua adsorvidas na celulose. Pode-se observar também
uma melhor definicdo do sinal em torno de 2930 e 2840 cm?, referente aos estiramentos C-H
de grupos CH- e CHjs, possivelmente devido a presenga de grupos CHa, provenientes do acetato
e butirato, no derivado celul6sico. Uma outra evidéncia da modificacéo da celulose € observada
pelo estiramento em 1750 cm™ referente as vibragdes de grupos C=0 que nio estdo presentes
na celulose, porém presentes em ésteres de celulose, como o derivado celuldsico em questao.
Na Figura 7b, que apresenta os espectros FT-IR da silica e da fase Si(ABC), observa-se o
aparecimento dos estiramentos em 2850 e 2960 cm™ referentes as vibragdes C-H de grupos
CH> e CHGs, respectivamente, provenientes do ABC e o estiramento em 1750 cm™ referente as
vibrag@es do grupo C=0, reduc&o do estiramento em 1680 cm referente a diminuicdo da agua
adsorvida na silica e mudanca no perfil do estiramento em 980 cm™, esses estiramentos s&o

evidéncias que sugerem a imobilizacao térmica do ABC sobre a silica.

4.4 Analise termogravimétrica

A fase Si(ABC) foi avaliada quanto a sua estabilidade térmica, uma vez que esta foi
preparada por tratamento térmico durante a imobilizacdo e seria importante realizar a
imobilizacdo sem a degradacdo da estrutura polimérica do ABC, escolhendo temperaturas
abaixo da sua temperatura de decomposicdo térmica. As curvas TGA do ABC e da fase
Si(ABC) estdo apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. Curvas TGA para (a) o ABC e para (B) comparacéo de todas as fases Si(ABC).
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Pela Figura 8a observa-se que o ABC apresenta estabilidade térmica até
aproximadamente 280 °C, perdendo cerca de 15 % de massa que pode estar associada a
presenca de adgua adsorvida na celulose nos grupos hidroxilas ndo modificados e residuos de
solventes da sua sintese. Essa condicdo habilita o ABC a ser imobilizado termicamente na silica

dentro de uma faixa relativamente ampla de temperaturas. As fases Si(ABC), como visto na
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Figura 8b, apresentam estabilidade térmica proxima a do ABC puro e a silica pura apresenta
uma pequena perda de massa no comeco da anélise que podemos a associar a agua adsorvida
na sua superficie. As perdas de massa das fases Si(ABC) foram calculadas a partir das curvas
TG apresentadas na Figura 8, na regido entre 250 e 450 °C, referente a decomposicdo do
derivado celuldsico. As porcentagens de perda de massa referentes & decomposicdo do ABC
nas fases Si(ABC) estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem de massa perdida na regido entre 250 e 450 °C em cada fase Si(ABC) obtidas

por analise termogravimétrica.

Fases Si(ABC) i;?gﬁ?;:;;g?o% im(;lt_)eilrinz%c();;(f h) % massa perdida
#1 100 8 4,0%
#2 150 8 11,0%
#3 100 16 9,0%
#4 150 16 16,0%

Pode-se atribuir a perda de massa na regido de 250 a 450 °C a degradacdo do ABC, visto
que a silica ndo se degrada nessa faixa de temperatura. Nota-se que as fases #2 e #4 possuem
maior quantidade de ABC. Estas fases foram imobilizadas a temperaturas mais elevadas.
Calculando os efeitos que a temperatura e 0 tempo possuem sobre a imobilizacdo do ABC na

silica, a partir da Equacao 3.

Ef,=R,—R_ Equacéo 3
Em que: Es é o efeito de uma variavel (temperatura ou tempo), R+ € a média das respostas na

maior temperatura ou no maior tempo, R. é a média das respostas na menor temperatura ou no

menor no tempo.

De acordo com a Equacdo 3, a temperatura possui um efeito de +5,3 % na porcentagem
de ABC imobilizado na silica, enquanto o efeito do tempo foi de +1,1 %. Desta forma, pode-se
afirmar que a imobilizacdo do ABC esta fortemente ligada a temperatura de imobilizacéo.
Quanto mais alta a temperatura de imobilizagdo, maior a quantidade de ABC imobilizada na

superficie da silica.
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4.5 Calorimetria diferencial de varredura

A anélise do acetato butirato de celulose por DSC fornece importantes informagdes como
temperatura de fusdo em processos endotérmicos, temperatura de cristalizagdo em processos
exotérmicos, entalpias relacionadas a estas transformaces e temperatura de transicéo vitrea. Com
estas informacdes é possivel obter informacdes sobre o polimero ABC preparado e sua atuacéo
como material de separacdo. Na Figura 9 estdo apresentadas as curvas de DSC do acetato butirato
de celulose.

Através da primeira varredura, Figura 9a, é possivel observar que houve a dessorc¢éo da
agua na temperatura de 77,35 °C e que houve a fusdo do ABC na temperatura de 197,51 °C.
Esse valor é dependente do grau de substituicdo da celulose e da composicdo, em termos de
acetato e butirato, do ABC, no entanto, estd em acordo com a faixa de temperatura de fusédo do
ABC comercial, que varia de 127 a 240 °C (CHEMICAL BOOK, 2019). Na segunda varredura
é possivel obter a temperatura de transicdo vitrea (Tg) em 95,32 °C, portanto, as imobilizacdes
realizadas ocorreram sempre acima da Tg, indicando que as moléculas de ABC apresentaram
maior mobilidade das cadeias do polimero para se moverem e interagirem com 0s grupos ativos

da superficie da silica, garantindo um melhor recobrimento da silica.

Figura 9. Curvas de (a) primeira e (b) segunda varreduras de DSC para 0 acetato butirato de

celulose.
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Continuacéo da Figura 9.
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Fonte: Proprio autor.

4.6 Ressonancia magnética nuclear de 'H

A informacéo estrutural do produto obtido da sintese do acetato butirato de celulose foi
também medida por RMN de H. A Figura 10 apresenta o espectro de RMN de *H de uma

amostra de acetato butirato de celulose.

Figura 10. RMN de *H do acetato butirato de celulose.
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De acordo com o espectro de RMN de *H na Figura 10, os deslocamentos registrados
na faixa de & 5,1 até & 3,55 sdo caracteristicos da celulose (HUANG, et al., 2011). Os
deslocamentos registrados em 6 2,11 e & 1,90 sdo atribuidos aos grupos CH» do butirato,
enquanto os deslocamentos em & 2,02 sdo atribuidos ao grupo CHz do acetato e em & 0,89
atribuido ao grupo CHz do butirato. Dessa forma, os deslocamentos registrados no espectro de
RMN de *H confirmam a modificagdo da celulose por grupos acetato/butirato, empregado como
recobrimento polimérico de fases estacionarias para CLAE-FR.

O grau de substituicdo (GS) e as porcentagens de acetato e de butirato no ABC foram
determinados a partir do espectro de RMN de 'H da amostra, de acordo com (HUANG, et al.,
2011). As Equacdes 4-8 foram utilizadas para a determinacdo do GS e das porcentagens dos

modificadores na celulose.

I X7 .
GSA — acetato Equa(;ao 4
Icelulose X3
1 ; 7 B
GSB — butirato> Equa(;ao 5
Icelulose X3
GStotar = GS4 + GSp Equagdo 6
GSa % 43 )
0 =
/4 162—(GS4+GSE)+GS 4x43+GSpX71 x 100 Equacao 7

GSp x 71

%B = X
162—(GS4+GSB)+GS4x43+GSpX71

100 Equacéo 8

Em que: lacetato € 0 valor da integral para o sinal do grupo CHsz do acetato; lputirato € 0 valor da
integral para o sinal do grupo CHz do butirato; lceliose € 0 valor da integral para o sinal da
celulose; GSa é o grau de substituicdo dos grupos acetato; GSg é 0 grau de substituicdo dos
grupos butirato; GSttal € 0 grau de substituicdo total do ABC (escala de 0 a 3); %A ¢ a
porcentagem de grupos acetato em uma unidade de anidroglicose; %B é a porcentagem de

grupos butirato em uma unidade de anidroglicose.

Considerando os resultados de RMN de 'H e as Equacdes 4-8, obteve-se um grau de
substituicdo total GStotai = 0,65 (GSa = 0,38 e GSg = 0,27), que corresponde a ~22 % de
modificacdo dos grupos OH de uma unidade de anidroglicose. O ABC, produzido neste trabalho
e imobilizado sobre a silica, apresenta 8,4 % de unidades de grupos acetato e 13,8 % de unidades

de grupos butirato modificados em uma unidade de anidroglicose.
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4.7 Avaliacdo cromatografica das fases Si(ABC)

4.7.1 Separacgdo da mistura teste hidrofobica

A anélise da separacdo de uma mistura teste padrdo contendo compostos hidrofobicos
foi realizada pelas fases Si(ABC) preparadas neste trabalho. Essa mistura é normalmente
empregada para a caracterizacdo do modo de separacdo das fases estacionarias, a partir da
ordem de elui¢do dos compostos, sendo constituida de uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e
naftaleno. Assim, observou-se que a fases estacionarias atuam tipicamente na modalidade de
fase reversa, uma vez que a ordem de eluicdo da mistura ocorreu do composto menos
hidrofobico para o mais hidrofobico da mistura. A composicao ideal da fase mdvel para a
analise da mistura na fase Si(ABC) foi determinada a partir da separacdo da mistura teste
padrdo, sendo avaliadas diferentes condi¢cdes de fase mével MeOH:H>O. Todas as fases
Si(ABC) foram avaliadas inicialmente por uma fase movel MeOH:H20 com composi¢éo 50:50,
v/v e ajustadas até a obtencdo da melhor separacdo da mistura a partir da mudanca de
composicdo. Desta forma, a melhor condicdo de separacdo obtida para a fase Si(ABC) #1 foi
com MeOH:H>0O 20:80, v/v; para a fase Si(ABC) #2 foi MeOH:H>0O 40:60,v/v; para a fase
Si(ABC) #3 foi MeOH:H»0 20:80,v/v, e; para a fase Si(ABC) #4 foi MeOH:H»0 30:70,v/v, 0s

cromatogramas destas separagdes estdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Cromatogramas da separacéo da mistura teste hidrofobica pelas fases (a) Si(ABC) #1,
fase movel MeOH:H-0 (20:80, v/v), (b) Si(ABC) #2, fase mével MeOH:H-0 (40:60 v/v), (c) Si(ABC)
#3, fase mével MeOH:H,0 (20:80, v/v), (d) Si(ABC) #4, fase mével MeOH:H,0 (30:70, v/v). Para
todas as fases foram empregadas vazao 0,4 mL min™, deteccdo UV a 254 nm, temperatura de 25 °C.

Identificacdo dos compostos: 1- uracila, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4- tolueno e 5- naftaleno.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel observar nos cromatogramas da Figura 11 que ndo houve a completa
separacdo de todos os compostos presentes na mistura hidrofébica. A uracila que é empregada
na mistura padrdo e nas demais misturas avaliadas nesse trabalho é utilizada como marcador do
tempo da fase movel, tempo que a fase mével leva para percorrer todo o sistema cromatografico
desde o momento da injecdo até a detec¢do. Os compostos benzeno e benzonitrila ndo sdo
separados adequadamente, em fases reversas tipicas. A co-eluicdo desses compostos estd
associada a contribuicdo hidrofilica da celulose, que proporciona um aumento da retengéo da
benzonitrila na fase Si(ABC) e uma diminui¢édo da retencao do benzeno, levando a sobreposicéao
dos seus picos e, ha maioria dos casos, na inversao da ordem de elui¢do. A mistura hidrofobica

ndo é adequadamente separada pela fase Si(ABC) provavelmente devido a baixa
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hidrofobicidade da camada polimérica, resultando em baixa retencdo dos compostos. De toda
a forma, a fase Si(ABC) #4 foi a que melhor resolveu a mistura, possivelmente devido a maior
quantidade de ABC imobilizada como visto nos resultados de TG.

Um dos principais problemas relacionados a CLAE ¢ a geracdo de grandes volumes de
residuo orgénico. Isto é devido ao alto consumo de solvente orgénico na fase movel,
principalmente na modalidade de fase reversa. Nota-se que a separac¢do da mistura teste padrao
foi alcancada com um alto teor de &gua na composicao da fase mével, minimizando o consumo
e geracdo de residuos organicos nas andlises. Esta mesma mistura separada em outras fases
estaciondrias reversas preparadas dentro do grupo, necessitou de fases moveis contendo entre
50-70% de solvente organico (DIB, 2013) (SOUZA, 2016), mesmo empregando fases
estacionarias com hidrofobicidade menor que fases comerciais tipicas. Logo, além de
proporcionar maior retencdo para compostos polares, medida pela retencdo da benzonitrila, a
fase Si(ABC) tem como vantagem a elevada porcentagem de agua na fase moével para que haja
uma melhor separacdo dos compostos.

4.7.2 Curva de van Deemter

A vazdo 6tima de fase movel na fase estacionaria Si(ABC) foi definida com base na
curva de van Deemter, que relaciona a altura de um prato (H) a velocidade linear da fase movel
(1), empregando MeOH:H»0 (30:70, v/v). A vazao 6tima determina a velocidade linear da fase
movel que proporciona a maxima eficiéncia de coluna (menor valor da altura de um prato, H),
localizada no ponto minimo da curva. Os termos H e p foram obtidos a partir do valor de
eficiéncia para o pico do naftaleno, do comprimento da coluna (L) e do tempo de retencdo da

uracila. A curva de van Deemter para a fase Si(ABC) #4 obtida esta apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Curva de Van Deemter para a fase Si(ABC)#4 imobilizada termicamente.
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Fonte: Proprio autor.

Através da curva de Van Deemter foi possivel observar que a maxima eficiéncia da fase
estacionaria foi obtida em velocidade linear da fase movel de 2,5 cm min, o que corresponde

a uma vazao de fase moével de 0,3 mL min™.

4.7.3 Estudo da repetibilidade do tempo de retencéo na fase Si(ABC)

Para avaliar a fixacdo da camada de ABC sobre a silica, a fase Si(ABC) foi submetida
a analise continua da mistura teste hidrofobica para monitoramento do tempo de retencdo e da
area dos picos dos compostos. Como a fase mdvel passara continuamente pela fase estacionaria,
uma boa fixacdo do ABC sobre a silica € garantida pela manutencdo constante desses
parametros. Os cromatogramas obtidos de 9 analises foram sobrepostos e estdo apresentados
na Figura 13.
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Figura 13. Cromatogramas da separacao da mistura teste hidrofébica apos 9 analises sequenciais na
fase Si(ABC)#4. Condicdes de analise: Fase movel MeOH:H0 (30:70, v/v), vazio 0,4 mL min™,

deteccdo UV a 254 nm. Identificacdo dos compostos: 1- uracila, 2- benzonitrila, 3- benzeno, 4-

tolueno e 5- naftaleno.

Tempo (min)

Fonte: Proprio autor.

Pelos cromatogramas obtidos da separacdo da mistura teste hidrofébica a partir de
sucessivas analises na fase Si(ABC)#4, observa-se que os tempos de retencdo dos compostos
ndo apresentaram variacdo significativa, o que indica a efetividade da imobilizacdo do ABC

sobre a silica, ou seja, ndo ha lixiviacdo do ABC com a passagem da fase madvel.

4.7.4 Protocolo de Tanaka e colaboradores

O protocolo de caracterizacdo cromatogréafica desenvolvido por Tanaka e colaboradores
(KIMATA, et al., 1989) é aplicado para avaliar a qualidade e as propriedades das fases
estaciondrias para a modalidade de fase reversa, este método € utilizado por diversos grupos de
pesquisas e fabricantes no desenvolvimento de novas fases estacionarias. Esse protocolo é
constituido por quatro misturas teste que empregam condicGes pré-definidas de anélise. Através
do fator de retencéo, calculado pela Equacéo 9.

k = tanalito~ tm

Equacéo 9

tm
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O tm se refere ao primeiro pico no cromatograma referente a um composto que foi eluido

pela fase movel, porém sem interagir com a fase estacionaria, dessa forma, esse composto gasta

0 mesmo tempo que a fase mdvel para percorrer o sistema cromatografico, desde a injecao da

amostra até a deteccdo no sistema de detec¢do. Esse tempo, definido como tm é o tempo da fase

movel. Sendo assim é possivel avaliar os parametros definidos pelo protocolo, sendo eles:

Hidrofobicidade (kes) — E medida pelo fator de retencéo do pentilbenzeno presente na
mistura |. Este pardmetro indica o grau de hidrofobicidade da fase estacionéria,
permitindo também inferir sobre o grau de recobrimento da superficie do suporte
cromatografico;

Seletividade hidrofébica (act2) — E medida pela razio entre os fatores de retencio do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, acHz2 = kee/keg. Esta € uma medida da capacidade da
fase em diferenciar pequenos grupos, a seletividade hidrofébica mede o grau de
separacdo de alquibenzenos distintos por um grupo CHy;

Seletividade estérica (a/0) — E medida pela raz&o dos fatores de retencio do trifenileno
e da o-terfenila, aro = kr/ko. O ar/o mede a capacidade da fase estacionaria em separar
duas substancias com polaridade similares, no entanto com diferenca em sua geometria
e disposicéo espacial;

Capacidade de ligacio de hidrogénio (acr) — Esta propriedade é obtida pela razdo
dos fatores de retengdo da cafeina e do fenol, acr = kc/kp, presentes na mistura Il. O
ace € uma medida do nimero de grupo silanéis disponiveis na fase estacionaria que
estdo aptos a formarem ligac6es de hidrogénio com componentes de amostra;
Capacidade de troca ionica total (as/r pH 7,60) — Propriedade medida pela razdo dos
fatores de retencéo da benzilamina e do fenol, agp pH 7,60 = Ke/Kp, presentes na mistura
I11, empregando a fase mével tamponada em pH 7,60. O valor obtido € uma estimativa
da atividade silanofilica total da fase estacionaria;

Capacidade de troca idnica em meio acido (as/r pH 2,70) — Propriedade medida pela
razdo dos fatores de retengdo da benzilamina e do fenol, ag/p pH 2,70, presentes na mistura
IV, empregando fase movel tamponada em pH 2,70. O valor obtido é uma estimativa

da acidez dos grupos silandis residuais presentes na fase estacionaria.

Os resultados obtidos a partir dos parametros para as fases estacionarias Si(ABC) estdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Propriedades de retencdo cromatogréafica obtidas com a separacao das misturas de Tanaka
pelas fases Si(ABC).

Parametros krs O.CH2 0T/ oc/P OB/PpPH76  OBIPpH27
Si(ABC) #1 1,00 1,00 1,20 1,18 2,81 2,18
Si(ABC) #2 1,00 1,00 0,41 0,80 4,45 0,32
Si(ABC) #3 1,00 1,00 2,56 0,20 2,93 1,31
Si(ABC) #4 1,00 1,00 1,46 0,60 3,26 0,65
Cis comercial 5,60 1,45 2,04 0,44 0,81 0,02

A partir dos valores apresentados na Tabela 5, é dificil fazer uma analise global das
propriedades de retencdo das fases Si(ABC) devido a alternancia de valores de uma dada
propriedade para outra. Para facilitar a visualizacdo dessas propriedades e realizar uma andlise
comparativa, os valores da Tabela 5 foram plotados em gréaficos do tipo radar e comparados
com os resultados obtidos para valores tipicos de fases estacionarias Cig comerciais, também
apresentados na forma de grafico radar na Figura 14. Os valores dos parametros de Tanaka da
fase C1s quimicamente ligada foram obtidos da média de 10 colunas comerciais (CRUZ, et al.,
1997).

De uma forma geral, nota-se que as fases Si(ABC) na Figura 14 possuem uma menor
hidrofobicidade e menor seletividade hidrofobica que a fase comercial de C1s quimicamente
ligada, como era de se esperar pelo tamanho das cadeias laterais acetato e butirato em cada
material. Porém, as fases Si(ABC) apresentam maior seletividade para compostos polares,
medida pelos pardmetros oc/e e asp. A maior hidrofobicidade ou maior hidrofilicidade das fases
é medida pelo tamanho da area hachurada a direita ou a esquerda, respectivamente, no grafico
radar. Desta forma, observa-se que as fases Si(ABC) apresentam maior area hachurada do lado
esquerdo, enquanto a fase comercial maior area do lado direito, confirmando a caracteristica de
maior polaridade da fase preparada no laboratdrio. Espera-se, portanto, uma interagdo mais
efetiva com compostos polares. A fase Si(ABC) #3 apresenta um maior valor de seletividade
estérica (ar/0), 0 que provavelmente se deve a contribuicdo da quiralidade da celulose, isso
indica um alto potencial para separacdo de compostos isoméricos, no entanto, as fases #1 e #4
apresentaram caracteristicas de retencdo melhores para separagéo, desde a mistura hidrofobica

até as misturas de Tanaka.



Figura 14. Graficos radar das propriedades de retencdo das fases estacionarias Si(ABC) e de uma

fase Cig comercial.
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4.8 Separacdo de uma mistura de compostos polares

Uma mistura constituida por compostos mais polares, a partir do resultado do protocolo
de Tanaka, foi empregada para avaliar a capacidade de separacdo pela fase Si(ABC) #4. A
mistura foi composta por uracila, fenol, benzonitrila, benzilamina e tolueno. O tolueno foi
empregado na mistura como composto hidrofobico para avaliar a ordem de elui¢do da mistura
e confirmar o modo de separacao por fase reversa. As estruturas dos compostos avaliados na

mistura séo apresentadas na Figura 15.

Figura 15. Estruturas moleculares dos compostos: (A) uracila, (B) fenol, (C) benzonitrila, (D)

benzilamina e (E) tolueno.
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Fonte: préprio autor.

Através da Figura 15 observa-se que 0s compostos possuem grupamentos polares,
exceto o tolueno, sendo assim espera-se uma baixa retencdo em fases estacionarias apolares,
caracteristicas de fase reversa, como por exemplos coluna Cig e Cg comercial e, portanto,
apresentando dificuldade de separacdo. Dada a capacidade da fase Si(ABC) de separar
compostos polares a mistura foi entdo avaliada cromatograficamente, e o melhor perfil de
separagdo foi obtida na composicdo MeOH:H20 (10:90, v/v), com deteccdo em 254 nm. O
cromatograma esta apresentado na Figura 16.

Através do cromatograma apresentado na Figura 16 é possivel observar que houve a

total separacdo dos compostos polares, sendo a eluicdo do composto mais polar para 0 menos
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polar. Além disso, observa-se que essa separacdo ocorreu em um tempo relativamente curto de
aproximadamente 6 minutos. Pensada para modalidade de fase reversa a fase Si(ABC) responde
bem na separacdo de composto polares, empregando alta porcentagem de 4gua na composicéo

da fase mdvel, gerando menor quantidade de residuo orgéanico na anélise.

Figura 16. Cromatograma da separacdo da mistura de compostos polares pela fase Si(ABC) #4.
Condicdes: fase movel MeOH:H,0 (10:90, v/v); 1,0 mL min; deteccdo UV 254nm. Coluna: 150 mm
x 4,0 mm d.i. Identificacdo dos compostos: *impureza, 1- uracila, 2- fenol, 3- benzonitrila, 4-

benzilamina e 5- tolueno.
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Fonte: préprio autor.
4.9 Separacgdo de mistura de fArmacos

Uma mistura de farmacos composta por cimetidina (pKa 13,4), famotidina (pKa 9,3),
ranitidina (pKa 7,8), furosemida (pKa 9,8), hidroclorotiazida (pKa > 9,1) e sulfasalazina (pKa
8,0) foi empregada para avaliar a potencialidade da fase Si(ABC) na separacdo de compostos

basicos. As estruturas dos farmacos avaliados neste trabalho estéo apresentadas na Figura 17.
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Figura 17. Estruturas moleculares dos farmacos: (a) cimetidina, (b) famotidina, (c) furosemida, (d)

hidroclorotiazida, (¢) ranitidina e (f) e sulfasalazina.
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Fonte: Proprio autor.
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Através da Figura 17 observa-se que todos 0s compostos possuem caracteristicas basicas
com valores de pKa maiores que 7, sendo assim apresentam baixa retencdo em fases
estacionarias apolares, caracteristicas de fases reversas e, portanto, apresentando dificuldade de
separacdo. Dada a capacidade da fase Si(ABC) de separar compostos polares a mistura foi entdo
submetida a separacdo pela fase Si(ABC)#4, sendo o melhor resultado alcancado com a
composi¢do MeOH:H-0 (30:70, v/v), com detecgdo em 220 nm. O cromatograma da separagdo

dos farmacos esta apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Cromatograma da separacao da mistura de fArmacos obtida na fase Si(ABC) #4.
Condicdes: MeOH:H,0 (30:70, v/v); 0,4 mL min™; detecgcdo UV 220nm. Identificacio dos compostos:

1- furosemida, 2- hidroclorotiazida, 3- ranitidina, 4- sulfasalazina, 5- famotidina e 6- cimetidina.
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Fonte: Proprio autor.

Através do cromatograma apresentando na Figura 18 foi possivel observar que houve
uma separacdo relativamente boa da mistura de farmacos, haja vista a complexidade de
separacgdo dessa mistura em fases comerciais tipicas. O tempo de anélise foi relativamente curto,
cerca de 12 min, empregando fase mével com alto teor de d&gua em sua composicdo, 70 %.
Desta forma, observa-se que as fases Si(ABC) apresentam caracteristicas de fase reversa, porém
com seletividade diferenciada para compostos polares, requerendo maior porcentagem de agua,

aproximando a CLAE-FR de uma técnica de separacdo mais limpa.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que ha potencialidade no uso
de derivados celul6sicos, como o acetato butirato de celulose, na preparacdo de fases
estacionérias para cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As caracteristicas morfoldgicas, estrutural e de retencdo das particulas de Si(ABC) se
apresentam adequadas para finalidades cromatogréaficas e, em particular, para a separacdo de
substancias com caracteristicas mais hidrofilicas no modo de fase reversa. A melhor preparagédo
da fase Si(ABC) se deu na temperatura de 150°C e tempo de imobilizagdo de 16 horas. Onde
as separacOes de compostos polares e farmacos neste trabalho pela fase Si(ABC)#4, indicaram
que a fase Si(ABC) interage mais fortemente com compostos polares requerendo maior
porcentagem de dgua na fase movel para a eluicdo dos compostos da coluna cromatografica.
Essa condicdo é altamente vantajosa para a separacdes cromatogréaficas, uma vez que reduz o
teor orgénico da fase moével, gerando menor quantidade de residuos organicos. Em concluséo,
a preparacdo de fases estacionarias baseadas na imobilizacdo de acetato butirato de celulose
sobre silica é vidvel e resulta em materiais de separa¢do com caracteristicas intrinsecas de

retencdo provavelmente devido a contribuicdo da celulose.
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