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RESUMO

A separagdo de algumas misturas de compostos, como compostos altamente polares,
ainda sdo um desafio para a cromatografia liquida. A necessidade de materiais de separagdo
seletivos para esses compostos tem motivado a busca pela ampliacdo do campo de aplicagdo da
técnica. Neste trabalho objetivou-se desenvolver uma fase estacionaria baseada em um derivado
celulosico, o dodecanoato de celulose (DoDC), imobilizado sobre particulas de silica para atuar
na separacao rapida e eficiente de substancias que apresentam dificuldade de andlise nas fases
comerciais. O polimero foi sintetizado e empregado como recobrimento polimérico das fases
estacionarias, Si(DoDC). As fases foram caracterizadas fisico-quimica e cromatograficamente.
Os resultados de caracterizagdo fisico-quimica indicaram que o DoDC foi sintetizado, com um
grau de substitui¢do na celulose de 1,7, e imobilizado eficientemente na superficie da silica.
Através de um planejamento fatorial foi possivel encontrar a melhor condi¢ao de preparo das
fases Si(DoDC) quanto a carga polimérica, temperatura e tempo de imobiliza¢do. Espectros de
infravermelho confirmaram a presencga do derivado celuldsico na fase, através de estiramentos
de C=0 e C-H caracteristicos do polimero. As micrografias indicaram que mesmo apds a
imobilizacdo do DoDC sobre a silica, as particulas mantiveram caracteristicas morfologicas
adequadas para empacotamento em colunas de ago inox. A partir das analises cromatograficas,
verificou-se que a fase Si(DoDC) atua no modo fase reversa separando eficientemente
substancias por mecanismos de interacdes hidrofobicas devido ao grupamento com 12 carbonos
do dodecanoato. A fase Si(DoDC) apresentou seletividade estérica intrinseca, que pode ser
atribuida a quiralidade da celulose. A aplicagdo bem sucedida da fase Si(DoDC) na separagdo
de farmacos altamente polares, de isomeria espacial (enantiomeros) e isomeros de posi¢do com
cadeias alquiladas lineares, variando de C10 a C13, do agente tensoativo anionico sulfonato de
alquilbenzenos lineares (LAS) mostrou a eficacia desse material como fase estacionéria para
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em conclusdo, o uso da celulose modificada como
revestimento de fase estaciondria para cromatografia liquida foi bem sucedido e apresenta uma

gama de possibilidades de aplicagdo na pesquisa e na indistria quimica.

Palavras-chave: CLAE-FR, dodecanoato de celulose, imobilizagdo térmica, fases

estacionarias.



ABSTRACT

The separation of some mixtures of compounds, such as highly polar compounds, are still a
challenge for liquid chromatography. The need for selective separation materials for these
compounds has been the search for extension of technique application field. The goal of this
work was to develop a HPLC stationary phase based on a cellulose derivative, cellulose
dodecanoate (DoDC), immobilized onto silica particles to act in the fast and efficient separation
of substances that are difficult to analyze in commercial phases. The polymer was synthesized
and used as a polymer coating stationary phases, Si(DoDC). The phases were characterized
physicochemical and chromatographically. The physicochemical characterization results
indicated that the DoDC was synthesized with a cellulose substitution degree of 1.7 and
efficiently immobilized onto silica surface. Through a factorial design it was possible to find
the best preparation condition of Si(DoDC) phases in terms of polymer load, temperature and
immobilization time. Infrared spectra confirmed the presence of the cellulose derivative in
Si(DoDC) phase, through C=0O and C-H stretches, characteristics of polymer. Scanning
Electron Microscopy images indicated that, even after DoDC immobilization on silica, the
particles maintained morphological characteristics suitable for particle packaging in stainless
steel columns. From the chromatographic analyzes, it was verified that the Si(DoDC) phase acts
in reverse phase mode by separation of substances by mechanisms of hydrophobic interactions
due to the 12-carbon dodecanoate group. The Si(DoDC) phase presented intrinsic steric
selectivity, which can be attributed to cellulose chirality. Si(DoDC) phase was successfully
applied in the separation of highly polar drugs, enantiomers of a pharmaceutical compound and
positional isomers of the linear alkylbenzene sulfonic anionic surfactant (LAS). In conclusion,
the use of cellulose dodecanoate as a stationary phase for high-performance liquid
chromatography in reverse phase mode was successful and presents a wide range of

possibilities of application in the separation of several classes of compounds.

Keywords: RP-LC, cellulose dodecanoate, thermal immobilization, stationary phases.
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1 INTRODUCAO

A inven¢do da cromatografia ¢ atribuida pelos historiadores ao russo Mikhail
Semenovich Tswett tendo como marco a publicacdo de um relatorio preliminar em 1903.
Mas sabe-se que existem muitos registros de fendmenos relacionados a cromatografia
anteriores a Tswett. Acredita-se que a primeira observacao da utilizacdo destes fendomenos
seja do historiador romano Caio Plinio Segundo, que viveu entre os anos 23-79 da era
crista. Conhecido como “Plinio, o velho”, era um militar romano naturalista, que devido a
sua dedicagdo ao entendimento dos fendmenos naturais acabou falecendo ao ser atingido
por gases toxicos quando tentou observar a erupcdo do vulcdo Vesuvio, no ano 79, em
Pompéia (PACHECO et al., 2015).

O foco dos estudos de Tswett, era a clorofila. Ele utilizava como fase movel alcool
e como fase estaciondria papel absorvente sob vacuo. Seus trabalhos o levaram a concluir
que o pigmento verde extraido das plantas, continha pelo menos cinco substincias
divididas em dois grupos, as clorofilas e as xantofilas.

A cromatografia liquida com instrumenta¢do de forma rudimentar surge em 1958,
com publicacao dos pesquisadores Moore e Stein, que demonstram esquematicamente suas
instrumentagdes para a separacdo de aminoacidos. No inicio, os sistemas cromatograficos
eram chamados de cromatografos a liquidos de alta pressdo, isto porque os liquidos
apresentam viscosidades muito superiores aos gases e, consequentemente, altas pressdes
eram necessarias para mover o liquido através da coluna. Logo, o termo pressdo foi
substituido por eficiéncia, e até os dias de hoje o termo ¢ utilizado (PACHECO et al.,
2015).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) passou a ser um dos métodos
analiticos mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos nos ultimos 30 anos.
Amplamente usada nas industrias farmacéuticas, analises ambientais, na medicina e em
muitos outros campos da ciéncia (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Este
crescimento se deve a sua adaptabilidade para determinagdes quantitativas com boa
sensibilidade; a possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis e,
principalmente, ao desenvolvimento de suas fases estaciondrias, que vém possibilitando a

ampliacao das espécies determinaveis por CLAE.
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1.1 Cromatografia liquida de fase normal

A cromatografia liquida de fase normal (CLAE-FN) foi a primeira modalidade
desenvolvida da CLAE. Nesta modalidade, usualmente emprega-se uma fase estacionaria
com caracteristicas mais polares que a fase movel. O principal material empregado como
fase estacionaria ¢ a silica e a alumina, contendo uma camada de um liquido polar em sua
superficie como a agua, grupamentos amino, diol, etc. A fase movel normalmente ¢
constituida de wuma mistura de solventes organicos como hexano e
cloroférmio/diclorometano. As interacdes do analito com a fase estacionaria normalmente
eram baseadas em interagdes polares, que proporcionava uma forte retengdo de compostos,
principalmente polares, tornando o tempo de andlise muito longo e picos com caudas muito
intensas (PACHECO et al., 2015).

Nos anos 1970, surgiram as denominadas fases quimicamente ligadas (chemically
bonded phases), as quais possibilitaram o uso de fases estacionarias mais hidrofobicas e
fases moveis baseadas em solugdes aquosas, contendo solventes organicos misciveis com
agua. Esse novo sistema contendo fases estaciondrias com grupos apolares ancorados na
silica, logo se tornou popular na analise de biomoléculas, em alimentos e na analise de
agrotoxicos, farmacos, entre outras classes de compostos (NAZARIO; LANCAS, 2013).

Tal desenvolvimento deu grande impulso a recém desenvolvida cromatografia
liquida moderna, instrumental ou, simplesmente, CLAE. Uma vez que o novo sistema
utilizava fases moveis mais polares (acetonitrila:agua ou metanol:dgua) do que as fases
estaciondrias, a ordem de eluicdo dos compostos era contrdria, inversa ou reversa a da
cromatografia liquida normal. Assim, foi cunhado o termo reversed phase ou fase reversa
(FR) para descrever esse tipo de cromatografia liquida no qual a polaridade da fase movel
¢ maior do que a da fase estaciondria.

As fases normais cairam em desuso na década de 70 com o desenvolvimento das
fases reversas, por varios motivos, como: baixa repetibilidade das anélises, utilizagdo de
muito solvente organico, forte adsor¢ao de substancias polares, limite operacional de pH (2

a 8) e dificuldade na separacdo de amostras i6nicas (LANCAS, 2010).

1.2. Cromatografia liquida de fase reversa

O desenvolvimento da fase reversa trouxe solu¢des para os problemas encontrados

pela CLAE-FN, tornando-se, nos ultimos 20 anos a primeira escolha na andlise de
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moléculas de interesse biologico (aminoacidos, proteinas, farmacos humanos e
veterindrios), alimentos (carotenodides, agucares, lipideos, vitaminas, etc.) e muitos outros
campos de aplicagdo em que se deseja analises de compostos de baixa ou média polaridade
(LANCAS, 2010).

As fases reversas utilizam como fase movel, solventes menos toéxicos € mais
baratos, como agua e metanol, (quando comparadas as fases normais, que utilizam
cloroféormio e hexano), tendem a adquirir rapido equilibrio da coluna apos a mudanca da
fase movel; possuem boa reprodutibilidade dos tempos de retengdo; possibilidade de
eluicdo por gradiente, resultando em melhor separacio e rapidez nas analises (TONHI et
al., 2002). Sao constituidas de um suporte, normalmente um 6xido inorganico e um liquido
ligado a este suporte, uma espécie organica apolar que pode estar ligada quimicamente,
imobilizadas ou apenas sorvidas. As diferentes combinacdes entre espécies organicas € a
variedade de oOxidos inorganicos resultam em fases estacionarias com diferentes
seletividades, podendo ser aplicadas nas mais variadas areas (MALDANER; COLLINS;
JARDIM, 2010).

1.2.1 Suportes cromatogrdficos

Para que um material possa ser usado como suporte cromatografico ¢ necessario
que o mesmo possua algumas caracteristicas que o compatibilize com o sistema
cromatografico da CLAE. O material deve:

 Ser suficientemente poroso, a fim de permitir que o liquido seja absorvido pelos
Seus poros;

» Possuir area superficial suficientemente grande para aumentar a capacidade de
aceitagdo da amostra, normalmente maior que 1 m? g'!;

* Possuir diametro de poros entre 5 e 100 nm. Poros muito estreitos tornam dificil a
transferéncia de massa, podendo ocorrer efeitos de exclusdo por tamanho. Poros
muito largos impedem a fixa¢do do liquido estacionario por forgas capilares, e, desta
forma, o liquido pode ser removido com a passagem da fase movel;

* Possuir uma alta concentragdo de grupos ativos em sua superficie para facilitar a
adsor¢ao do liquido estacionario ou a reagao de fixagdo do mesmo;

* Inércia quimica, para ndo reagir com os componentes da amostra;

* Resisténcia mecanica elevada, a qual seja capaz de resistir as altas pressoes

aplicadas em CLAE, (MEYER, 2010).
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Segundo Trudinger, Muller e Unger (1990), o material utilizado como suporte
cromatografico também deve apresentar um método de sintese das particulas altamente
reprodutivel e resistir térmica, mecanica e quimicamente a degradagdo (TRUDINGER;
MULLER; UNGER, 1990).

Os primeiros materiais empregados como suporte cromatografico foram os 6xidos
inorganicos de silicio (SiO2 — silica) e de aluminio (Al2O3 — alumina). A silica, na sua
forma amorfa tem sido, desde entdo, o material mais empregado como suporte. Quase a
totalidade das aplicagdes da CLAE-FR fundamentam-se em suportes a base de silica
(ENGELHARDT; CLAY; SAAR, 2005).

Dentre as principais caracteristicas da silica, podem ser destacadas: particulas
pequenas e esféricas disponiveis em uma ampla variedade de diametro (1,7 a 20 pm, com
distribuicao de tamanho reduzida) e tamanhos de poros (5 a 400 nm), particulas altamente
porosas com grande 4rea superficial (50 a 1000 m?/g), forca mecanica (elevada rigidez)
adequada para resistir as altas pressdes necessarias em CLAE e facilidade de modificagdo
de sua superficie, devido a presenca de grupos silandis, muito reativos (ZHURAVLEV,
2000). A silica amorfa apresenta trés grupos silandis e ligagdes siloxano (Si-O-Si) em sua

superficie, que conferem a estrutura rigida do 6éxido, como pode ser observado na Figura 1.

Figura 1. Tipos de grupos silanois e ligagoes siloxano na superficie da silica: (a) livre ou isolado,
(b) geminal, (c) ligacdo siloxano, (d) vicinal.

Silanol {op} |OH i Silanol
D) livre | P | i geminal (b)
i
i Ligacdo

(©)

i siloxano

i Si i Silanol
| | d
Lo ~o \;)H I vicinal @

Fonte: Adaptado de PRADO et al., 2005.

A silica possui alta atividade quimica na superficie. Esta atividade depende da
concentracdo e distribuicdo dos diferentes grupos silandis e ndo das ligacdes siloxano
(Zhuravlev, 2000). Com isso, a silica possui facilidade de modificagdo superficial através
de seus grupos OH, favorecendo a interagdo com as mais diversas espécies organicas e, por

consequéncia, possibilitando diferentes seletividades a fase estaciondria.
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A concentragdo e distribui¢do dos diferentes grupos silandis na superficie da silica é
altamente dependente do tipo de pré-tratamento (4acido, basico ou térmico) pelo qual a
silica foi submetida. O modelo fisico-quimico de Zhuravlev, descreve as etapas ocorridas a
partir da desidratacao até¢ uma completa desidroxilagdao da silica, indicando os principais
tipos de silanois presentes em cada estagio do modelo. Uma informagdo importante
abstraida do modelo de Zhuravlev ¢ a faixa de temperatura em que a superficie apresenta
um grau maximo de hidroxilagao, 25 — 190 °C, sob vacuo (FARIA, 2006).

Apesar da silica possuir inimeras qualidades desejaveis para ser utilizada como
suporte na cromatografia liquida, a silica possui duas importantes limitagdes que impedem
maiores aplicagdes da CLAE-FR. A primeira limitagdo restringe a sua utiliza¢do em uma
faixa de pH 2 a 8, para que ndo ocorra sua dissolugdo. Em meio fortemente acido, pH
menor que 2, os grupos organicos ligados a silica sdo mais facilmente lixiviados, pois as
ligagdes =Si-O-Si-C responsaveis por manter esses grupos imobilizados, ficam mais
susceptiveis a hidrélise. Em meio basico, com pH maior que 8, a exposi¢do da fase movel
com a parte do suporte que ndo reagiu com o grupo organico (silandis residuais) promove a
dissolucdo da silica e, consequentemente, a perda do liquido estaciondrio e a deterioragdo
do leito cromatografico (SILVA et al., 2004).

O segundo problema ¢ que apenas 50 % dos grupos silandis sdo capazes de se ligar
quimicamente aos modificadores organicos tradicionais (Cs ou Cis, por exemplo) na
preparacdo de fases estaciondrias para CLAE-FR, por problemas de impedimento estérico
devido ao grande volume das moléculas Cis, restando um grande nimero de silanois
residuais que podem alterar o mecanismo de separacdo da fase estacionaria (NAHUM;
HORVATH, 1981). Uma vez presentes nas fases estacionarias a base de silica, os grupos
silanodis residuais apresentam elevada acidez e ¢ possivel que eles interajam fortemente
com compostos basicos, resultando em uma adsorcdo reversivel com picos
cromatograficos assimétricos, dificultando a quantificagdo dos compostos ou, até mesmo,
em uma adsor¢ao irreversivel restringindo a transferéncia de massa, devido ao bloqueio de
alguns sitios de interagdo hidrofobica (TONHI et al., 2002). Este problema estd associado

principalmente as fases quimicamente ligadas.

1.2.2 Fases estaciondrias quimicamente ligadas

O desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia estd associado ao

desenvolvimento da tecnologia de preparo das fases estacionarias. Este desenvolvimento
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foi impulsionado pela introdugdo das fases estacionarias quimicamente ligadas (FEQL)
para a cromatografia liquida da modalidade de fase reversa. Antes de surgirem esses novos
materiais, quimicamente ligados, o recheio da coluna cromatografica era constituido de um
liquido estacionario de baixa massa molar apenas sorvido ao suporte cromatografico. A
manuten¢do da concentracdo constante do liquido estaciondrio no suporte se mostrava
dificil e ineficiente com o emprego de vazdes mais altas da fase mdvel e ndo era possivel
realizar separacoes no modo de eluicdo por gradiente, as quais eram frequentemente
desejadas para separagao de misturas complexas (KIRKLAND, 2004).

A introducdo de uma camada quimicamente ligada ao suporte cromatografico tem
como finalidade unir as propriedades dos grupos organicos (como a rigidez e a estabilidade
térmica) com as propriedades de rigidez e morfologicas do 6xido inorganico. Um dos
primeiros métodos utilizados para esta finalidade foi a reacdo de esterificagdo, a qual
envolve a reacdo de um alcool com o grupo silanol superficial da silica, como mostrada na
Equacdo 1. Este método foi rapidamente abandonado porque a ligacdo =Si— 0 —C ¢
muito instavel hidroliticamente e ndo pode ser utilizada com fases moveis aquosas ou

alcoodlicas (QIU et al., 2011).

=Si—0OH + ROH - =Si—O0R + H,0 Eq. 1

Outro método utilizado para o preparo de fases estacionarias quimicamente ligadas
foi a reagdo por cloracdo seguida de reagdo com o reagente de Grignard. Neste método, o
processo consiste de uma etapa de cloracdo superficial com cloreto de tionila (Equagdo 2),
seguida pela ligagdo da cadeia alquila através de um reagente de Grignard (Equagdo 3) ou

por um composto organo-litio (Equacao 4).

= Si — OH + SOCl, — Si— CI + SO, + HCI Eq. 2
= Si—Cl+ BrMgR — Si— R + MgCIBr Eq. 3
=Si—Cl+ LR - Si—R + LiCl Eq. 4

A ligagdo = Si — C tem maior estabilidade que as ligagdes Si-O-Si-R, formada na
reacdo de organossilanizacdo, entretanto o uso do reagente de Grignard ou o composto
organo-litio na sintese torna este procedimento economicamente inviavel (TONHI et al.,

2002).
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A organossilaniza¢do ¢ um dos métodos mais usados atualmente para (FEQL), para
sua realizagdo ¢ necessario ativar os grupos hidroxilas da superficie do 6xido através de
aquecimento, removendo as moléculas de agua ligadas a superficie por ligagdes de
hidrogénio. Em seguida, promove-se a reacao entre um organossilano monofuncional e os

grupos hidroxilas superficiais, como mostrado na Equacdo 5. (TONHI et al., 2002).

M — OH + X — SiR’,R » M — 0 — SiR’,R + HX Eq. 5

Em que: M = Si, AL, Zr ou Ti; X-SiR’2R = agente organossilano; X = cloreto ou grupo
alcoxido (etoxi ou metdxi); R = cadeia alifatica, como Cg ou Cis, €; R’ = -CHa.

Em fase reversa R representa as cadeias Cs e Cis, que sdo os reagentes mais
utilizados, no entanto sendo que cadeias de C; a C3o sdo também encontradas. Utiliza-se
grupos terminais ciano ou amino ligados a uma cadeia alifitica para a modalidade de
cromatografia de fase normal. As fases assim produzidas sdo comumente chamadas fases
“tipo escova”, devido a disposi¢do do grupo alifatico perpendicular a superficie do suporte
cromatografico (SPUDEIT et al., 2014).

As fases estaciondrias quimicamente ligadas tem demostrado algumas limita¢des ao
longo do tempo, como baixa eficiéncia e estabilidade a longo prazo, tornando a vida util da
fase estacionaria menor; Além de recobrimento, em muitos casos, inadequado

evidenciando grupos silanois residuais.

1.2.3 Fases estaciondrias recobertas com polimeros

O objetivo de produzir fases com polimeros recobrindo um suporte ¢ combinar a
resisténcia mecéanica da matriz inorganica com a seletividade e inércia quimica dos
polimeros organicos. As principais vantagens das fases recobertas com polimeros sobre as
quimicamente ligadas s3o: maior recobrimento dos sitios ativos do suporte e a
possibilidade de ajuste mais fino da seletividade da fase estaciondria pela escolha do
polimero apropriado (DIB; FARIA, 2014).

A preparagdo destas fases estaciondrias recobertas tem sido bem sucedida, levando
a separacao de diversas classes de compostos em condi¢des de pH da fase movel fora da
faixa de seguranca das fases quimicamente ligadas (FARIA et al., 2008).

A seletividade das fases estacionarias imobilizadas por polimeros depende

essencialmente do tipo de grupos funcionais presentes na cadeia lateral do polimero
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imobilizado. Devido a disponibilidade de diversos polimeros com diferentes
funcionalidades comercialmente, as fases recobertas com polimeros permitem um ajuste
flexivel da seletividade cromatografica dentro de uma ampla faixa, dependendo apenas da
escolha do grupo funcional do polimero. Dentre os polimeros ja estudados para a
finalidade de separagdo cromatografica, estdo: polibutadieno (MORALIS; JARDIM, 2005);
poliestireno (FIGGE et al., 1986); poli(2-fenilpropil)metilsiloxano (BEGNINI, 2011);
poli(6xido de etileno-co-dimetilsiloxano) (CARVALHO, 2017);
poli(metiltetradecilsiloxano) (NOME, 2014); e poli(metiloctadecilsiloxano) (SILVA
JUNIOR, 2014).

A forma mais comum de recobrimento polimérico do suporte de silica ¢ realizada
através da deposi¢do de uma camada polimérica pré-sintetizada sobre a sua superficie.
Neste caso, o polimero pré-sintetizado ¢ dissolvido em solvente apropriado e adicionado ao
suporte, recobrindo-o apenas por mecanismos de adsor¢ao e, posteriormente, evapora-se o
solvente (JARDIM; COLLINS K; COLLINS C, 2004). Outra forma ¢ a polimerizagdo de
mondmeros in situ, ou seja, a polimerizacdo de mondmeros sobre a superficie e poros do
suporte de 6xido inorganico (MAO; FUNG, 1997). Este tltimo método ¢ menos vantajoso,
pois além de usar reagentes quimicos (mais caros € mais toxicos) ainda apresenta
dificuldade em controlar a espessura do recobrimento polimérico sobre o suporte
(NAZARIO; LANCAS, 2013).

Posteriormente ao recobrimento polimérico, pode-se realizar alguns processos para
a imobilizacao do polimero sobre o suporte, como por exemplo, através da reticulagdo com
reagentes quimicos (ligagdes entrecruzadas) (CHEN et al., 2004), tratamento térmico
(CARVALHO, 2017), radiacdo ionizante (ANAZAWA, 1992) ou ainda promover a
ligagdo covalente entre o polimero e o suporte, produzindo uma monocamada ancorada,
neste ultimo caso, o polimero deve apresentar grupos funcionais especificos ou reativos
para se ligar ao suporte (KATAEV et al., 1994). Estas imobiliza¢des possuem a finalidade
de fixar o polimero na superficie do suporte, impedindo que o mesmo seja lixiviado com a
passagem da fase mével (SILVA JUNIOR, 2014).

A imobilizacdo de polimeros sobre um suporte poroso ¢ um processo complexo,
influenciado pela contribuicdo dos diferentes tipos de interagdes entre o suporte € o
polimero, entre as moléculas adjacentes na superficie do suporte e, também, pela
reatividade dos grupos funcionais e sua porosidade (TONHI et al., 2002). Além disso, a
quantidade de polimero imobilizado afeta a eficiéncia da fase estacionaria na separagdo de

compostos, pois uma quantidade maior do polimero imobilizado sobre o suporte ira
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contribuir para uma maior protecdo dos grupos ativos superficiais (silandis) contra
interagdes indesejaveis, porém uma quantidade muito elevada de polimero podera bloquear
os poros do suporte, deixando o processo de transferéncia de massa mais lento (BOTOLLI
et al, 2002). Logo, o processo de imobilizacdo polimérica ¢ um fator crucial para a

obtengao de fases estaciondrias eficientes para CLAE-FR.

1.2.3.1 Imobilizagdo polimérica por tratamento térmico

O principio da imobilizacdo térmica baseia-se no aquecimento por conducdo de
calor, em que o recipiente contendo a fase estacionaria sorvida (com o polimero apenas
depositado sobre o suporte cromatografico) ¢ aquecido e, em seguida, ocorre a
transferéncia de calor para a amostra. O tratamento térmico ¢ empregado para acelerar a
imobilizagdo do polimero nos suportes cromatograficos, auxiliando no processo de auto
imobilizagcdo. A auto imobilizacdo é um processo lento de imobilizagdo a temperatura
ambiente, sendo necessario um longo periodo, dependendo do tipo de fase e de suporte,
para que ocorra o rearranjo das moléculas do polimero na forma de uma camada estavel
sobre a superficie dos poros do suporte (CARVALHO; COLLINS; FARIA, 2016).

Uma das principais vantagens da imobilizagdo térmica € 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 variagcdes na temperatura ou no tempo
nao afetam de forma significativa a resposta, mostrando que além de simples o tratamento
térmico ¢ um procedimento robusto para a imobilizacdo de polimeros organicos em 6xidos
inorganicos (BOTOLLI, 2002; FARIA 2006).

Diversos trabalhos empregando o tratamento térmico foram realizados para a
preparacao de fases estacionarias imobilizadas com polimeros (CARVALHO, 2017).
Dentre os polimeros mais estudados, os polissiloxanos com cadeias laterais alquilas
alifaticas sdo os mais explorados na preparagdo de fases reversas para CLAE, como o
PMODS, PMTDS, PMOS e PDMS. Apesar de bem sucedidas em varias aplicagdes as
fases estacionarias a base de polissiloxanos de cadeias alquilas laterais imobilizados
termicamente sobre a silica possui hidrofobicidade relativamente elevada, comparaveis as
fases Cis quimicamente ligadas, que as tornam inapropriadas para a separacdo de algumas
substancias mais hidrofobicas e ou de moléculas maiores, por resultarem em tempos de

analise demasiadamente longos e fases mdveis com alto teor de solvente organico, gerando
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residuos toxicos e elevando o custo das analises. Neste trabalho buscamos estudar, um
polimero natural, biodegradavel e com caracteristicas hidrofilicas que pudesse resultar em
um recobrimento de fase estacionaria capaz de analisar substancias dificeis de serem

analisadas pelas fases estacionarias comerciais.

1.2.4 Caracterizagdo cromatogridfica

A grande popularidade das fases reversas levou ao desenvolvimento de novos
materiais para o preenchimento de colunas cromatograficas para CLAE. Sdo muitas as
possibilidades de escolha o que torna dificil saber qual a melhor fase estacionaria para
resolver um determinado problema. Com isso, faz-se necessdria uma caracterizagao
completa da fase estacionaria a fim de evidenciar suas propriedades fisico-quimicas e,
principalmente, de retengdo para avaliar a sua melhor condi¢do de aplicag@o.

Técnicas instrumentais para a caracterizagdo das fases estaciondrias tais como os
espectroscopicos, microscopicos € termogravimétricos sdo frequentemente empregados
pois fornecem informagdes importantes sobre as particulas de fases estacionarias. No
entanto, as informagdes fornecidas por estas técnicas ndo permitem inferir sobre a
separacao cromatografica das substancias, além de requererem o esvaziamento da coluna
cromatografica para realizagdio dos testes, levando a desestruturacio do leito
cromatografico. Desta forma, testes com o leito cromatografico intacto e que possibilite
uma analise real das propriedades de interacdo da fase estaciondria ndo sdo possiveis com
técnicas instrumentais. Assim, misturas testes padrdo, contendo compostos com
caracteristicas quimicas selecionadas, sdo empregadas para avaliar as propriedades de
retencdo das fases estacionarias mediante interagdes intermoleculares entre estes
compostos, a fase estaciondria e a fase movel, sem a necessidade de desestruturacdo do
leito cromatografico (FARIA, 2006). Existem varias misturas testes padrdo recomendadas
para a avaliacdo das caracteristicas de retengao de fases estacionarias para a CLAE. Dentre
os protocolos de avaliagdo cromatografica de fases estacionarias mais importantes, podem
ser destacados os propostos por Tanaka e colaboradores (KIMATA et al., 1989), por
Engelhardt e Jungheim (ENGELHARDT; JUNGHEIM, 1990), por Neue e colaboradores
(NEUE et al., 1999), pelo National Institute of Standards and Technology (SANDER;
WISE, 2002). Estes protocolos contém um conjunto de compostos agrupados em uma ou
mais misturas que, apds submetidos a separagdo pela fase estaciondria em teste, permitem

avaliar caracteristicas de seletividade e de retencdo do material de separacao.



24

As informagdes obtidas pela separacdo das misturas testes sdo baseadas nos
parametros cromatograficos extraidos dos picos dos compostos nos cromatogramas. Cada
protocolo avalia um conjunto determinado de propriedades, no entanto, de uma forma geral
fazem uso dos parametros basicos da cromatografia que sao apresentados nas equagdes 6 a

10, e calculados a partir dos picos nos cromatogramas, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2.Cromatograma tipico de uma separagdo cromatografica de trés compostos, em que um

ndo possui retengdo na fase estacionaria.

« tro g

Fonte: proprio autor

De acordo com a Figura 2, o primeiro pico no cromatograma refere-se a um
composto que foi eluido pela fase movel, porém sem interagir com a fase estaciondria,
dessa forma, esse composto gasta o mesmo tempo que a fase modvel para percorrer o
sistema cromatografico, desde a inje¢do da amostra até a detecgdo no sistema de detecgao.
Esse tempo, definido como tm € o tempo de retengdo para um composto ndo retido na fase
estacionaria. O tempo de retencdo de um determinado composto (tr1) € o tempo gasto pelo
composto para percorrer todo o sistema cromatografico. O tempo de retengdo de um
composto € constituido pelo tempo que ele permanece retido na fase estacionaria (t’r1 ou
tempo de retencdo ajustado — Equagdo 6) e o tempo que ele ¢ movimentado pela fase

mével (tw), (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

tph =tg — ty Eq. 6

A velocidade de um composto pelo sistema cromatografico pode ser medida pelo

fator de retengdo, k. O fator de retencdo (Equacdo 7) ¢ determinado pela razdo do tempo
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que o composto permanece na fase estacionaria (t’r) pelo tempo que se movimenta com a
fase movel (tm), portanto, quanto mais lenta for a saida do composto da coluna

cromatografica, maior sera seu fator de retencdo, pois maior sera o tempo de retencao

ajustado (MEYER, 2010).

k= th = Gt Eq. 7

tm tm

A separacdo entre dois compostos na cromatografia pode ser medida por dois
parametros: fator de separagao (a) ou pela resolucao entre picos (Rs). Em ambos os casos
os parametros levam em consideracdo o grau de separacao entre dois picos adjacentes nos
cromatogramas. Considerando os picos do cromatograma da Figura 2, tem-se as equagdes
8 e 9 para o fator de separacdo e a resolucdo, respectivamente. O fator de separagdo ¢
medido pela razdo entre os fatores de reten¢ao dos dois picos, portanto, considera apenas
os tempos de retengdo dos picos. A resolucdo ¢ uma medida mais real da separagdo entre
dois picos no cromatograma, ja que considera além dos tempos de retengdo dos picos, o

alargamento dos mesmos, (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

_ k2 _ (tr2—tm)
ki (tri—tm)

Eq. 8

_ o (tra—tr1)
ks =2 (Wp1+Wh2) Eq. 9

A separagdo adequada de dois compostos, sem sobreposicdo de dois picos
adjacentes no cromatograma ocorrerd sempre que a Resolugdo entre estes picos for maior
que 1,25. Assim, resolucdes inferiores a 1,25 indicam separag¢do inadequada de dois picos
no cromatograma.

O alargamento de um pico além de afetar a separacdao entre compostos adjacentes
no cromatograma afeta também a sua eficiéncia, isto ¢, o numero de pratos (N) de uma
determinada coluna cromatografica recheada com uma fase estaciondria. O N ¢é uma
medida da capacidade de eluicdo de um composto em uma fase estacionaria sem que haja
alargamento de pico. Um prato ¢ o resultado de uma etapa de equilibrio estabelecida entre
o composto, a fase estaciondria e a fase mével. Quanto maior o nimero de equilibrios na
coluna cromatografica maior ¢ o nimero de pratos, portanto, mais eficiente serd a

separacao (mais fino o pico cromatografico no cromatograma). O numero de pratos ¢
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calculado de acordo com a Equacdao 10, relacionando o tempo de retengdo (tr) do

composto e a largura da base de seu pico (Wp) no cromatograma, (MEYER, 2010).

(tr)?

1.2.5 Celulose e Derivados celulosicos

A celulose ¢ uma das substancias organicas mais abundantes no planeta, sendo o
principal constituinte da fibra vegetal, e pode ser encontrada em diferentes formas de vida
como em plantas verdes, fungos, protozoarios e procariontes (DONINI et al., 2010). A
molécula de celulose, possui um arranjo linear de unidades de D-glicose conectadas por
ligagdo B-1,4:[Ce¢H1005]n € possuem trés grupos hidroxilas disponiveis que fazem ligacdes
de hidrogénio intra e intermoleculares (Figura 3), aspecto que torna a celulose um polimero
linear, fibroso e que apresenta baixa solubilidade em agua (WILLBERG-KEYRILAINEN
et al., 2016).

Figura 3. Estrutura da unidade monomeérica da celulose (celobiose).

Fonte: proprio autor

A celulose possui caracteristicas interessantes do ponto de vista de sua utilizagao,
tais como: hidrofilicidade, biodegradabilidade, quiralidade e facilidade de modifica¢dao de
seus grupos hidroxilas (WEN et al., 2017), como por exemplo, na preparacdo dos ésteres
de celulose, que foi explorada no presente trabalho.

Como o uso da celulose diretamente como recobrimento celuldsico apresenta
algumas restri¢gdes, como por exemplo, sua baixa solubilidade em solventes organicos, o
que dificultaria o recobrimento do 6xido inorganico do suporte cromatografico na forma de

uma monocamada fina e homogénea, sua modificacio pode resultar em materiais
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poliméricos (derivados celuldsicos) com caracteristicas interessantes do ponto de vista da

aplicabilidade e seletividade da celulose, como material da fase estacionaria para CLAE.

1.2.5.1 Esteres de celulose

Os ésteres de celulose de acidos organicos foram compostos pioneiros na quimica
da celulose e sdo os derivados celuldsicos com maior interesse em diferentes aplicagdes
técnicas. O interesse em converter celulose em ésteres de celulose surgiu primeiro porque a
celulose se decompde antes do seu ponto de fusdo e, também, porque a celulose ¢ insoluvel
em agua ¢ na maioria dos solventes devido as ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares em sua estrutura molecular.

A conversao da celulose em ésteres de celulose resulta, portanto, em materiais que
podem ser processados no estado fundido ou podem ser solubilizados em uma grande
gama de solventes. Esteres de celulose como o acetato de celulose e os ésteres mistos de
acetato propianato de celulose e acetato butirato de celulose sdo os mais estudados para as
mais diversas finalidades, inclusive estando disponiveis comercialmente em diferentes
graus de substituicdo e composi¢cao (KOSAKA, 2007).

A producao dos derivados pode ser realizada através de reagdes em fase
heterogénea e homogénea. Em muitos processos a etapa inicial da rea¢do ¢ o inchamento
das fibras promovido pela insercdo de reagentes que interagem fortemente com 0s grupos
hidroxila da celulose. As reagdes de modificacdo da celulose podem ocorrer nas trés
hidroxilas disponiveis nos carbonos 2, 3 e 6 (Figura 3). Assim, o grau de substitui¢do da
sintese varia de 1 a 3 dependendo da acessibilidade e reatividade da reagdo (CREPY et al.,
2011).

A introdugdo de grupos acila na estrutura molecular da celulose leva a quebra das
ligacoes de hidrogénio, e modifica sua solubilidade, tornando o polimero compativel com
inimeras aplicagdes, incluindo como recobrimento polimérico para fases estacionarias de
cromatografia liquida de fase reversa. Neste trabalho, a modifica¢do da celulose através da
acetilagdo com um grupamento de cadeia alquila intermediaria ao Cg e Cig foi idealizado
para buscar um material de seletividade adequada para a separagdo de compostos de cadeia
longa, porém sem a utiliza¢do de fases moveis com alto teor de solvente organico e com
tempos mais curtos de analises. O dodecanoato de celulose, Figura 4, pode resultar em um
material de seletividade com estas caracteristicas na separa¢do, bem como propiciar um

material de fase estaciondria de mais baixo custo e mais ampla facilidade de preparacao.
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Adicionalmente, segundo Szab6 e colaboradores (1984) fases estaciondrias que contenham
12 ou 14 atomos de carbono em sua cadeia lateral proporciona, de uma forma geral, as
propriedades 6timas para separacdes no modo de fase reversa com boa eficiéncia,

estabilidade, picos simétricos e caracteristicas apropriadas de retengao.

Figura 4. Formula estrutural do dodecanoato de celulose.
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Fonte: proprio autor.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral: O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma fase
estaciondria de silica recoberta com dodecanoato de celulose para cromatografia liquida de
alta eficiéncia no modo de fase reversa, que apresentasse facil preparagdo e com
caracteristicas adequadas de retengdo para atuar na separacdo de substancias dificeis de
serem separadas por CLAE-FR.

Objetivos especificos:

- Sintese do derivado celuldsico, dodecanoato de celulose (DoDC), a partir da acetilagao da
celulose microcristalina com cloreto de dodecanoila.

- Preparagdo das fases estaciondrias reversas, empregando o método de evaporacao estatica
do solvente e posterior tratamento térmico para a imobilizagio do (DoDC) sobre
microparticulas de silica;

- Otimizagao das condi¢des de imobilizagdo das fases estacionarias para a obtengao de uma
fase Si(DoDC) com maior recobrimento da superficie do suporte e melhor desempenho
cromatografico, empregando planejamento fatorial,

- Enchimento de colunas de ago inoxidavel de 50 mm de comprimento e 4,0 mm de
diametro interno, com as fases estacionarias preparadas;

- Avaliagdo das caracteristicas de retencdo das fases estacionarias através da separagdo de
misturas-teste padrao;

- Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica da fase estacionéria Si(DoDC) otimizada,;

- Aplicagdao da fase Si(DoDC) otimizada na separagdo de misturas complexas como:
farmacos altamente polares, isomeros espaciais de farmacos com atividade Optica e série
de homologos de um surfactante anionico com cadeias alquilas lineares variando de Cio a

Cis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese do dodecanoato de celulose (DoDC)

A sintese do dodecanoato de celulose (DoDC) foi realizada inicialmente por via
heterogénea, como descrito por Abdalla e Ragab (2014), em que a celulose nao se dissolve
no meio reacional. Foram adicionados 2,0000g de celulose micro cristalina (MCC) em
16,00 mL de piridina em um béquer sob agitacio em banho de gelo, (~5 °C), e, em
seguida, foram adicionados gota-a-gota 32 ml uma mistura na propor¢ao 1:1 de cloreto de
dodecanoila e dimetilacetamida (DMAc), durante 15 min, permanecendo posteriormente
por mais 10 min sob agitacdo. Posteriormente, a mistura foi deixada em repouso por 48 h a
8 °C em um refrigerador.

Apos as 48 h, a mistura reacional foi transferida para outro béquer contendo adgua
destilada resfriada, formando um precipitado amarelo, que foi filtrado em funil de placa de
vidro sinterizado. O precipitado foi submetido a uma série de lavagens, em sequéncia com
etanol, agua destilada resfriada, acetona e novamente agua destilada resfriada. A secagem
do precipitado foi realizada a temperatura ambiente, 28 °C por 24 h e em estufa a 50 °C
por 48 h. Para garantir um grau de substituicdo mais elevado dos grupos hidroxilas da
celulose com o grupamento dodecanoato, o material seco foi submetido a uma nova etapa
de sintese.

Para esta nova etapa, foi montado um sistema de refluxo adicionando a um balao de
250 mL, cerca 2,0000 g do material sintetizado ¢ 67,00 mL de DMAc. O sistema foi
deixado sob refluxo e agitacdo a 120 °C por 2 h. Apds este periodo, a temperatura foi
reduzida para 100 °C, sendo adicionados 4,800 g de cloreto de litio, mantendo a reacdo de
sintese por mais 1 h a 100 °C. Apds esse periodo, o refluxo foi interrompido mantendo o
sistema apenas sob agitacao a temperatura ambiente por uma noite. No dia seguinte, foram
adicionados gota-a-gota ao baldo sob agitagdo 32 ml uma mistura na propor¢ao 1:1 de
cloreto de dodecanoila e dimetilacetamida (DMAc). O sistema foi levado ao refrigerador a
8 °C e deixado por 48 h. Apds este periodo o material foi filtrado, lavado sequencialmente
com metanol, agua resfriada, acetona e agua resfriada e seco, conforme realizado na etapa
de sintese anterior. Ao final deste processo, o material sélido obtido foi o dodecanoato de
celulose (DoDC), empregado como recobrimento polimérico de fases estaciondrias para

CLAE. Na Figura 5 esta apresentada a reacdo de sintese para o polimero DoDC.
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Figura 5. Reagdo de sintese do dodecanoato de celulose.
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3.2 Preparacio das fases estacionarias

3.2.1 Ativacgao da silica cromatogrdfica

A ativagdo da silica cromatografica foi realizada para remover as moléculas de dgua
adsorvidas na superficie do suporte e deixar seus grupos silanois superficiais ativos para
receber a camada polimérica. Para isso, foram pesados 6,000 g de silica ChromoSorb
(Varian, Palo Alto, CA, EUA) com particulas de 5 pm de didmetro e 100 A de poros e
submetidos a aquecimento a 140 °C por 12 h. A silica ativada foi colocada em dessecador

sob vacuo para resfriamento e deixada em repouso até¢ o momento do uso.

3.2.2 Sorgdo do dodecanoato de celulose sobre a silica

A sor¢do do dodecanoato de celulose, DoDC, sobre a silica foi realizada pelo
método da evaporagdo estatica do solvente (JARDIM; COLLINS K; COLLINS C, 2004).
Resumidamente, em um béquer de 50 mL foram adicionados 0,400 g ou 0,240 g do DoDC
em 15 mL de tolueno e deixado em agitacdo magnética branda por 10 min até a total
dissolugdo do polimero. Apds este periodo, foram adicionados 0,800 g de silica pré-ativada
ao béquer, mantendo a agitacdo branda durante 2 h e 30 min, sendo periodicamente
submetida a um banho ultrassom por 10 min, para evitar a agrega¢do das particulas,
retornando para a agitagdo magnética em seguida.

ApOs este periodo, o béquer foi retirado da agitacao, fechado com papel aluminio

contendo pequenos furos e deixado em capela a temperatura ambiente (~27 °C), sem
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agitacdo, para a evaporacdo total do solvente. O material seco obtido foi denominado de

fase estacionaria sorvida, Si(DoDC).

3.2.3 Imobilizacdo do dodecanoato de celulose sobre a silica

A etapa de imobilizacdo térmica sobre as particulas de silica ¢ de extrema
importancia na preparagao das fases estaciondrias, pois aumenta a intensidade da interacao
do polimero com o suporte, “fixando-0” mais fortemente na superficie e poros da silica e
evitando a sua lixiviagdo com a passagem continua de fase moével.

A fase Si(DoDC) sorvida foi submetida a imobilizacdo térmica sob diferentes
condi¢cdes de tempo, temperatura e carga polimérica em dois niveis cada, empregando um
planejamento fatorial 2°. Os niveis de cada um dos fatores avaliados na imobilizagio

térmica do DoDC sobre a silica estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis e niveis estudados para a otimiza¢do do preparo de fases Si(DoDC).

Nivel baixo  Nivel alto

Variavel
() ()
T Temperatura de imobilizagao (°C) 100 120
t Tempo de imobilizacao (h) 8 16
C Carga polimérica de DoDC (% m/m) 30 50

A partir das variaveis selecionadas e seus niveis, foi construida a matriz do
planejamento fatorial 2%, que apresenta a combinagdo de todas as condig¢des experimentais
para a preparacdo de fases estaciondrias Si(DoDC). Na Tabela 2 estdo apresentados os

experimentos realizados para otimizacao do preparo da fase Si(DoDC).
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Tabela 2. Matriz de planejamento fatorial 2° para a preparacio das fases Si(DoDC). Varidveis: T:

temperatura, t: tempo de imobilizacdo e C: carga polimérica.

Variaveis
Experimentos

T t C
1 _ _ _
2 + _ _
3 B + _
4 + + _
5 _ _ +
6 + _ +
7 B + +
8 + + +

3.2.4 Extragdo do polimero nao imobilizado

Apo6s a imobiliza¢ao térmica do polimero no suporte de silica sob as diferentes
condi¢des, as fases estacionarias foram submetidas a etapas de lavagens sucessivas, com a
finalidade de retirar o polimero que ndo ficou imobilizado sobre a silica. As fases
estacionarias Si(DoDC) secas e imobilizadas foram colocadas em tubos de ensaio, aos
quais foram adicionados cerca de 3 mL de tolueno, e submetidos ao agitador vortex por 1
min e subsequentemente a centrifugacdo por 4 min a 2500 r.p.m. Apds a centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado, repetindo a lavagem do material. Apds a lavagem, o material
solido foi levado a estufa a 60 °C por 1 hora para secagem da fase. O material sélido seco

obtido foi denominado de fase estaciondria Si(DoDC) imobilizada termicamente.

3.3 Enchimento das colunas cromatograficas

3.3.1 Suspensao da fase estaciondria

As colunas cromatograficas foram preenchidas com as fases Si(DoDC), utilizando
equipamento adequado para esta finalidade em suspensdao e sob alta pressdo. Para o
enchimento das colunas, foram preparadas suspensdes da fase Si(DoDC) em cloroférmio a
10 % (m/v) em tubos de ensaio rosqueaveis. O cloroférmio foi utilizado por ser um
solvente de densidade adequada para impedir a deposi¢do de particulas da fase

estaciondria, deixando-as suspensas no solvente mesmo quando em repouso. Os tubos de
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ensaio foram deixados sob agitagdo branda por 12 h em um homogeneizador

multifuncional tipo Roller (Kasvi, S0 José dos Pinhais, Brasil).
3.3.2 Enchimento da coluna com a suspensdo da fase estaciondria

As fases estacionarias preparadas foram empregadas no recheio de tubos de aco
inoxidavel de formato cilindrico com 50 mm de comprimento ¢ 4,0 mm de didmetro

interno, Figura 6.

Figura 6. Coluna em ago inoxidavel usadas no trabalho, 50 mm % 4,0 mm d.i.

Fonte: https.//www.chromservis.eu/p/synergi-4-m-hydro-rp-80a-hplc-column-250-x-4-6-mm

A suspensdo da fase Si(DoDC) em cloroférmio foi submetida ao enchimento das

colunas cromatograficas sob alta pressao, de acordo com o esquema da Figura 7.

Figura 7. Representacdo esquemdtica do sistema de enchimento e esvaziamento de colunas

cromatogrdficas.

1- Reservatorio de solvente de propulsio 1
2- Bomba reciproca de enchimento

3- Reservatorio de suspensio

4- Coluna cromatografica 3
5- Coleta de residuos do enchimento
6- Sistema de controle do enchimento T

-g\ }

Fonte: Carvalho,2017.
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Conforme ilustrado na Figura 7, o reservatorio do solvente propulsor (1) foi
preenchido com metanol previamente filtrado. Em seguida, a pressdo da bomba (2) foi
ajustada para 9.000 psi, com vazdo de solvente de 23 mL min™! por 10 minutos. A coluna
cromatografica de 50 mm comprimento x 4,0 mm de didmetro (4) foi conectada a
extremidade inferior do reservatdrio de suspensao (3). A FE em suspensdo contida no tubo
de ensaio rosqueavel foi entdo vertida no reservatério de suspensao (3) e o reservatorio foi
completado com o solvente de suspensdo (cloroféormio). A extremidade superior do
reservatorio de solvente foi fechada. Com o sistema todo fechado, a bomba foi ligada
propulsionando o solvente (metanol) para o reservatorio de suspensdo que levou a
suspensao da FE para o interior da coluna, ficando retida devido a presenga de um filtro
com didmetro de poro de 2 um, na extremidade inferior da coluna.

O sistema foi mantido sob pressao até a passagem de 80 mL de solvente, que foi
recolhido em uma proveta de 100 mL (5), colocada logo abaixo do sistema de enchimento.
Esse volume ¢ equivalente a duas vezes a capacidade do reservatorio da suspensdo. Apds o
término do enchimento, o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do

reservatorio, fechando apropriadamente sua extremidade superior com um filtro terminal.

3.3.3 Condicionamento das colunas cromatogrdficas

A coluna cromatografica previamente recheada com a fase Si(DoDC) foi conectada
ao cromatografo a liquido Varian com sistema binario de bombeamento ProStar 210 e
detector UV/vis ProStar 325 (Palo Alto, CA, EUA), passando fase mével MeOH:H>O na
proporcdo de 50:50 (v/v) e vazdo de 0,4 mL min™!, por cerca de 60 min ou até estabilizar a

linha de base do cromatograma.

3.4 Preparacio da fase mével

Todos os solventes que foram empregados como fases moveis neste trabalho foram
filtrados individualmente, utilizando-se um sistema de filtracdo de fase movel ¢ uma
membrana de Nylon de 47 mm de diametro e 0,22 pm de tamanho de poros. Em seguida,
os solventes foram estocados separadamente em frascos de vidro e colocados por 5 min em
banho de ultrassom, para serem desgaseificados e posteriormente usados no sistema

cromatografico.
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3.5 Caracterizacio fisico-quimica do DoDC

Apos a sintese do dodecanoato de celulose DoDC, avaliou-se o grau de substitui¢ao
da celulose no material obtido. Este pardmetro ¢ especialmente importante para este
trabalho porque € necessario que o polimero tenha um grau de substituicdo adequado para
ser soluvel em um solvente organico (tolueno ou cloroférmio ou hexano) que seja,
posteriormente, evaporado lentamente, promovendo uma adsorcdo organizada sobre as
particulas de silica. O DoDC foi também caracterizado fisico-quimicamente empregando
as técnicas de andlise termogravimétrica (TG), Calorimetria diferencial de varredura
(DSC), espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IV) e Ressonancia

magnética nuclear (RMN) de 'H.

3.5.1 Determinacdo do grau de substituicdio (GS)

Em um béquer de 100 mL foram pesados 0,100 g de dodecanoato de celulose. Em
seguida, foram adicionados 5 mL de solugdo padronizada de NaOH a 0,25 mol L' ¢ 5 mL
de etanol, deixando a mistura em repouso. Apods 24 horas, foram adicionados 10 mL de
uma solugdo padronizada de HCI a 0,25 mol L' ao béquer, sendo deixada em repouso por
30 min. A solugdo resultante foi titulada com uma solu¢do padronizada de NaOH a 0,25
mol L', utilizando uma solu¢io de fenolftaleina a 1 % (m/v) como indicador. O
procedimento foi realizado em triplicata e o grau de substituicdo da celulose foi

determinado a partir das Equagdes 11 e 12.

183,310 x [C (Veie+ Vag)—C Vuall
%DoDC = NaOH (Vtitt Vad)~ CHel VHCl

x 100 Eq. 11

MpoDC

Em que:

% DoDC: Porcentagem de grupos dodecanoato;
Cnaon: Concentragdo de NaOH padronizada;
Viit: Volume de NaOH gasto na titulagao;

Vad: Volume de NaOH adicionado na amostra;
Vucr: Volume de HCI adicionado;

Chucr: Concentragdo de HCI padronizado;
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mpopc: Massa pesada da amostra de dodecanoato de celulose.

Massa molecular do DoDC: 183,310gmol!

A partir da % DoDC, calculou-se o GS do DoDC pela Equagdo 12.

GS = 162,14 x %DoDC
" 183,310 x (100—-%DoDC)

Eq. 12

Em que:
Massa molecular da celulose (CeH10Os): 162,14 g mol!;

% DoDC: Porcentagem de grupos dodecanoato inseridos na celulose.

3.5.2 Anadlise termogravimétrica

Para a avaliacdo da estabilidade térmica do polimero DoDC, (dodecanoato de
celulose) e da celulose microcristalina, foi utilizada a técnica de analise termogravimétrica,
na qual cerca de 5 mg de amostra foram colocados em uma microbalang¢a no analisador
térmico e submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C, com
taxa de aquecimento de 10 °C min’!. As medidas foram realizadas sob atmosfera inerte
(sob fluxo de nitrogénio), em um analisador termogravimétrico modelo DTG-60H, marca
Shimadzu (Quioto, Japao), no qual foi medida a percentagem de perda de massa do DoDC
e da celulose microcristalina de acordo com o aumento da temperatura. Essa medida foi
realizada no Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de

Uberlandia (IQ/UFU).

3.5.3 Calorimetria diferencial de varredura

A andlise térmica foi realizada em um calorimetro diferencial de varredura (DSC,
differential scanning calorimetry) da TA Instruments modelo Q20 (New Castle, DE, EUA)
a uma taxa de aquecimento e resfriamento de 20 °C min™!, sob atmosfera de nitrogénio com
vazdo de 50 mL min"!. Em panelas de aluminio hermeticamente fechadas, foram pesados
cerca de 10 mg de DoDC. 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
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aquecimento ocorreu até 140 °C. Estas medidas foram realizadas no Laboratério

Multiusuarios do IQ/UFU.

3.5.4 Espectroscopia de absorg¢do no infravermelho

A caracterizagdo dos principais grupos funcionais da celulose microcristalina e do
dodecanoato de celulose foi realizada por meio do preparo de pastilhas de KBr com uma
pequena por¢ao de DoDC por prensagem manual, na propor¢ao de 1:100 (DoDC:KBr) na
regido espectral 400 a 4000 cm™ em espectrofotdmetro Jasco modelo FTIR 4100 (Tdquio,
Japdo), com resolucdo de 4 cm™! e 32 varreduras. As caracterizagdes por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho das amostras estudadas foram realizadas no
Laboratorio de Instrumentacdo do Curso de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e

Naturais do Pontal (ICENP)/UFU.

3.5.5 Ressondncia magnética nuclear de 'H

A caracterizagdo estrutural do dodecanoato de celulose para confirmagdo da
modificagio da celulose com os grupos dodecanoila foi realizada por RMN de 'H em um
Bruker Ascend™ 400 (400 MHz) (Karlsruhe, Alemanha). As amostras foram preparadas
pela dissolugdo de 40 mg do DoDC, previamente seco, em 0,5 mL de CDCls. Os
deslocamentos quimicos do espectro do 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 aquisicao de
2 s, aquisi¢do de 128 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e 32k de nimero de

pontos. Esta medida foi realizada no Laboratdério Multiusuérios do IQ/UFU.

3.6 Caracterizacao fisico-quimica das fases Si(DoDC)

As caracterizagdes fisico-quimicas da fase Si(DoDC) foram realizadas na amostra
denominada Si(DoDC) #7, preparada de acordo com as condigdes para o experimento 7 do
planejamento de experimentos. A escolha desta fase para o estudo de caracterizagao fisico-
quimica ocorreu de acordo com a disponibilidade de realizacdo das medidas instrumentais.
Considerando que a caracterizagdo se trata de uma analise qualitativa e que as fases

Si(DoDC), otimizada ou nao, apresentam caracteristicas fisico-quimicas aproximadamente
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iguais, a ndo utilizacdo da fase Si(DoDC) otimizada para o estudo ndo apresenta perda de

informacao significativa.

3.6.1 Microscopia eletronica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) avalia, por meio de
micrografias, a morfologia das particulas de silica imobilizadas com o DoDC. 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 formagdo de uma
camada de aproximadamente 10 nm de espessura.

Os porta-amostras foram introduzidos em um microscopio eletronico de varredura
TESCAN (Téquio, Japao) com microssonda de raios-X. As imagens das particulas de
Si(DoDC) foram obtidas com diferentes ampliacdes. Essa medida foi realizada no

Laboratorio Multiusuarios do I1Q/UFU.

3.6.2 Anadlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada para avaliagdo da estabilidade térmica da

fase estacionaria Si(DoDC), empregando o mesmo procedimento descrito no item 3.5.2.

3.6.3 Area superficial especifica e caracteristicas de poros

As fases Si(DoDC) foram analisadas quanto as suas caracteristicas morfologicas de
area superficial especifica e porosidade. Aproximadamente 10 mg de foram submetidas a
um pré-tratamento a 90 °C por 4 h sob vacuo com taxa de aquecimento de 1° C min"!. Em
seguida, as amostras analisadas em um equipamento ASAP 2010 Analyzer (Micromeritics,
Norcross, GA, EUA). Estas medidas foram obtidas através da adsor¢ao e dessor¢ao de
nitrogénio a -195,5 °C. A area superficial especifica foi calculada de acordo com o método
BET (Brummet, Elmer e Teller) (GREGG; SING,1982) a pressoes relativas (p/po) entre
0,06 e 0,25, na qual p e po sdo, respectivamente, pressdes de equilibrio e pressao de
saturagdo do nitrogénio a -195,5 °C. O volume total de poros foi determinado pelo método
do ponto unico através da conversao do volume de nitrogénio adsorvido na p/po de 0,995

para o volume do adsorbato liquido. O didmetro médio dos poros foi calculado a partir dos
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valores de volume total de poros e da area superficial BET, conforme Equagdo 13. Esta
medida foi realizada no Laboratério Multiusuarios da Faculdade de Engenharia Quimica

(FEQ/UFU).

_4Vp

dp Eq. 13

SBET

Em que: dp € o didmetro de poros; V, é o volume de poros e Sger ¢ a drea superficial

especifica obtida pelo método BET

3.6.4 Espectroscopia de absor¢do no infravermelho

A fase estacionaria Si(DoDC) foi caracterizada por espectroscopia de absor¢dao na
regido do infravermelho para identificagdo dos principais grupos funcionais do
dodecanoato de celulose no material, confirmando a sua imobilizagdo nas particulas de
silica. A analise do material foi realizada por meio de pastilhas de KBr na propor¢ao de
1:100 (Si(DoDC):KBr) na regido espectral 400 a 4000 cm™ em um espectrofotdmetro

Jasco modelo FTIR 4100, com resolucdo de 4 cm™' e 32 varreduras.

3.6.5 Analise Elementar

As fases Si(DoDC) preparadas em diferentes condigdes foram submetidas a analise
elementar para a determinagdo da porcentagem de carbono, tornando possivel avaliar o
grau de recobrimento da superficie do suporte cromatografico pelo polimero, dodecanoato
de celulose, uma vez que o carbono presente no material ¢ proveniente apenas do DoDC. O
método consiste na combustdo do material seco, convertendo os elementos da amostra em
gases simples, como CO2, H2O e N». Estes gases sdo submetidos a condi¢cdes exatas de
pressdo, temperatura e volume. Posteriormente, os gases sdo despressurizados através de
uma coluna, separados e detectados em fungdo das respectivas condutividades térmicas,
sendo convertidos em percentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio. Foi empregado
um analisador elementar PerkinElmer, modelo 2400 (Norwalk, CT, EUA). Essa medida foi

realizada no Laboratorio Multiusuarios do IQ/UFU.
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3.7 Caracterizacio cromatografica das fases Si(DoDC)

As fases estacionarias Si(DoDC) foram submetidas a separagao de misturas testes
padrdo para caracterizagdo de suas propriedades de retencao cromatografica. As misturas
testes avaliadas neste trabalho sdo protocolos bem estabelecidos e conhecidos na literatura
comumente empregados na avaliacdo de fases estacionarias comerciais ou produzidas em
laboratorio e a também a um teste de repetibilidade (KIMATA et al., 1989; CRUZ et al.,
1997).

3.7.1 Mistura hidrofobica

A primeira avaliagdo cromatografica das fases Si(DoDC) foi realizada a partir da
separacdo de uma mistura teste, denominada de Mistura Teste Hidrofobica, composta pela
uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno. A mistura teste hidrofobica foi
empregada para avaliar a modalidade da cromatografia liquida, a partir da ordem de
eluicdo de seus compostos, e a seletividade das fases estaciondrias. A mistura teste
hidrofobica foi usada também na determinacdo das melhores condigdes de analise para a
fase Si(DoDC), como composicao e vazao da fase movel, e na avaliagdo da repetibilidade

dos tempos de reten¢do dos compostos na fase Si(DoDC).

3.7.2 Misturas testes de Tanaka e colaboradores

O protocolo teste de Tanaka (KIMATA et al., 1989) se trata de uma série de
misturas-teste analisada em diferentes condicdes de fases moveis e utilizadas para a
caracterizacdo das propriedades de retengdo de fases estacionarias no modo de fase
reversa.

O protocolo ¢ constituido de quatro misturas testes, cada uma com composicao de
fase movel especifica e que avalia diferentes caracteristicas de retengdo de compostos nas
fases estaciondrias sob analise. Todas as misturas foram analisadas empregando uma vazao
de fase movel de 0,4 mL min™!, deteccio UV a 254 nm e volume de injecdo de 20 pL.

O protocolo de Tanaka ¢ composto por quatro misturas:

»  Mistura I: uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, o-terfenilo e trifenileno. Composicao

da fase movel: MeOH: H>O (80:20, v/v);
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Mistura II: uracila, cafeina e fenol. Composi¢do da fase movel: MeOH: H>O (30:70,
v/v),

Mistura III: uracila, benzilamina e fenol. Composi¢ao da fase mével: MeOH:tampao
fosfato KoHPO4/KH>PO4 a pH 7,60 (30:70, v/v);

Mistura IV: uracila, benzilamina e fenol. Composi¢ao da fase méovel: MeOH:tampao
fosfato H3PO4+/KH2PO4 a pH 2,70 (30:70, v/v).

Com a utilizagdo do protocolo proposto por Tanaka e colaboradores as

propriedades cromatograficas avaliadas nas fases estudadas foram:

Hidrofobicidade (kpp) — Medida pelo fator de retengdo do pentilbenzeno na mistura A.
Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da camada organica da fase
estacionaria, permitindo também inferir sobre o grau de recobrimento da superficie da
fase estacionaria.

Seletividade hidrofobica (acmz) — Medida pela razdo dos fatores de retencdo do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, acu: = kpp/kss. Esta ¢ uma medida da capacidade da
fase em diferenciar compostos organicos durante a separagdo, pois a seletividade
hidrofébica mede o grau de separagdo de alquilbenzenos distintos por um grupo CHo.
Seletividade estérica (ar0) — Medida pela razdo entre os fatores de retengdo do
trifenileno e da o-terfenila, aro = kr/ko. O aro mede a capacidade da fase estacionaria
em separar duas substancias com estruturas quimicas similares, porém que diferem
quanto a sua geometria e disposi¢ao espacial.

Capacidade de ligacdo de hidrogénio (acr) — Esta propriedade ¢ obtida pela razao
entre os fatores de retengdo da cafeina e do fenol, acr = kc/kp. O acp é uma medida
do numero de grupos silandis disponiveis na fase estaciondria que estdo aptos a
formarem liga¢des de hidrogénio com componentes da amostra.

Capacidade de troca i6nica total (as/r pr 7,60) — Propriedade medida pela razao entre os
fatores de reten¢dao da benzilamina e do fenol, asr pu 760 = ks/kp, empregando fase
movel tamponada em pH 7,60. O valor obtido ¢ uma estimativa da atividade
silanofilica total da fase estacionaria.

Capacidade de troca i6nica em meio acido (asp pr 2,70) — Propriedade medida pela
razdo entre os fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, aspr pu 270 = ks/kp,
empregando fase movel tamponada em pH 2,70. O valor obtido ¢ uma estimativa da

acidez dos grupos silanois residuais presentes na fase estacionaria.
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3.8 Avaliacao da aplicabilidade da fase Si(DoDC)

3.8.1 Separacdo de uma mistura de farmacos

A aplicabilidade da fase Si(DoDC) foi avaliada na separacdo de substancias
altamente polares como a mistura contendo os farmacos hidroclorotiazida (pKa >9,1),
furosemida (pKa 9,8), cimetidina (pKa 13,4), famotidina (pKa 9,3) e ranitidina (pKa 7,8).
Estes compostos apresentam baixa retencdo em fases estacionarias convencionais
disponiveis comercialmente, tornando-se dificeis as andlises pela CLAE-FR. Para este
estudo a fase Si(DoDC) #1 foi utilizada em uma coluna de 150 x 4,6 mm. Para a separagao
foi empregada uma fase moével acetonitrila:solugdo de CH3COONH4 a 0,02 mol L', na
propor¢do 40:60 (v/v), com uma vazdo de 1,0 mL min’!, temperatura de 30 °C e detec¢io
UV a 224 nm. Solugdes padrdes individuais dos farmacos foram injetadas individualmente
para a confirmagdo do tempo de retencdo. A separagdo obtida pela fase Si(DoDC) foi
comparada a obtida por uma fase comercial Cis, sob condi¢des idénticas de analise.

As estruturas moleculares dos farmacos avaliados neste estudo sdo apresentadas na

Figura 8.

Figura 8. Estruturas moleculares dos farmacos: (a) hidroclorotiazida, (b) furosemida, (c)

cimetidina, (d) famotidina e (e) ranitidina.
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44

3.8.2 Separacdo dos isomeros do surfactante sulfonato de alquilbenzenos lineares

O LAS ¢ um tensoativo anidnico, amplamente usado em detergentes industriais,
constituido de uma mistura de isdmeros de posicao de cadeias alquiladas lineares variando
de Cio a Ci6, com predominancia de Cio a Ci3, conforme estrutura quimica apresentada na

Figura 9.

Figura 9. Estrutura molecular do sulfonato de alquilbenzenos lineares. x+y =7 a 11 unidades CH;

CH.,).CH
H,C(CH,); (CH),CH,

SO;Na

Fonte: Proprio autor.

A fase Si(DoDC)#1 foi empregada na separacdo dos isdmeros do LAS na tentativa
de avaliar sua seletividade estérica, ou seja, a capacidade de separar isOmeros,
principalmente de cadeias longas. A separagdo foi realizada com fase moével metanol:H>O
(50:50, v/v), com vazdo de 1,0 mL min™!, coluna de 150 x 4,6 mm, temperatura de 30 °C e
deteccdo UV a 254 nm e para comparacdo utilizou se uma coluna do mesmo tamanho, com

fase estacionaria comercial Cis.

3.8.3 Separacdo de isomeros espaciais com atividade optica (enantiomeros)

A aplicabilidade da fase Si(DoDC) foi avaliada também na separacdo de uma
mistura racémica de compostos opticamente ativos (enantidmeros) do farmaco omeprazol,
Figura 10.

O omeprazol ¢ um benzimidazol substituido, inibidor da bomba de protons, que
existe como uma mistura racémica dos isomeros R e S. O esomeprazol ¢ o isdmero S do
omeprazol e o primeiro inibidor da bomba de protdes a ser desenvolvido como um isémero
unico para o tratamento de doencas relacionadas a acidez do sistema gastrico. Assim como
0 omeprazol, o esomeprazol demonstra uma inibicdo altamente eficaz da secre¢do acida

gastrica. No entanto, o esomeprazol difere do omeprazol ao apresentar menor metabolismo
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hepatico de primeira passagem e depuragdo plasmatica mais lenta, resultando em
concentragdes plasmaticas mais elevadas. O aumento da biodisponibilidade sistémica do
esomeprazol oferece a perspectiva de melhor eficacia clinica e manejo mais efetivo de
doengas relacionadas a acidez do sistema gastrico (LIND et al, 2000). Assim, a
importancia de separar os isdmeros e preparar formulagdes com maior propor¢do do
esomeprazol ¢ uma necessidade dificilmente encontrada com os materiais de separagdo

convencionais.

Figura 10. Estruturas moleculares dos isomeros do omeprazol. (a) (R)-5-metoxi-2-[(4-metoxi-3,5-
dimetil-piridin-2-il)metilsulfinil]-3H-benzimidazol e (b) (S)-5-metoxi-2-[(4-metoxi-3,5-dimetil-
piridin-2-il)metilsulfinil]-3H-benzimidazol.
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A possibilidade de separagdo dos isdmeros do omeprazol foi avaliada em uma
coluna de 150 x 4,6 mm recheada com a fase Si(DoDC) #1, empregando fase moével
metanol:dgua 60:40 (v/v), com uma vazdo de 1,0 mL min!, temperatura de 30 °C e
deteccado UV a 224 nm. A separacdo obtida pela fase preparada neste trabalho foi

comparada com a obtida por uma coluna comercial Cis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizac¢ao Fisico-Quimica do polimero DoDC

Para avaliar se a sintese do polimero DoDC ocorreu de forma bem sucedida, foram
realizadas algumas caracterizagdes fisico-quimicas como: andlise termogravimétrica (TG),
Calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectroscopia de absor¢cdo na regido do

infravermelho (IV) e Ressonancia magnética nuclear de '"H (RMN de 'H).

4.1.1 Grau de substituicdo doo DoDC

O grau de substituicdo (GS) do dodecanoato de celulose ¢ o numero médio de
grupos dodecanoila que substituem as hidroxilas da celulose por unidade glicosidica, o
qual pode variar de zero (nenhum grupo inserido) a 3 (inser¢do de grupos em todas
hidroxilas da unidade glicosidica). O GS (Eq. 12) ¢ um parametro de extrema importancia,
pois afeta a cristalinidade do polimero, o potencial de biodegradabilidade e a solubilidade
em diferentes solventes, entre outras propriedades. Por exemplo, celulose (GS = 0) ¢
insolavel na maioria dos solventes, mas ao se aumentar o GS do derivado celulésico DoDC
a solubilidade se altera. Para um GS = 0,33 o polimero DoDC se torna soliivel em piridina
e benzeno, para um GS = 2,76 o polimero se torna soluvel em tolueno, DMAc, DMSO
(dimetilsulfoxido), DMF (dimetilformamida), THF (tetraidrofurano), entre outros
(FREITAS, 2016).

O resultado obtido para o dodecanoato de celulose sintetizado neste trabalho foi de
GS = 1,7, indicando um elevado grau de substitui¢do da celulose, o que possibilitou sua
solubilidade em tolueno, empregado como solvente tradicional na preparagdo de fases

estacionarias reversas.

4.1.2 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica do
DoDC e os possiveis eventos de sua degradagdo, permitindo definir o intervalo de
temperatura de imobilizagdo do DoDC sobre o suporte de silica. A curva

termogravimétrica do DoDC ¢ apresentada na Figura 11.
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Figura 11. Curvas TG para a amostra de DoDC e de celulose.
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Fonte: proprio autor.

A celulose apresenta dois eventos térmicos tipicos: i) entre 25 e 150 °C, atribuido a
volatilizacdo de dgua adsorvida no material celulosico, e; ii) entre 275 °C a 400 °C, com
uma perda de massa de 90 %. Este tltimo processo € atribuido a ruptura das ligacdes da
cadeia principal que levam a decomposi¢do da celulose, deixando um residuo carbonéceo
de cerca de 10% na temperatura de 550 °C. J4 na curva TG para o dodecanoato de celulose
¢ possivel identificar dois eventos térmicos na faixa de 25 a 600 °C. Observa-se o primeiro
evento térmico entre 25 e 150 °C, referente a processos de desidrata¢dao do polimero, com
perda de aproximadamente 1 % de massa. O DoDC ¢ um material mais hidrofoébico que a
celulose pura, o que justifica a menor perda de massa proveniente da desidratagdo quando
se comparam os dois materiais. O segundo evento térmico, que se inicia na temperatura de
142 °C, ¢ possivelmente atribuido a ruptura das ligagcdes dos grupos laterais dodecanoatos
ligados as unidades de glicose da cadeia celuldsica principal. Guo (2012) observou que
derivados celulosicos acilados com cloreto de acila de cadeia entre 8§ a 16 atomos
apresentam um evento térmico com temperatura inicial de decomposi¢do entre 209 e
215 °C para amostras com grau de substituicdo inferior a 0,50. Abdala e Ragab (2014)
observaram, para uma amostra de dodecanoato de celulose com grau de substituicdo de
2,76, uma queda no valor da temperatura inicial de decomposicao para 120 °C. O valor
encontrado neste trabalho se encontra entre as temperaturas informadas para os derivados
acilados condizente com o GS de 1,7, sendo inferior ao esperado para decomposicao da

celulose sem modificagdo, confirmando a acilagio da celulose. Esta diminui¢do na
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temperatura de decomposi¢do do derivado celulose quando comparamos com a
temperatura de decomposi¢do da celulose pura, ocorre porque ¢ necessario mais energia
térmica para degradar a celulose, enquanto o derivado rompe a estrutura da celulose,
facilitando a degradacdo. A partir da temperatura de 375 °C ocorre a mineralizacdo do

material.

4.1.3 Calorimetria diferencial de varredura

A andlise do dodecanoato de celulose por DSC fornece importantes informagdes
como temperatura de fusdo em processos endotérmicos, temperatura de cristalizagdo em
processos exotérmicos, entalpias relacionadas a estas transformagdes e temperatura de
transi¢do vitrea. Na Figura 12 estdo apresentadas as curvas de DSC do dodecanoato de

celulose.

Figura 12. Curvas de primeira e segunda varredura de DSC para o dodecanoato de celulose.
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A primeira varredura mostra uma pequena perda de agua, também observada na
curva TG, apresentada na Figura 11, e um pico endotérmico relacionado a fusdo do
dodecanoato de celulose. A temperatura de fusao registrada foi de 40,45 °C e a entalpia de
fusdo obtida de 118,1 J g!'. Esta temperatura de fusdo do DoDC ¢ interessante para a
imobilizagdo térmica sobre particulas de silica, pois nas condi¢des empregadas para a
imobilizacdo, o dodecanoato de celulose, na forma liquida, permitird uma melhor
acomodacdo do mesmo na superficie e poros da silica, fornecendo um melhor

recobrimento do suporte.
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4.1.4 Espectroscopia de absor¢do no infravermelho

O DoDC foi caracterizado por espectroscopia de absor¢ao no infravermelho para a
identificacdo dos sinais referentes ao grupamento dodecanoila e a celulose, avaliando,
dessa forma, a eficiéncia da esterificacdo da celulose. A Figura 13 apresenta os espectros

de absor¢do no infravermelho para a celulose e o derivado celulésico DoDC.

Figura 13. Espectros FTIR para (a) celulose microcristalina e (b) DoDC.
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Fonte: proprio autor.

De acordo com a Figura 13, o espectro FTIR para o dodecanoato de celulose
apresenta uma significativa diferenca quanto ao perfil se comparado ao espectro da
celulose microcristalina (ndo modificada), confirmando a modificagdo da celulose.
Observa-se que a banda intensa em 3575 cm™! no espectro da celulose microcristalina,
atribuida ao estiramento O-H, € praticamente inexistente no espectro do DoDC. Este fato
fornece indicios de que a modifica¢do ocorreu pelos grupos OH da celulose. Além disso, o
estiramento C=0 de carbonila, em 1750 cm™ no espectro de DoDC indica evidéncias da
esterificagdio da celulose. A ocorréncia de picos em torno de 2830-2950 cm™! nos espectros
de ésteres de celulose ¢ atribuida ao estiramento C-H de grupos CH» e CH3, associados a
substituicdo da celulose pelos grupos dodecanoila. A banda em torno de 721 cm™ &
indicadora da existéncia de, pelo menos, quatro grupos (-CH>) linearmente concentrados e
balanceados na estrutura do derivado celulosico. Abdala e Ragab (2014) consideram esta

banda como caracteristica do polimero dodecanoato de celulose.
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4.1.5 Ressondncia magnética nuclear de 'H

A informagdo estrutural do produto obtido da sintese do dodecanoato de celulose
foi realizada por RMN de 'H. A Figura 14 apresenta o espectro de RMN de 'H de uma

amostra de dodecanoato de celulose.

Figura 14. RMN de 'H do dodecanoato de celulose.
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De acordo com o espectro de RMN de 'H, o sinal registrado em 4,1 ppm ¢ atribuido
aos hidrogénios ligados aos carbonos 1 a 6 da estrutura da celulose. O duplo tripleto em 2,4
ppm esta associado ao grupo CH: (carbono 8 da estrutura do DoDC), enquanto que em 1,7
ppm ¢ registrado um multipleto associado ao CH> do carbono 9 do DoDC. O sinal intenso
em 1,3 ppm estd associado aos grupamentos CH> dos carbonos 10 a 17 da estrutura do
DoDC. E registrado ainda no deslocamento de 0,9 ppm o sinal referente ao grupo CH3 do
carbono 18 do dodecanoato de celulose. Dessa forma, os sinais registrados no espectro de
RMN de 'H confirmam a estrutura do dodecanoato de celulose, que serd empregado como

recobrimento polimérico de fases estacionarias para CLAE-FR.
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4.2 Otimizac¢ao da imobilizacio do DoDC sobre particulas de silica

O polimero DoDC sintetizado foi entdo empregado na preparagdao de fases
estaciondrias para cromatografia liquida de alta eficiéncia no modo de fase reversa a partir
do método de imobilizacdo térmica sobre particulas de silica cromatografica. A preparagdo
das fases estacionarias, Si(DoDC), foi otimizada para a obtengdo de materiais com alto
grau de recobrimento polimérico das particulas de silica. As variaveis estudadas na
otimizacdo do preparo das fases estacionarias Si(DoDC) foram: a temperatura de
imobilizagdo, o tempo de imobilizagdo e a carga polimérica de DoDC. Estas variaveis
foram otimizadas a partir de um planejamento fatorial de trés varidveis em dois niveis cada
uma, planejamento 23. As respostas avaliadas neste estudo foram: (i) a porcentagem de
carbono, que indica a quantidade de DoDC imobilizado sobre a silica, e; (ii) o numero de
pratos (N/m), que indica a eficiéncia da fase Si(DoDC) na separagdo de compostos.

A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento de experimentos realizada para a
otimizagdo do processo de preparo de fases Si(DoDC) para CLAE-FR com os resultados

de porcentagem de carbono e o nlimero de pratos para cada uma das fases preparadas.

Tabela 3. Porcentagem de carbono e eficiéncia de coluna obtidas para as fases Si(DoDC), de

acordo com o planejamento fatorial 2°.

Fases Variaveis % C N/m
T t C Txt TxC txC  TxtxC

#1 - - — + + + — 9,66 6.200
#2 + — — - — + + 4,78 2.600
#3 - + — - + - + 2,74 5.200
#4 + + _ + - - B 9,57 1.700
#5 _ B + + — — + 5,81 4.500
#6 + — + — + — - 12,32 4.900
#7 - + + - - + - 6,42 3.800
#8 + + + + + + + 7,86 -

Com os resultados obtidos da porcentagem de carbono foram calculados os efeitos
de cada uma das varidveis no preparo das fases estacionarias Si(DoDC). Os efeitos foram
calculados através da diferenca entre as médias aritméticas da porcentagem de carbono em

cada nivel para cada variavel, de acordo com a Equacao 14.
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Ef = %C(+) - %C(_) Eq 14

Em que Ey ¢ o efeito da variavel, %C4y € a porcentagem média de carbono no nivel alto da
variavel e %C_y € a porcentagem média de carbono no nivel baixo da variavel.

Como os experimentos ndo foram realizados em replicatas, o erro dos efeitos ndo
pode ser estimado a partir de variancias individuais dos experimentos. Desta forma, o erro
dos efeitos foi estimado pela anélise do grafico normal dos efeitos, no qual os efeitos mais
dispersos de um valor padronizado (Z) igual a zero sdo considerados estatisticamente
significativos. Para construir o grafico normal de efeitos foram calculadas também todas as
interacdes entre os fatores, resultando no total de sete efeitos: trés efeitos principais, trés
interagdes de dois fatores e uma interacdo de trés fatores. Para o calculo dos efeitos de
interagdo de varidveis, multiplicam-se os sinais dos niveis de elemento a elemento.
Primeiro, as interagdes das varidveis sdo determinadas pela multiplicagdo dos niveis de
duas a duas e, depois, das trés variaveis (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010), obtendo-
se a matriz apresentada na Tabela 3. Os valores de efeito (Ef) para cada interagdo foram
calculados de forma similar ao calculo de efeito para as variaveis principais (Equagdo 14).

Os efeitos obtidos para cada varidvel e suas interagdes estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Efeitos das variaveis estudadas e suas interacoes na preparagdo de fases Si(DoDC).

Variaveis Efeitos

1 Temperatura (°C) +0,59
2 Tempo de imobilizagdo (h) -3,37
3 Carga polimérica (% m/m) +3,29
12 Temperatura X tempo 1,66
13 Temperatura X carga polimérica 1,50
23 Tempo X carga polimérica -0,43
123 Temperatura X tempo X carga -2,31

De acordo com os valores de efeito, a temperatura de imobilizagdo, dentro dos
niveis estudados (100 a 120 °C), apresentou a menor influéncia imobilizacdo de DoDC
sobre a silica. O tempo de imobilizacao e a carga polimérica apresentaram efeitos similares

na imobilizacdo de DoDC. O sinal negativo do efeito do tempo de imobilizagdo indica que



53

o nivel baixo possui maior influéncia na imobiliza¢ao do polimero sobre a silica, ou seja,
quanto menor o tempo de imobilizagdo maior ¢ a quantidade de DoDC imobilizado sobre a
silica. A significancia dos efeitos do tempo de imobilizagdo e da carga polimérica pode ser

confirmada pelo grafico normal dos residuos, Figura 15.

Figura 15. Grafico normal de efeitos para o preparo da fase Si(DoDC). 1= temperatura de

imobilizagdo, 2= tempo de imobilizacdo e 3= carga polimérica.
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Fonte: proprio autor.

Os valores de efeitos mais dispersos de um valor padronizado (Z) igual a zero sdo
estatisticamente significativos, e aqueles que se aproximam deste valor ndo possuem
influéncia significativa na resposta. Conforme pode ser observado na Figura 15 os pontos
vermelhos (2 e 3, tempo e carga polimérica, respectivamente) nas extremidades sdo os
mais dispersos e, por isso, sdo os dois Unicos significativos para o preparo das fases
Si(DoDC). No circulo estdao os valores de efeito menos significativos, sendo uma variavel
discreta (temperatura de imobilizacdo) e as demais interagdes entre as variaveis. Apesar da
interagdo das trés varidveis ndo estar inclusa no circulo, sua significincia ndo foi
considerada, pois quanto maior ¢ o numero de interagdes das varidveis, menor seu efeito no
experimento.

O tempo de imobilizagdo (ponto 2) se encontra na area negativa do grafico normal
dos efeitos, indicando que o nivel baixo (8 h) proporcionou melhor resultado para a
imobilizacdo do DoDC sobre a silica. Ja a carga polimérica (ponto 3) ocorreu o contrario,
sua presenca na regido positiva do grafico indica que o nivel alto (50 %, m/m) foi mais

significativo para a imobiliza¢do da fase Si(DoDC). A temperatura de imobilizagdo, por
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ndo ter efeito significativo na imobilizagdo, dentro das condi¢des estudadas, pode ser

definida como qualquer valor entre 100 e 120 °C para a preparagao da fase Si(DoDC).
4.3 Caracterizacao fisico-quimica da fase Si(DoDC)

As propriedades fisico-quimicas e morfologicas da nova fase estacionaria
Si(DoDC) foram determinadas a partir de diferentes técnicas de caracterizagdo. Essas
informagdes permitem avaliar a aplicabilidade do material como meio de separacao
cromatografico para cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas do suporte de silica foi avaliada pela técnica de

microscopia eletronica de varredura, antes e apds o processo de imobilizagdo térmica do

DoDC. A Figura 16 apresenta as micrografias eletronicas destes materiais.

Figura 16. Micrografias eletronicas de varredura de (a) particulas de silica e (b) da fase

estaciondria Si(DoDC) imobilizada termicamente.

Fonte: proprio autor.

O estudo morfolédgico da fase Si(DoDC) nos permite avaliar a regularidade das suas
particulas, quanto a forma e tamanho, bem como avaliar o grau de aglomeracdo das
particulas ap6s o processo de imobilizagdo polimérica do DoDC.

Comparando a micrografias da silica nua (Figura 16a) e da fase estacionaria
Si(DoDC) (Figura 16b), verifica-se que o procedimento de imobilizagdo polimérica nio
afetou a estrutura morfolodgica esférica do suporte de silica de maneira significativa,

apresentando boa regularidade das particulas apos o processo de preparacdo das fases. A
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camada polimérica de DoDC depositada sobre as particulas de silica ndo ocasionou a
formagao de aglomerados de particulas, que poderiam tornar inadequada a fase para o
enchimento das colunas de aco inox. Quanto mais uniforme a distribuicao do material de
recheio e a regularidade das particulas, melhor a compactagdo das particulas na coluna
cromatografica e, consequentemente, maior a eficiéncia de separagdo. Pelas micrografias
da Figura 16 as etapas de lavagem da fase Si(DoDC) no processo de preparo foram
eficientes na remog¢ao de material organico residual, pois nao ha residuos de reagentes ou

registro de aglomerados das particulas da fase nas micrografias.

4.3.2 Andlise termogravimétrica

Como a fase Si(DoDC) ¢ obtida a partir da imobilizagdo térmica do DoDC sobre
silica, ¢ importante acompanhar a sua estabilidade térmica para evitar sua degradagdo
durante a preparacdo. Mesmo com a estabilidade elevada do DoDC, a presenga da silica
pode afetar positiva ou negativamente a estabilidade do DoDC durante a imobilizagao.
Assim, a estabilidade térmica da fase Si(DoDC) foi avaliada por analise termogravimétrica

e o perfil obtido ¢ comparado ao perfil da curva TG do DoDC, Figura 17.

Figura 17. Curvas termogravimétricas para uma fase Si(DoDC) e para o DoDC.
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Fonte: proprio autor.

Analisando as curvas termogravimétricas apresentadas na Figura 17, observam-se
pequena variacdo de massa até cerca de 275 °C para a fase Si(DoDC), indicando uma

minima quantidade de agua adsorvida e/ou residuos de solventes provenientes da
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preparagdo na fase. A pequena quantidade de agua adsorvida pode estar relacionada ao
recobrimento adequado da superficie da silica (altamente higroscopica) com o polimero
DoDC. A partir de 275 °C observa-se uma perda de massa de 20 % até 450 °C. Este evento
esta provavelmente associado a decomposicao do polimero DoDC imobilizado no suporte.
Nenhum evento de perda de massa diretamente associado ao suporte cromatografico foi
registrado na TG, confirmando o bom recobrimento com a camada de DoDC. Comparando
com a Curva TG do DoDC, observa-se que a estabilidade do DoDC na fase (quando

imobilizado na silica) apresentou uma maior estabilidade térmica do que o polimero puro.

4.3.3 Area Superficial e Andlise de Porosidade

Elevadas areas superficiais e sistemas de poros adequados, para transferéncias de
massas rapidas dos solutos, sdo especialmente requeridos para os materiais de separagao
cromatografica a fim de obter separagdes eficientes. A fase Si(DoDC) foi submetida a
caracterizacdo morfologica quanto a porosidade e drea superficial especifica a partir do
estudo de isotermas de adsor¢cdo de nitrogénio. A curva de adsor¢do/dessorcdo de

nitrogénio na fase Si(DoDC) esta apresentada na Figura 18.

Figura 18. Isoterma de adsor¢ao/dessorgdo de nitrogénio na fase Si(DoDC).
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Fonte: proprio autor.

A fase Si(DoDC) apresenta, de acordo com a Figura 18 e pela defini¢do da [UPAC
(do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry), uma isoterma do tipo IV

com histerese do tipo H1. Este perfil de isoterma ¢é caracteristica de materiais com
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mesoporos, cujos poros apresentam didmetros no intervalo de 2 a 50 nm. O aumento do
volume de gés adsorvido para pequenos valores de P/Py na Figura 18 indica que existe a
presenca de microporos associados aos mesoporos. A quantidade desses microporos, no
entanto, deve ser muito pequena comparada a quantidade de mesoporos. Essas
caracteristicas sdo desejaveis na cromatografia liquida de alta eficiéncia, pois permitem
separagdes mais eficientes devido a maior extensdo de sitios de interacdo da fase
estaciondria com os compostos a serem separados.

A histerese do tipo H1 desenvolvida na adsor¢cdo de N> na fase Si(DoDC) ocorre
devido as pressdes de saturagcdo ndo serem iguais para a condensagdao e a evaporagao no
interior dos poros, indicando uma diferenca entre os perfis de adsor¢do e dessor¢do do N>
na fase Si(DoDC), Figura 18. Este tipo de histerese indica que o material apresenta poros
regulares, de formato cilindrico e/ou poliédrico com as extremidades abertas. Este tipo de
histerese esta presente nas particulas de silica, o que implica que a imobilizagdo térmica do
DoDc sobre a superficie da silica ndo altera as propriedades de poros do suporte. Estes
resultados podem ser confirmados pelos valores de didmetro e volume de poros e area

superficial especifica apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Propriedades morfologicas do suporte cromatogrdfico antes e apos a imobilizagdo

téermica do DoDC.

Area superficial Volume de Diametro
Material especifica poros médio de poros % C
(m* g™ (em’ g™ (nm)
SiO» 309 0,85 12,1 <0.01
Si(DoDC) 187 0,58 10,0

A area superficial especifica do suporte de silica ¢ reduzida em torno de 40 % com
a imobilizacdo do DoDC na preparagao da fase Si(DoDC). Como ocorre uma reducao do
volume e didmetro dos poros da silica apds o processo de imobilizacdo, € possivel inferir
que o DoDC se deposita em toda a extensdo da particula de silica, inclusive em seus poros.
A reducao no volume e no diametro do poro da fase Si(DoDC) estd associada ao
preenchimento parcial dos poros com uma fina camada de DoDC, mas sem que ocorra a
obstrucdo total dos poros. As caracteristicas morfoldgicas finais da fase Si(DoDC) ainda
sdo adequadas para finalidades cromatograficas, possibilitando uma alta capacidade de

interacdo com os compostos durante a separacao.
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4.3.4 Espectroscopia de absor¢do na regiao do infravermelho da fase Si(DoDC)

A confirmagdo da incorporagdo do polimero DoDC no suporte cromatografico de
silica foi realizada pela espectroscopia de absor¢ao no infravermelho da fase Si(DoDC). A

Figura 19 apresenta os espectros de infravermelho para a silica nua e para a fase
Si(DoDC).

Figura 19. Espectros FTIR da (a) silica nua e da (b) fase estacionaria Si(DoDC).

(a) (b)
= g
g :
E
F
(=}

Si-0-Si =

4000 32|00 24|00 16|00 8(|)0 4000 3200 2400 1600 800
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Fonte: proprio autor.

Nos espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho da fase Si(DoDC) e da silica,
apresentados na Figura 19, observa-se a imobilizagdo do polimero DoDC sobre as
particulas de silica via tratamento térmico. O estiramento em 1750 cm™! no espectro da fase
Si(DoDC), atribuido a C=0O de grupos carbonila, sdo provenientes do dodecanoato de
celulose (DoDC), uma vez que a silica nua ndo possui carbonila. Os picos em 2850 cm™ e
2940 cm™! no espectro IV da fase Si(DoDC), sdo atribuidos a estiramentos simétricos e
assimétricos das ligacdes C-H em grupos CH2 e CHj3 respectivamente, provenientes do
recobrimento polimérico e sdo compativeis com o DoDC. No espectro IV da fase
Si(DoDC), em 1644 cm’!, tem-se uma banda de deformacdo angular de moléculas de 4gua
que, possivelmente estdo adsorvidas na superficie da silica. Percebe-se pela largura e
intensidade, que tal banda possui uma contribuicdo, da banda de carbonila em 1750 cm!

do DoDC imobilizado na silica.
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4.4 Caracterizac¢ao Cromatografica das fases Si(DoDC)

As fases estacionarias Si(DoDC) preparadas foram avaliadas cromatograficamente
a partir da analise de misturas teste padrdo, que determinam as propriedades de retencao de
compostos de diferentes caracteristicas no revestimento polimérico. Através da separagdo
destas misturas pode-se avaliar as caracteristicas de retencdo da fase estacionaria, o
mecanismo de separacao ¢ a aplicabilidade do material. Inicialmente foi analisada uma
mistura, denominada hidrofébica, para determinar o mecanismo da separagao na fase

Si(DoDC) e otimizar as condi¢des de fase movel para as separagoes.

4.4.1 Mistura teste hidrofobica

A mistura hidrofobica composta de uracila, benzonitrila, benzeno, tolueno e
naftaleno ¢ empregada na avaliagdo da fase estacionaria quanto ao modo de separagao,
indicada pela ordem de elui¢do das substancias. Esta mistura ¢ preparada pelo grupo de
pesquisa e utilizada para avaliacdo de todos os materiais produzidos no grupo.

A melhor propor¢do de fase movel para a separacdo da mistura teste hidrofobica
nas fases Si(DoDC) foi determinada a partir da avaliacdo de diferentes propor¢des de
metanol:dgua (MeOH:H>0), composi¢do tipica do modo de fase reversa da CLAE. A
composicdo MeOH:H>O (50:50, v/v) foi a que propiciou a separacdo e resolucdo mais
adequada dos compostos.

Os cromatogramas da separacdo da mistura hidrofobica pelas fases Si(DoDC)

preparadas de acordo com o planejamento experimental estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Cromatogramas da separagdo da mistura hidrofobica pelas fases Si(DoDC)
preparadas de acordo com o planejamento experimental. (A) fase #1, (B) fase #2, (C) fase #3, (D)
fase #4, (E) fase #5, (F) fase #6, (G) fase #7 e (H) fase #8. Condigoes de andlise: fase movel:
MeOH H:O (50:50, v/v), vazdo de 0,5 mL min, temperatura de 25 °C, detec¢do UV a 254 nm.
Identificacdo dos compostos: (1) uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno, (5) naftaleno e

(*) impureza.
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Fonte: proprio autor.

A partir da Figura 20 observa-se que as fases estacionarias preparadas, exceto para
o cromatograma da Figura 20H, foram capazes de separar a mistura teste hidrofébica,
indicando um mecanismo de separagdo baseado em interagdes hidrofobicas, na qual os
compostos mais apolares ficam retidos mais tempo que os compostos menos apolares. Essa
caracteristica era esperada, uma vez que a celulose modificada, com 12 atomos de carbono
e com um GS de 1,7, se torna uma camada hidrofébica como recobrimento da superficie da
silica. Essa ordem de elui¢do ¢ caracteristica do modo de fase reversa, logo, as fases
Si(DoDC) atuam como fases estacionarias reversas.

As fases com maior quantidade de carbono, #1 e #6, representadas nos
cromatogramas (Figura 20A e 20F, respectivamente), separaram de forma mais adequada e

eficiente a mistura hidrofobica, porém, observa-se que as fases com menores porcentagens
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de carbono, como a fase #3 (Figura 20C), também apresentaram boa separacdo dos
compostos.

Espera-se que fases com maior teor de carbono separem mais eficientemente os
compostos hidrofobicos, por que em teoria recobririam melhor a superficie do suporte
cromatografico e melhoraria o desempenho. Porém, os resultados acima apresentados nos
mostram que muitas vezes uma quantidade grande de carbono n3o necessariamente
propicia uma melhor separagdo, muitas vezes ocorre bloqueio dos poros do suporte
cromatografico, fazendo com que o transporte de massa dos analitos seja lento, diminuindo
consequentemente, o desempenho cromatografico da fase.

Os parametros cromatograficos obtidos da separacdo dos compostos da mistura

hidrofobica estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros cromatogrdficos de desempenho das fases Si(DoDC) preparadas em

diferentes condigoes, de acordo com o planejamento experimental.

Fases Si(DoDC) k*® As10%? R,° N/m?
#1 8,00 1,4 3,68 6.200
#2 4,77 1,3 2,33 2.600
#3 4,60 1,6 3,04 5.200
#4 2,71 1,5 1,99 1.700
#5 6,93 0,9 3,21 4.500
#6 9,79 1,3 3,43 4.900
#7 6,15 1,6 3,04 3.800
#8 - - - -

“ medido para o pico do naftaleno; ® medido para o par tolueno-naftaleno.

De uma forma geral, observa-se que as fases Si(DoDC) ndo apresentaram um bom
desempenho cromatografico, uma vez que o nimero de pratos (N/m), que mede a
eficiéncia da separacdo (capacidade de eluir os compostos sem o alargamento dos picos),
ficou abaixo dos valores encontrados para fases baseadas no recobrimento polimérico com
polissiloxanos por exemplo, normalmente acima de 40.000 pratos/m (FARIA; COLLINS;
JARDIM, 2009). Este fato pode estar associado as caracteristicas do derivado celuldsico
com relacdo ao transporte de massas quando comparado a outros polimeros que se

comportam como solvente em condigdes de uso da CLAE. No entanto, a capacidade de
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separagdo da fase Si(DoDC) ¢ demonstrada nos cromatogramas da Figura 20 e na Tabela
6, em que os picos sdo bem resolvidos e com parametros cromatograficos adequados. Os
valores de fator de retengao (k) para o pico mais retido nas fases Si(DoDC), o naftaleno,
estdo de acordo com a porcentagem de carbono nas fases, ou seja, aumentam com o
aumento da quantidade de DoDC imobilizado na silica. Em todas as fases Si(DoDC),
exceto para a obtida no experimento 8 (Figura 20H) que ndo apresentou condi¢des
adequadas de separacdo, foram obtidos picos com fator de assimetria As 10 (medido para
o pico do naftaleno) entre 0,9 e 1,6 e resolugdo entre picos (Rs, medida para os picos de
naftaleno e tolueno) maior que 1,25 (minimo para separagdo entre dois compostos),
indicando potencialidade do material ser empregado como fase estacionaria para CLAE-
FR. Dentre as fases Si(DoDC) avaliadas, a fase #1 apresentou a melhor e mais eficiente
separacdo dos compostos da mistura teste hidrofobica. A fase Si(DoDC) #1 foi empregada
na separa¢do da mistura hidrofobica para avaliagdo da melhor composi¢ao de solventes
para a fase movel MeOH:H>O. Na Figura 21 estdo apresentados os cromatogramas obtidos
dessas medidas.

Através dos cromatogramas da Figura 21, observa-se que a melhor condig¢do de
propor¢ao dos solventes MeOH e H>O na fase mével, que resulta na separacao de todos os
compostos com boa resolucdo dentro de um tempo mais curto de analise, foi de 50:50
(v/v). O composto 1 nos cromatogramas, a uracila, ¢ utilizada apenas como marcador da
fase movel, ou seja, a sua presenga registra o tempo necessario para que a fase movel (que
ndo gera pico no cromatograma) atravesse o percurso cromatografico. Assim, a co-eluigao
da uracila com a benzonitrila (pico 2) na propor¢ao MeOH:H>O 50:50 (v/v) indica apenas
a baixa reten¢do da benzonitrila na fase Si(DoDC), devido a sua polaridade maior se
comparada aos outros compostos da mistura, que resulta em menor interacdo com a cadeia

de 12 carbonos do DoDC.
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Figura 21.Cromatogramas da separagdo da mistura hidrofobica pela fase Si(DoDC) #1.
Condigoes de andlise: fase movel: MeOH:H2O (4) 0:100,v/v, (B) 10:90, v/v, (C) 20:80, v/v, (D)
30:70, v/v, (E) 40:60, v/v, (F) 50:50, v/v, (G) 60:40, v/v, (H) 70:30, v/v, (1) 80:20, v/v, (J) 90:10,

v, (K) 100:0, v/v. Vazdao de 0,5 mL min, temperatura de 25 °C, detec¢ao UV a 254 nm.

Identificacdo dos compostos: (1) Uracila, (2) benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno, (5) naftaleno e

(+) impurezas.
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Fonte: proprio autor.
4.4.2 Estudo da repetibilidade do tempo de retencao dos compostos na fase Si(DoDC)

A fixacdo do DoDC na superficie da silica foi avaliada pela andlise sequencial da
mistura teste hidrofobica pela fase Si(DoDC), monitorando o tempo de retencao e a area de
pico do naftaleno ao longo de 18 corridas cromatograficas. Os cromatogramas obtidos apds

18 separagdes consecutivas da mistura teste hidrofobica estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Separagdo sucessiva da mistura teste hidrofobica pela fase Si(DoDC) #1. Condigoes:
fase movel MeOH:H,O (60:40, v/v),vazdo de 0.5 mL min’, detec¢do UV a 254 nm, temperatura de
25 °C.
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Fonte: proprio autor.

Os cromatogramas obtidos a partir da separagdo sucessiva da mistura teste
hidrofobica pela fase Si(DoDC), apds 18 inje¢des, mostradas na Figura 25, indicam que
ndo houve perda significativa da camada polimérica de DoDC da fase estacionaria durante
as andlises. A variagdo do tempo de retencdo para o naftaleno apds as andlises foi de
apenas 0,20 % em termos de desvio padrdo relativo, enquanto que a area do pico do
naftaleno apresentou um desvio padrao relativo menor que 0,05 %. Esse resultado indica
que o DoDC se apresenta fixo na superficie do suporte de silica e, mesmo com elevada
pressdo e passagem de solventes da fase movel, sua estabilidade ndo ¢ afetada,
possibilitando a analise qualitativa e quantitativa pela fase Si(DoDC) de forma confidvel

(GRITTI et al., 2010).

4.4.3 Protocolo teste de Tanaka

A segunda mistura analisada, na verdade, um conjunto de quatro misturas testes de
compostos padrdo, denominado de protocolo de Tanaka foi desenvolvido por Tanaka e
colaboradores. Trata-se de um protocolo muito empregado por diversos grupos de pesquisa
académicos e fabricantes de colunas cromatograficas para CLAE para avaliar a qualidade
de suas fases estacionarias (KIMATA et al., 1989). Esse protocolo permite determinar

importantes propriedades de retencdo e, assim, inferir na seletividade das fases



65

estacionarias em desenvolvimento. Além disso, existem atualmente mais de 1000 fases
estacionarias analisadas por esta mistura, possibilitando uma comparacdo das
caracteristicas da fase preparada com as ja desenvolvidas.

As propriedades de retencao das fases Si(DoDC) desenvolvidas neste trabalho
foram avaliadas pelo protocolo de Tanaka. Os parametros cromatograficos, retirados dos

cromatogramas de separacao das misturas de Tanaka, estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros de seletividade das fases Si(DoDC) obtidas pelo protocolo de Tanaka.

Fases Si(DoDC)

Parametros
#l1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
ke 1,11 0,73 1,00 1,00 1,92 1,83 1,00 1,00
O.CH2 1,76 1,32 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
OIT/0 6,56 6,84 1,00 1,00 6,59 5,84 1,00 1,00
oc/p 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

OB/P pH 7,6 1,00 8,38 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

OB/P pH 2,7 1,00 8,82 1,00 1,00 2,67 2,48 3,86 1,00

De acordo com os resultados da Tabela 7, algumas fases Si(DoDC) nao
apresentaram capacidade de separacao das substancias (parametros de seletividade igual a
1) nas diferentes misturas. Essas fases, portanto, ndo se apresentaram adequadas para a
finalidade de obtencdo de um material de separagdo capaz de separar misturas que
possuem dificuldades de serem separadas nas colunas comerciais disponiveis. As demais
fases Si(DoDC) (#1, #2, #5 e #6) apresentaram como principal caracteristica um alto valor
de arjo, seletividade estérica. Os valores de at/o obtidos, acima de 5, sdo superiores aos
obtidos por fases reversas convencionais disponiveis comercialmente (CRUZ et al., 1997).
Por exemplo, a coluna comercial Discovery Cis, da marca Supelco, possui oo de 1,51
enquanto a coluna comercial Resolve Cis da Waters apresenta aro de 1,59 (EUERBY;
PETERSSON, 2003). Essa caracteristica pode estar associada a celulose, devido a sua
quiralidade, que transfere para o recobrimento da fase estaciondria a capacidade de separar
substancias de caracteristicas de polaridade similares, porém com disposi¢do no espaco
distinta, como no caso da separagdo do o-terfenilo e do trifenileno. Para uma visdo mais
geral das propriedades de retengdo das fases Si(DoDC) os dados da Tabela 7 foram

plotados em graficos do tipo radar, Figura 23, em que cada um dos eixos do grafico
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corresponde a uma propriedade de retencdo da fase Si(DoDC) obtida pela separagdo das

misturas de Tanaka.

Figura 23. Pardmetros de retengdo obtidos pelo protocolo de Tanaka para as fases estacionarias

Si(DoDC). (A) Fase #1, (B) Fase #2, (C) Fase #5 e (D) Fase #6.
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Fonte: proprio autor.

(B)

B/P2,7

G'B/P 7,6

B/P 7.6

k

PB

C/p

C/p

CH2

T/O

CH2

T/O

O grafico do tipo radar, Figura 23, permite realizar uma avaliacdo geral das

propriedades de retencdo das fases estacionarias, possibilitando avaliar a melhor fase

dentre aquelas preparadas. Nessa condicdo, a fase #1 apresentou o melhor resultado global

em termos de retencdo pela separacdo das misturas testes do protocolo de Tanaka. Esse

resultado global significa uma maior reten¢do para os compostos na camada polimérica e

consequentemente uma menor retengdo residual no suporte de silica, ou seja, um melhor

recobrimento do suporte pela camada de DoDC. Esse melhor recobrimento, como pode ser

observado pelas porcentagens de carbono em cada fase estacionaria, ndao esta relacionado

com a quantidade de polimero imobilizado, mas sim com a qualidade do recobrimento

devido ao melhor rearranjo do polimero sobre a superficie do suporte.
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4.5 Potencialidade de aplicacdes da fase Si(DoDC)

As fases estacionarias Si(DoDC) foram avaliadas quanto a sua potencialidade em
separar substancias altamente polares como os farmacos: hidroclorotiazida, furosemida,
cimetidina, famotidina e ranitidina, que apresentam pKa normalmente acima de 9. Além
disso, as fases Si(DoDC) também foram avaliadas quanto a sua capacidade em separar uma
mistura de uma série homologa de isdmeros de posi¢ao do surfactante anionico sufonato de
alquilbenzenos lineares (LAS, do inglés linear alkylbenzene sulphonate) e uma mistura
racémica de isomeros do farmaco omeprazol. Essas duas misturas foram avaliadas devido

as caracteristicas de seletividade estérica indicadas pela Mistura de Tanaka.

4.5.1 Separagdo de uma mistura de farmacos

A mistura de farmacos selecionada (hidroclorotiazida, furosemida, cimetidina,
famotidina e ranitidina) para a avaliacdo da fase Si(DoDC) ¢ constituida de compostos com
pKa maiores que 9, ou seja, compostos que apresentam cargas positivas nas condi¢des
normais de analise por CLAE-FR, que apresentam baixa retengdo na fase estacionaria e,
portanto, dificuldade de separacdo. A Figura 24 apresenta os cromatogramas da separagao

dos farmacos pela fase Si(DoDC) e por uma fase Cis quimicamente ligada.

Figura 24. Cromatogramas da separagdo dos farmacos (1) furosemida, (2) hidroclorotiazida, (3)
famotidina, (4) cimetidina e (5) ranitidina pelas fases (a) Si(DoDC) e (b) Cis. Condigdes: ACN:Sol.
CH;COONH, 0,02 mol L' (40:60, v/v); 1,0 mL min”'; 30 °C, deteccdo UV 224 nm.
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Fonte: proprio autor.
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Observam-se nos cromatogramas de separacao da mistura de farmacos na Figura 24
que apenas a coluna recheada com a fase Si(DoDC) foi capaz de separar os cinco
compostos de forma eficiente. A separacdo ocorreu em um tempo relativamente curto,
cerca de 7 min, empregando uma eluicao isocratica. O uso de acetato de amodnio na fase
movel foi para garantir a eluicdo dos compostos na forma neutra, em que o grupo acetato
neutraliza as cargas positivas dos farmacos nas condi¢des de andlise. Desta forma, os
compostos apresentaram adequada retengao na fase Si(DoDC), enquanto que na fase Cig

comercial, pouca retencao foi obtida coeluindo os cinco compostos quase totalmente.

4.5.2 Separacdo dos isomeros do surfactante LAS

A possibilidade de contribuicdo de caracteristicas da celulose para a fase
estacionaria foi avaliada na separagdo de isomeros de posi¢ao do surfactante LAS. O LAS
¢ constituido de uma mistura de isomeros de posicdo com cadeias alquiladas lineares,
variando de Cio a Cis, com predominancia de Cio a Ci3 (PENTEADO; SEOUD;
CARVALHO, 2006). Para este estudo foram utilizadas colunas cromatograficas recheadas
com a fase Si(DoDC) #1 e com uma fase Cig comercial, para finalidades de comparagao.

Os cromatogramas de separagdo sao apresentados na Figura 25.

Figura 25. Cromatograma da separa¢do do LAS nas fases (a) Si(DoDC)#1 e (b) Ci1s comercial.
Condigoes: fase movel ACN:sol. NH.Ac 0,02 mol L' (40:60, v/v), vazdo de 0,5 mL min,
temperatura de 25 °C, detec¢do UV a 254 nm. Identificagdo: 1: C10, 2: Cl11, 3: C12 e 4: CI3.
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Fonte: proprio autor.
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A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 25, observam-se que a fase
Si(DoDC) preparada em laboratorio apresentou melhor separacdo dos compostos
isoméricos presentes no LAS. Cada um dos picos apresentados corresponde a um
componente do LAS de Cio a Ci3, em que a ordem dos compostos foi definida de acordo
com o mecanismo de separagdo definido para as fases reversas, uma vez que nao houveram
inje¢des individuais dos padrdes. O LAS ¢ um dos compostos (misturas) de dificil andlise
em fases comerciais convencionais, devido a complexidade da mistura isomérica. Este fato
pode ser confirmado pela separacdo ineficiente observada para a fase Cis comercial
apresentada na Figura 25b. A capacidade de separagdo do LAS pela fase Si(DoDC) pode
ser atribuida a seletividade da camada de DoDC para a mistura de compostos.

O acetato de amonio na fase movel foi utilizado para neutralizar as cargas dos
isomeros do LAS, que sdo tensoativo anidnicos, impedindo interagdes eletrostaticas com as

fases estacionarias.

4.5.3 Separacdo de isomeros espaciais (enantiomeros) do omeprazol

A capacidade de separagdo de compostos opticamente ativos pela fase Si(DoDC)
foi avaliada pela andlise de uma mistura racémica do omeprazol. A mistura foi também
aplicada em uma coluna recheada com uma fase comercial Cis para confirmag¢do da
dificuldade de separacdo de compostos dessa natureza em materiais convencionais. A
Figura 26 apresenta os cromatogramas da separacao dos isdmeros R,S do omeprazol.

De acordo com a Figura 26 pode-se observar que a mistura R,S do omeprazol ¢é
bem resolvida pela fase Si(DoDC) e o mesmo ndo ocorre na fase Cig comercial, como
esperado. A confirmacao dos picos dos isdmeros do omeprazol foi realizada pela injecao
individual dos compostos nas duas fases avaliadas. Este resultado de separacdo de
enantiomeros pela fase Si(DoDC) deve estar relacionado a contribui¢do da celulose as
caracteristicas de separacdo do material final, uma vez que a celulose apresenta como uma
das suas caracteristicas principais a quiralidade. E importante mencionar que a preparago
da fase, sem a utilizacdo de processo quimico de fixacdo do derivado celulésico sobre a
silica, também possui uma contribuicdo fundamental para que caracteristicas da celulose
fossem mantidas no material final. Observa-se na literatura (SHEN; TOMOYUKI;
OKAMOTO, 2014; GALLINELLA et al., 2014; KHARAISHVILI et al., 2016) que a
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ligagcdo quimica de derivados celuldsicos normalmente desativa algumas caracteristicas da

celulose, como sua potencialidade de aplicagdo na separagdo quiral.

Figura 26. Cromatograma da separagdo dos isomeros (1) (R)-Omeprazol e (2) (S)-Omeprazol
pelas (a) fase Si(DoDC) e (b) pela fase Cis comercial. Condigoes: fase movel MeOH:H>O (60:40,

v/v), vazdo de 1,0 mL min’, temperatura de 30 °C, detec¢ao UV a 224 nm.
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Fonte: proprio autor.
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5 CONCLUSAO

As fases estaciondrias obtidas pela imobilizagdo térmica do polimero dodecanoato
de celulose sobre o suporte de silica, Si(DoDC), mostraram potencialidade para serem
utilizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR).

O wuso da celulose modificada como recobrimento polimérico para fases
estaciondrias se torna uma alternativa interessante, desde o ponto de vista econdmico até de
seletividade, para preparacdo de fases estacionarias para cromatografia liquida. A
facilidade de modificacdo da superficie da celulose e a possibilidade de imobilizagdo
térmica do derivado na superficie de suporte cromatografico, como observado pelos
resultados, abre um campo de estudos desses materiais como meio de separacao
cromatografica. As caracteristicas da celulose e do agente modificador se combinam para
dar uma seletividade intrinseca a fase estaciondria. Como visto nas fases Si(DoDC)
preparadas neste trabalho, a quiralidade da celulose e a hidrofobicidade da cadeia de 12
carbonos do dodecanoato resultaram em uma fase que atua na modalidade de
cromatografia liquida de fase reversa com alta seletividade para separagdo de compostos
1soméricos e compostos altamente polares. Foi possivel determinar uma condi¢do mais
adequada de preparacdo da fase estacionaria que resultasse em melhor recobrimento
polimérico do suporte cromatografico com boas propriedades de reten¢do cromatografica
para os compostos. As caracterizagdes fisico-quimicas e morfologicas da fase Si(DoDC)
indicaram a imobiliza¢do eficiente do dodecanoato de celulose sobre a silica, mantendo no
material final as caracteristicas adequadas para fins cromatograficos. A expectativa ¢ que
seja viavel o uso de celulose regenerada da biomassa para que possa ser modificada e
empregada como recobrimento polimérico de fases estaciondrias para CLAE, pois
permitiria uma preparacdo de material de mais baixo custo, de disponibilidade imediata e
de seletividade ajustada a um determinado problema analitico.

Como o objetivo da preparagao da fase Si(DoDC) visava a separacao de compostos
hidrofébicos de cadeias mais longas dificeis de serem analisados por CLAE, avaliou-se a
aplicabilidade de fase estacionaria na separacdo de isdmeros do tensoativo LAS, obtendo
melhor separagdo dos seus isdmeros em um tempo relativamente curto, quando comparado
com uma fase Cig comercial. A aplicacdo da fase Si(DoDC) na separa¢ao dos isomeros
mostrou que a fase tem seletividade adequada para resolver misturas enantioméricas, como

o (R,S)-omeprazol.
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Pela simplicidade na preparagdo, pelo acesso facil a matéria-prima e pela grande
capacidade de separar misturas de compostos altamente polares e isoméricas, as fases
estaciondrias baseadas em derivados celuldsicos imobilizados termicamente sobre suporte
de silica, mostram viabilidade e inumeras possibilidades de aplicagdo no ramo

farmacéutico, agroindustrial e em outros diversos setores da industria quimica.
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