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RESUMO

O piperonal é uma molécula de grande valor econdmico, pois € utilizado como matéria-
prima nas industrias de cosméticos e de farmacos. Uma das formas de obtengdo do
piperonal é por meio de sintese cujo substrato € o safrol. O safrol é o principal constituinte
quimico do 6leo essencial de pimenta-longa (Piper hispidinervum, C. DC), espécie que é
abundante na regido Amazdnica. Apds os processos de sintese aplicados diretamente no
6leo de pimenta longa, obtém-se o piperonal, como produto principal, e os coprodutos
safrol, cis-isosafrol, trans-isosafrol e terpinoleno. O rendimento dessa rota sintética é cerca
de 84% de piperonal. Por este motivo, e considerando o alto valor agregado ao piperonal é
que se propds separd-lo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com injecdo
empilhada. Nesse tipo de separacdo sdo essenciais as defini¢des de tempo de ciclo e tempo
de coleta. Para isso, foram empregadas duas abordagens: a abordagem experimental, na
qual o tempo de ciclo e o tempo de coleta foram obtidos diretamente do cromatograma e a
abordagem tedrica que surgiu em decorréncia do modelo proposto nesta Tese, onde os
tempos de ciclo e coleta foram obtidos a partir dos parimetros da curva gaussiana. Para
essa ultima abordagem, sdo necessdrias as constantes de equilibrio e os pardmetros de
transferéncia de massa (D, Der, D € Ep), que foram obtidos experimentalmente. Foram
empregados trés sistemas cromatograficos de separacdo: o primeiro e segundo foi
constituido de fase mével acetonitrila/dgua — 70/30 (v/v) a 25 e 35°C e o terceiro, de fase
movel etanol/dgua — 70/30 (v/v) a 35°C, com detecgdo em 245 nm para todos os sistemas.
Utilizou-se coluna analitica de 25 x 0,46 cm e coluna semipreparativa de 25 x 1,0 cm
recheadas com fase estaciondria C;g cujo tamanho médio de particula foi 20 um. Na coluna
analitica foram determinadas a porosidade total e as constantes de equilibrio do piperonal,
safrol, isosafrol e terpinoleno, nas vazdes de 0,6 — 1,4 mL.min"'. Na coluna semipreparativa
foram determinadas a porosidade total bem como os pardmetros de transferéncia de massa,
nas vazdes de 4,0 — 6,0 mL.min"'. Para realizacdo da abordagem teérica, foi preparado uma
solucdo na qual a concentracgao foi de 0,2 g.L'l. J4 na abordagem experimental, preparou-se
uma solucdo de 9,50 g.L”'. Os resultados quanto aos parimetros cromatogréficos e as
constantes de equilibrio mostraram que os componentes t€m a seguinte ordem crescente de
elui¢do: piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno. O piperonal tem a menor afinidade com a

fase estaciondria C;g enquanto o terpinoleno possui a maior. Quanto aos parametros de
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transferéncia de massa, todos os valores foram préximos aqueles previsto na literatura,

2 -1

.. . - . -6 - .. . ~
sendo o coeficiente de difusdo efetivo da ordem de 10™ cm™.s™ e o coeficiente de dispersdo

25! Em relacdo a abordagem experimental, o piperonal

axial da ordem de 107 cm
apresentou pureza e recuperacdo superiores a 98% e 97%, em que a fase moével
acetonitrila/dgua a 25°C, constitui-se como o melhor sistema de separa¢do. O mesmo
resultado foi obtido para a abordagem tedrica quanto ao sistema de separacdo, sendo a
pureza e recuperacdo de aproximadamente 100% de piperonal. A CLAE semipreparativa
com injecdo empilhada mostrou-se bastante eficiente em termos de producdo de piperonal
com elevado grau de pureza. Os resultados indicaram também que uma quantidade maior
de amostra pode ser injetada e as informacdes operacionais bem como os pardmetros
determinados neste estudo podem ser facilmente implementados em cromatografia

preparativa, tanto em batelada quanto continua, para obter grandes quantidades de

piperonal puro.

Palavras-Chave: pimenta longa, piperonal, mistura multicomponente, inje¢do empilhada,

fase reversa.
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ABSTRACT

Piperonal is a molecule of great economic value because it is used as raw material in the
cosmetic and pharmaceutical industries. One way of obtaining piperonal is through
synthesis which substrate is safrole. Safrole is main constituents of the essential oil of long
pepper (Piper hispidinervum, C. DC), specie that is abundant in Amazon region. After
synthesis processes applied directly to the long pepper oil, piperonal is obtained as the main
product and coproducts safrole, cis-isosafrole, trans-isosafrole and terpenolene. The
throughput for this synthetic route is about 84% of piperonal. For this reason, and
considering the high added value at the piperonal is proposed that separate it by High
Performance Liquid Chromatography with stacked injection. For this, two approaches were
used: the experimental approach, in which the cycle time and the time of collection were
obtained directly from the chromatogram in concentrated solution and the theoretical
approach that arose due to proposed model in the thesis on condition of infinite dilution,
where cycle times and collection were obtained from the parameters of the Gaussian curve.
In this last approach, the equilibrium constants and parameters of mass transfer (Dp, Der, Ds
and Eyp), which were obtained experimentally are needed. Three chromatographic separation
systems were used: the first and second, consisted of mobile phase acetonitrile/water —
70/30(v/v) at 25 and 35°C and the third, ethanol/water — 70/30 (v/v) at 35°C, with detection
in 245 nm all systems. It was used analytical column of 25 x 0,45 cm and semipreparative
column of 25 x 1,0 filled with stationary phase C;3 which size particle is 20 um. In
analytical column were determined the total porosity and equilibrium constants of
piperonal, safrole, isosafrole and, terpinoleno, in flow rate of 0.6 — 1.4 mL.min". In
semipreparative column were determined the total porosity as well as the parameters of
mass transfer, in flow rates 4.0 — 6.0 mL.min"'. For the performance of theoretical
approach, was prepared a solution in which the concentration 9.50 g.L'l. The results
regarding to chromatographic parameters and equilibrium constants showed that the
components has a followed ascending order of elution: piperonal, safrole, isosafrole,
terpinolene. The piperonal has a lowest affinity in respect to stationary phase C;g while
terpinoleno has the greatest. Regarding mass transfer parameters, all values are close to
those predicted in the literature, the effective diffusion coefficient of about 10° cm®.s™ and

the axial dispersion coefficient of the order of 10~ cm?s™. With respect to experimental

XV



approach, piperonal presented purity and recovery greater than 98% and 97% in which
mobile phase acetonitrile/water at 25°C, was established as the best separation system. The
same result was obtained to theoretical approach regarding to separation system, being
purity and recovery about 100% of piperonal. The semipreparative HPLC with stacked
injection proved to be very efficient in terms of producing piperonal with high purity. The
results also indicate that a greater amount of sample may be injected, and the operational
information’s and the parameters determined in this study may be easily implemented in
preparative chromatography, either batch or continuous, to obtain large quantities of pure

piperonal.

Key-words: long pepper, piperonal, multicomponent mixture, stacked injection, reversed

phase.
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piperonal + 10% de safrol); Coluna =25 x 1,0 cm.

Obtencdo do tempo de ciclo (t.) e do tempo de coleta (t.o).
(1) piperonal; (2) safrol e isosafrol; (3) terpinoleno. Condigdes
experimentais. Q = 5,00 mL.min"; Vinjecio= 800 pL; C =
10,0 gL (85% de piperonal + 1,70% de safrol + 7,58% isosafrol
+ 0,90% de terpinoleno); Coluna = 25 x 1,0 cm.

Curva de calibragdo em acetonitrila/dgua a 25°C: (a) piperonal;

(b) safrol; (c) isosafrol e (d) terpinoleno.

Curva de calibragdo em acetonitrila/dgua a 25°C: (a) piperonal,

(b) safrol; (c) isosafrol e (d) terpinoleno.

Curva de calibragdo em etanol/dgua a 35°C: (a) piperonal; (b)

safrol; (c) isosafrol e (d) terpinoleno.

Cromatograma da mistura multicomponente a 25°C contendo (1)
piperonal, (2) safrol e isosafrol, (3) terpinoleno cuja concentracio
foi de 0,60 g.L"' na proporgio porcentual de 85% de piperonal,
1,70% de safrol, 7,58 % isosafrol e 0,90 % de terpinoleno e
volume de injecao de 20 pL.

Queda de pressdo: fase movel acetonitrila/dgua a (o) 25°C e

(m) 35°C e fase movel etanol/dgua a (A) 35°C.

XX Vi

39

40

42

42

43

45

48



Figura 4.4 -

Figura 4.5 -

Figura 4.6 -

Figura 4.7 -

Figura 4.8 -

Figura 4.9 -

Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e) isosafrol,

(o) safrol, (#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6
1,4 mL.min'l; Temperatura = 25°C; Fase modvel

acetonitrila/agua.

Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e) isosafrol,

(o) safrol, (#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6
14 mLmin'; Temperatura = 35°C; Fase movel

acetonitrila/dgua.

Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e) isosafrol,

(o) safrol, (#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6

1,4 mL.mjn'l; Temperatura = 35°C; Fase mével = etanol/agua.

Isotermas de Langmuir para mistura bindria (#) piperonal
(o) safrol em fase estaciondria Cijg. Q = 1,0 mL.min
Temperatura = 25°C; Detec¢do UV = 250 nm; Fase modvel
acetonitrila/agua — 70/30(v/v).

Isoterma de Langmuir para mistura bindria (#) piperonal
(o) safrol em fase estaciondria Cijg. Q = 1,0 mL.min
Temperatura = 35°C; Detecgdo UV = 250 nm; Fase mével

acetonitrila/dgua — 70/30(v/v).

Isoterma de Langmuir para mistura bindria (4) piperonal
(o) safrol em fase estaciondria Cig. Q = 1,0 mL.min
Temperatura = 35°C; Detec¢do UV = 250 nm; Fase modvel
etanol/dgua — 70/30 (v/v).
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Figura 4.10 -

Figura 4.11 -

Figura 4.12 -

Figura 4.13 -

Figura 4.14 -

Figura 4.15 -

Obtencdo dos parametros de transferéncia de massa:
(@) isosafrol, (O) safrol (#) piperonal, (A) terpinoleno. Condi¢des
experimentais: Q = 4,0 - 6,0 mL.min'l; Fase movel =

acetonitrila/dgua; Temperatura = 25°C; Coluna = 25 x 1,0 cm.

Obtengdo dos parametros de transferéncia de massa:
(@) isosafrol, (O) safrol (#) piperonal, (A) terpinoleno. Condi¢des
experimentais: Q = 4,0 — 6,0 mL.min"; Fase movel =

acetonitrila/dgua; Temperatura = 35°C; Coluna = 25 x 1,0 cm.

Obtencdo dos pardmetros de transferéncia de massa:
(@) isosafrol, (O) safrol (#) piperonal, (A) terpinoleno. Condigdes
experimentais: Q =4,0 — 6,0 mL.min'l; Fase mével = etanol/dgua;

Temperatura = 35°C; Coluan =25 x 1,0 cm.

Cromatograma da mistura pseudo-bindria piperonal(1)/safrol(2):
Q=10 mL.min'l; Temperatura = 35°C; Pressdo = 84 kgf.cm'z;
Vinjecio = 50 uL; Detec¢do UV = 245 nm; Coluna = 25 x 0,46 cm;
C = 1,00 g.L"! (85% de piperonal + 10% de safrol).

Aumento da  concentracdo.  Condicdes  experimentais:
Q=30 mL.min"; Temperatura = 35°C; Pressdo = 33 kgf.cm'z;
Vinjecio= 800 uL; Detec¢do UV = 260 nm; coluna =25 x 1,0 cm.

Cromatograma de cinco (a) e dez (b) injecdes empilhadas:
(1) piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno. Q =
5,0 mL.min™; Temperatura = 25°C; Pressio = 25 kgf.cm'z;
Vinjecio= 800 uL; coluna = 25 x 1,0 cm; Fase movel:
acetonitrila/agua - 70/30 (v/v); C = 10 g.L"' (85% de piperonal +
1,70% de safrol + 7,58% de isosafrol + 0,90% de terpinoleno).

XXViii

57

58

59

63

64

66



Figura 4.16 -

Figura 4.17 -

Figura 4.18 -

Figura 4.19 -

Figura 20

Cromatograma de cinco (a) e dez (b) injegdes empilhadas:
(1) piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno. Q =
5,0 mL.min'I; Temperatura = 35°C; Pressdo= 25 kgf.cm'z;
Vinjecao= 800 uL; Coluna = 25 x 1,0 cm; Detec¢do UV = 245 nm;
Fase moével: acetonitrila/dgua - 70/30 (v/v); C =10 g.L'1 (85% de
piperonal+ 1,70% de safrol + 7,58% de isosafrol + 0,90% de

terpinoleno).

Cromatograma referente a dez inje¢des empilhadas:
(1)  piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno.
Q=50 mL.min'l; Temperatura = 35°C; Pressdo = 70 kgf.cm'z;
Vinjecio = 800 UL; Deteccdo UV = 245 nm; Coluna = 25 x 1,0 cm;
Fase movel: etanol/dgua — 70/30 (v/v); C = 10 g.L'1 (85% de
piperonal + 1,70% de safrol + 7,58% de isosafrol + 0,90% de

terpinoleno).

Separacdo por injecdo empilhada. Condi¢Ges experimentais: Q =
5,0 mL.min'l; Fase mdvel = acetonitrila/dgua; C = 0,2 g.L’1 (85%
de piperonal + 1,70% de safrol + 7,58% de isosafrol + 0,90% de
terpinoleno). Temperatura (a) 25°C e (b) 35°C

Separacdo por injecdo empilhada. Condicdes experimentais:
Q=50 mL.min"! ; Fase mével = etanol/dgua; Temperatura =
35°C; C = 02 gL" (85% de piperonal + 1,70% de safrol +
7,58% de isosafrol + 0,90% de terpinoleno).

Espectro de absorbancia de (a) piperonal, (b) safrol, (c) isosafrol e
(d) terpinoleno. Condicdes experimentais: Q = 0,2 mL.min™'; Fase
movel: acetonitrila/dgua; Temperatura = 25°C; Vinjecao = 20 uL;

C =0,10 g.L'l; Faixa de varredura = 190 — 370 nm; Passo de
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Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

varredura = 1,0 nm.

Cromatograma da mistura (1) piperonal e (2) safrol. (a)
Condicdes experimentais: Q = 1,0 mL.min"'; Fase mével:
acetonitrila/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;  Vigeao = 20 uL;
Proporcdo: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura =
25°C. (b) Derivada primeira referente aos dados experimentais:

B=20gLC=100gL";D=150gL";E=20,0gL".

Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol.
(a) Condigdes experimentais: Q = 1,0 mL.min""; Fase mével:
acetonitrila/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;  Vigeao = 20 uL;
Propor¢do: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura =
35°C. (b) Derivada primeira referente aos dados experimentais:

B=20gL";C=100gL";D=150gL";E=200gL".

Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol.
(a) Condigdes experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Fase movel:
etanol/agua; Coluna: 25 x 1,0 cm; Vipjecao = 20 pL; Proporg¢ao:
50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 25°C.
(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B =

20gLC=100gL;D=150gL"; E=20,0gL".

Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol.
(a) Condigdes experimentais: Q = 1,0 mL.min"'; Fase mével:
etanol/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm; Vipjecao = 20 uL; Proporgao:
50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 35°C.
(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B =

20gL';C=100gL;D=150gL"; E=20,0gL".

Esquema de uma curva de ruptura (adaptado de Gritti et al,2003).
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Figura 26

Figura 27

Curvas de ruptura do (a) piperonal, (b) safrol, (c) isosafrol, (d)
terpinoleno. Condi¢des experimentais: Q = 1,0 mL.min™;
Temperatura = 25°C, Fase mével: acetonitrila/dgua; Coluna: 15 x

0,39 cm; Fase estaciondria = Cs, Detec¢do UV = 245 nm.

Ajuste linear na obtencdo das constantes de equilibrio. Condi¢des
experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Temperatura = 25°C; Fase
moével: acetonitrila/dgua; Coluna: 15 x 0,39 cm; Fase

estacionaria: Cig
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Capitulo 1

1. Introducao

Na Amazodnia ocorre mais de uma centena de espécie da familia Piperacea. Entre
estas, predominam espécies do género Piper. Em levantamento botdnico e quimico
realizado na flora aromatica da regido amazonica, mais de uma espécie de Piper fornecem
Oleos essenciais. As espécies Piper hispidinervum e Piper Callosum (ambas amazdnicas)
sdo ricas em safrol. O valor industrial dessa substancia decorre da presenca do grupo alila
existente em sua molécula, a partir da qual, com pequenas transformagdes quimicas, obtém-
se compostos orgdnicos com vasto emprego comercial, como € o caso do piperonal
utilizado na industria farmacéutica (MAIA er al., 1987). O piperonal (heliotropina;
4-carboxaldeido-1,2-metilenodioxi-benzeno) é um aldeido aromatico com odor floral
caracteristico (SANTOS et al., 2004; BRAGA, 2007).

O piperonal é um substrato adequado para sintese de vdrios produtos de interesse
farmacéutico. Entre estas substancias, estd a piperina que € usada como anti-inflamatério; a
vanilina utilizada como antioxidante; piribedil e a L-DOPA utilizados como agentes anti-
Parkison; eupaverina usada como vaso dilatador; a papaverina usada para tratamento da
disfuncdo erétil (SANTOS et al., 2004).

Uma vez que o piperonal é uma molécula extremamente versatil, purificd-la a partir
de processos de sintese aplicados a substratos naturais, como € o caso essencial de pimenta
longa, torna-se bastante atrativo.

A separagdo do piperonal a partir de uma solucdo de sintese com vdrias substincias
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no modo de injecdo empilhada é uma
alternativa aos métodos de obtenc¢ao existentes, os quais sd3o ambientalmente prejudiciais e
economicamente caros. Consequentemente, proporcionar processos cada vez melhores que
levam a obtencdo de substdncias com elevado grau de pureza, de interesse tanto para

inddstria farmacéutica quanto para induistria quimica, como o piperonal.



1.2. Objetivo Geral

O objetivo geral desta tese foi separar o piperonal a partir de uma solucio de sintese
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no modo semipreparativo com

injecdo empilhada.

1.3. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desta tese foram:

e determinar os parametros cromatograficos por CLAE em colunas analiticas;

e determinar a isoterma linear do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno em
solugdes diluidas e isoterma de competi¢do da mistura piperonal/safrol em solugdes
concentradas;

e determinar os coeficientes de dispersdo axial (Ep) e de difusdo efetivo (Der) do
piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno em coluna semipreparativa;

® caracterizar a coluna semipreparativa em termo da porosidade total (€, e queda de
pressdo (AP);

® obter os parAmetros operacionais de ampliacio de escala e produgio;

e propor um modelo tedrico que possibilite operacionalizar experimentalmente a
técnica de injecdo empilhada;

e analisar a pureza, recuperacio e producdo em escala semipreparativa.



Capitulo 2

2. Revisao da literatura

2.1. Piperonal e suas propriedades

A quimica e a estrutura dos aldeidos s@o caracterizadas pela presenca do grupo
carbonila (—CO). Essas substancias possuem importincia excepcional em sintese organica
devido a elevada reatividade desse grupo. Os aldeidos simples sdo liquidos a temperatura
ambiente. Na industria quimica, sdo empregados como solventes, matérias-primas e sintese
de outras substancias (COSTA et al., 2003).

O piperonal [(3,4-(metilenodioxi)benzaldeido)] é um aldeido aromatico, sélido a
temperatura ambiente e de odor caracteristico floral (Tabela 2.1, Figura 2.1). Essa
substancia ¢ muito utilizada pela indudstria como matéria-prima na producio de perfumes e

farmacos (TORRI et al., 1984).

0T

Figura 2.1 - Férmula estrutural do piperonal.



Tabela 2.1 - Propriedades fisicas do piperonal

Propriedades Valores Referéncia
Massa molar 150,13 g.mol'1 LIDE, 2011
Densidade 1,337 g.mL LIDE, 2011
Ponto de ebuli¢do 264°C BAKER, 2004
Ponto de fusdo 37°C LIDE, 2011
Solubilidade em dgua 3,50 g.L'1 (20°C) YALKOWSKY e HE, 2003

2.1.1. Importancia industrial

O piperonal tem elevada importancia para indudstria farmac€utica como fixador e
substrato utilizado na sintese de vdrios produtos com atividade farmacolégica bem
conhecida como a piperina (anti-inflamatério); a vanilina (antioxidante); o piribedil e a L-
DOPA (agentes anti-Parkison); a eupaverina (vaso dilatador); a papaverina (tratamento da

disfun¢ao erétil) conforme a Figura 2.2 (SANTOS et al., 2004).

L-DOPA
Piperina

IS
Vanilina

CHO /N

; MeO

MeQ

& Piperonal % ‘
MeOr Papaverina
0

< O 1 OO )

o
Eupaverina

Figura 2.2 - Substancias sintetizadas a partir do piperonal (SANTOS et al. 2004)



2.1.2. Obtencao

O piperonal tornou-se um substrato de alto valor industrial, cujos processos mais
utilizados para sua obtencdo sdo a ozondlise e a oxidagdo por 4cido crdmico a partir do
isosafrol. Entretanto, a questdo ambiental associada as espécies de cromo e a necessidade
de grande quantidade de energia e controle cuidadoso da temperatura de reagdo (0 — 5°C)
para a ozondlise, tem impulsionado o desenvolvimento de novas rotas sintéticas bem como
novos processos menos poluentes e mais vidveis economicamente (BLAIR e HILL, 1959;
FARINACCI, 1957; TORRI et al., 1984).

Virias alternativas t€ém sido apresentadas para tornar o processo de obtengdo do
piperonal sustentdvel ambiental e economicamente. Santos et al. (2004) propuseram uma
alternativa baseada em oxidag¢do microbioldgica do isosafrol a piperonal. O rendimento de
20%, embora seja um resultado promissor, ainda é baixo.

Uma rota sintética utilizada por Braga (2007) que consistiu na isomerizagdo do
safrol a isosafrol, seguida de oxidagdo eletroquimica do isosafrol a isosafrol glicol e de
oxidagdo a piperonal proporcionou um rendimento em torno de 85%. Porém, esse
procedimento foi aplicado a uma amostra de 6leo essencial de pimenta longa (Piper
hipidinervum C.DC) rica em safrol. A solucdo final de sintese apresentou ndo apenas o
piperonal, mas também outras substancias como: terpinoleno (presente no 6leo), safrol e

cis, trans-isosafrol.

2.2 Fase Estacionaria: o grupo octadecil (Cyg)

A superficie da silica é composta de grupos silandis e pontes de siloxano. Véarios
tipos de silandis podem ser identificados espectroscopicamente. Os silandis livres sobre a
superficie da silica podem reagir com vérios grupos funcionais para formar fases
estaciondrias quimicamente ligadas. A melhor ligacdo ocorre entre o silicio e o carbono,
pois sdo hidroliticamente estaveis. O clorodimetil-octadecilsilano, um organosilano, reage
com os silandis livres para formar fase estaciondria Cg (devido a presenga do grupo alquil
com dezoito carbonos) (NEUE, 1997).

A reagdo de silanizac@o ndo ocorre com todos os silondis presentes na superficie da

silica. Os silandis residuais aumentam a cauda das bandas cromatograficas, prejudicando



sua simetria. Por isso muitos fabricantes submetem a silica a uma segunda reacdo com um
organosilano simples, geralmente trimetilsilanocloro. Esse processo conhecido como
capeamento, por mais eficiente que seja, ndo alcanca todos os grupos silandis residuais.
Outro procedimento € uma variacdo da primeira reacdo, onde os grupos metilas sdo
substituidos por grupos isopropila ou isobutila que provocam impedimento estérico dos
silandis livres. Este dltimo procedimento torna a silica mais estivel, mas causa prejuizos na
eficiéncia da coluna. Quanto ao processo de capeamento, cerca de 50% dos silandis
residuais ndo sdo atingidos pela reacdo (SNYDER et al., 2010).

Fases reversas preparadas conforme descritos anteriormente podem hidrolisar
quando utilizadas em sistemas com valores de pH menores que 3. Entretanto, sdo muito
uteis em pH > 6. Deve-se, porém, ressaltar que a silica dessas fases nao pode ser utilizada
em meio extremante basico, porque os sitios contendo os grupos silandis sdo atacados pela
hidroxila. Essas fases sdo, também, sensiveis a variagdes de temperatura. Em temperaturas
relativamente altas, obtém-se melhores eficiéncias e seletividade, menores tempo de andlise
e, portanto, menores tempos de retencdo. Por outro lado, pode causar, também, a
deterioracdo da fase estaciondria na coluna. Normalmente, para propdsitos praticos, o
intervalo de temperatura de trabalho com fases reversas tradicionais estd entre 30 e 60°C.
Para minimizar este efeitos, existe uma enorme variedade de fases reversas onde se pode
trabalhar em sistemas com pH de 1 a 12 e em temperaturas menores que a ambiente até
90°C (CLAESSENS et al., 1996; THOMPSON e CARR, 2002; CLAESSENS e VAN
STRATEN, 2004; KIRKLAND, 2004).

2.3 Leito Fixo

Em cromatografia liquida, Figura 2.3, o leito fixo é uma coluna recheada com
adsorventes, através da qual se faz percolar uma mistura fluida, da qual se tem o interesse
em separar ou analisar determinadas substancias. Tais substincias devem apresentar
afinidade com o adsorvente ou propriedades de escoamento, suficientemente diferentes dos
demais componentes presentes na mistura, de modo que € possivel estabelecer condicdes

que resultam na sua separagdo e andlise (BRAGA, 2007).
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Figura 2.3 - Leito Fixo (adaptado de Braga, 2007).

Nas particulas desse leito ocorre o fendmeno de adsor¢do que governa a maioria das
separacdes cromatograficas em meio liquido. De modo geral, ocorre a transferéncia de um
determinado soluto da fase fluida para fase sdlida, podendo ou ndo ocorrer reacodes
quimicas. Em se tratando apenas de interacdes fisicas, o transporte do soluto entre ambas as
fases desenvolve equilibrio na superficie das particulas sélidas. Esse equilibrio é traduzido

por uma isoterma se e somente se a temperatura for constante.
2.3.1 Queda de pressao

Em unidades cromatograficas semipreparativas que sdo projetadas para trabalhar a
pressoes relativamente altas, torna-se necessario estabelecer uma relagdo entre a queda de
pressdo na coluna cromatografica (por unidade de comprimento) e a velocidade intersticial
da fase movel (equagdo de Darcy). A equagdo de Kozeny-Carman € satisfatéria para regime

darcyniano utilizado em cromatografia (NICOUD, 2000; SILVA JUNIOR, 2006a).

_Ezn_uznz_ngu:@.u
Loox dpe @.1)
36B(1-¢)>

em que X representa a permeabilidade do leito, B o coeficiente de Kozeny (valor
aproximado de 4,5), d, o didmetro médio de particulas e N, a viscosidade dinamica da fase

movel, u é a velocidade média intersticial da fase fluida e €, a porosidade do leito.



2.4 Modelos de Isoterma de Adsorc¢ao
2.4.1 Modelo Linear

A isoterma de adsorcdo descreve a relacdo de equilibrio termodindmico entre a
quantidade de soluto na fase estaciondria (q) e a quantidade de soluto na fase mével (C).
Em solugdes liquidas sob condi¢do de diluicdo infinita (ou em baixas concentracdes)

apresentam-se na forma linear e seguem a lei modificada de Henry segundo:
q=k,C (2.2)

em que k;, € a constante de equilibrio. Segundo Mazzotti et al. (1997), a seletividade (o) é
definida pela razdo entre a constante de equilibrio do componente mais retido (j) pela

constante de equilibrio do componente menos retido (i) conforme a Equacao (2.3):

o, =—0 23)

A seletividade, também € conhecida como fator de separacio, deve apresentar valor
maior que 1,10 para que a separacdo cromatogrifica seja completa na linha de base

(RILEY, 1996; LANCAS, 2009).
2.4.2 Modelo de Langmuir

Este modelo € usado para a maioria dos estudos de equilibrio liquido-sélido apesar

da sua natureza semi-empirica. O modelo € representado pela Equagdo 2.4.

b,C,

q;, = m (2.4)

em que g5 € b; sdo a capacidade de saturacdo e a constante de equilibrio de adsor¢do,

respectivamente. O modelo supde que a superficie do adsorvente € homogénea, ou seja,



coberta com um Unico tipo de sitio, que estes sitios sdo localizados e que nio h4 interacdo
entre as substancias adsorvidas (GRITTI et al., 2003a; KIM et al., 2004).

Em solucdes concentradas com mais de um componente onde se espera que haja
competicdo pelos sitios de adsorcdo, tal competicdo é descrita pelo modelo de Langmuir

definido conforme a Equacgao (2.5):

q,;b;C,

qi = N
1+3b.C, @3)
j=1

Muitos sistemas cromatograficos sdo descritos por meio deste modelo de equilibrio,
que implica em seletividade constante. Entretanto, estudos ja mostraram que essa restri¢ao
ndo ¢é valida para vdrios casos de separagdes quirais (JACOBSON er al., 1991;

FONRSTEDT et al., 1997; GENTILINI et al., 1998; MIGLIORINI et al., 2000).
2.4.3 Modelo de Langmuir modificado

Para contornar eventuais varia¢des na seletividade, a Equacdo (2.5) foi adicionado

um termo linear que é 0 mesmo para ambos 0s componentes em misturas bindrias.

q,,5,C

N
(2.6)
1+ Zlb .C,

p=

q, =4C, +

Vale ressaltar que esse modelo ndo leva em consideracdo a saturacdo da fase
estaciondria por causa do termo linear e a seletividade, apesar de ndo ser constante, deve ser

maior que 1,0 (GENTILINI et al., 1998).
2.4.4 Modelo de bi-Langmuir
A isoterma de bi-Langmuir € usada para descrever o comportamento de adsorc¢ao se

a existéncia de dois tipos de sitios de interacio € observada, que é frequentemente o caso de

separacdo enantiomérica (PAIS et al., 1997; SCHULTE e EPPING, 2005a; XU et al. 2013).



b.C. b.C.
q51 1 1 + qSl 1 1

q; = N N
1+>a,C, 1+) b,C, @7
=1 =1

O primeiro termo da Equacgdo (2.7) representa as interacdes seletivas com a fase
estaciondria, enquanto que o outro, as interagdes nao seletivas com o suporte. Além disso, a
isoterma de bi-Langmuir fornece um niimero elevado de pardmetros o bastante para ajustar
os dados experimentais para sistemas cujo mecanismo de adsor¢do ndo pode ser descrito

por isotermas mais simples (JACOBSON et al., 1991; GENTILINI et al., 1998) .
2.5 Método de obtencio de isoterma

2.5.1 Tempo de retencio binario

Para contornar os problemas relacionados a calibracdo do detector, consumo de
tempo e reagente, Rajendran e Chen (2009) propuseram o método do tempo de retencio
bindrio. Este método baseia-se no tempo de reten¢do das frentes de adsorcao dos perfis das
bandas cromatogréficas e na constante modificada de Henry (k;) para estimar os pardmetros
da isoterma.

A constante de equilibrio ¢ obtida a partir de inje¢des sob condi¢des diluidas e

calculada pela Equacio (2.8).

k. =N (2.8)

em que Tgr; € o tempo de retencdo adimensional, obtido por Tri = tr w/L e F = (1- €)/e.

A obtencdo dos tempos de retengio é feita pela sobrecarga da coluna: sobrecarga de
massa e sobrecarga de volume. Na primeira, mantém-se o volume de inje¢do constante e
varia-se a concentragdo. Na segunda, mantém-se a concentracdo constante e varia-se o
volume de injecdo. A partir dos cromatogramas, sdo obtidos os tempos de inflexdo pela
derivada primeira. A funcdo objetivo dada pela Equacdo (2.9) ajusta os pardmetros da

isoterma pela teoria do equilibrio da cromatografia.
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n
_ exp calc 2 exp calc |2
= T -7 + (T -7 .
kz_:l[( S1.k Sl,k) ( S2,k Sz,k) J (2.9)

em que Ts é o tempo da frente de adsor¢do adimensional, calculado pela Equagdo (2.8).
2.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
2.6.1 Parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos sdo tteis para a avaliagdo da eficiéncia de separacio
na coluna cromatogrifica, além de fornecer informacdes acerca do comportamento da
espécie quimica em estudo entre a fase estaciondria e a fase mével (SEWELL et al., 1987,
SILVA JUNIOR, 2006b). Normalmente sdo obtidos a partir de um cromatograma conforme
a Figura 2.4.

Sinal
A

F 3

F Y

h 4

Figura 2.4 - Cromatograma esquematico.

O tempo de retencdo (tr) € definido como o tempo que um determinado soluto em
estudo permanece no sistema cromatografico (Figura 2.4), seja na fase mével seja na fase
estaciondria. Entretanto, o tempo que o soluto percorre a coluna é chamado de tempo de

retencgdo ajustado (tr’) e € dado pela Equagdo (2.10).
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K (2.10)

em que tg, tr € ty 30 o tempo de retengdo ajustado, tempo de retengiio e o tempo que as

moléculas da fase mével percorrerem a coluna, respectivamente (COLLINS et al., 2006).

O fator de retencdo € um pardmetro de separacdo extremamente importante, pois
contribui na interpretacdo e melhoramento da qualidade dos picos de uma separacdo
cromatografica. Para um dado soluto, o fator de retencdo (k) é definido como a quantidade
de soluto na fase estaciondria pela quantidade de soluto na fase mével. (SNYDER et al.,
2010). O fator de retencdo pode ser obtido a partir dos tempos de retencdo, conforme a

Equagao (2.11).

tp — 2.11
‘= R —to ( )
to

Outro parametro de fundamental importancia é o fator separagdo (o) que mede a
seletividade e é a razdo entre os fatores de separacdo dos componentes i e j. A Equagio

(2.12) mostra a relagdo que calcula esse fator (WANKAT, 1994).

3 tRj —to 3 Kj (2.12)
(in = =—
tri —tp K

Outra medida de separacdo de dois picos adjacentes € a resolucdo (Ry), apresentada
pela Equagdo (2.13). Quando Rs = 1, os dois picos estdo razoavelmente separados, com
somente 2% de superposi¢do caso a quantidade dos dois componentes forem iguais. Por
outro lado, caso Ry = 1,25 indica boa separacdo e € suficiente para fins quantitativos. Se

R > 1,5 indica separagdo completa (COLLINS et al. 2006).

(tRj —Ri )2

R, =1,177
Whi2 T Whi2

(2.13)
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em que wy» € a largura a meia-altura da banda cromatografica do componente analisado.A
eficiéncia ou o nimero de pratos tedricos (N) de um sistema cromatografico ¢ definido

como (SNYDER et al., 2010):

2
N =5,545 (tij (2.14)
Wh/2

Para um dado conjunto de condi¢des experimentais, o valor de N ¢
aproximadamente constante para diferentes bandas no cromatograma e, portanto, uma
medida da eficiéncia da coluna. Outro parametro ttil na comparagdo das eficiéncias de
coluna € a altura equivalente a um prato teérico (HETP) e relaciona-se com N pela Equagao

(2.15):

HETP — (2.15)

em que L é o comprimento efetivo da coluna e HETP mede a eficiéncia da coluna por
unidade de comprimento. Valores pequenos de HETP significam colunas mais eficientes.
Esse é um dos importantes parametros numa andlise cromatografica (HAMILTON e

SEWELL, 1978; MEYER, 2004).

2.7 Separaciao cromatografica por eluicio

Considere uma coluna cromatografica no qual se deseja separar dois componentes, A
e B, presentes em uma amostra por intermédio de eluicio (Figura 2.5). Inicialmente, a fase
moével, que contém a mistura, € introduzida na coluna no tempo to. O eluente (solvente
empregado para o transporte de A e B através da fase estaciondria) desloca-se através da
coluna, transportando os componentes e passando a ocorrer o transporte de matéria dos
componentes A e B presentes na fase mdvel para a fase estaciondria. Tendo em vista que o
componente A apresenta menor afinidade com o adsorvente (espécie menos retida), este
serd carreado pela fase mével mais rapidamente do que o componente B, o qual apresenta

maior afinidade com a fase estaciondria. A diferenca entre esta acdo advectiva da fase
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movel faz com que ocorra a separagdo, entre A e B, em bandas ou zonas ao longo do
comprimento da coluna (Figura 2.5a). A recuperacdo das espécies separadas pode ser
atingida passando-se uma quantidade suficiente de fase mével através da coluna, de tal
forma que as bandas individuais, de A e B sd@o levadas para além da coluna, momento no

qual elas possam ser coletadas ou detectadas ( t3 e t4 da Figura 2.5b) (SKOOG et al., 2006).

amostra

‘w.J, #r w& -\.J,, *,

A+B

coluna
recheada : :
0 2 B

(a) *— L e——— A| #=—t—— B| ®——Detector

to t ) 3 ty

7\_
| | ] | |
to 9] 15} 3 7

Sinal do
detector
=

(b) Tempo
Figura 2.5 — Separag@o de mistura bindria por eluicdo cromatografica (SKOOG et al.,

2006).
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2.8 Separacio cromatografica com injecio empilhada

2.8.1 A técnica de injecio empilhada

O conceito de injecdo empilhada surgiu com o trabalho de SNYDER et al. (1981).
Nesse trabalho, os autores apresentam uma nova abordagem para aumentar a sensibilidade
na detec¢do de substincias em matrizes complexas, no qual ocorre a separacdo parcial de
um dos componentes da mistura, com desvio da fragcdo resultante para segunda coluna.

Na década de oitenta, a injecdo empilhada continuou sendo utilizada para aumentar
a sensibilidade na andlise de substincias como o estriol presente na urina humana, drogas
antiepilética presentes no soro humano e E-2-Nonenal em cerveja. Estas matrizes de
amostra sdo complexas em termos de composicdo quimica, tornando a técnica de injecao
empilhada extremamente dtil (BOWERS e JOHNSON, 1982; NAZARETH et al., 1984;
VERHAGEN et al., 1987).

Na década seguinte, a técnica de injecdo empilhada passou a ser utilizada em
trabalhos sobre aumento de escala, ou seja, saindo da escala analitica para escala
semipreparativa e preparativa. Essa nova fase veio acompanhada da aplicac¢do da técnica na
separacdo de enantidmeros presentes em misturas racémicas (OSAWA et al., 1999;
MILLER et al., 1994, MILLER et al., 1998, MILLER et al., 1999). Vale destacar que foi
nesse periodo também que surgiram trabalhos que foram realizados em cromatografia em
fluido supercritico associada a inje¢do empilhada, na producdo de farmacos quirais (SAITO
et al., 1995 apud HORIKAWA et al., 2008).

Com os avangos tecnolégicos em relagdo aos equipamentos e acessorios (detector,
bomba, vélvulas e etc.) utilizados em separacdes cromatograficas, principalmente a partir
da década passada até os dias atuais, sistemas com injecdo empilhada passaram a ser
automatizados tanto na andlise de substancias em matrizes complexas quanto na purificacao
e produgdo de substincias de alto valor agregado, como os farmacos (MILLER et al., 2003;
White, 2005; CHEN et al., 2008; LUONG et al., 2012; MILLER, 2012; BAUDALETE et
al., 2014).

A injecdo empilhada € conhecida também como injecdo em vagdo (“boxcar
injection” em inglés), que lembra os vagdes de um trem e inje¢do sobreposta (“overlapping
injection” em inglés). Entretanto, o termo injecdo empilhada € usado para definir a técnica

de separacdo onde a segunda injecdo é feita antes que todas as substincias da primeira

15



injecdo tenham atingido a saida da coluna. A frequéncia das injecdes é definida para
corresponder ao intervalo de tempo de separacdo onde todos os picos de interesse eluem de
tal modo que ndo haja sobreposi¢do indesejada no processo (MILLER ef al., 1994;
SNYDER et al., 1981; VENTURA, 2104).

Além de ser robusta e versdtil na separacdo de substiancias em amostras complexas,
a injec@o empilhada é usada para aumentar a produtividade e a recuperagdo em separacdes
semipreparativas e preparativas. Em sistemas com mais de uma coluna, contribui com a
limpeza das amostras multicomponentes complexas pelo desvio do fluxo para uma segunda
coluna, permitindo melhor deteccdo do componente de interesse (MILLER et al., 1994;
SNYDER et al., 1997; MILLER et al., 1999; MILLER et al., 2003; CHEN et al., 2008;
DHARUMAN et al., 2011).

A técnica ja foi usada em associagdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para andlise de drogas, separacdo de farmacos quirais e produtos de fermentacdo.
Este ultimo € um tipo classico de amostra complexa, onde a injecdo empilhada encontra
bastante aplicacdo (OSAWA et al., 1999; CHEN et al., 2008; DHARUMAN et al., 2011) .

A injecdo empilhada vem sendo cada vez mais empregada em associagdo a
cromatografia em fluido supercritico (CFS), nas separacdes semipreparativa e preparativa
de farmacos, devido a baixa viscosidade do solvente, que permite o uso de vazdes cada vez
maiores, diminuindo o tempo de andlise (MILLER, 2012; BAUDALETE et al., 2014 ).

Estudos realizados por White (2005), empregando a injecdo empilhada em mistura
bindria, mostraram resultados excelentes quanto a pureza que foi superior a 97%,
recuperacdo maior que 84,1 % e producdo na ordem de gramas. J4 Nogle et al. (2006)
encontraram pureza superior 99% e recuperacdo maior que 90%, em separacdes de mistura
multicomponente. Apesar de a pureza ser o principal pardmetro nas separagdes
semipreparativas ou preparativas, encontrar o equilibrio entre todos parametros de
desempenho, torna-se tarefa fundamental nas separacdes cromatograficas com injecao

empilhada (MILLER, 2012; BAUDALETE et al., 2014; KUMAR et al., 2015).

2.8.2 Processos de separacao cromatografica com injecio empilhada

A separacdo por inje¢do empilhada tem como base a eluicdo, objetivando a coleta
preferencial de um dos componentes presentes na mistura (A ou B). Tomando, por

exemplo, a espécie A como sendo aquela de interesse, esta serd coletada e armazenada apds
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passar por toda a coluna e antes que se detecte a presenca da espécie B. Apds completo o
primeiro ciclo, insere-se a mesma quantidade da mistura (com a mesma vazdo de
alimentacdo) e procede-se de maneira andloga, ou seja: a espécie A serd novamente
coletada e armazenada junto daquela quantidade de A armazenada no primeiro ciclo, apds
passar por toda a coluna e antes que se detecte a presenga da espécie B. O niimero de ciclos

depende da producdo (em massa) da espécie A, conforme a Figura 2.6.

g J[c1c10 -~
'E - Lt
&
E B B
(1]
Y -
to ts te tempo

tempo de separagao

Figura 2.6 - Representacdo de separacdo por injecdo empilhada.

Nota-se na Figura 2.6, que a injecdo 1 ocorre no tempo ty e antes que todos analitos
dessa injec@o tenham eluido da coluna (banda azul) é feita a injec@o 2 (banda vermelha).
Essas injecdes vao se repetindo dentro de determinados ciclos de tempo (inje¢des 3 e 4),
fazendo-se surgir bandas cromatograficas, uma apds as outras, formando empilhamentos,
que deram origem ao conceito de injecdo empilhada.

A Figura 2.6 descreve quatro eventos de injecdo empilhada e trés ciclos na
resolucdo de uma mistura bindria hipotética. Sao essenciais neste tipo de separacdo as
defini¢des do tempo de coleta da espécie alvo (t.,) e do tempo de ciclo da resolug¢do (ou de
separagdo) (teiclo).- No caso do exemplo representado pela Figura 2.6, o tempo de coleta esta
entre o tempo t; e tp, enquanto que o tempo de ciclo, estd entre t e t3. Para efeito de andlise,
supde-se que a adsorgdo € regida por isotermas lineares tanto para A quanto para B e que
ocorre a chamada resolucdo de linha de base, ou seja, a separacdo completa entre dois picos

adjacentes (Rs> 1,5).
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Figura 2.7 -Representacdo de uma gaussiana.

Neste caso, a curva cromatografica de A ou B pode se apresentar na forma de
distribuicdo normal (conhecida, também, como distribuicio de Gauss ou gaussiana),
conforme ilustra a Figura 2.7. Uma das caracteristicas da gaussiana € que ela pode ser
descrita por seus parametros de média (u) e desvio padrio (6). A média, no caso em
questdo, estd associada ao tempo de retencdo, enquanto o desvio padrio estd associado a
largura da banda de cada espécie quimica, conforme a Figura 2.8 que é um redesenho do

cromatograma da Figura 2.5 para explicitar os parametros da curva Gaussiana.

A

>
>

trB

A

tRA >

> ——> ———>
v -40a T 4oy ' 4o+ +4op !

Sinal do detector —————>

Tempo ——>

Figura 2.8 - Ilustra¢do dos parametros da curva gaussiana.
H4 de se mencionar que a area da banda A ou B, junto a linha de base da Figura 2.8,

corresponde a 99,73 % da 4rea total da banda, considerando + 36 e 100%, considerando

+40.
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Assim sendo, o tempo inicial e tempo final sdo definidos conforme as equagdes a

seguir:
ti =tra —40A (2.16)
ty =tgpg +40p (2.17)

em que tga € o tempo de retengdo médio do compente A, -464 € tempo em que surge o sinal
do componente A (menos retido), tgg € 0 tempo médio do componente B (mais retido) e
+40p corresponde ao tempo em que o sinal do componente B atinge a linha de base do

cromatograma. Dessa maneira, o tempo de ciclo € descrito pela Equagao (2.18):
[ e (2.18)

O tempo de coleta (t.,), por sua vez, é voltado a molécula de interesse que, na

presente situag@o é a molécula A. Este tempo situa-se no intervalo:

tRA —4GA Steo StRA +40A (2.19)

Nota-se nas Equagdes 2.16 — 2.19, que tanto o tempo de ciclo quanto o tempo de
coleta nfo estdo atrelados ao tempo morto da coluna como os pardmetros cromatograficos.
Isto € uma vantagem, por exemplo, para misturas onde os componentes tem uma forte
interacdo com o adsorvente. Essa interacdo forte, normalmente, levard a um maior tempo de
retencdo e cada injecdo necessitard da insercdo do tempo morto nos cdlculos. Isto
aumentard o tempo de ciclo bem como o tempo de andlise, que serd uma situagcdo
indesejada no processo de separacio.

Com o tempo de ciclo e o tempo de coleta, projeta-se a programacgdo dos eventos de
injecdo empilhada no sistema cromatogrifico de acordo com a producdo e purezas
desejadas.

Em se tratando de uma mistura multicomponente (n componentes), conforme ilustra a
Figura 2.9, da qual se deseja recuperar a molécula j (1 ou 2), mantém-se a Equacdo (2.16) e

as Equacdes (2.17) e (2.19) podem ser retomadas tal como se segue:
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tp =tg, +4o, (2.20)

tRj—4GJ’ StCOStRj +4Gj (2.21)
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Figura 2.9 - Ilustragdo de um ciclo de resolu¢do empilhada para n componentes.

2.9 Proposiciao de modelo para a separacio cromatografica empilhada

H4 de se notar que as definicdes do tempo de ciclo e do tempo de coleta sdo
governadas por pardmetros cromatograficos, que estdo intimamente associados com
primeiro e segundo momentos da curva cromatografica. No presente modelo proposto nesta
Tese, assume-se que a descricdo da curva cromatografica do soluto é governada pelas
seguintes hipoteses: (a) sistema liquido contém somente uma espécie a ser adsorvida; (b) a
fase movel estd diluida do soluto; (c) a adsorcdo é descrita somente pela etapa linear de sua
isoterma de adsorcdo; (d) o mecanismo difusivo do liquido no interior dos poros da fase
estaciondria é governado pela difusdao em paralelo por meio do mecanismo de difusdo nos
poros e superficial; (e) admite-se a existéncia de resisténcia externa a difusdo interna do
soluto. Desse modo, podem-se escrever as seguintes equacdes de balanco (SCHNEIDER e

SMITH, 1968; CREMASCO et al., 2001):
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Balango de massa do soluto na fase movel

2 —_
B_C:Ebac aC (1 sj?)kf(c_cp
ot oz2 0z

r=Rp, j (2.22)

Balango de massa do soluto na fase porosa, considerando o equilibrio linear:

dc J 10 de D J
p q|_ 2le D P q
Sp[ ot J+(1_8p)(atj_r2 o {Sp p( or J+(1_8p) S[ar) 229

em que u, B}, e k¢ s@o a velocidade intersticial da fase fluida, o coeficiente de dispersao axial
e o coeficiente de transferéncia de massa no filme. Na Equagdo (2.33), o termo entre
colchetes refere-se ao coeficiente de difusao efetivo (Df) 0 qual apresenta a contribuicdo do
coeficiente de difusdo nos poros (Dp) e do coeficiente de difusdo superficial (Dy)

No trabalho de Schneider e Smith (1968) o coeficiente de dispersdo axial (Ep)
presente na Equacdo (2.22), esta dividido pela porosidade do leito e o coeficiente efetivo de
difusdo (D.s), presente na Equagdo (2.23), estd dividido pela porosidade da particula. Nesta
Tese, houve a correcdo da equagcdo da continuidade do soluto em ambas as fases
(CREMASCO et al., 2001). As condicdes iniciais que descrevem a inje¢do do pulso do
soluto na coluna cromatogréfica sdo dadas por (SCHNEIDER e SMITH, 1968):

z=0; 0<t<t,; C=c¢, (2.24)
z=0; t>t,; C =0 (2.25)
z>0; t=0; C=0 (2.26)
r>0; t=0; cp=0 2.27)
acp

T r=0 :O (2.28)
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Os primeiro () e segundo (6) momentos da curva cromatografica estio
relacionados a altura e a largura dessa curva (ver Figura 2.7). Tais pardmetros sdo definidos

de acordo com (MIYABE e SUZUKI, 1992):

jC(t)tdt

p=— (2.29)
.[C(t)dt
0

[Cwlt—p)*dt
o?=0 (2.30)
[cwat
0

Diversos autores (SCHNEIDER e SMITH, 1968; HEYNES, 1975) utilizaram-se da
transformada de Laplace-Carson aplicada nas equagdes de balanco que descrevem a funcdo
do pulso cromatografico, obtendo analiticamente o primeiro e o segundo momentos da
curva cromatogrdfica. No caso das Equagdes de (2.22) a (2.30) esses pardmetros sdo iguais,

respectivamente, a:

sz{1+(1_8jK}+t0 2.31)
u € 2
2 d? 2
_ _ d
52:(2Lj Ep 1+(1_SJK +(2_Lj(1 SJKZ P, p 1[I0 (2.32)
u u2 € u € 6kf 60Def 12
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em que L é o comprimento do leito, u ¢ a velocidade intersticial, E, é o coeficiente de
dispersdo axial, k¢ € o coeficiente de transferéncia de massa no filme e D¢t € 0 coeficiente
de difusdo efetivo. Este ultimo pardmetro é dado pela equacdo (2.34) que traduz as
contribui¢cdes tanto do mecanismo de difusdo nos poros descritos por D, quanto o
mecanismo de difusdo superficial representado po D,. J4 na Equacdo (2.31) aparece o
parametro K que € definido pela Equacdo (2.33).

K=¢g, + (l—ep )kp (239

Dep =gpDp +(1-gp)k, Dy (2.34)

Nota-se na Equacdo (2.31) a sua dependéncia de grandezas caracteristicas tanto da
coluna cromatogréfica, por meio do seu comprimento efetivo (L) e fracdo de vazios (¢),
quanto da particula de adsorvente, segundo a sua porosidade (g,). Além desses parametros,
o primeiro momento cromatogrifico — para isotermas lineares — apresenta associagdo com a
constante de equilibrio (k,). Usualmente, tais valores podem ser obtidos de maneira
experimental. J4 a Equagdo (2.32), que estd associada ao segundo momento da curva
cromatogréafica, tanto considera as dependéncias recém-apresentadas quanto é fortemente
dependente de grandezas relativas a transferéncia de massa como o coeficiente convectivo
de transferéncia de massa (kg), coeficiente de dispersdo axial (E;,) e coeficiente efetivo de
difusdo (Def).

Em se tratando do coeficiente convectivo de transferéncia de massa, a correlacio
de Wilson e Geankoplis (1966) ¢é particularmente interessante para sistemas liquidos e no

intervalo para o nimero de Reynolds da particula igual a 0,0053 <Re, <30.

d k¢ 1,09
:p_fz_pelh/d3 (2.35)

Sh,,
Dag € P

em que Dag é coeficiente livre de difus@o molecular e Pey é o nimero de Peclet méssico

da particula definido como se segue:
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eudp

Pe =
MP

(2.36)
D

O coeficiente de difusdo nos poros, presente na Equagao (2.34), pode ser estimado a

partir da correlagdo de Mackie e Meares (1955) (Equacdo 2.37) ou pela correlagido de
Coulson e Richardson (1968) (Equagdo 2.38):

D =—2D
p (2_8p)2 AB (2.37)

sp
Dp — T D,y (2.38)

em que 1 € a tortuosidade da particula porosa.
Nas Equacdes (2.35) a (2.38) existe a presenga do coeficiente livre de difusdo o qual

pode ser obtido a partir da correlag@o de Siddiqi e Lucas (1986):

~ e 1 T
D g =298 x 10 V0S8 0.5 (;J (2.39)
bA

em que Vpa, M, T s@o o volume molar do eluente a temperatura normal de ebuli¢do, a
viscosidade dindmica, temperatura absoluta em (K), respectivamente.

A dispersdo axial € um importante fendmeno que ocorre no interior de leitos fixos
recheados de particulas. Ha vérias varidveis que devem ser consideradas no estudo desse
fendmeno, como o comprimento do leito, o tamanho das particulas e a velocidade do
fluido, entre outras (DELGADO, 2006).

A dispersado axial no interior do leito pode ser obtida experimentalmente a partir do
segundo momento da curva cromatografica, mas também, pode ser estimada por algumas
das correlacdes na literatura dentro de certas condi¢gdes preestabelecidas. Algumas das

correlacdes bastante utilizadas sdo apresentadas na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Correlagdo para a estimativa de E, (STARQUIT, 2004)

Autor Validade Correlacio Equacao
Chung e Wen E, _ € 540
(1968) eudp  0,2+0,0011.Rep*® (2:40)
Koch e Brad 2
y Pey >>1 Eo _¢ §+“—(1—e)en(PeM )+ ! (2.41)
(1985) P eudp 4 6 P PeMp
Zp(1-p)* +
Ey 2 3 3
=|Zp.p\l-p). +
gudp p-P ( p) TPeMp
-1
exp[—j - IJ
{1-p)Z
Gunn | 0,03 <Re, <500 ( pI-p)Zs
p (2.42)
(1987) oM,
com Zp =————
4o (1-¢)
p=0,17+0,33 exp{— A]
Re,
a;=2405 e t=14
7<Pey <320
Athayle et al. M !
’ p By _(Pep ) (2.43)
(1992) Re, <1 eudp 1-¢

2.10 Obtencao experimental dos momentos da curva cromatografica

O modo adequado para verificar o desempenho do modelo proposto é a sua validacao

via ensaios

experimentais de

cromatografia, utilizando-se a técnica do pulso

cromatografico, do qual é gerada a curva cromatografica. Dessa maneira, torna-se possivel

a obtencdo dos momentos cromatograficos. A partir das hipéteses que permitiram a

obtencdo das Equacdes (2.31) e (2.32), € possivel estabelecer uma relacdo entre a eficiéncia

da coluna, por meio da altura equivalente a um prato teérico (HETP) e os momentos

(VANDEEMTER et al., 1956; ARNOLD et al., 1985; GUIOCHON et al., 2006), Segundo:
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c”
HETP =( = jL (2.44)

com
p_g2 t (2.45)
12
t
o = “_30 (2.46)

Considerando-se as Equacdes (2.45) e (2.46) e substituindo as Equacdes (2.30) e
(2.31) na Equacdo (2.44), bem como fazendo as manipulagdes algébricas adequadas, tem-

Se:

-2 d?
_ d
HETP = 2| Eb. +2u(1 Sjl 1+[8j1 S R (2.47)
u e JK I1-¢ /K 6ky 60D o

A Equacdo (2.47) pode ser rearranjada e desmembrada do modo como se segue

(CREMASCO et al., 2001):

-2
_ d
HETP = HETP—20 =% | L 14 2|11 [ S (2.48)
e JK|| l-¢JK]| (6K,

na qual

2 2
_ d
HETP =2 22 |10y l—gji 4[|t P (2.49)
u e JK 1-¢ /K| | 60D,

Parametrizando-se a Equagao (2.49), tem-se a equacdo da reta:
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HETP,__,=B+ou (2.50)

mod —

A partir do coeficiente angular da reta obtida (o), é possivel obter coeficiente efetivo

de difusdo e da interseccdo (J), o coeficiente de dispersdo axial.

2.11 Obtencao experimental das porosidades e constante de equilibrio termodinadmico

Ha de se observar na Equag@o (2.49) a necessidade de se conhecer tanto a fracdo de
vazios (porosidade da coluna), quanto da porosidade da particula (g,). Para a determinagao
da porosidade do leito, utiliza-se uma molécula cujo tamanho é maior do que o dos poros
das particulas que compdem a fase estaciondria, além de ndo apresentar afinidade
termodinamica com a fase estacionaria. Assim sendo, essas moléculas passam apenas nos
intersticios da coluna. Dessa maneira, o parametro kj, presente na Equacdo (2.33) € igual a
zero (k, = 0) sendo, por via de consequéncia, possivel retomar a Equacdo (2.31),

considerando-se a Equacgdo (2.46), tal como se segue,

L
tg =— (2.51)
u
Utilizando-se a relacdo entre a velocidade intersticial (u) e velocidade superficial (ug)
u=o (2.52)
€

Sendo uy defenida como a razdo entre a vazao volumétrica (Q) da fase mével e a drea da
secdo transversal da coluna (A) em que A= nD*/4 (D, didmetro da coluna), a

Equacdo (2.51) é retomada segundo:

6 =Le (2.53)
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O coeficiente angular da reta de tg vs. L/uj € a porosidade da coluna . Por outro lado,
a porosidade da particula (gp) pode ser obtida utilizando-se molécula que ndo tenha nenhum
tipo de interacdo com a fase estaciondria (tragador inerte) e possa penetrar em todos os
poros. Assim sendo, a Equacdo (2.33) fica K = ¢, e possibilita retomar a Equagio (2.31),

considerando-se as Equacdes (2.46) e (2.53), tal como se segue:

tg =u£[e+(l—e)ep] (2.54)
0

O termo entre colchetes € a definicdo de porosidade total e corresponde ao coeficiente
angular da reta obtida pelo grafico de tg vs. L/ug. Com a Equagdo (2.55), calcula-se a
porosidade da particula a partir do valor conhecido da porosidade do leito.

¢ =8+(1—8)8p (2.55)

Nota-se que a obtencdo dos valores de porosidade do leito e da particula decorre
diretamente da andlise experimental do primeiro momento da curva cromatografica,
considerando-se que as moléculas utilizadas em tais ensaios ndo apresentam afinidade com
a fase estaciondria. Por outro lado, ao se considerar que uma determinada molécula possa

apresentar afinidade com o adsorvente e esta relacdo € linear, substituem-se as Equacdes

(2.33) e (2.55) na Equagao (2.31), considerando-se a Equacao (2.46):
L 1-
ty ={1+(8j(sp +(1—ap)kp)} (2.56)

Para simplificar a determinacdo experimental da constante de equilibrio, substitui-se
a velocidade intersticial (u = u¢/€) e a porosidade da particula (g, = &- €/1- €) na Equagdo

(2.56), que manipulada adequadamente, resulta em (FERRARI, 2014):

ty =L[€t +(1-¢ )kp] (2.57)

U,
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A Equagdo (2.57) assume a forma da equacdo da reta cujo coeficiente angular
associado a porosidade total fornece a constante de equilibrio sob condi¢do de dilui¢do

infinita.
2.12 Parametros de desempenho

Em processos de separacdo em larga escala, como as separacdes semipreparativas,
costuma-se eleger parametros pelos quais se possa avaliar o seu desempenho, conforme a

Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Pardmetros de desempenho em cromatografia liquida semipreparativa

Parametro Equacéao
Tamanho da amostra ni =cq,; Vinj (2.58)
Fator de carga n; (2.59)
Lj = '
(1- s)AtLqS,i
Recuperacio vyl A (2.60)
n;
Pureza P = n, —A, (2.61)
n, —A, +B,
Producio . Vinjco,i Yi (2.62)
I'. e —
1 tc
Consumo de solvente Pr; (2.63)
CS,=—
Produtividade especifica Sp 1 (2.64)
[ Ea—
CS;

em que co; € a concentracdo da solucdo de alimentagdo, Vi, € o volume de injecdo, A € a
area da secg@o transversal da coluna, qs; € a capacidade de saturacdo, A; € a quantidade do
componente i na segunda fracdo e B; é a quantidade do componente i na primeira fracao
(GOLSHAN-SHIRAZI e GUIOCHON, 1989).

Separagdes cromatograficas por injecdo empilhada apresentam os pardmetros

listados na Tabela 2.3. Dentre esses parametros, os mais relevantes sdo a pureza, a
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recuperacdo e produgdo e na pratica busca-se um equilibrio entre esses trés parametros

como mostra a Figura 2.10 (HUBER e MAJORS, 2007).

() (b) (©)

>

L

Figura 2.10 - Comportamento dos parametros de desempenho (adaptado de Huber e

Majors, 2007).

Conforme a Figura 2.10, o cromatograma (a) apresenta alta producdo, mas € pobre em
pureza e recuperacdo, j4 o cromatograma (b) apresenta alta pureza e recuperacdo, mas
producio baixa, pois os tempos de ciclos serdo mais longos. Por dltimo, o cromatograma

(c) representa a condi¢do 6tima de separagao.
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Capitulo 3

3. Materiais e métodos

O procedimento experimental desta Tese compreende as seguintes etapas gerais:
empacotamento das colunas; caracterizacdo das colunas empacotadas; selecio do
comprimento de onda para deteccio do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno; preparo da
solucdo de trabalho; determinacdo dos parametros cromatograficos; determinagdo das
isotermas linear e nao-linear; determinacdo dos paradmetros de transferéncia de massa;
procedimentos de separacgdo por injecdo empilhada. Esta Tese foi conduzida no Laboratério
de Processos de Transferéncia de Massa (LPTM), do Departamento de Engenharia de
Processos (DEPRO), da Faculdade de Engenharia Quimica, da Universidade de Estadual de
Campinas (FEQ/UNICAMP).

3.1. Materiais e Equipamentos

Sistema Cromatografico: a aparelhagem consistiu de cromatdgrafo liquido
Shimadzu (Kyoto, Japdo), composto por duas bombas LC-20AT e LC-10AD, com injetor
manual (Rheodyne, Modelo 77251, Califérnia) e alca de amostragem de 20 a 800 uL,
detector ultravioleta SPD-20A. Todas essas unidades sao interligadas por uma interface
CMB-20A e operados por computador, por meio do qual os cromatogramas foram
registrados pelo software LC Solution. A temperatura da coluna foi controlada por banho
termostatico (Quimis, modelo Q-214m2, Brasil), conforme a Figura 3.1.

As separacdes cromatograficas foram realizadas em coluna analitica (25 x 0,46 cm)
e semipreparativa (25 x 1,0 cm). As medidas de massa empregadas foram feitas em balanca
analitica (Mettler, modelo AJ150, Suica) e as medidas de volume foram feitas com pipetas

automadticas de 200 pL, 1000 pL e 5000 pL.
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Bomba . W
Sistema de injecao

T

Reservatorio H Coluna cromatografica
de solvente
Detector
\ Sistema de aquisi¢ao
A de dados
' i)
Banho Descarte

termostatico
Figura 3.1 - Sistema Cromatografico (adaptado de FERRARI, 2014).

3.2 Reagentes

Para obtencdo das curvas de calibra¢do do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno
bem como das solucdes de trabalho foram utilizados os padrdes de safrol (pureza de 97 %,
Sigma, USA), piperonal (pureza de 99 %, Alddrich, USA), isosafrol (pureza de 99,5 %,
Chem Service, USA) e terpinoleno (pureza de 85 %, Flukar, USA), Conforme a Tabela 3.1.
As colunas analitica e semipreparativa foram empacotadas com silica recoberta com
octadesilsilano (Cg), cujo tamanho médio de particula € 20 um com porosidade de
particula de 0,357 (Grace Pure, Vydac 150HC, USA). Para verificagdo do empacotamento
foi utilizado tolueno (Sigma-Aldrich, 99 %, USA). Os solventes que constituiram as fases
moveis foram a acetonitrila (J. T. Baker; grau HPLC, Sao Paulo, Brasil), etanol (J. T.
Baker; grau HPLC, Sao Paulo, Brasil) e 4gua ultrapura Milli Q, 18 mQ (Millipore, Direct-
Q3, Brasil). Utilizaram-se duas fases méveis: etanol/dgua — 70/30 (v/v) e acetonitrila/dgua —
70/30 (v/v) cujo pH foi de 6,12 (24,3°C) e 6,48 (25,5°C), medidos em pH AJX — 522, da
Micronal. Para as determinagdes de tempo morto e porosidade, utilizou-se uracil (Sigma,

pureza de 98%) como tragador inerte. Todos os solventes foram filtrados a vicuo em
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membrana PTFE modificado, de 0,45 pm de porosidade (Millipore, Sao Paulo) e
degaseificados em banho de ultrassom (8892R-MT, Cole-Parmer, USA).

Tabela 3.1 —Propriedades fisico-quimicas das substancias

Substancia M (g.mol™) Py, (mmHg) p (g.em®) P.F.(°C) P.E.(°C)
Safrol 162,1852 1,0 (87°C) 1,095% 11,2 234,5"
Piperonal 150,1314 1,0 (63,8°%) 1,337* 37,0° 263,0°
Isosafrol 162,1852 0,025 (25°C) 1,121%* 6,8" 253,07
Terpinoleno 136,28 ~0,5 (20°C) 0,861* - -
Acetonitrila 41,05 - 0,786* -45,0 82,0
Etanol - - - -

*(LIDE, 2011); * 2 25°C. P. F.: ponto de fusdo; P. E.: ponto de ebuli¢io.

3.3 Métodos

3.3.1 Empacotamento de coluna

As colunas foram empacotadas com fase estaciondria C,g, cujo tamanho médio da
particula foi de 20 pum, utilizando bomba LC-6AD, da marca Shimadzu. Cada coluna
recebeu cerca de Y de fase estaciondria. Em seguida era acoplada a bomba na qual se
imprimia uma vazao de 1,0 mL.min"' de metanol (Tedia Brasil, grau HPLC, Brasil) por
5 min. Posteriormente, adicionava-se mais Y de fase estaciondria e procedia-se como acima
descrito até o enchimento completo da coluna. Com a coluna cheia, deixou-se circulando a
fase mdvel a uma vazao 0,2 mL.min™! por 24 h, observando-se sempre a estabilidade da
pressao.

As colunas semipreparativas foram empacotadas com bomba pneumdtica de alta
pressao (Harskel, DSTV-100, USA), utilizando metanol (Tedia Brasil, grau HPLC, Brasil)
e nitrogénio (grau analitico 2.5, White Marins, Brasil). Foi pesado cerca de 12,0 g de fase
estaciondria e dissolvido em 20 mL de metanol. A suspensdo foi transferida para uma pré-
coluna previamente presa a coluna. Em seguida, ajustou-se o manémetro para uma pressiao
de 7500 psi, fazendo-se escoar 1,50 L de metanol em fluxo descendente e 1,0 L em fluxo
ascendente. O mesmo procedimento foi realizado em coluna analitica, sendo a massa cerca

de 5,0 g e os volumes de arraste de 400 e 200 mL.
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3.3.2 Determinacao de comprimento de onda e verificacao de empacotamento

Para obter informacgdes sobre o estado do empacotamento a partir da simetria da
banda cromatografica, foi preparada uma solucido 0,10 g.L'1 de tolueno, a temperatura
ambiente. O comprimento de onda utilizado foi de 254 nm, fase mével acetonitrila/dgua e
vazao de 1,0 mL.min"".

A determinagdo do comprimento de onda dos componentes da solu¢do de sintese
(Tabela 3.2) foi feito da seguinte forma: em fase movel etanol/dgua — 70/30 (v/v) foi
preparada uma solucdo de concentracdo 0,10 g.L”' de cada componente. No cromatégrafo
do item 3.1, sem a coluna, foi injetada uma solucdo de uracil a 0,10 g.L'1 e detecgdo de
254 nm para se conhecer o tempo de inje¢do do sistema a uma vazio de 0,2 mL.min". Em
seguida foi injetada pequena aliquota de volume da solucdo preparada anteriormente de
cada padrdo. O comprimento de onda maximo foi obtido na faixa de 190 a 370 nm, com
passo de varredura de 1,0 nm. O mesmo procedimento foi aplicado ao sistema

acetonitrila/dgua — 70/30 (v/v), nas mesmas condi¢des, exceto pela presenca da coluna e

temperatura de 35°C (ver Apéndice A).

Tabela 3.2 - Composi¢ao quimica média dos produtos de sintese do piperonal [Braga,

(2007)]
Composto co (gL % espécie quimica C(gL™h % espécie quimica
Terpinoleno 1,2516x107 4,39 3,7406x10° 0,90
Safrol 4,9708x107 17,44 7,09x10°° 1,70
Cis-isosafrol 1,2703x107 0,04 1,1082x107 2,65
Trans-isosafrol ~ 4,9905x107 17,51 2,0581x107 4,93
Isosafrol glicol 1,7280x 107 60,62 0 0
Piperonal 0 0 3,5477)(10'4 84,93
Outros - - 2,0443x107 4,89
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3.3.3 Obtencao dos parametros cromatograficos

Para obtencdo dos pardmetros cromatogréaficos (k, o, Ry, N) foi preparada uma
solucdo com concentragdo total de 0,571 g.L'1 nas seguintes propor¢des: 89,3 % de
piperonal, 1,79 % de safrol, 7,96 % de isosafrol, 0,950 % de terpinoleno. Essas substancias
s30 as espécies em maior quantidade contidas na solucdo de sintese desenvolvida por Braga
(2007) na obtencao de piperonal diretamente do 6leo de pimenta longa. A solug¢do acima foi
injetada no cromatégrafo numa vazdo de 1,0 mL.min™', temperaturas de 25 e 35°C, volume
de injecdo de 50 uL, comprimento de onda de 245 nm, fase mével etanol/dgua e

acetonitrila/dgua -70/30 (v/v).

3.3.4 Determinacao da porosidade total

A porosidade total do leito foi determinada pelo método do pulso nas seguintes
condigdes experimentais: vazdes de 0,6-1,4 mL.min™ (coluna analitica) e 4,0-6,0 mL.min"!
(coluna semipreparativa), utilizando-se uracil como tragador inerte a 0,10 g.L’l. Com essas
informacdes foi possivel, também, determinar o volume morto de cada coluna, sendo

2,692 mL para a coluna analitica e 0,565 mL para coluna semipreparativa.

3.3.5 Determinaciao de isoterma linear

Sob a condicdo de dilui¢do infinita, as isotermas foram obtidas pelo método do
pulso cromatografico com as solu¢des-padrdo de cada componente, na concentracio
0,20 g.L'l. As solucdes foram alimentadas ao sistema cromatografico (ver se¢do 3.1) nas
vazdes de 0,6-1,4 mL.min" e comprimento de onda de 245 nm. Para a fase modvel
acetonitrila/dgua foram empregadas temperaturas de 25 e 35°C. Em fase mével etanol/dgua

foi usado a temperatura de 35°C.

3.3.6 Determinacio de isoterma nao linear

Para obter os pardmetros da isoterma de Langmuir foram preparadas solucdes cujas

concentracOes variaram de 2,0 a 20,0 g.L'1 de piperonal/safrol na proporcdo de 1:1. Para
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isso, fez-se uma solu¢do de 20,0 g.L‘1 da mistura e diluiu-se nas concentragdes
estabelecidas. As inje¢Oes foram realizadas no sistema cromatogréfico descrito na sec¢ao
3.1. A temperatura do banho foi ajustada a 25 e 35°C para fase mdvel acetonitrila/dgua e
35°C para etanol/dgua. Para evitar a satura¢do do detector e que o sinal ultrapasse o limite
maximo detectdvel, foi efetuada a troca da cela do detector por uma cela com as seguintes
caracteristicas: caminho 6tico = 6 mm, volume = 3 pL. Os tempos de retencdo das frentes
de adsorcdo das bandas cromatogréficas foram utilizados para ajustar os pardmetros da

Equacao (2.9), usando o software MATLAB.
3.3.7 Determinacio dos parametros de transferéncia de massa e queda de pressao

O coeficiente de difusdo molecular dado na Tabela 3.3, as fra¢cdes molares da dgua,
acetonitrila (ACN) e etanol (EtOH) foram calculados baseados nas condi¢des descritas no
item 3.1. A viscosidade dinamica (1) e massa especifica (p) da fase mével foram obtidas
por interpolacdo dos dados experimentais de Hickey e Waghorne (2001) e Khatab et al.,
(2012) conforme a Tabela 3.4. O volume molar liquido foi calculado pelo método descrito

em Elbro et al. (1994).

Tabela 3.3 - Volume molar liquido e coeficiente de difusdo molecular calculado pela
correlacdo de Siddiqgi e Lucas (1986).

ACN/H,0 25°C | ACNM0 -35°c | F1OIIEO
Substancia Vb(cm3.mol'1) Das (cmz.s'l) Das (cmz.s'l) Dag (cmz.s'l)
Piperonal 56,38 1,626 x 10~ 2,006 x 107 7,221 x 10°
Safrol 79,03 1,352x 107 1,667 x 10” 6,003 x 10°°
Isosafrol 93,17 1,235 x 107 1,524 x 107 5,486 x 10°
Terpinoleno 142,80 9,777 x 10°° 1,206 x 10” 4,342 x 10°

A substincia; B: fase mével.

Tabela 3.4 — Propriedades fisicas das misturas dos solventes utilizados.

Propriedade ACN/H,0 - 25°C ACN/H;0 - 35°C EtOH/H,O - 35°C

p (gmL™) 0,8571 0,8472 0,8712
1N (mPa.s) 0,6092 0,5127 1,3873
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Os parametros de transferéncia de massa e de dispersdo axial foram obtidos na
coluna semipreparativa com a solucdo da mistura de piperonal, safrol e terpinoleno na
concentra¢do de 0,20 g.L‘1 cada. O isosafrol, em solugdo separada, na concentragdo de
0,20 g.L'l. Os tempos de retencdo e a largura a meia altura do pico cromatografico foram
obtidos nas vazdes de 4,0 — 6,0 mL.min"". Todas as injecdes foram de 20 pL, comprimento
de onda de 245 nm e nas mesmas condi¢des de fase mdvel e temperatura da Tabela 3.3. Os
experimentos foram realizados em replicata e os tempos de retencdo de todas as medidas
foram corrigidos pelo tempo de injecdo sem a coluna.

A queda de pressdo do sistema cromatogréfico foi obtida na faixa de vazdo de 4,0 —
6,0 mL.min"", utilizando as fases méveis acetonitrila/dgua e etanol/dgua na propor¢io 70/30

(v/v) a25e35°C.
3.4 Preparo da soluc¢io de trabalho

Uma amostra foi preparada baseada nas concentragdes da solugdo de sintese do
piperonal a partir o 6leo essencial de pimenta longa (Piper hispidinervun), obtido por Braga
(2007), conforme Tabela 3.2. Dessa tabela, foram escolhidas as seguintes substincias: o
piperonal (que € molécula de interesse) e os produtos secunddrios que estardo presentes na
solucdo apés a realizagdo da sintese, os quais sdo: o safrol, terpinoleno, cis,trans-isosafrol.
As massas do cis e trans-isosafrol foram somadas para fornecer um tinico componente.
Para definir as concentracdes, o valor dos componentes escolhidos (piperonal, safrol,
isosafrol e terpinoleno) da Tabela 3.2 foi multiplicado por um determinado volume de

solucdo previamente selecionado, gerando os valores da Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Composi¢ao quimica média da solucio de trabalho (Braga,2007)

Substincia %0 (m/m) c (g.L'l) c (g.L'l)
Piperonal 89,3 0,510 8,500
Safrol 1,79 0,010 0,170
Isosafrol 7,96 0,046 0,758
Terpinoleno 0,95 0,005 0,090

Os padrdes cujo estado fisico ndo permitiam a pesagem (safrol, isosafrol e

terpinoleno) foram convertidos para grandezas adequadas mediante a conversdo por meio
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da densidade. A Tabela 3.5 apresenta as concentracdes dos componentes para solugcdes

diluidas e concentradas.

3.4.1 Separacao em escala analitica

As solugdes de trabalho foram preparadas com base na composi¢do porcentual
massa/massa encontradas em Braga (2007) para os componentes de maior concentracao na
solucdo de sintese, a partir do 6leo essencial de pimenta longa (Tabela 3.5). Foram
preparadas duas solucdes: a primeira, composta por piperonal e safrol (mistura bindria) e a
segunda, com todos os componentes da solugcdo de sintese (piperonal, safrol, isosafrol e
terpinoleno — mistura multicomponente). Na preparacdo da mistura bindria, os valores do
isosafrol foram adicionados aos valores do safrol e a quantidade de terpinoleno foi
considerada desprezivel. Para essa mistura, a concentracdo total foi de 0,95 g.L'1 de
piperonal/safrol, na proporcdo porcentual de 89,5:10,5 tanto na fase moével etanol/dgua
quanto em acetonitrila/dgua. Por outro lado, a mistura multicomponente foi preparada
baseada nos valores da Tabela 3.5, cuja concentracio total foi de 0,95 gL' (solucio

diluida) e de 9,50 g.L'' (solucdo concentrada) em ambas as fases méveis.

3.4.2 Separacao em escala semipreparativa

A producdo de substincias em escala semipreparativa ou preparativa envolve a
variacdo nas dimensdes do sistema cromatogréfico analitico. Varios pardmetros podem ser
alterados, visando sempre a reprodutibilidade do cromatograma. Para que os pardmetros
cromatograficos (k, o, Rs) sejam reprodutiveis em escala semipreparativa, ¢ mais pratico
manter altura e a velocidade superficial constantes e variar o raio (r) da coluna e a

quantidade injetada (mj,;) da amostra, conforme as Equacdes (3.1) e (3.2):

2
Q_Q_ QD :[r_zJ _Q 3.1)
Al Ag nr12 nr22 I Qi

2\2
Mini2 _ Vo _ Minj2 _| 13’ (3.2)

Mipit - Vi myg
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em que Q, A, V sdo a vazdo, a drea da sec¢do transversal e volume das colunas no modo
analitico (1) e semipreparativo (2).

A partir dos célculos e das informagdes obtidas no item anterior, foram preparadas
cinco solucdes cujas concentragdes variaram de 0,285-9,50 g.L'l, na composicdo porcentual

massa/massa de piperonal/safrol/isosafrol/terpinoleno em fase mével etanol/dgua.

3.4.3 Procedimentos com injecao empilhada: abordagem experimental

A partir do cromatograma apresentado na Figura 3.2, obteve-se o tempo de ciclo
(teiclo) bem como o tempo de coleta (t.,) das fragdes ricas em piperonal e safrol, como se
segue: marcou-se o tempo inicial (t;) na linha de base antes de comegar a surgir o sinal do
primeiro componente, ja o tempo final (t¢) foi marcado ap6s o sinal de o dltimo componente
atingir a linha de base. A diferenca entre o tempo final e o tempo inicial € o tempo de ciclo.
O tempo de coleta da fragdo de interesse comega no tempo inicial e vai até ao tempo em
que o sinal do componente coletado aproxima-se da linha de base, evitando-se sempre

coletar proximo ao surgimento do sinal do préximo componente para nio ocorrer

contaminacdes.
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Figura 3.2 — Obten¢do do tempo de ciclo (t.) e do tempo de coleta (t.,). (1) piperonal; (2)
safrol. Condicdes experimentais. Q = 3,00 mL.min™; Vinjecio= 800 uL; C = 9,50 g.L’1

(89,5% de piperonal + 10,5% de safrol); coluna = 25 x 1,0 cm.
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Figura 3.3 - Obtencdo do tempo de ciclo (t;) e do tempo de coleta (t.,). (1) piperonal;
(2) safrol e isosafrol; (3) terpinoleno. Condicdes experimentais. Q = 5,0 mL.min™";
Vinjecao= 800 puL; C = 9,50 g.L'1 (89,5% de piperonal + 1,79% de safrol + 7,96% isosafrol +

0,95% de terpinoleno); coluna = 25 x 1,0 cm.

Este procedimento foi empregado para os sistemas acetonitrila/dgua e etanol/agua.
Este tipo de andlise foi primeiramente aplicado a uma mistura bindria (Figura 3.2) para
verificar sua funcionalidade. Com esse teste, foi constatado que a técnica é aplicdvel a
mistura multicomponente e, assim, o mesmo procedimento foi realizado para a amostra
contendo piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno de que trata esta Tese (Figura 3.3). Cada
experimento foi realizado em duplicata para verificar a reprodutibilidade.

De posse do tempo de ciclo e do tempo de coleta foram realizados dois
experimentos: o primeiro, com cinco injecdes e o segundo com dez injecdes. Cada
experimento foi repetido para verificar a reprodutibilidade.

Os parametros de desempenho pureza, recuperacdo e producdo foram calculados

conforme descritos em Guiochon et al. (2006).
3.4.4 Procedimentos com injecao empilhada: abordagem teérica

O tempo de ciclo e o tempo de coleta dos componentes da solucdo de sintese foram
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calculados pelas Equagdes (2.18) e (2.19). Para isso, é necessdria a obtengcdo dos
parametros de transferéncia de massa e das constantes de equilibrios. Com esses tempos,
foi possivel estabelecer uma programacdo dos eventos de injecio empilhada. A
concentracdo total da solucdo de trabalho empregada nesses experimentos foi de
0,190 g.L'l, conforme a propor¢do em percentagem massa/massa descrita na Tabela 3.5.
Esse valor foi utilizado para garantir a condi¢do de dilui¢do infinita, fazendo com que as
bandas cromatogréficas sejam tao parecidas quanto possivel a uma curva gaussiana. Nessa
abordagem, foram realizados experimentos com dez inje¢des empilhadas nas fases méveis
etanol/dgua e acetonitrila/dgua a 25 e 35°C. A proporg¢do de cada componente da solugio de

trabalho segue aquela descrita na Tabela 3.5.
3.4.4 Curva de calibracao

A partir das injecdes empilhadas, coletaram-se duas fra¢des: a primeira, rica em
piperonal e a segunda, contendo em safrol, isosafrol e terpinoleno. A determinagdo da
concentragdo foi feita por meio da curva de calibracdo de cada componente medida em
coluna analitica numa vazdo de 1,0 mL.min"' com inje¢des de 20 uL em 245 nm. As
temperaturas e as fases méveis das medidas foram as mesmas dos respectivos sistemas de
separagdo. A concentracdo de cada solucdo e ajustes lineares (unidade de drea por

concentracdo) sdo apresentados nas Figuras 3.4 — 3.6.

. 1.2x107 ; 6.4x10° ;
Z Area=53514x 10’ C > Area = 59866 x 10’ C
=) 2 < 1 2
| R*=09990 R*=0,9997
£ 9.0x10°1 2 4.8x10°
S - =
& . g
3 6,0x10° & 3,2x10'
8 i o
— <
< 6 g i
3,0x10° Z 1.6x10
(@) (b)
0,0 4F— T T T T T T 1 0,0 T T T T T T T 1
000 006 012 018 0024 000 003 006 009 0,12
C (el C(gL"

41



Area=13729 x 10° C
R*=0,9997

Area de pico (mUA)
X
=
=
=

(©)

0,09 0,12

0,06
C(glh

0,03

1,6x10°

N

Area de pico (mUA)
[\°]
~
ol
S

0,0

1 R*=0,9993

Area=3,5191x 10" C

(d)

0,00

0,03

006 009 0,12

C(gLh

Figura 3.4. Curva de calibracdo em acetonitrila/dgua a 25°C: (a) piperonal; (b) safrol; (c)

isosafrol e (d) terpinoleno.
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Figura 3.5. Curva de calibra¢do em acetonitrila/dgua a 35°C: (a) piperonal; (b) safrol; (c)

isosafrol e (d) terpinoleno.
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isosafrol e (d) terpinoleno.
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Capitulo 4

4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao do sistema cromatografico analitico

A escolha do sistema cromatografico é um passo fundamental na separacdo de
substancias. Para isso, os pardmetros cromatograficos k, o, N e Rs sdo normalmente
empregados. Com o auxilio desses pardmetros € possivel avaliar o grau de resolucio,
ampliar escala de separacdo e aumentar a produgdo de substincias puras. No caso desta
Tese, uma mistura multicomponente foi injetada, produzindo o cromatograma da
Figura 4.1. De posse desse cromatograma, calculou-se os parametros cromatograficos pelas
Equagdes (2.11), (2.12), (2.13) e (2.14) e os resultados sdo apresentados na Tabela 4.1 para
dois sistemas de separacdo de piperonal contido em uma mistura multicomponente. Vale
destacar que os parametros seletividade () e Resolucdo (R;) sdo sempre calculados
considerando a banda cromatografica mais préxima a banda do componente de interesse,

que nesta Tese ¢ o piperonal.

Tabela 4.1 - Parametros cromatograficos

Fase movel - acetonitrila/agua 70/30 (v/v)*

25°C 35°C
k o N R; k o N R,
piperonal 0,48 - 950,52 - 0,44 - 899,16 -
safrol 1,66 343 962,51 4,39 1,52 3,42 862,69 4,01
terpinoleno 5,78 3,48 1028,79 6,93 5 24 3,45 870,33 6,6

* desvios padrdo de todos os valores < 107
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Figura 4.1 — Cromatograma da mistura multicomponente a 25°C contendo (1) piperonal,
(2) safrol e isosafrol, (3) terpinoleno cuja concentracdo foi de 0,571 g.L”' na proporcio

porcentual de 89,3% de piperonal, 1,79% de safrol, 7,96 % isosafrol e 0,95 % de

terpinoleno e volume de injecdo de 20 L.

O cromatograma apresentado na Figura 4.1 refere-se a fase mével acetonitrila/dgua
a 25°C. O eixo esquerdo do grifico mostra a escala referente ao piperonal, safrol e
isosafrol. Ja o eixo direito, refere-se ao terpinoleno, que apresentou baixa absorcdo no
comprimento de onda de 245 nm. Os mesmos perfis de banda cromatografica sdo obtidos
nas fases méveis acetonitrila/dgua e etanol/dgua a 35°C, exceto que os tempos de retengao
diminuiram para todos os componentes.

Moreira (2013) fez uma varredura para selecionar a melhor fase mével na separagio
do piperonal da mesma solucdo de sintese estudada nesta Tese. A fase estaciondria utilizada
por Moreira (2013) foi fase a reversa constituida pelo grupo C;g em coluna analitica (30 x
0,39 cm), porém, com diametro de particula de 10 um. Segundo o autor, a fase mdvel que
atende essa exigéncia é constituida por etanol/dgua — 70/30 (v/v). Entretanto, a queda de
pressdo apresentada pela coluna analitica empregada pelo autor foi superior a 150 bar. Isso
torna a implementagdo em escala semipreparativa ou preparativa um tanto critica devido

aos problemas de vazamento e desgaste dos dispositivos de vedacdo das bombas quando
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expostas a altas pressdes por longo tempo de operacdo, o que conduziu a escolha de uma
segunda fase mdvel composta por acetonitrila/dgua, na mesma propor¢cdo acima. Outra
forma de contornar o problema da queda de pressdo gerada pela coluna, usando a fase
movel etanol/dgua foi diminuir a viscosidade pelo aumento da temperatura de 25 para
35°C. Além disso, outra contribui¢do para diminuigdo da queda de pressdo foi o aumento
do didmetro da particula, que passou de 10 wm para 20 pwm.

Nota-se que o sistema cromatogrifico empregado ndo distingue entre o safrol e o
isosafrol (sobreposicdo de banda), pois os mesmos coeluem (Figura 4.1). Isso se deve ao
fato destas substancias serem isOmeros constitucionais e apresentarem estruturas muito
parecidas, diminuindo a capacidade de discriminacio da fase estacionaria (SOLOMONS e
FRYHLE, 2012).

Quanto aos resultados relacionados ao fator de retencio (k), os valores variaram de
0,44 a 5,78 (Tabela 4.1). Segundo Snyder et al. (2010), valores de k entre 1 e 10 deve ser o
objetivo para todos as bandas cromatograficas. Entretanto, agéncias regulatérias podem
recomendar que o valor de k seja maior que 2 para minimizar possiveis interferéncias de
substancias ndo identificadas cujos picos cromatograficos eluem proximo ao tempo morto
(FDA, 1994). Como se pode notar da Tabela 4.1, apenas os valores relativos ao piperonal
encontram-se fora do intervalo apontado por Snyder er al. (2010). Entretanto, em
separacdes cromatograficas, é necessario levar em consideracio os resultados dos demais
parametros para se afirmar que o componente de interesse apresenta separacdo completa na
linha de base.

Considerando a separacdo do par piperonal/safrol, os valores de o encontram-se em
torno de 3,4. Segundo Lancgas (2009), esses resultados mostram que os picos estdo bem
separados uma vez que valores superiores a 1,0 indicam separa¢do completa na linha de
base. Vale ressaltar que a elevacdo da temperatura de 25 para 35°C ndo afetou
significativamente esse parametro.

A eficiéncia medida em termos do nimero de pratos tedricos (N) para os sistemas
da Tabela 4.1 apresentou valores entre 860 e 1028. Alguns autores sugerem 2000 pratos
tedricos para que uma coluna seja eficiente (FDA, 1994; DANTUS e WELLS, 2005,
ANDRZEJEWSKA et al., 2009). Entretanto, quando os efeitos isotérmicos sdo dominantes,

a eficiéncia da separacdo ndo depende do nimero de pratos tedricos. Somente separacoes
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com baixa seletividade é que N deve ser alto para alcancar a resolucio desejada (WEWERS
et al., 2005).

Quanto a resolucido, normalmente, a separacdo completa na linha de base ocorre
com valores maiores que 1,5 para bandas de tamanho similares e iguais a 2,0 para bandas
de tamanhos diferentes. Como pode ser observado na Tabela 4.1, todos os valores sdo
maiores do que aqueles apontados na literatura (COLLINS et al., 2006; SNYDER et al.,
2007).

4.2 Caracterizacao do leito
4.2.1 Determinacio da porosidade total

A Equacio (2.54) aplicada ao conjunto de dados experimentais de tg versus L/ug
fornece uma reta conforme mostrado no gréfico da Figura 4.2. Os valores das porosidades
totais das colunas analitica (R2 = 0,9915) e semipreparativa (R2 = 0,9986) sdo apresentados
na Tabela 4.2. Com a porosidade da particula fornecida pelo fabricante (g, = 0,357) e os
valores da porosidade total foi possivel calcular a porosidade do leito. Essas porosidades
sdo muito importantes nos processos de cdlculo das constantes de equilibrio e dos

parimetros de transferéncia de massa.
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Figura 4.2. Porosidade total: (a) coluna analitica. (b) coluna semipreparativa. Condi¢des
experimentais: vazdo = 0,6 - 4,0 mL.min"l; Temperatura = 25°C; Fase movel:

acetonitrila/dgua.
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Tabela 4.2 - Caracteristicas dos leitos.

Coluna L (cm) DI (cm) d, (um) € &
analitica 15,0 0,46 20,0 0,512 0,686
s-preparativa 25,0 1,0 20,0 0,371 0,596

DI: didmetro interno da coluna; d,: didmetro da particula.

4.2.2 Queda de pressao

A queda de pressao € um importante parametro em calculos de processos e projetos
de plantas industriais de separacdo cromatografica, pois pode causar sérios danos aos
materiais dos aparelhos de cromatografia e afetar o funcionamento correto dos dispositivos
(LUDEMANN-HOMBOURGER et al, 2002; TOUMI et al., 2003; ZABKA et al., 2008;
NAM et al., 2011).

A equacdo de Kozeny-Carman ¢é apropriada para fluxos darcynianos, normalmente
encontrados em cromatografia. O parAmetro ® da Equacdo (2.1) foi obtido

experimentalmente a partir da inclinacio da reta de AP/L versus u, conforme a Figura 4.3.

38
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Figura 4.3 — Queda de pressdo: fase movel acetonitrila/dgua a (o) 25°C e (m) 35°C e fase

movel etanol/dgua a (A) 35°C.
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As Equagdes (4.1), (4.2) e (4.3) representam os resultados dos ajustes em relagio a
fase moével acetonitrila/dgua a 25°C (R2 = 0,9933) e 35°C (R2 = 0,9677) e etanol/dgua a
35°C (R*=0,9902), respectivamente (Figura 4.3).

- % (bar/cm) = 0,0586 - u (cm/min)

a 25°C @.1)
_AP (bar/cm) = 0,0706 - u (cm/min)
L e " a 35°C 4.2)
_ AP par/em) = 0,1443 - u (cm/min)
L oarem =5 e a 35°C 4.3)

Percebe-se que o valor de @ da Equacdo (4.3) é duas vezes maior que os valores das
Equagdes (4.1) e (4.2). Este resultado ja era esperado, uma vez que a mistura etanol/dgua
produz um dos maiores valores de viscosidade dentre os solventes comumente utilizados
em cromatografia liquida em fase reversa, sendo menor apenas que a mistura
isopropanol/dgua (KATTAB et al., 2012; PANG et al., 2007). Normalmente, substitui-se o
etanol por acetonitrila para diminuir a viscosidade sem que haja prejuizo considerdvel nos
parametros cromatogrificos. Em estudo de separacdo realizado com fase moével
acetonitrila/isopropanol na propor¢éo 25:75 (v/v) a 25°C, a viscosidade foi de 0,751 cP,
valor superior a viscosidade da fase mével contendo acetonitrila usada nesta Tese (SILVA
JUNIOR, 2012). J4 Perna (2012), realizando separacio com fase mével organica composta
por hexano/isopropanol/etanol na proporcdo 90:5:5 (v/v) e fase estaciondria quiral com
tamanho de particula de 20 wm a 25°C encontrou o valor de ® igual a 0,0663, valor bem
préoximo aquele apresentado pela fase modvel aquosa contendo acetonitrila e fase

estaciondria reversa de mesmo tamanho de particula usadas nesta Tese.

4.3 Determinacao de isoterma

4.3.1 Isoterma linear

As constantes de equilibrio termodindmico foram obtidas a partir do primeiro
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momento da curva cromatogréfica de cada componente na coluna analitica (25 x 0,46 cm)
conforme a Equacdo (2.57). Trés sistemas experimentais empregados t€ém em comum as
mesmas propor¢des de solvente organico bem como as mesmas vazoes. A seletividade (o)
foi calculada a partir da Equacao (2.3). Os resultados estdo apresentados nas Figuras 4.4 —

4.6 e nas Tabelas 4.3 —4.5.

Tabela 4.3 - Constantes de Equilibrio em ACN/H,0 - 25°C

Substincia kp o1 R’

piperonal (1) 0,869 _ 0,99997
safrol (2) 3,122 3,592 0,99998
isosafrol (3) 3.446 3,965 0,99998
terpinoleno (4) 12,343 14,204 0,99992

componente j: 2, 3 ,4.

350 ¢

30,0 -

ty (min)

10,0 -

50 ¢ .’k_*_/*/'*

0:0 1 1 1 1 |
2.5 3.5 4.5 3.5 6,5 7,5

L/ug (min)

Figura 4.4 - Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e) isosafrol, (O0) safrol,
(#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6 - 1,4 mL.min"'; Temperatura = 25°C;

Fase moével = acetonitrila/dgua.
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As constantes de equilibrio mostram que ndo houve competi¢do entre a espécie
quimica piperonal e os demais componentes da mistura na concentra¢do e nas condi¢des
empregadas, visto que os valores de suas constantes sdo distintos, diferentemente dos
valores das constantes do safrol e do isosafrol que sdo muito préximos. Essas observacoes

sdo reforcadas pelos valores de seletividade (o).

Tabela 4.4 - Constantes de equilibrio em ACN/H,0 — 35°C

Substancia kp Q1 R’

piperonal (1) 0,784 _ 0,99994
safrol (2) 2.835 3,616 0,99998
isosafrol (3) 3,112 3,969 0,99994
terpinoleno (4) 10,962 13,982 0,99998

componente j: 2, 3 4.

35,0 ¢

30,0

20,0 -

tg (min)

15.0 r

10,0 r

0,0 1 1 1 1 |
2,5 3.5 4.5 5.5 6,5 7,5

L/uy (min)
Figura 4.5 - Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e) isosafrol, (o) safrol,
(#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6 - 1,4 mL.min"; Temperatura = 35°C;

Fase movel = acetonitrila/dgua.
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Tabela 4.5 - Constantes de Equilibrio em EtOH/H,0 — 35°C

Substincia kp 041 R’
piperonal (1) 0,512 _ 0,9997
safrol (2) 2,586 5,051 0,9997
isosafrol (3) 2.923 5,709 0,9996
terpinoleno (4) 8,408 16,422 0,9996
componente j: 2, 3 ,4.
250 1
20,0
= 150 ¢
10,0 r
5.0 | //”"
0.0 : : ' ' '
2,5 3.5 4,5 5.5 6.5 7,5

L/ug (min)
Figura 4.6 - Constantes de equilibrio: (A) terpinoleno, (e®) isosafrol, (o) safrol,
(#) piperonal. Condi¢des experimentais: Q = 0,6 - 1,4 mL.min"; Temperatura = 35°C;

Fase mével = etanol/agua.

Explica-se a proximidade dos valores das constantes de equilibrio do safrol e do
isosafrol, devido as suas moléculas serem isdmeros constitucionais, mais precisamente,
isdmeros de posicdo (SOLOMONS e FRYHLE, 2012). Nas condicdes em que a solucdo de

sintese foi estudada, o poder de discriminacdo da fase estaciondria, em relacdo a estes
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isdmeros € limitado, sendo, portanto, necessdrio diminuir a forca de interacdo da fase mével
com soluto, ou seja, aumentar a quantidade do solvente mais polar, no caso a dgua, para
aumentar a seletividade e assim obter valores significativamente diferentes.

As constantes de equilibrio mostram que a afinidade com a fase estaciondria tem a
seguinte ordem crescente: piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno. A mesma ordem de
afinidade foi encontrada por Moreira (2013) com fase estaciondria C;s e fase moével
etanol/agua (70/30 - v/v) a 25°C. Observa-se que a diferenca entre os valores das constantes
do safrol e isosafrol é muito pequena. Por isso, variacdes pequenas na composicao e
natureza da fase mével, também podem provocar uma alteracdo na ordem de eluicio destes
componentes.

O terpinoleno apresenta diferenga significativa nos valores das constantes obtidas
neste trabalho e aquelas encontradas por Moreira (2013). Isso reflete a elevada interagdo do
terpinoleno em relacdo a fase estaciondria C;g mediante a mudanga da composicdo da fase
moével. Enquanto neste trabalho, utilizou-se acetonitrila/dgua, o referido autor usou
etanol/dgua. As vantagens de se usar a acetonitrila residem nos fatos de ser menos viscosa
que o etanol e aumentar a resolucdo entre o piperonal e os demais componentes.

A fase estaciondria C;3 mostrou-se bastante seletiva para qualquer combinag@o entre
o piperonal e os demais componentes da mistura, nas condi¢cdes estudadas. O mesmo nao se
aplica a separacdo do par safrol/isosafrol, pois, com o fator de separacdo (o3 = 1,01 a 1,13
considerando todos os sistemas) baixo ndo podem ser separados sob as condicdes
experimentais empregadas (LANCAS, 2009). Essas substancias sao estruturalmente muito
parecidas e por isso, a diferenca na interacdo com a fase estaciondria Cig na fase mével

acetonitrila/dgua e etanol/dgua foi também, muito pequena.

4.3.2 Isoterma de Langmuir

Os parametros da isoterma foram obtidos pelo método do tempo de retencao bindrio
(TRB) generalizado descrito na secdo 2.5, empregando-se a coluna analitica (25 x 0,46 cm).
Por este método, sdo feitas injecdes de quantidades elevadas de massa ou de volume,
obtendo-se o tempo de retencdo das frentes de adsorcdo pela derivada primeira (ver
Apéndice B). A calibracdo do detector ndo ¢ necessdria como nos métodos comumente
utilizados. A fase mével acetonitrila/dgua foi usada para obter os parametros da isoterma de

Langmuir a 25 e 35°C e os resultados estdo apresentados na Figura 4.7 e 4.8.
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As Equagdes (4.4) e (4.5) representam os ajustes das isotermas de Langmuir para o

piperonal (1) e safrol (2) a 25°C em fase mével acetonitrila/dgua.

B 2,319C, »

=1 0372C, 10496C, @4
5914C,

d2 (4.5)

T 1+0,372C; + 0,496 C,

8,0-
7,01
6.0
5.0
4,01
3.0 ¢
2,01
1,0-

0,0- T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 04 08 12 16 20 24 28 32

C(glh

q(gLh

Figura 4.7 - Isotermas de Langmuir para mistura bindria (#) piperonal e (0) safrol em fase
estaciondria Cig. Q = 1,0 mL.min'l; Temperatura = 25°C; Detec¢do UV = 250 nm; Fase

movel = acetonitrila/dgua — 70/30(v/v).

As Equacodes (4.6) e (4.7) representam os ajustes das isotermas de Langmuir para o

piperonal (1) e safrol (2) a 35 °C em fase mdvel acetonitrila/dgua.

~ 2,089C, (4.6)
14+0,354C; +0,415C,

qi
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~ 5,240C,
140,354 C, +0,415C,
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Figura 4.8 - Isoterma de Langmuir para mistura bindria (¢) piperonal e (O0) safrol em fase
estacionaria Cig. Q = 1,0 mL.min'l; Temperatura = 35°C; Detec¢do UV = 250 nm; Fase

movel = acetonitrila/dgua — 70/30(v/v).

Por outro lado, a fase mével etanol/dgua foi testada a 35°C e os resultados sdo
mostrados na Figura 4.9. As Equacdes (4.8) e (4.9) representam as isotermas de Langmuir

para o piperonal (1) e safrol (2) a 35°C.

~ 1.861C, i

4= 10,288C, 10,348C, “48)
4,193C,

d2 (4.9)

T 1+0,288C; +0,348C,

Conforme o método do tempo de retencéo proposto por Rajendran e Chen (2009), a
saturacdo da fase estaciondria é observada quando ocorre, no cromatograma, o toque de
banda (ou sobreposicdo de bandas). Este fendmeno foi observado na concentracdo de

20 g.L! cuja proporgdo piperonal/safrol foi de 50%, ou seja, 10 g.L"' de cada componente.
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Neste estudo, a capacidade de saturagdo (qs) (obtida do ajusta da Equacdo 2.5) da fase
estaciondria em relacdo ao piperonal/safrol foi de 6,22 e 11,91 gL' a 25°C, de 5,90 e
12,64 g.L'1 a 35°C em acetonitrila/dgua e, 6,46 e 12, 06 g.L'1 a 35°C em etanol/dgua. A
capacidade de saturacdo é um dos pardmetros necessdrios para o célculo do fator de carga
dado pela Equagdo (2.59). Com este fator, pureza e recuperacdo definidos & possivel
projetar a quantidade de amostra que poderd ser injetada no sistema cromatografico e,
consequentemente, prever a concentracao a ser usada na solucio de trabalho (GOLSHAN-
SHIRAZI e GUIOCHON, 1989; GUIOCHON et al., 2006). Por exemplo, tomando-se as
Equacdes 2.58 — 2.61 (ver Tabela 2.3, Secdo 2.12) e considerando uma pureza de 98%,
recuperacdo de 97% e volume de injecdo de 800 pL, a concentracdo méaxima de piperonal
na solugdo de trabalho devera ser cerca de 9,46 g.L'l. Em relacdo ao safrol, considerando as
mesmas condicdes, esse valor serd de 4,94 gL', Essa andlise foi aplicada ao sistema
acetonitrila/dgua a 25°C. Esses resultados foram extremantes importantes na defini¢cdo da

concentracdo da solucgdo de trabalho empregada na abordagem experimental.

9,0-
8.,0-
7,01
6,01
5,01
4,01
3,0-
2,0-
1,01
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C(gLh

q(gLh

Figura 4.9 - Isoterma de Langmuir para mistura bindria (#) piperonal e (0) safrol em fase
estacionaria Cjg. Q = 1,0 mL.min'l; Temperatura = 35°C; Detecgdo UV = 250 nm; Fase

movel = etanol/dgua — 70/30 (v/v).

A determinacdo dos parametros da isoterma de Langmuir ndo foi feita para o
terpinoleno devido sua concentra¢do na mistura utilizada ser baixa e, principalmente, por

sua banda cromatogréfica se encontrar muito distante da banda do piperonal, conforme
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mostrado pelo fator de separacdo da Tabela 4.1, tornando a possibilidade de sobreposicao
de banda extremamente dificil, que é um pré-requisito para a aplicacio do método do

tempo de retencao bindrio.
4.4 Determinacao dos coeficientes de dispersao axial e de transferéncia de massa

Os parametros de transferéncia de massa foram obtidos a partir do segundo
momento da curva cromatogrifica do piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno em coluna
semipreparativa (25 x 1,0 cm). A inclinagdo da reta dada pela Equacgao (2.49) forneceu o
coeficiente de difusdo efetivo (Def) € a intersec¢do como o eixo, o coeficiente de dispersdao
axial. Os resultados sdo apresentados no grafico (Van Deemter modificado) das Figuras
4.10 — 4.12 e nas Tabelas 4.7 — 4.9. O coeficiente de determinagdo (Rz) para cada sistema

experimental encontra-se na Tabela 4.6. Em todas as figuras, observa-se uma relagdo linear

entre HETPy,0q versus u para cada componente.

0,015 -
0,014 -
=)
S
&E 0,013 -
[
L
0,012 -
0,011 - A
0,01 T T T T 1
0,20 0,23 0,26 0,29 0.32 0,35

u (cm/s)

Figura 4.10 - Obtencdo dos parametros de transferéncia de massa: (®) isosafrol, (0) safrol
(#) piperonal, (A) terpinoleno. Condi¢des experimentais: Q = 4,0 — 6,0 mL.min;

Fase mével = acetonitrila/dgua; Temperatura = 25°C; Coluna = 25 x 1,0 cm.
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Tabela 4.6 — Coeficiente de determinagdo (R?)

ACN/H,0O ACN/H,0O EtOH/H,0
Temperatura = 25°C Temperatura = 35°C Temperatura = 35°C
Piperonal 0,9553 0,9873 0,9857
Safrol 0,9719 0,9739 0,9845
Isosafrol 0,9949 0,9585 0,8950
Terpinoleno 0,8937 0,9894 0,8912

Tabela 4.7 - ParAmetros de transferéncia de massa em ACN/H,O — 25°C

Substincia D, (cmz.s'l) Dt (cmz.s'l) D, (cmz.s'l) E, (cmz.s'l)

piperonal (1) 2,150 x 10°° 1,655 x 10° 1,588 x 10° 3,450 x 107u
safrol (2) 1,787 x 10° 2,791 x 10° 1,072 x 10° 3,485x 107u
isosafrol (3) 1,633 x 10° 3,005 x 10°° 1,093 x 10° 4,159 x 10”u

terpinoleno (4) 1,293 x 10°° 5,466 x 10° 6,306 x 107 4,004 x 10”u

0,015 -
0,014 -
e
s
£ 0013 |
5
my
0,012 -
*
A
0,011 - A
0.01 T T T T 1
0,20 0,23 0,26 0,29 0,32 0,35

u (cm/s)
Figura 4.11 - Obtenc¢do dos parametros de transferéncia de massa: (®) isosafrol, (O) safrol
(#) piperonal, (A) terpinoleno. Condic¢des experimentais: Q = 4,0 — 6,0 mL.min™"; Fase

mével = acetonitrila/dgua; Temperatura = 35°C; Coluna = 25 x 1,0 cm.
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Tabela 4.8 -~ ParAmetros de transferéncia de massa em ACN/H,O — 35°C

Substincia D, (cmz.s'l) Det (cmz.s'l) Dy (cmz.s'l) Ey (cmz.s'l)
piperonal (1) 2,653 x 10° 1,542 x 10° 1,180 x 10° 2,920 x 10”u
safrol (2) 2,205 x 10°° 3,185x 10° 1,316 x 10°° 3,188 x 107u
isosafrol (3) 2,015x 10° 3,548 x 10° 1,413 x 10 3,564 x 10
terpinoleno (4) 1,595 x 10 6,449 x 10°° 8,341 x 107 4,233 x 107u
0,015
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£ 0,013
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0,011 A
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0,23 0,26 0.32 0,35
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Figura 4.12 - Obtenc¢do dos parametros de transferéncia de massa: (®) isosafrol, (O) safrol

(#) piperonal, (A) terpinoleno. Condi¢des experimentais: Q = 4,0 — 6,0 mL.min"'; Fase

movel = etanol/dgua; Temperatura = 35°C; Coluan =25 x 1,0 cm.

Tabela 4.9 - ParAmetros de transferéncia de massa em EtOH/H,0 — 35°C

Substincia Dp(cmz.s'l) Def(cmz.s'l) Ds(cmz.s'l) Eb(cmz.s'l)

piperonal (1) 9,550 x 107 5927x 10° 7,641 x 10”7 3,808 x 10~u
safrol (2) 7,939 x 107 1,325 x10°® 6,261 x 107 4,002 x 107u
isosafrol (3) 7,255x 107 1,941 x 10° 8,947 x 107 6,522 x 10”u
terpinoleno (4) 5,743 x 107 2,633x 10° 4,491 x 107 5,653 x 10°u
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Vale ressaltar que de posse do valor de Dy, obtido experimentalmente, o coeficiente
de difusdo superficial (Ds) bem como o coeficiente de difusdo nos poros (D,) foram
calculados conforme as Equagdes (2.34) e (2.37), respectivamente (ver Tabela 4.7 —4.9).

Os resultados mostram (Tabela 4.7 — 4.9) que o mecanismo que descreve a difusdo
efetiva tem uma contribuicdo relativamente grande da difusdo superficial. Isto ¢é
evidenciado pela razdo entre D,/Ds ser menor que 2, indicando a pronunciada influéncia
deste mecanismo. Varios estudos sobre transferéncia de massa em fase reversa,
especialmente Cig, tem estabelecido a importancia da difusdo superficial para a difusdo
efetiva nos poros. Em alguns casos, a difusao superficial tornou-se o principal mecanismo
de transporte de massa. Atualmente, a maioria dos modelos de balanco de massa diferencial
para difusdo nos poros leva em consideracdo a difusdo superficial, somando-se seu valor ao
termo da difusdo na Equagao (2.23) (MIYABE e GUIOCHON, 1999; PIATKOWSKI et al.,
2003; HONG et al., 2004; MIYABE, 2009; MIYABE e GUIOCHON, 2010). Outro fato
observado € que nas equagdes de balango de massa do modelo, primeiramente, considerou-
se apenas o mecanismo de difusdo nos poros descrito por D, como explicagdo a difusdo dos
solutos. Porém, o modelo ndo se ajustou aos dados uma vez que os coeficientes encontrados
ndo tinham significados fisicos, foi, portanto necessario incluir no modelo, as contribui¢cdes
da difusao superficial traduzidas por Ds.

Para se verificar a magnitude da influéncia da resisténcia externa ou interna sobre o
fendomeno de transferéncia de massa, tomou-se o Numero de Biot mdssico (Biy) dado pela

Equagdo (4.10) (BAILEY e OLLIS, 1986; CREMASCO, 2002; ZHOU et al. 2003):

P (4.10)

Bi, . =
M 2Dy

em que d, € o didmetro da particula, k; € o coeficiente de transferéncia de massa no filme e
D¢t € coeficiente de difusdo efetivo. Os valores de k¢ foram calculados conforme correlagio
de Wilson e Geankoplis (1966) (Equacdo (2.35)) e os valore de D, encontram-se nas
Tabelas 4.7 — 4.9 para os trés sistemas de separacdo em estudo, dos quais se tomaram o
menor e o maior valor de k¢ e Des para calcular o Nimero de Biot massico. Como se pode
notar na Equagdo (4.10), o numerador estd relacionado 4 transferéncia de massa externa

descrita por k¢ e o denominador estar relacionado a transferéncia de massa no interior das
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particulas traduzida por Des. O resultado dos valores do niimero de Biot sdo apresentados na
Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Caracteristica da transferéncia de massa global

ki x 107 (cm/s) Biy
Min. — Max. Min. — Max.
Piperonal 3,036 - 6,866 31,5-58,6
Safrol 2,684 — 6,070 16,5 -23,2
Isosafrol 2,527 -5,717 13,0-16,5
Terpinoleno 2,163 — 4,253 6,63 —9.,40

Ha trés casos do uso deste numero: Bi, < 0,1; 0,1 < Bi, < 100 e Bi, >100. O caso
em Biy < 0,1 indica que a resisténcia externa controla a transferéncia de massa global. O
caso em que 0,1 < Bi,, < 100 indica que tanto a resisténcia interna quanto a resisténcia
externa sdo efeitos contribuem para transferéncia de massa. O caso em que Bi, > 100
significa que a resisténcia interna é o efeito que controla a transferéncia de massa global
(BAILEY e OLLIS, 1986; PARTIR, 1994; DINCER, 1998; SARTI et al. 2001). Conforme
a Tabela 4.10, os valores do Nimero de Biot encontram-se dentro do segundo intervalo
apontado pelos autores, ou seja, tanto a resisténcia interna quanto a resisténcia externa sao
efeitos que influenciam a transferéncia de massa.

No que se refere a obtencdo da dispersdo axial, verificou-se, para todas as espécies
quimicas avaliadas, valores na ordem de 107 cm?s H4, na literatura, vérias correlagdes
para a estimativa de tais valores. Assim sendo, os valores experimentais obtidos no presente
trabalho foram comparados com aqueles advindos das correlacdes de Chun e Wen (1968),
Koch e Brady (1985), Gunn (1987) e Athalye et al. (1992). A equagdo de cada uma dessas
correlagdes estd descrita na Tabela 2.2. O coeficiente de dispersdo axial tedérico foi
calculado baseado nas seguintes condig¢des: acetonitrila/dgua a 25°C, acetonitrila/dgua a
35°C e etanol/dgua 2 35°C cuja a vazdo variou de 4,0 — 6,0 mL.min"'. A comparagdo foi
feita baseada nos desvios relativos médios (DRM), conforme a Equagao 4.11. Os resultados
do desempenho de cada correlag@o para cada condi¢do acima descrita sdo apresentados nas

Tabelas 4.11 — 4.13.

.. —E .
bteérico bexperimental

DRM =

x100% @.11)

bexperimental
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Tabela 4.11 - Desvios relativos médios em percentagem ACN/H,0 — 25°C

Componente Athalye Chung e Wen Gunn Koch e Brady
Piperonal -4,02 6,57 -67,57 -9.98
Safrol -2,01 5,51 -62,94 -8,17
Isosafrol -16,65 -11,60 -66,73 -58,92
Terpinoleno -9,98 -8,17 -58,92 -26,37

Observa-se que para cada condi¢do mencionada acima, as correlagdes de Chun e
Wen (1968) e Athalye et al. (1992) sdo as correlagdes que mostram os menores desvios,
indicando que descrevem melhor a dispersdo axial no interior das colunas. Por outro lado, a
correlacdo de Gunn (1987) mostra os maiores desvios. Hong et al., (2004), destacou que
essa correlacio apresenta erros elevados para baixos valores do Nimero de Reynolds como
€ o caso de separacdes cromatograficas. Nesta Tese, os Numeros de Reynolds variaram de
1,1 x 102 a 4,2 x 107 considerando-se todos os sistemas. Esses valores sdo semelhantes aos
encontrados por Hong et al., (2004). Por isso, a correlacio de Gunn (1987) ndo é
recomendada para ser empregada em cdlculos de coeficiente de dispersdo axial das
substincias analisadas neste trabalho, utilizando as fases moéveis (acetonitrila/dgua,

etanol/dgua) aqui apresentadas bem como a fase estaciondria Cjs.

Tabela 4.12 - Desvios relativos médios em percentagem ACN/H,0 — 35°C

Componente Athalye Chung e Wen Gunn Koch e Brady
Piperonal 9,51 25,82 -67,51 -16,68
Safrol 3,44 15,24 -65,60 -19,61
Isosafrol -6,08 3,08 -66,98 -26,30
Terpinoleno -17,79 -13,22 -60,73 -33,98

Por dltimo, a correlacdo de Koch e Brady também ndo deve ser empregada em
estimativas de coeficiente de dispersdo axial, uma vez que seus desvios foram bastante
elevados, considerando um limite razoavel.

Apesar da correlacdo de Chung e Wen (1968) apresentar bom acordo com os

coeficientes de dispersdo axial experimentais, a correlacdo de Atalye at al. (1992) é a mais
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indicada para efeito de cdlculo teérico do coeficiente de dispersdo axial uma vez que seus

valores de desvios foram, em geral, menores que de Chung e Wen (1968).

Tabela 4.13 - Desvios relativos médios em percentagem EtOH/H,O — 35°C

Componente Athalye Chung e Wen Gunn Koch e Brady
Piperonal -0,46 -3,15 -46,92 -16,72
Safrol -2,32 -7,84 -43.40 -17,32
Isosafrol -39,16 -43,45 -63,43 -48,23
Terpinoleno -27,01 -34,75 -52,30 -37,17

4.5 Separaciao cromatografica por injecao empilhada: abordagem experimental

A partir da caracterizacdo do sistema cromatogréfico analitico, foi feito uma andlise
para obtencdo dos parametros de ampliacdo de escala na coluna analitica, conforme mostra
a Figura 4.13. Essa abordagem foi empregada para solucdes concentradas da mistura dos
componentes conforme os valores descritos na Tabela 3.5, na se¢do 3.4, do Capitulo de

Materiais e Métodos.
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Figura 4.13 — Cromatograma da mistura pseudo-bindria piperonal(1)/safrol(2): Q = 1,0
mL.min'l; Temperatura = 35°C; Pressdo = 84 kgf.cm'z; Vinjecao = 50 UL; Detec¢ao UV =
245 nm; Coluna = 25 x 0,46 cm; C = 0,950 g.L'1 (89,5% de piperonal + 10,5% de safrol).
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Para manter as mesmas condicdes de seletividade (o) e resolucdo (Rs) apresentadas
na Figura 4.13, a vazio calculada foi de 4,756 mL.min" e a concentragdo, de 0,30 g.L"!
(Equacdo 3.1 e 3.2). Entretanto, essa quantidade de massa injetada seria muito pequena.
Para se aumentar essa massa, mediante o uso de solucdes mais concentradas sem que
ocorra diminui¢io na pureza, diminuiu-se a vazio para 3,0 mL.min".

Essa alteragdo operacional diminuiu a queda de pressdo de 169 para 84 kgf.cm'z,
tornando o manuseio do sistema menos critico e possibilitando a injecdo de quantidades
maiores de massa. Para escolher a massa a ser injetada, fez-se uma curva de concentracio
até um maximo que se poderia conseguir, obtendo linha de base ou até haver o “toque de
banda”, ou seja, até ocorrer a sobreposicdo das bandas (ver Figura 4.14). Essa curva foi
construida da seguinte maneira: tomou-se a quantidade maxima separdvel na linha de base
obtida na ampliacdo da escala (0,285 g.L'l), dobrou-se esse valor e em seguida estabeleceu-
se valores de concentracio até 9,50 gL', como mostra a Figura 4.14. Procedimento
andlogo foi adotado por Zongde et al. (2005) na resolugdo de mistura bindria, obtendo

resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho.

0,08+ ——0,285gL"

(1 ——0,571 gL'

0,06 — 0950 g.L"

P ——2375gL"

) ——4750gL"

e 0,04 ——9,500g.L"

&)
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t (min)
Figura 4.14 - Aumento da concentra¢cdo dos componentes da mistura (1) piperonal/
(2) safrol. Condi¢des experimentais: Q = 3,00 mL.min™"; Temperatura = 35°C; Presséo =

33 kgf.crn'z; Vinjecao = 800 uL; Detec¢do UV =260 nm; Coluna =25 x 1,0 cm.

Observa-se, na Figura 4.14, que uma resolucdo completa na linha de base ¢é
alcancada até a concentracdo de 0,571 g.L'l. Apesar dessa concentracdo levar a pureza

maxima de piperonal, produgdo muito maior dessa substincia poder ser atingida com uma
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pureza igual ou superior a 98% com uma solu¢@o na concentra¢do em torno de 9,50 g.L.",
como mostrado pelo exemplo da se¢do 4.3.2, na qual se utilizam os pardmetros da isoterma
de Langmuir associados a uma pureza e recuperacdo estabelecidas para definir a

concentracdo da amostra a ser injetada.

4.5.1 Separacio de piperonal em escala semipreparativa

Os resultados em relacdo a separacdo por injecdo empilhada em fase mdvel
acetonitrila/dgua a 25 e a 35°C sdo apresentados nas Tabelas 4.14 — 4.15 e Figuras 4.15 —
4.16. A pureza (Pu), a recuperacdo (Y), producdo (Pr), consumo de solvente (CS) e
produtividade especifica (SP) foram calculados conforme as Equacdes descritas na
Tabela 2.3.

Tabela 4.14 - ParAmetros de desempenho a 25°C

Acetonitrila/agua - 70:30 (v/v)

Injecoes Pu(%) Y(%) Pr(mgmin') CS(mL.mg"') SP(mg.mL")

5 98,66 97,29 0,64 15,44 0,065
5 98,66 97,29 0,64 15,44 0,065
10 98,67 98,42 1,08 9,10 0,110
10 98,67 98,42 1,08 9,10 0,110

Pu: pureza; Y: recuperagdo; Pr: producdo; CS: consumo de solvente; SP: producdo
especifica.

Tabela 4.15 - ParAmetros de desempenho a 35°C.

Acetonitrila/agua -70:30 (v/v)

Injecoes Pu (%) Y (%) Pr (mg.min'l) CS (mL.mg'l) SP (mg.mL'l)

5 98,66 97,65 0,84 11,68 0,086
5 98,66 97,69 0,84 11,68 0,086
10 98,49 98,16 0,97 10,15 0,099
10 98,41 98,15 0,97 10,16 0,098

Os valores de pureza (Pu) ndo variaram em relacdo a quantidade injetada, diferentemente
da recuperacdo (Y) que apresentou perda maior em relagdo ao menor nimero de injecdes e
o consumo de solvente (CS) que foi menor em relacdo & maior quantidade injetada. Ja a
producido (Pr) e a produtividade especifica (SP) para dez injecdes empilhadas foi o dobro
dos valores relacionados a cinco injecdes empilhadas. Isto mostra que € possivel aumentar a
producido de piperonal nas condi¢cdes cromatograficas e instrumentais empregadas sem que

haja perda significativa na pureza para faixa de concentracio estudada.
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Figura 4.15 - Cromatograma de cinco (a) e dez (b) inje¢oes empilhadas: (1) piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno. Q = 5,0 mL.min"';
Temperatura = 25°C; Pressdo= 25 kgf.cm'z; Vinjegio= 800 uL; coluna = 25 x 1,0 cm; Fase movel: acetonitrila/dgua - 70/30 (v/v);

C=9,50 g.L" (89,3% de piperonal + 1,79% de safrol + 7,96% de isosafrol + 0,95% de terpinoleno).
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Figura 4.16 - Cromatograma de cinco (a) e dez (b) injecdes empilhadas: (1) piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno. Q = 5,0 mL.min;

Temperatura = 35°C; Pressdo = 25 kgf.cm’z; Vinjecao= 800 UL; Coluna = 25 x 1,0 cm; Detecgdo UV = 245 nm; Fase mdvel: acetonitrila/dgua
- 70/30 (v/v); C = 9,50 g.L'I (89,3% de piperonal + 1,79% de safrol + 7,96% de isosafrol + 0,95% de terpinoleno).
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Separacdo cromatografica da mistura de piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno foi conduzida também com fase mével etanol/agua,

como alternativa a fase mdvel discutida anteriormente. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.16 e Figura 4.17.

Tabela 4.16 - ParAmetros de desempenho a 35°C
Etanol/agua - 70:30 (v/v)
Injecoes Pu (%) Y(%) Pr (mg.min’l) CS (mL.mg'l) SP (mg.mL")
10 98,67 98,46 1,08 9,90 0,10
10 98,67 98,46 1,08 9,90 0,10
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Figura 4.17 - Cromatograma referente a dez injecdes empilhadas: (1) piperonal, (2) safrol/isosafrol, (3) terpinoleno. Q = 5,0 mL.min™";
Temperatura = 35°C; Pressdo = 70 kgf.cm'z; Vinjecao = 800 uL; Detecgiio UV = 245 nm; coluna = 25 x 1,0 cm; Fase Mdvel: etanol/dgua —
70/30 (v/v); C=9.,5 g.L’1 (89,3% de piperonal + 1,79% de safrol + 7,96% de isosafrol + 0,95% de terpinoleno).
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Os resultados com acetonitrila/dgua a 35°C apresentados na Tabela 4.15 quando
comparados com os valores da Tabela 4.14 é observado que a pureza ndo foi afetada de
forma significativa, a recuperacdo apresenta valores muito semelhantes € o consumo de
solvente € menor em relacdo a menor quantidade injetada. Vale ressaltar que a produgdo e a
produtividade especifica apresentaram um aumento em relacdo a cinco injecdes € uma
diminuicdo em relacdo a dez inje¢des. Isto pode estar relacionado a diminuicdo da retengdo
por causa do aumento da temperatura.

Nota-se que em termos de pureza e recuperagdo, os valores sdo proximos quando
comparados aqueles relacionados a fase moével acetonitrila/dgua na mesma temperatura,
porém, a producgdo e produtividade especifica sdo maiores. J4 o consumo de solvente é
aproximadamente igual. Essas observacdes indicam que nio hd vantagem significativa da
fase movel etanol/dgua sobre acetonitrila/dgua, podendo ser utilizada qualquer uma das
duas. Entretanto, observacdes experimentais mostraram que a fase movel etanol/dgua
atenua a intensidade da banda cromatografica. Isso torna o método de deteccdo menos
sensivel, diminuindo o limite de quantificagdo quando essa fase moével estiver sendo
utilizada.

Vale ressaltar que a viscosidade da mistura etanol/dgua € 2,3 vezes maior que a
viscosidade de acetonitrila/dgua (ver Tabela 4.4), motivo pelo qual, ndo se realizou
experimento a 25°C, pois a coluna apresentou valores de queda de pressdo extremamente
elevados quando esta fase movel foi usada, sendo portanto, considerada uma condi¢do
critica de separagao.

Estudos mostram que a CLAE semipreparativa com injecdo empilhada é uma
técnica que fornece altas purezas, mesmo para misturas mais concentradas ou até mesmo
multicomponentes. Entretanto, parte do trabalho de pesquisa, deve envolver a busca por um
equilibrio entre pureza, recuperacdo e producdo (DO et al 2014; ZONGDE et al. 2005;
WHITE 2005; HUBER e MAJORS, 2007).

Nota-se nas Tabelas 4.14 — 4.16 em que as purezas e as recuperacdes estio entre 97
e 98 %. Esses resultados mostram que estd ocorrendo o toque de banda (ou sobreposi¢do de
banda) nas condi¢des empregadas, sendo a concentracdo, que no caso é 9,50 g.L'1 , a
condicdo mais influente. Esse mesmo valor foi usado na obtencdo das isotermas de
Langmuir (em solucdo concentrada) pelo método do tempo de retencdo cujo pressuposto

basico € observacdo do toque de banda, nos cromatogramas. Esse mesmo efeito é
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observado nas Figuras 4.15 — 4.17, principalmente para dez injecdes empilhadas. A
sobreposicdo ocorre entre as bandas do piperonal (componente 1) e safrol+isosafrol
(componente 2). Apds a terceira injecdo empilhada ocorre a sobreposi¢do do terpinoleno
(componente 3) entre os dois componentes. Estas observacdes indicam que os experimentos
foram conduzidos sob condi¢do ndo linear, sendo que o equilibrio foi satisfatoriamente
descrito pelo modelo de isoterma de Langmuir (ver Secdo 4.3.2). Outra observacdo feita é
que as bandas cromatograficas do safrol e isosafrol formam uma unica banda em solugao
concentrada, conforme as Figuras 4.15 — 4.15. Assim sendo, tal solu¢do pode até ser
considerada, dentro de certos limites, uma mistura pseudo-bindria, uma vez que a
concentracdo de terpinoleno é extremamente baixa, na concentragdo total de 9,50 g. L
Conforme os resultados apresentados nas Tabelas 4.14 — 4.16, o melhor sistema
experimental de obtengdo de piperonal é aquele a 25°C na fase mével acetonitrila/dgua e
com o maior nimero de injecdes, pois fornece um balanco equilibrado entre a pureza,

recuperacdo e producdo.

4.6 Separacio cromatografica por injecao empilhada: abordagem tedrica

A injecdo empilhada é uma técnica ttil na andlise de amostras complexas e na
producdo de substdncia puras em escala semipreparativa (DRAHRUMAN et al., 2011;
MILLER, 2012; BAUDELET et al., 2014). Porém, a maioria destes ensaios € focada
apenas na abordagem experimental, onde os tempos de ciclo e coleta sdo obtidos
diretamente do cromatograma. Como a pureza, a recuperagdo e a producdo dependem da
concentracdo injetada, a cada novo experimento que utilize concentracido diferente ¢é
necessdrio recalcular esses tempos. Por outro lado, com o empregado da abordagem tedrica,
conforme proposta nesta Tese, é possivel projetar a quantidade da substancia de interesse a
ser obtida sem que seja necessdrio realizar os experimentos para obtencdo do
cromatograma, pois a partir dos pardmetros de equilibrio e de transferéncia de massa foi
possivel calcular os tempos de ciclo e de coleta, diminuindo o tempo de andlise e o
consumo de reagente.

Os resultados apresentados na Tabela 4.17 foram obtidos a partir do célculo do
primeiro momento, utilizando-se a Equacdo (2.31), e do segundo momento com a

Equagdo (2.32). Essas duas equagdes necessitam das constantes de equilibrio, dos
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parametros de transferéncia de massa, além do coeficiente de dispersdo axial obtido pela

correlacdo de Athalye et al., (1992) com base na discussdo apresentada na Se¢do 4.4.

Tabela 4.17 - Calculo do primeiro e do segundo momento da curva gaussiana.

. ACN-H,0/ 25°C ACN-H,0/ 35°C EtOH-H,0/35°C
Substancia
tg 40 tr x40 tr x40
Piperonal 3,760 + 0,0884 3,723 £ 0,318 3,446 £ 0,355
Safrol 7,3336 + 0,696 5,816 + 0,605 5,562 £ 0,736
Isosafrol 7,850 £ 0,742 6,099 + 0,642 6,996 + 0,746
Terpinoleno 15,545 +2,032 14, 111 £ 1,735 11,504 + 1,742

ACN: acetonitrila; EtOH: etanol.

Para a realizacdo dos experimentos de injecdo empilhada, baseada no modelo
proposto nesta Tese, sdo necessdrios os valores de tempo de ciclo e do intervalo de tempo
para coleta da fracdo de interesse, no caso a fracdo contendo piperonal. Em todos os
experimentos da Tabela 4.18 foi aplicado o seguinte procedimento: para encontrar o tempo
inicial, utilizou-se a Equacdo (2.16), ja o tempo final, utilizou-se o primeiro momento da
curva cromatografica do isosafrol, porém com desvio padrao positivo, conforme a Equacdo
(2.21). O tempo de ciclo foi obtido pela diferenga entre o tempo final e o tempo inicial. O
intervalo de tempo da coleta das fragdes foi obtido do primeiro momento da curva
cromatografica do piperonal com desvio padrio positivo, de acordo com a Equacgao (2.22).
Com os tempos de ciclo e de coleta, montou-se uma programagdo de dez injecdes
empilhadas e os resultados s@o apresentados na Tabela 4.18 e nas Figuras 4.18 — 4.19,

sendo o componente 1, o piperonal e o0 componente 2, constituido por safrol e isosafrol.

Tabela 4.18 - Parametros de desempenho para dez injecoes.

Fase mével T (°C) Pu(%) Y (%) Pr(ugmin') CS(mL.ug") SP (ug.mL™)
ACN/H0 25 100 100 0,680 9,362 0,107
ACN/H,0 35 100 100 0,997 6,383 0,157
EtOH/H,O 35 100 100 0,548 11,609 0,086

Pu: pureza; Y: recuperacdo; Pr: producdo; CS: consumo de solvente; SP: produtividade
especifica.

Nota-se da Tabela 4.18 que a pureza e a recuperacdo foram extremamente elevadas
o que era desejado, uma vez que esses experimentos foram conduzidos sob condig¢do linear

e, portanto com resolugd@o na linha de base, nao havendo, segundo o modelo, a sobreposi¢ao
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de banda nem contaminacdo da fracdo de piperonal pela fragdo constituida de safrol,

isosafrol e terpinoleno. Essa observacdo € reforcada pelo fator de separacdo das Tabelas 4.3

— 4.5 que sdo de 3 a 16 vezes maiores que a unidade, indicando separagdo completa

(LINDSAY, 1992; RILEY, 1996).
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Figura 4.18-Separacio por injecdo empilhada. Condi¢des experimentais: Q = 5,0 mL.min™;

Fase modvel = acetonitrila/dgua; C = 0,190 g.L'1 (89,3% de piperonal + 1,79% de safrol +
7,96% de isosafrol + 0,95% de terpinoleno). Temperatura (a) 25°C e (b) 35°C.
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Entretanto, a Figura 4.18b apresenta sobreposicdo das bandas cromatograficas do
piperonal (componente 1) e do safrol + isosafrol (componente 2). Segundo a previsdo do
modelo proposto nesta Tese, tal situacdo ndo deveria ocorrer, uma vez que os experimentos
foram realizados sob condi¢do de diluicdo infinita para que o equilibrio de adsorcdo
pudesse ser representado por uma isoterma linear. Essa sobreposicdo levaria,
principalmente, a diminuicdo da pureza e recuperacdo. Contudo, na Tabela 4.18, os valores
de pureza e recuperacdo sdao de aproximadamente 100% para todos os sistemas estudados,
inclusive para acetonitrila/dgua a 35°C que gerou a Figura 4.18b. Essa discrepancia
observada para este sistema reforca o fato de que a melhor condi¢do de separagao reside no

sistema acetonitrila/dgua a 25°C.

0,0030+
1 «a
0,0025 <
0,0020
30,0015
20 ]
© 000101
0,0005 -
ol
090000__‘w T MKT/L LA S —| t/lk' 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
t (min)
Figura 4.19 - Separacio por injecdo empilhada. Condi¢cdes experimentais:

Q = 5,0 mL.min"' ; Fase mével = etanol/dgua; Temperatura = 35°C; C = 0,190 gL
(89,3% de piperonal + 1,79% de safrol + 7,96% de isosafrol + 0,95% de terpinoleno).

A abordagem tedrica fornece pureza e recuperacdo maiores em relagdo a abordagem
experimental. Por outro lado, a produgdo € baixa, uma vez que a concentragcdo da solugdo é
menor. Portanto, quando se deseja pureza e recuperagdo elevadas é aconselhdvel separar o
piperonal a partir de solucdes diluidas onde o equilibrio serd descrito por isoterma linear,

2

quando a alta producdo, com menor pureza e recuperagdo, ¢ o objetivo, separa-se O
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piperonal a partir de solu¢des concentradas onde o equilibrio serd representado por

isotermas do tipo Langmuir.
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Capitulo 5

5. Conclusoes

Os resultados quanto as constantes de equilibrio obtidas a partir do primeiro
momento da curva cromatografica mostraram que os componentes da mistura tem a
seguinte ordem crescente de afinidade: piperonal, safrol, isosafrol e terpinoleno, em relagdao
a fase estaciondria C g para as fases mdveis acetonitrila/dgua e etanol/dgua. Essa é, também,
a ordem de elui¢c@o dos respectivos componentes. Os resultados indicam, inclusive, que o
piperonal pode ser separado da mistura multicomponente ou até mesmo em combinagdes
bindrias com qualquer um dos componentes da mistura. Fato que € corroborado pelos
pardmetros cromatograficos fator de separagdo e resolucdo os quais estdo dentro daqueles
recomendados pela literatura. Vale ressaltar que as constantes de equilibrio sdo pardmetros
fundamentais na obtencao dos coeficientes de transferéncia de massa.

A transferéncia de massa global, cujos coeficientes foram obtidos a partir do
segundo momento da curva cromatogréfica, é controlada tanto pela resisténcia quanto pela
resisténcia interna. Este tltimo efeito esta relacionada ao mecanismo de difusio efetivo nos
poros do adsorvente, sendo que parte desse mecanismo € descrito pela difusdo superficial.
Vale ressaltar que o modelo de equagdo de balanco de massa diferencial que considera o
coeficiente de difusdo nos poros ndo se ajustou aos dados experimentais, significando que o
mecanismo de difusdo possuia outras contribui¢des. Foi constatado mediante a utilizacdo de
um novo modelo, que tais contribui¢cdes se devem ao mecanismo de difusdo superficial.
Assim sendo, a difusdo em fase reversa empregada nesta Tese € explicada em parte pela
difusdo nos poros e em parte pela difusdo superficial. Por outro lado, os coeficientes de
dispersdo axial mostram a mesma ordem de grandeza para todos os sistemas estudados.
Quando comparados com as correlagdes mais usadas na literatura, a andlise mostrou que a
correlacdo de Athalye et al. (1992) foi a correlacao que melhor descreveu a dispersao axial

na coluna semipreparativa utilizada. Além disso, os valores encontrados para os
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coeficientes efetivos de difusdo e de dispersdo axial encontram-se dentro daqueles
usualmente previstos na literatura, o que corrobora o método dos momentos empregado
neste trabalho.

Os resultados experimentais em relagdo aos parametros de equilibrio, transferéncia
de massa e de dispersdo axial obtidos neste trabalho podem ser usados para ampliar escala
de producdo de substdncias puras em técnicas de separacdo cromatogréficas, tanto em
batelada quanto continua.

Quanto a caracterizag@o do leito, os resultados encontrados mostraram que a menor
queda de pressdo produzida pela coluna semipreparativa ocorreu quando se utilizou
acetonitrila na fase mével ao invés de etanol. Por outro lado, a porosidade total obtida pelo
primeiro momento de uma substancia ndo retida apresentaram valores normalmente
encontrados na literatura, tanto na coluna analitica quanto na coluna semipreparativa

A técnica de inje¢do empilhada foi aplicada na separacdo de piperonal mediante a
implementacdo de duas abordagens: a abordagem experimental, onde os tempos de ciclo e
de coleta sdo obtidos diretamente do cromatograma. E a abordagem tedrica, proposta nesta
Tese, na qual os tempos foram calculados a partir do modelo proposto com base no
primeiro e no segundo momento curva cromatografica, considerando-se isotermas lineares.
Nesta Tese, tanto a abordagem tedrica quanto a experimental apresentaram o sistema
cromatogréfico acetonitrila/dgua a 25°C como a melhor condi¢do de separagdo para dez
injecdes empilhadas.

Ressalta-se que o modelo proposto nesta Tese € de facil operacionalizacio
experimental. A diminuicdo do tempo de andlise, uma vez que ndo € necessirio obter o
cromatograma, e do consumo de reagentes sdo outras vantagens da abordagem tedrica,
utilizando o modelo. Em relacdo aos pardmetros de desempenho, o modelo conduziu, por
exemplo, a purezas superiores a 99%, sob condicdo de diluicdo infinita. Além disso, a
maioria dos trabalhos encontrados na literatura, que utilizam a técnica de injecdo
empilhada, ndo apresentam modelos pelos quais se possam programar eventos de injecao,
sendo, portanto mais uma contribuicdo deste estudo, na separacdo e purificacdo de
substancias contidas em misturas multicomponentes.

Finalizando, a CLAE semipreparativa por injecdo empilhada mostrou-se bastante
eficiente em termos de produgdo de piperonal com elevado grau de pureza. Além disso, a
quantidade de massa injetada ndo afeta significativamente a pureza. Os resultados indicam

também que uma quantidade maior de amostra pode ser injetada e que as informacgdes
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operacionais apresentadas neste estudo podem ser facilmente implementadas em

cromatografia preparativa para obter grandes quantidades de piperonal puro.

5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

Como sugestdo para trabalhos futuros tem-se:

(1) Proposicao de modelo para separacdo do piperonal considerando isotermas nio lineares,

ou seja, utilizando solugdes concentradas.

(2) Determinacdo dos parametros de transferéncia de massa, considerando as isotermas

ndo-lineares, usando a técnica dos momentos (MIYABE e GUIOCHON, 2000).

(3) Automatizacdo dos eventos de injecao empilhada bem como das fracdes coletadas.

(4) Procedimento de troca da cela do detector para avaliar o aumento da concentracdo da

solucdo de trabalho.

(5) Separacdo e producdo de piperonal por Cromatografia de Fluido Supercritico com

injecdo empilhada. Os resultados podem ser comparados com aqueles obtidos em CLAE.

(6) Avaliar a separacdo do piperonal por cromatografias continuas como o leito mével

simulado classico e leito mével simulado com variagdo no tamanho da coluna.
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APENDICE A

1. Obtencao dos espectros de absorcao

Os espectros de absor¢do de cada componente da mistura foram obtidos no sistema
cromatografico descrito na se¢do 3.1. Primeiro, foi injetado uracil a 0,10 g.L"! numa vazdo
de 0,2 mL.min"' com deteccdo em 254 nm. Essa injecdo foi necessdria para se saber o
tempo que o analito iria percorrer dentro do sistema até atingir o detector, uma vez que o
cromatdgrafo estava sem a coluna. Em seguida, fez-se uma injec@o do analito para observar
o comportamento de sua banda. Posteriormente, injetou-se novamente o analito e quando o
seu sinal estava sendo registrado, a bomba foi desligada quando a banda estava a meia
altura da linha de base. Entao no software LC solution, acionou-se o botdao “Scan’ e deixou-

se que o mesmo registrasse os espectros. Os resultados sdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Espectro de absorbancia de (a) piperonal, (b) safrol, (c) isosafrol e
(d) terpinoleno. Condigdes experimentais: Q = 0,2 mL.min"'; Fase mével: acetonitrila/dgua;
Temperatura = 25°C; Viyjecao = 20 pL; C = 0,10 g.L'l; Faixa de varredura = 190 — 370

nm; Passo de varredura =1,0 nm.

A partir da Figura 20, foi possivel escolher o comprimento de onda a ser utilizado
nas andlises. Incialmente escolheu-se, o comprimento de onda de 230 nm, porém, este
comprimento mostra uma absor¢do muito intensa para o piperonal. Na tentativa de se obter
um comprimento de onda que apresentasse uma absor¢do com intensidades aproximadas
entre 0s quatro componentes, escolheu-se o comprimento de onda de 245 nm. Vale ressaltar
que este procedimento elimina a necessidade de fazer a varredura por espectrofotometria.

Vale destacar que a concentracdo de cada componente foi escolhida com base na lei

de Lambert-Beer e suas limitacoes.
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APENDICE B

1. Método do tempo de retencao binario

Para a utilizagdo do método do tempo de retencdo bindrio para estimar os
parametros das isotermas € necessdria a obtencdo dos tempos das frentes de adsorcdo. Esses
tempos podem ser obtidos pela sobrecarga da coluna até que ocorra o toque entre as bandas
adjacentes dos componentes. No caso desta Tese, foi realizada a sobrecarga de massa, na
qual se manteve constante o volume de injecdo e variou-se a concentracdo, conforme as
Figuras 21 — 24. Nesses cromatogramas (Figuras 21 — 24), aplicou-se a derivada primeira
para obter o ponto de inflexdo de cada banda. Esses pontos de inflexdo sdo os tempos de
retencdo da frente de adsor¢do. Inserem-se esses tempos na rotina computacional descrita
por Rajendran e Chen (2009) para ajustar os par@metros da isoterma de Langmuir (Equacio

(2.4)).
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Figura 21. Cromatograma da mistura (1) piperonal e (2) safrol. (a) Condigdes
experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Fase mével: acetonitrila/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;
Vinjegio = 20 uL; Proporcdo: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 25°C.
(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B = 2,0 g.L''; C = 10,0 g.L'";

D=150gL";E=200gL".
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Figura 22. Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol. (a) Condigdes

experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Fase mdvel: acetonitrila/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;

Vinjecao = 20 uL; Proporgdo: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 35°C.

(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B = 2,0 g.L''; C = 10,0 g.L'";

D=150gL" E=20,0gL".
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Figura 23. Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol. (a) Condigdes
experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Fase movel: etanol/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;
Vinjecio = 20 pL; Propor¢do: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 25°C.
(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B = 2,0 g.L''; C = 10,0 g.L';

D=150gL" E=20,0gL".
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Figura 24. Cromatograma referente a mistura de (1) piperonal e (2) safrol. (a) Condi¢des
experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Fase moével: etanol/dgua; Coluna: 25 x 1,0 cm;
Vinjesio = 20 uL; Proporcdo: 50% de piperonal/50% de safrol; Temperatura = 35°C.
(b) Derivada primeira referente aos dados experimentais: B = 2,0 g.L''; C = 10,0 g.L'";

D=150gL";E=200gL".

Nas Figuras 21 a 24, na parte (b), a linha tracejada refere-se aos tempos de inflexdo
das frentes de adsorcao das bandas cromatograficas do piperonal e safrol.
Outra maneira de realizar a sobrecarga da coluna é pela sobrecarga de volume, na

qual se mantém a concentracio constante e varia-se o volume.
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ANEXO A

1. Determinacao das isotermas de adsorcao
por analise frontal

O método da andlise frontal consiste em substituir em sucessivos passos, o fluxo da
fase mével que escoa através da coluna contendo o composto em estudo com concentragdes
cada vez maiores e o registro das curvas de ruptura na saida da coluna, conforme a

Figura 25 (Gritti et al., 2003).
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Figura 25. Esquema de uma curva de ruptura (adaptado de Gritti et al, 2003).
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A conservacdo da massa do soluto entre os tempos quando a nova solucio entra na
coluna e quando o platd € alcangado permite o cdlculo da quantidade adsorvida, ¢, de soluto
na fase estaciondria em equilibrio com uma dada concentragdo, ¢y, na fase mével. A drea na
Figura 25 representa esta quantidade, que pode ser obtida também pela integracido da drea

sob a curva. A quantidade adsorvida, ¢, ¢ dada por:

g =<0V 5 =%o) (12)
/ Vads

em que Vg, Vo e V,gs sdo o volume de retencdo no ponto de inflexdo, volume morto do
sistema e o volume da fase estaciondria, respectivamente (Gritti et al, 2003).

Para mistura bindria, a curva de ruptura possui um platd intermedidrio na etapa de
adsor¢@o. Quando o sistema atingir o equilibrio, o0 componente de menor afinidade é eluido
a partir deste platd intermedidrio. Os dados experimentais da isoterma podem ser
determinados de acordo com o balanco de massa representado pela Equacdo (13)

(Mihlbachler et al., 2002; Lisec ef al., 2001):

~ CO,,-(VF1+2 _VO)_Cptj (VF1+2 _VFl) (13)
1= Vads

onde c¢p; € ¢,j sdo as concentragdes do componente j na alimentacdo e no platd
intermedidrio, respectivamente; Vr; € Vg4 sd0 os volume de retencdo no primeiro e no
segundo ponto de inflexdo na etapa de adsor¢do da curva de ruptura; Vy é o volume morto;

Vadgs € 0 volume do adsorvente.

2. RESULTADOS PARA ISOTERMA LINEAR

A cada curva de ruptura da Figura 26 foi aplicada a derivada primeira para obter o
tempo de inflexdo. O tempo de inflexdo, por sua vez, foi substituido na Equacio (12) para
se determinar a concentragcdo (q) de cada componente na fase estaciondria. O coeficiente

angular da reta de q versus ¢ € a constante de equilibrio (kp), comumente chamada de
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constante modificada de Henry. Os valores das constantes bem como os coeficientes de

determinacdo sdao mostrados na Tabela 19.

@ 0,20 gL

0,15gL"

0,10 gL
0,05g.L"

0,02 gL’

t (min)

(b)

2.5%10°
§> 2,0x10°
E _
o) 6
g 1,5X10 '
3 6
e} l,OXIO 7
ho]

E 5|
& J,0x10™
0,0

0

2.4x10°-

< 6

5 2,0x10 _
E 6

E 1,6x10 1
2 6

£ 1,.2x10°

ho] |
Q 5

S 8,0x10°

< ]
k= S

A 4,0x10°1
0,0

0

102



6
3,0x10" 020gL"

© 0,15 gL’
~ 6 > .
% 2,5x10—_ 010 oL"
T 2,0x10°-
g ] 0,05gL"
£ 1,5x10"
o ]
3 1,0x10%
= x0T 0,02 gL’
(=)
@ 5,0x10°
001l .
0 5 25 30
2,8x10°
1@
< 2,4x10°7 020 gL’
D 4
£ 2,0x10°1 0,15 gL
8 6]
5 1,6x10°
2 ]
S 12x10° 0101
3 ]
g 80xl0 0,05 gL
n 5
4,0X10 ] 0’02 g-L_l
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

t (min)
Figura 26. Curvas de ruptura do (a) piperonal, (b) safrol, (c) isosafrol, (d)
terpinoleno. Condi¢Oes experimentais: Q = 1,0 mL.min™"; Temperatura = 25°C, Fase
movel: acetonitrila/dgua; Coluna: 15 x 0,39 cm; Fase estaciondria = C;g, Detecc¢io

UV =245 nm.
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Tabela 19. Constante de equilibrio e coeficiente de determinac¢ao

H R?
Piperonal 3,695 0,9863
Safrol 5,432 0,9991
Isosafrol 5,375 0,9806
Terpinoleno 11,426 0,9990

2.8
2,4 | x terpinoleno .
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2’0 i o isosafrol
o~ 1,6 I~ # piperonal
H12 F
08
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C(gLh

Figura 27. Ajuste linear na obtengcdo das constantes de equilibrio. Condigdes
experimentais: Q = 1,0 mL.min'l; Temperatura = 25°C; Fase mdvel:

acetonitrila/dgua; Coluna: 15 x 0,39 cm; Fase estaciondria: C;s.
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