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Resumo da Tese apresentada no Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (MSc), em Ciéncia e

Tecnologia de Polimeros.

Adsorvente baseado em hibridos de silica gel/poliamida-6 para aplicacao em
cromatografia de camada delgada (TLC)

Geysy Lopes Ribeiro
Orientador: Luis Claudio Mendes

Co-orientador: Edemilson Pinto da Silva

Hibridos de silica gel/poliamida-6 (PA-6), com 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 € 0/100% em
massa de poliamida, foram preparados visando obter um novo adsorvente para uso
como fase estacionaria em cromatografia de camada delgada (TLC). A placa
cromatografica, com espessura homogénea, foi obtida pelo vazamento da dispersao
aquosa do material sobre um suporte de vidro, seguido da evaporacdo da agua. A
eficacia do adsorvente foi avaliada através da eluicdo dos fitoprodutos: B-lapachona,
quercetina e rutina, utilizando como fase movel éter, n-hexano e metanol,
isoladamente ou em mistura. O fator de retencédo foi considerado para avaliar a
eficiéncia do hibrido. Eter foi o solvente com melhor desempenho como fase mével,
seguido de metanol e n-hexano. Fotografias digitais e fotomicrografias oéticas
revelaram o perfil cromatografico e a morfologia do adsorvente, respectivamente.
Verificou-se que a forma, tamanho e distribuicao e a dispersao das particulas de PA-6
influenciaram a eluicao dos fitoprodutos. Foi também observado que os grupamentos
amida interagiram intensamente com os fitoprodutos, através de ligagdo de
hidrogénio, tornando dificil sua eluicdo. Neste estudo, nem a silica gel nem tampouco
a PA-6 pode ser considerada como adsorvente ideal. Os melhores desempenhos

foram alcangados pelos hibridos com até 50% em massa de PA-6.

Rio de Janeiro
2009
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Adsorbent based on hybrids of silica gel/polyamide-6 for application in thin
layer chromatography (TLC)

Geysy Lopes Ribeiro
Orientador: Luis Claudio Mendes

Co-orientador: Edemilson Pinto da Silva

Hybrids of silica gel/polyamide-6 (PA-6), with 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 e 0/100% of
weight of polyamide, were prepared aiming to obtain a new adsorbent for use as
stationary phase in thin layer chromatography (TLC). The chromatographic plate, with
homogeneous thickness, was obtained by pouring of the material aqueous dispersion
onto a glass support, followed by the water evaporation. The adsorbent effectiveness
was evaluated through the elution of the phytoproducts: B-lapachone, quercetine and
rutine, using as the mobile phase ether, hexane and methanol, solely or in mixing. The
retardation factor was considered to assess the hybrid efficiency. Ether was the solvent
with the best performance as the mobile phase, followed by methanol and hexane.
Digital photographs and optical photomicrographs revealed the chromatographic
profile and morphology of the adsorbent, respectively. It was noticed that the shape,
size and distribution, and dispersion of PA-6 particles have influenced the elution of the
phytoproducts. It was also observed that the amide groups interacted strongly with
phytoproducts, through hydrogen bond, making difficult the elution. In this study,
neither silica nor PA-6 may be considered as ideal adsorbent. The best performances
were achieved by the hybrids with until 50% of weight of PA-6.

Rio de Janeiro
2009



Parte desta Dissertacao de Mestrado foi apresentada no seguinte Congresso:

1. XXII Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica (ERSBQ), Belo
Horizonte, MG, Brasil, 06 a 09 de novembro de 2008, Hibrido de silica gel/

poliamida-6 como fase estacionaria para cromatografia em camada delgada (TLC)

2. Polychar 17 — World Forum on Advanced Materials, Rouen, 20-24th, April 2009,

France, Thin layer chromatography (TLC) using silica-gel/polyamide-6 as a
stationary phase.



3.1

3.2

3.3

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.4

3.5

4.

4.1

4.2

4.3

4.3.1

4.3.2

4.3.3

4.3.3.1

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVO
REVISAO BIBLIOGRAFICA

METODOS CROMATOGRAFICOS

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

ADSORVENTES INORGANICOS PARA FINS CROMATOGRAFICOS
Silica

Alumina

Terra diatomacea

ADSORVENTES ORGANICOS PARA FINS CROMATOGRAFICOS

ADSORVENTES ORGANICO-INORGANICO PARA FINS
CROMATOGRAFICOS
MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS
EQUIPAMENTOS

METODOS

Espectroscopia no infravermelho da silica-gel, PA-6 e do gesso
Fluorescéncia de raios-X (XRF)
Preparacao das placas cromatograficas

Analitos

4.3.3.2 Solventes

xi

10

11

14

23

23

24

24

24

25

26

28



4.4

4.5

4.6

4.6.1

4.6.2

5.1

5.2

5.2.1

5.2.2

5.2.2.1

5.2.2.2

5.2.2.3

5.3

5.3.1

5.3.2

5.3.3

534

5.3.5

CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA
DETERMINAGAO DO FATOR DE RETENGCAO

AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO E DA MORFOLOGIA
DO ADSORVENTE APOS A ANALISE DE TLC
Avaliacao do perfil cromatografico

Microscopia é6tica (OM)
RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA DA SILICA-GEL, DA PA-6
E DO GESSO
AVALIACAO DO FATOR DE RETENCAO

Avaliacao da eluicao do solvente versus composicao do
adsorvente

Avaliacao do fator de retencao versus composicao do adsorvente,
na presenca de diferentes solventes e analitos

Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do
adsorvente, em éter

Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do
adsorvente, em n-hexano

Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do
adsorvente, em metanol

AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS ADSORVENTES
PARA CADA PAR SOLVENTE-ANALITO

Perfil cromatografico do par éter-B-lapachona
Perfil cromatografico do par éter- quercetina
Perfil cromatografico do par éter- rutina

Perfil cromatografico do par n-hexano-analitos

Perfil cromatografico do par metanol- B-lapachona

Xii

29

30

30

31

32

33

33

33

33

34

34

35

35

42

42

44

46

48

49



5.3.6

5.3.7

54

5.4.1

5.4.2

5.5

Perfil cromatografico do par metanol-quercetina
Perfil cromatografico do par metanol-rutina

AVALIACAO DO DESEMPENHO CROMATOGRAFICO DOS
ADSORVENTES EM SISTEMAS BINARIOS DE ANALITOS E DE
SOLVENTES

Efeito do substrato

Comportamento de solvente e analito no adsorvente silica-gel/PA-6
(80/20)
MICROSCOPIA OTICA

CONCLUSOES
SUGESTOES

REFERENCIAS

Xiii

50

51

53

54

60

64

66

67



1. INTRODUCAO

A analise quimica de misturas complexas é um dos ramos mais difundidos e
relevantes da Quimica Analitica. O isolamento e a caracterizagéo de produtos naturais
constituem ainda hoje um dos pontos criticos para o desenvolvimento da quimica de
produtos naturais. A utilizacdo de materiais poliméricos nesse campo abre uma
perspectiva na resolucdo de problemas. Colunas com recheios a base de polimeros
tornam-se cada vez mais usadas em cromatografia, permitindo solucionar problemas
que nao foram ainda resolvidos por outras técnicas que utilizam a silica como material
adsorvente. Embora a cromatografia de adsor¢cdo em coluna de silica gel tenha uso
predominante nos processos de fracionamento de misturas de substancias organicas,
sabe-se que 25% das colunas comercializadas hoje contém como recheio materiais
poliméricos. Essa percentagem esta crescendo com o desenvolvimento de novos
polimeros e com a expansdo das aplicagcdes de colunas poliméricas ja existentes
[1,2].

Técnicas de separacao cromatografica sdo amplamente empregadas na analise de
componentes quimicos em amostras complexas. Materiais como celulose, terra
diatomacea, alumina, e principalmente silica-gel, em suas varias modificagdes, sao
capazes de adsorver uma ou mais substancias. Alguns destes materiais,
particularmente a silica-gel, sdo instaveis em meio alcalino e sua aplicabilidade é
limitada a algumas substancias. Além disso, na cromatografia liquida, sob agitacao
freqlente e/ou em altas pressdes, a silica-gel tende a ser instavel. Materiais com
textura porosa, em particular, fraturam e esmigalham facilmente perdendo suas
caracteristicas adsorventes. E assim desejavel, ter um adsorvente e/ou suportes
cromatograficos que possuam alta estabilidade fisica e quimica, como também boa
capacidade de adsorcdo e de separacdo. Atualmente, fases estacionarias com
funcionalidades desejadas sdo a base de modificagdes quimicas na superficie da
silica [3,4].

O uso de sorventes poliméricos é conhecido na area de separagao analitica e
preparativa. Sua estrutura porosa pode ser controlada pela escolha do monémero,

temperatura de polimerizacdo, quantidade e tipo de solvente porogénico e teor de



ligacdo cruzada. Assim, uma série de propriedades pode ser agregada a estrutura do
material, ndo s6 pelo controle de polimerizagcao, como também pela combinagdo com

outros polimeros ou outros materiais inorganicos [1,5].

Devido a importancia das técnicas cromatograficas utilizadas para separacdo de
compostos organicos, neste trabalho foram preparados hibridos de silica-
gel/poliamida-6 (PA-6), com 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 e 0/100% em massa de
poliamida, visando obter um novo adsorvente para uso como fase estacionaria em

cromatografia de camada delgada (TLC).



2. OBJETIVO

A presente Dissertacdo de Mestrado teve como objetivo preparar um novo
adsorvente, um hibrido de silica-gel/poliamida-6, e investigar seu potencial como fase

estaciondria em cromatografia de camada delgada.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v' Preparar placas cromatograficas contendo hibridos de silica gel/poliamida-6
contendo 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 e 0/100% em massa de silica-gel e

poliamida, respectivamente;

v Avaliar o desempenho dos hibridos como adsorventes em cromatografia de
camada delgada na separagdo de fitoprodutos: B-lapachona, quercetina e

rutina , utilizando como fase mével éter, n-hexano e metanol.

v" Avaliar os mecanismos envolvidos no processo de eluicdo das analitos
considerando os efeitos da composicdo da fase estacionaria, polaridade do

solvente e a morfologia dos constituintes do adsorvente.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo sao descritos aspectos gerais relativos a cromatografia de camada
delgada e suas recentes aplicacées. Além disso, serdo apresentados os materiais

mais usados como adsorventes, tanto de natureza organica quanto inorganica.

3.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

Cromatografia é uma palavra de uso geral que especifica uma técnica de
caracterizagdo por separacdo, através de uma fase estacionaria e outra movel,
enquanto o termo meétodo cromatografico define qual critério - natureza quimica,
massa molar, estado fisico -, foi utilizado na cromatografia para a realizacdo da
separacgao. Estes nomes sao atribuidos ao botanico russo M.S. Tswett, que, em 1906,
usou colunas de adsorcao em suas investigacdes sobre pigmentos de plantas. Ele
criou o termo cromatografia, ndo se sabe se por ter separado pigmentos de
coloracoes diferentes ou porque a palavra cor em russo é tswett. Trata-se de um
processo fisico-quimico de separagao baseado na distribuicdo dos componentes entre
uma fase estacionaria e uma fase mével. A fase estacionaria pode ser um sélido ou
um liquido, dispostos sobre um suporte sélido com grande area superficial. A fase
mével pode ser gasosa, liquida, ou ainda, um fluido supercritico, que passa sobre a
fase estacionaria, arrastando os diversos componentes da mistura. Esta separacao é
resultante da diferenca de velocidade dos componentes arrastados pela fase mével

devido as diferentes interagbes com a fase estacionaria [1,6].

Varios métodos cromatograficos sdo conhecidos atualmente e podem ser agrupados

de diversas maneiras. Nas Tabelas 1 e 2 estdo descritas classificacbes quanto a

interacao entre as fases e os fendmenos fisicoquimicos envolvidos na separacao.

3.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Segundo Collins, Khan e colaboradores [2,7] a cromatografia em camada delgada,

TLC, é uma ferramenta para analise qualitativa rapida, sendo usada para o isolamento



de pequena fracdo de mistura complexa ou na purificacdo de uma determinada
substancia. Na TLC, a fase estacionaria € uma camada fina formada por um sélido
granulado (silica, alumina, carvao ativado etc.), depositado sobre uma placa de vidro,
aluminio ou outro suporte, de modo que o processo de separacao ocorra numa
superficie plana, essencialmente bidimensional. Este tipo de cromatografia oferece
vantagens sobre outras técnicas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
fornece maior resolucdo e melhor controle de variaveis experimentais enquanto a TLC
€ mais rapida e menos custosa, possibilitando a analise de varias amostras
paralelamente. Por essa razao, torna-se a melhor escolha para a analise de muitas

amostras [8].

O fenbmeno responsavel pelo processo de separacao é a adsorcdo, que consiste
num aumento da concentracdo de uma substancia na superficie de um sélido.
Compostos apolares interagem através das forgcas de van der Waals, porém, as
interacdes mais importantes estao ligadas a moléculas polares e podem ser de
natureza ibnica, coordenacédo, ligacao de hidrogénio e dipolo-dipolo. Desta forma,

quanto maior a polaridade da molécula, mais fortemente estara ligada ao adsorvente

[2].

Tabela 1. Classificacao dos métodos cromatograficos de acordo com a natureza das

fases [2]
Cromatografia Fase movel Fase estacionaria | Interacao entre as
fases
Gasosa (GC) Gasosa Liquida Gas-liquido
Gasosa Sélida Gas-solido
Liquida (LC) Liquida Liquida Liquido-liquido
Liquida Solida Liquido-solido
Supercritica Fluido supercritico Liquida
Fluido supercritico Solida




Tabela 2. Classificacdo dos métodos cromatograficos de acordo com o fenémeno

fisico-quimico [2]

Cromatografia Fase Fase Aspecto Fenémeno
movel estacionaria relevante fisico-quimico
Gasosa (GC) Gasosa | Liquida ou sélida | Polaridade ou Adsorcao ou
solubilidade particao
Liquida Polaridade, Adsorcao,
HPLC* solubilidade ou | particdo, troca
Troca ibnica ibnica
Volume Filtracao
SEC** | Liquida | Liquida ou so6lida molecular
Polaridade, Adsorcéo,
TLC solubilidade ou | particdo, troca
Troca ibnica ibnica

*HPLC- High performance liquid chromatography; **SEC- Size exclusion chromatography.

3.3 ADSORVENTES INORGANICOS PARA FINS CROMATOGRAFICOS

Os principais adsorventes inorganicos de uso cromatografico em ordem de
importancia sdo silica, alumina e terra diatomacea. Particularmente, em TLC, os
adsorventes mais usados sao silica e alumina. Ha ainda outros cuja utilizagcdo é mais
restrita, como no caso dos silicatos de célcio e de magnésio, utilizados em meio com
pH entre 8-10 [2,9].

3.3.1. Silica

A silica é atualmente o adsorvente mais utilizado como adsorvente cromatografico.
Este material, composto por diéxido de silicio, é encontrado em sua forma cristalina ou
amorfa. O quartzo e a terra diatomacea encontram-se na forma cristalina enquanto a
silica-gel é amorfa. A silica-gel € um polimero inorgéanico, inerte, resistente, com alta
porosidade, e possui ampla aplicabilidade como trocadora catibnica, queladora de

espécies, fase estacionaria para cromatografia, dentre outras. Segundo Prado [10], a



silica apresenta-se em unidades tetraédricas SiO4, distribuidas aleatoriamente e
unidas por pontes siloxanicas, Si-O-Si, em seu interior e contém grupamento silanol
isolado, vicinal e geminado, dispersos na superficie, 0s quais sdo sensiveis as
reacoes que possibilitam as modificacées quimicas dessa matriz. A Figura 1 mostra
esquematicamente a estrutura quimica dos grupamentos silanédis, isoladamente. A
reatividade da silica-gel amorfa estd associada a alta concentracdo de grupamentos
silandis Si-OH, os quais sdo centros reativos que podem reagir com outras moléculas
modificando a superficie e o interior dos poros. A modificacdo da silica-gel com
grupamentos organicos é bastante empregada através da reagdo dos grupamentos
silandis com agentes sililantes [10-12]. A Figura 2 apresenta esquematicamente a

estrutura da superficie da silica mostrando os grupamentos silandis.

3.3.2. Alumina

A alumina € o segundo adsorvente mais utilizado. Possui carater alcalino, embora
também possa ser modificada e apresentar caracteristicas neutra ou acida sendo,
portanto, Util na separacdo de substancias que apresentem variagcbes destas
caracteristicas. A alumina possui resisténcia mecanica comparavel a silica e
resisténcia quimica superior, porém nao possui a disponibilidade de variedade da
silica. A vantagem em sua utilizagdo como adsorvente é sua estabilidade frente a fase
mével fortemente alcalina (pH = 12), porém apresenta desvantagem na separagao de
acido carboxilico devido a adsorcao irreversivel do acido na sua superficie. Coluna de

alumina modificada apresenta baixo custo, facil instalagéo e operagéo [2,6,7].

Recentemente Khan e colaboradores [7] realizaram a modificagdo da superficie da
alumina com FeO3 (6xido férrico) resultando na melhoria da separagédo de alcanos e
alcenos. Alguns parametros cromatograficos foram observados como o numero e a
altura equivalente de pratos tedricos e a alteracdo da forma do pico (tailing factor),
através da comparacdo do mecanismo de retencado de hidrocarbonetos gasosos da
alumina modificada e nao modificada. A escolha do Fe,Osz para incorporagédo na
alumina foi devido a sua alta estabilidade térmica, pequeno tempo de
condicionamento e durabilidade do adsorvente. O estudo da superficie, visando

investigar a presenca de Fe**, foi feito através da técnica de microscopia eletronica de



varredura acoplada a analise de espectroscopia de energia dispersiva com raios-X
(SEM/EDXA), conforme mostrado na Figura 3. A melhoria na resolugdo dos
cromatogramas é resultado da interacdo do fon Fe** com a dupla ligacdo do alceno. A
aplicacéao dessas colunas em GC foi bem sucedida, apresentando-se como alternativa

de baixo custo, facil instalacdo e operacgéo.

Mao e colaboradores [14] desenvolveram um novo material, através do recobrimento
do suporte da alumina pelo ancoramento de polimero em sua superficie (anchored
polymer coatings on alumina — APCA). Inicialmente, o acido maleico foi adsorvido a
superficie da alumina, em seguida, foi realizada uma polimerizacao in situ de 1-
octadeceno sobre o suporte, na presenca de 1,4-divinilbbenzeno. Este ultimo foi
acrescentado durante o processo de polimerizacao para aumentar a massa molar e a
estabilidade do copolimero. O conjunto foi usado como adsorvente em cromatografia
liquida de alta eficiéncia, com fase reversa (RP-HPLC). O mecanismo de ancoramento
foi atribuido a formacao de ligagdes de hidrogénio na superficie da alumina. A coluna
foi utilizada para a separacao da mistura de p-nitroanilina, benzoato de metila e xileno
sendo os resultados comparados aos de colunas comerciais a base de silica (EcSi-C+g
e VySi-C+s). A Tabela 3 mostra que a eficiéncia da coluna de APCA é comparavel a da
coluna VySi-Cg, porém menor que aquela encontrada para a coluna EcSi-Cis. Os
autores atribuiram a diferenca principalmente ao menor tamanho das particulas de
silica da coluna EcSi-C+s e consideraram o material como uma alternativa promissora

para substituicdo de recobrimentos a base de silica.

_H H H H 0
0 0 0 0 O-H P
o ' : Si - |
D"‘J % G Sl _--E" D -~ - ,{]f W D l‘
..... o £ 49 gim o L9 L0 9
A, '- J . - . WL AR
Isolado Vicinal Geminal Ligacao siloxano

Figura 1. Representacao esquematica dos grupamentos silandis e da ligacao

siloxanica presentes na silica amorfa [13]
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Tabela 3. Comparacao de desempenho das colunas [14]

APCA-C18 VySi-C1g ECSi-C18
K a N K a N K a N
p-nitroanilina 0,44 352 0,28 257 0,88 1528
Benzoato de 0,81 1,8 269 0,94 3,4 330 2,0 2,3 2070
metila
Xileno 2,1 2,6 3,81 3,5 3,7 347 5,4 2,7 3576

k- fator de retencao, o- seletividade, N- eficiéncia da coluna.

3.3.3. Terra diatomacea

Outro adsorvente utilizado em TLC é a terra diatoméacea. E um silicato de origem
féssil, de algas unicelulares, cuja estrutura se apresenta como um favo de mel,
conforme mostrado na Figura 4. Este material possui caracteristica neutra e pode ser
empregado como fase estacionaria nas separag¢des por particdo e adsorcao. Quando
comparado a silica e a alumina, apresenta menor capacidade de adsorcao e menor

poder de resolugao [2,9,15].

Figura 4. Formas estruturais de diatomaceas [16]

Hadjadj-aoul e colaboradores [15] submeteram duas amostras de diatomaceas a
tratamento com Na,SiO3 (metasilicato de s6dio) e NaxCOg3 (carbonato de s6dio) para
utilizagdo como fase estacionaria em cromatografia em fase gasosa. A avaliacdo da
seletividade foi realizada através da separacao de misturas de hidrocarbonetos e de
alcoois. Na Figura 5 encontram-se 0s cromatogramas nos quais se pode comparar o

desempenho dos adsorventes, antes e apdés a modificacdo. Foi observado que os
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picos sao bem resolvidos e simétricos, com ordem de eluicao idéntica, e assim nao
apresentaram diferenca significativa entre os adsorventes. A eficiéncia das colunas foi
considerada adequada. Os autores relataram que o desempenho desses materiais foi

similar ao de colunas comerciais.

() (1)

tridecano

dodecano
= tridecano
heptanol
dodecana
heptanol

Figura 5. Cromatograma com coluna de: (I) diatomacea nao-tratada. Picos: a= 8,77
min, n-dodecano; 14,80 min: n-tridecano; b = 6,15 min: heptanol; (ll) diatomacea
tratada. Picos a = 8,78 min: n-dodecano; 14,88 min: n-tridecano; b = 5,30 min:
heptanol [15]

3.4. ADSORVENTES ORGANICOS PARA FINS CROMATOGRAFICOS

O carvéao ativado e a celulose foram durante algum tempo os principais materiais
organicos empregados como adsorventes. Atualmente, o uso isolado destes materiais
perdeu a importdncia, uma vez que foi observado que apresentam melhores

caracteristicas de adsorcao na presenca de compostos inorganicos, por exemplo, a

silica.

Adsorventes organicos sao usados, quase que exclusivamente, em separagdes de
componentes hidrofilicos como aminoacidos, derivados de &cidos nucleicos, agucares
etc. Dentre os principais adsorventes organicos utilizados pode-se destacar o carvao

ativado, a celulose e os de origem polimérica. De utilizagdo mais restrita, uréia e
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polietileno podem ser utilizados na separacdo de acidos graxos enquanto géis de
dextrana apresentam bons resultados na separacdao de aminoacidos e proteinas [2,9].
Carvao ativado € um adsorvente hidrofdbico que adsorve substancia apolar ou
ligeiramente polar em solugdo aquosa e metais sob a forma de quelato [17]. Leboda e
colaboradores [18] estudaram a aplicacao de varios tipos de adsorventes a base de
carbono - carvao ativo, peneira molecular de carbono, negro de fumo grafitizado,
dentre outros -, proporcionando modificacdes na superficie desses materiais, para
melhoria das condicbes de separacdo. As propriedades desses adsorventes
dependeram da conformacdo de suas cadeias, que sdo encontradas em diferentes
graus de cristalinidade e pureza. Carvao ativo ja foi utilizado em cromatografia de fase
gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e em cromatografia em
camada delgada (TLC), porém devido a sua baixa seletividade ndao € adequado como

fase estacionaria em substituigédo a silica [19].

A celulose tem sido empregada como fase estacionaria em cromatografia de particao
ou de troca idnica. Pode ser encontrada impregnada com outros compostos, visando a
separagao de diferentes analitos como proteinas, aminoacidos, acidos carboxilicos,

carboidratos, cations inorganicos e fosfatos, dentre outros [2].

Adsorventes poliméricos sdo altamente estaveis e seletivos, além de serem facilmente
regenerados quando comparados aos materiais porosos inorganicos. Podem ser
funcionalizados além de manipulados quanto a area superficial e porosidade. Colunas
poliméricas sdo mais apropriadas em separacdes em que a estabilidade da coluna é
importante e em aplicagdes envolvendo ions, pois ndo é afetada por fase mével com
pH elevado, devido a grande estabilidade de muitos polimeros na faixa de pH de 0 a
14. O copolimero de estireno-divinilbenzeno € freqientemente utilizado como
adsorvente polimérico devido a elevada estabilidade em ampla faixa de pH, sendo

assim, muito empregado na extracédo de produtos naturais [1,20-22].

Adachi e colaboradores [23] utilizaram adsorventes sintéticos baseados em
poliestireno (PS) e poli(metacrilato de metila) (PMMA) como fase estacionaria, para
cromatografia liquida. Relataram que a retencdo do adsorvente a base de PMMA foi

maior do que aquela observada para os de base PS e de silica (Figura 6). Os autores
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atribuiram este fato as diferencas de polaridade e de estrutura quimica entre os
adsorventes. O adsorvente a base de PS, constituido por anéis benzénicos, apresenta
caracteristicas ligeiramente polares enquanto aquele a base de PMMA, um éster do

acido metacrilico, tem caracteristica polar (Figura 7).

10

. Dietiltalato

|:| Digropil falsto

Dikwtil fialato

capacidade

D|1 L g
Adzorsente Afzorvente Baze de slica

polimetaclico poliestirénico

Figura 6. Fator de capacidade de ftalatos de di-alquila analisados em cada
adsorvente, em mistura de n-hexano:isopropanol (90:10) [23]

Q Q
Q Q
©

() Adsorvente poliestirénico (I} Adsorvente polimetacrilico

Figura 7. Estrutura quimica de adsorventes: (I) PS e (ll) PMMA [23]

Assim, os autores concluiram que adsorventes poliméricos sintéticos podem ser

comparados aos convencionais, como silica, garantindo maior estabilidade quimica e
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melhoria na separacao de produtos naturais como acidos graxos poli-insaturados,

tocoferdis e tocotiendis de 6leos vegetais.

3.5 ADSORVENTES ORGANICO-INORGANICO PARA FINS CROMATOGRAFICOS

Adsorventes organicos ndo possuem a resisténcia mecanica daqueles a base de
silica. Apresentam-se estaveis tanto em pH alcalino quanto &cido, porém, em
determinada composicao de fase mével podem encolher ou inchar, resultando em

fase estacionaria com baixa eficiéncia.

O adsorvente cromatografico a base de silica tem limitacdes e assim torna-se
necessaria a sua combinacdo com composto organico. Moléculas organicas com
propriedades especificas sdo empregadas na obtencédo de novas fases estacionarias
cromatograficas através da insercdo de moléculas volumosas, polimerizagdo de
mondémeros ou ainda através de reacdo com grupamentos funcionais, tanto na
superficie quanto em seu interior. Uma dessas limitagbes esta relacionada a nao
homogeneidade da superficie da silica devido a presenca de diferentes grupamentos
silandis que atuam diretamente sobre 0 mecanismo de retengdo. Uma outra limitagao
diz respeito a elevada reatividade do grupamento silanol (£Si-OH), que pode interagir
com varios tipos de moléculas basica e/ou acida, presentes na fase mével, e adsorvé-
las, promovendo a dissolugdo da fase estaciondria na fase mdvel, tendo como
resultado a perda da silica e o colapso da coluna. Assim, a modificagao superficial é
essencial para melhorar a estabilidade e a uniformidade da superficie da fase

estaciondria além de minimizar interag6es indesejaveis com o analito [4, 13, 23-28].

A modificacdo de adsorvente a base de silica pode ser conduzida por reagdo quimica
ou por interagao fisica, sorcdo ou imobilizacdo, na superficie do adsorvente [13]. Na
Figura 8 estao representadas esquematicamente possiveis reacdes de modificacdo na
superficie do adsorvente de silica. Resultam na formacdo de uma variedade de
ligacdes covalentes entre o atomo de silicio e atomos de oxigénio, carbono e
nitrogénio. No caso em que um atomo de oxigénio esta ligado a dois &tomos de silicio,

a ligacao é denominada de siloxanica.
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O silil-éter apresenta baixa estabilidade hidrolitica ndo sendo possivel seu uso como
fase moével a base de agua. A reacdo com reagente de Grignard apresenta
estabilidade hidrolitica superior a fase estacionaria modificada com o substituinte éter,
porém a concentracao do grupamento fenila na superficie do adsorvente € baixa, além
da presenca de residuos indesejaveis da reacdo. O adsorvente contendo ligacdo do
tipo Si-N tem a sua aplicacéo restrita a faixa de pH entre 4 e 8. A fase estacionéria
com ligacao siloxanica tem maior resisténcia hidrolitica e apresenta a maior eficiéncia

de separacéo.

) =Si—0H 4+ R—0OH — = =Si—0R 4+ H.0
(B) =Si—0OH 4 CISIRsR ——» =Si—0—SiR.R'
MgBr
/g I:D:IESi_<(::>>
(C)==Si—0H 4+ SO0C; — = =Si—Cl
H
HNCHyCHoNH,

(EjESi—PlJ—CHZCI-IzNHZ

Figura 8. (A) reacao de obtencao de silil-éter; (B) reacao de obtencao de siloxano; (C)
reacao de obtencao de cloreto de silila; (D) reacdo de obtencao de silil-benzeno; (E)
reacao de obtencéo de silil-amina [13]

O uso de silano mono, bi ou trifuncional (Figura 9) como modificador da superficie da
silica, isoladamente ou em mistura, € realizado pela reacdao de organossilanizacdo
que é mais eficiente em auséncia de agua. Um silano monofuncional € capaz de
reagir com apenas um grupamento silanol permitindo que os remanescentes possam
reagir com o analito, alterando o mecanismo de retencdo de diferentes tipos de
analitos além de causar o alargamento do pico cromatografico. A medida que a
funcionalidade do silano aumenta, menor a tendéncia de se encontrar grupamentos
silandis livres, e assim, a fase estacionaria resultante ter4 maior eficéncia e

estabilidade. Organo-silanos, contendo grupamentos alcoxila e cloro, vém sendo
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utilizados como agentes silanizantes na modificagdo quimica de adsorventes de silica
[13]. Este método apresenta algumas limitacbes quanto ao tempo, condicdes
reacionais de atmosfera inerte e alta temperatura, além do uso de reagentes téxicos e

de custo elevado [30].

Figura 9. Tipos de silanos empregados na organossilanizacdo de adsorvente de silica:
(A) monofuncional, (B) bifuncional, (C) trifuncional. R=CHs; R'= CgH17 ou C1gHs7; X=

metoxila, etoxila ou cloro [13]

A modificacdo de fase estacionaria cromatografica por sorcdo ou imobilizacdo €
amplamente empregada e possui algumas vantagens sobre aquele quimicamente
ligado. Apresentam maior poder de recobrimento dos sitios ativos do adsorvente
evitando as interacdes indesejaveis com o analito e o ataque quimico de fase moével,
sdo mais faceis de serem preparados e possibilitam maior seletividade da fase
estacionaria pela escolha do polimero adequado. Algumas rotas de imobilizacdo de
polimero sobre suporte de 6xido metalico tém sido empregadas através de radiacao
térmica, com ou sem iniciador, radiacdo de baixa e alta energia, microondas e raios
gama, respectivamente, com formagéo de ligacao cruzada e auto-imobilizacdo. Alguns
polimeros a base de silanos - poli(dimetilsiloxano) (PDMS), poli(metiloctilsiloxano)
(PMQOS), poli(metiloctacdecilsiloxano) (PMODS), poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS)
— encontram aplicagdo como imobilizador de fase estacionaria a base de silica (Figura
10) [21,29, 31].

Collins e colaboradores [32] promoveram a auto-imobilizacdo — que € o processo de
adsorcao baseado no surgimento de interacdo forte entre os componentes do
adsorvente na auséncia de tratamento térmico, irradiacdo ou qualquer tratamento
adicional - de PMOS sobre a superficie da silica para utilizacado em HPLC. Foi

observado que o liquido polimérico é adsorvido a superficie da silica, gerando uma
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fase estacionaria resistente e garantindo bons desempenhos cromatograficos. O autor

constatou que o percentual de PMOS adsorvido a fase inorganica aumentava

conforme o tempo de exposicdo. O grau de adsorcao foi acompanhado pela extracdo

de PMOS em diferentes periodos de tempo, como mostrado na Tabela 4. Foi

observado um crescimento gradual no percentual de polimero adsorvido com o

decorrer do tempo. Os autores também concluiram que o tratamento térmico ou a

presenca de iniciadores na imobilizagdo de adsorvente inorganico nado sao

fundamentais, pois resultados similares foram encontrados na auséncia desses

agentes.
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Figura 10. Estrutura polimérica de polissiloxanos utilizados como recobrimento de

fase estacionaria a base de silica [31]

Tabela 4. Percentual de PMOS adsorvido a superficie da silica com o tempo [32]

Tempo (dia) % de C depois da Mepmos (final) Percentual de

extracao * (Mpmos=9pmos/Jsio2) siloxano retido
1 2,45 0,041 12,1
2 4,05 0,069 20,6
3 4,30 0,074 22,0
4 4,93 0,086 25,5
7 5,02 0,088 26,0
10 6,01 0,107 31,7
17 6,70 0,121 35,6
24 7,43 0,136 40,2
31 6,98 0,127 37,4
60 7,93 0,146 43,3
119 8,64 0,162 47,8
149 8,33 0,155 45,8

Massa inicial especifica: 0.35 g PMOS/g SiO,

*Obtido por andlise elementar
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Tonhi e colaboradores [31] estudaram a influéncia de polissiloxanos no recobrimento
da superficie da silica considerando o percentual de polimero e o tamanho da cadeia
hidrocarbénica (C1, C8 e C14), em condicdes selecionadas. Apds a imobilizacao, o
excesso de polimero foi retirado por extracdo e o adsorvente modificado foi utilizado
como recheio de coluna cromatografica. Na Tabela 5 sdo apresentadas as
propriedades fisicas de acordo com o tratamento térmico e o tempo aplicado na
imobilizagdo. Foi verificado que o percentual de polimero imobilizado foi maior em
periodo de tempo prolongado e em temperatura mais elevada. Devido a alta
estabilidade do PDMS, foi possivel fazer a imobilizacdo do adsorvente em
temperatura mais elevada e menor tempo. Por apresentar menor resisténcia térmica,
a imobilizagdo do adsorvente baseado em PMOS foi realizada em temperatura
inferior. Para o adsorvente a base de PMTDS, a melhor condicao foi o aquecimento a
120 °C por 16 h.

Tabela 5. Caracterizacao fisica do adsorvente apds imobilizagao [31]

SiO, (PDMS) SiO, PMOS) SiO, (PMTDS)
Tratamento 80°C 120°C 240°C 120°C 120°C 220°C 80°C 120°C
térmico
Tempo 30h 16h 4h 4h 16h 4h 30h 16h
%C * 9.1 10,5 11,9 14,5 23,3 21,0 18,4 20,6

Teor de polimero 28,2 32,2 37,2 23,4 37,6 34,0 26,2 30,2
adsorvido (%)

Area especifica 87 73 48 157 nd 34 97 78
(mg")
Eficiéncia, 8600 94000 54000 61400 68400 nd 89400 95800

acenafteno (N/m)

Eficiéncia, NN- 70400 72400 46000 5500 48400 nd 75800 78200
dimetilfanilina
(N/m)

nd: ndo determinado

* obtido por analise elementar

O desempenho cromatografico dos adsorventes foi avaliado na separacdo de mistura
de compostos organicos, conforme mostrado na Figura 11. Os autores concluiram que

os adsorventes recobertos com PMOS e PMDTS apresentaram separacio



19

cromatografica similar, apesar da fase de PMOS ter 7,4 % em massa de recobrimento
polimérico. Isto significa que a quantidade de polimero de recobrimento foi
inversamente proporcional ao tamanho da cadeia hidrocarbbnica. O adsorvente a
base de SiOx(PMOS), preparado a 220 °C, nao foi satisfatério na anadlise
cromatografica. As diferencas de desempenho entre os adsorventes poderiam estar
relacionadas as diferentes propriedades de viscosidade, massa molar, tamanho de

cadeia hidrocarbdnica, dentre outras, dos polimeros siloxanicos.
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Figura 11. Analise cromatografica dos adsorventes SiO, (PDMS), SiO, (PMOS), SiO»
(PMTDS), imobilizados a 120 °C por 16 horas [31]

Em trabalho similar, os mesmos autores [24] estudaram a deposicao de PMOS sobre
particulas de silica, utilizando diversas rotas tais como a imobilizacdo por radiacao
térmica, radiagdo de baixa e alta energia, microondas e raios gama, e auto-
imobilizagdo, respectivamente. Cada uma dessas rotas promove a imobilizagdo de
diferentes formas. A radiacdo gama pode produzir ionizacao junto com a formacéao de
radicais livres. A radiacdo de microondas € um tipo de energia ndo-ionizante, cujo
calor gerado no processo é oriundo do movimento molecular. A radiacdo térmica
envolve normalmente interagdes de baixa energia com a producéo de ions ou radicais
livres. A auto-imobilizacdo em temperatura ambiente pode envolver interagdes de

baixa energia. Na Tabela 6 sdo apresentadas as propriedades dos adsorventes
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produzidos. A fase estacionaria ndo-imobilizada apresentou alto percentual de
polimero porgue nao foi submetido ao processo de extracao para remocao do excesso
de PMOS. O adsorvente tratado termicamente apresentou a maior quantidade de
polimero retido. Aqueles que foram imobilizados por radiacdo gama e microondas e o
auto-imobilizado apresentaram baixos teores PMOS, apds extracdo. Os autores
concluiram que os diferentes processos de imobilizagdo promovem fases
estacionarias com diferentes quantidades de polimero adsorvido. Na Figura 12 é
mostrado um modelo esquematico para os processos de imobilizacao, proposto pelos

autores.

Tabela 6. Percentual de polimero retido no adsorvente em diferentes rotas [24]

Fase estacionaria

Nao- Tratamento térmico: Irradiado com: Auto-
imobilizado 220°C 120°C microondas radiacdo gama  imobilizado
Percentual 33,7 21,0 14,5 9,5 12,4 5,8
de carbono*
Polimero (%) 54 34 23 15 20 9

retido

* Obtido por analise elementar

Jardim e colaboradores [26] obtiveram adsorventes solidos a base de silica, utilizando
silano com cadeia hidrocarb6nica contendo 18 carbonos (C18), preparados pela
deposicdo de poli(metiloctadecilsiloxano) (PMODS) sobre silica amorfa, sendo a
imobilizacdo conduzida por radiacdo gama, seguida de remogdo do excesso de
polimero com solvente. Segundo os autores, o método de preparacao proposto
conduz a materiais similares aos adsorventes comerciais, porém com vantagens

relacionadas a preparagao, tempo, custo e toxidez.

Em trabalho recente, Queiroz e colaboradores [25] descreveram a imobilizacdo de
polissiloxanos com cadeias hidrocarbonicas de diferentes tamanhos (C-4, C-8, C-18)
sobre silica para preparacao de adsorventes sélidos, via tratamento térmico, radiacao
gama e através de microondas, visando uso em HPLC. Em todos os casos, a

caracterizagao por ressonancia magnética nuclear (NMR) no estado sélido comprovou
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a imobilizacdo dos polissiloxanos na superficie da silica pelo intercruzamento das
cadeias poliméricas e pela presenca de ligagao covalente entre o polimero e a silica.
Os autores observaram vantagens na metodologia empregada no que concerne a
facilidade de obtencdo dos materiais, menor numero de etapas, menor custo de

reagentes, boa reprodutibilidade e controle da temperatura e das demais condi¢des de

preparacao.
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Figura 12. Modelo esquematico para os processos de imobilizacao [24]

Particularmente, nas duas ultimas décadas, materiais hibridos organico/inorganico
tém atraido interesse crescente dos pesquisadores por combinarem as vantagens do
polimero com as propriedades de particulas inorganicas. Esses hibridos podem exibir
novas e excelentes propriedades mecanica, quimica, elétrica, reolégica, magnética,
Optica e catalitica, através de alteracdes de composi¢cdes, dimensdes e estruturas dos
componentes, garantindo assim, diversas aplicacdes. A tecnologia sol-gel é

amplamente utilizada na obtencéo de fases estacionarias a base de silica hibrida.
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Existem varias estratégias para a sintese de hibridos poliméricos via técnica sol-gel
que, de maneira geral, envolve o crescimento de uma fase organica sobre outra

inorganica. O produto final, assim obtido, possui potencial aplicacdo na area

cromatografica.
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4. MATERIAIS E METODOS

As etapas da parte experimental deste trabalho estdo descritas nos itens a seguir

4.1 MATERIAIS

Os reagentes e materiais utilizados neste trabalho encontram-se relacionados abaixo.
Os reagentes empregados eram de grau de pureza P.A. e foram utilizados como

recebidos, com excecao da agua que foi destilada no laboratério e da PA-6.

» Silica-gel G60, procedéncia Vetec (5um- 40um), volume do poro (0,65 —
0,85mL/g);

» Poliamida-6 foi gentilmente cedida em forma de pd, pelo Grupo Radici; Sao

José dos Campos, SP, Brasil;

» Gesso comercial, fabricado pela empresa Matriz do Porto, Caju, Rio de

Janeiro, RJ, Brasil;

» B-lapachona, quercetina e rutina, utilizados como analitos, foram
gentilmente fornecidas pelo Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais.
(NPPN-UFRJ);

Metanol, procedéncia Vetec;
Eter etilico, procedéncia Vetec;
n-hexano, procedéncia Vetec;

Agua destilada;

Placas de vidro 76,2 x 25,4 x 1,2mm,;
Tubo capilar;

Becher;

Placas de petri;

Papel de filtro;

Pipeta;

YV V. ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V V V V V

Tubo de vidro com tampa.
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4.2 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados nesta dissertacdo. Com excecao da
camera fotografica Beng, os restantes estao lotados no IMA/UFRJ.

» Microscépio otico estéreo Olympus, modelo 52H10 acoplado a céamera
fotografica Nikon, 5.0 megapixels, modelo COOLPIX 5400;
» Camera fotografica Benq, 7.0 megapixels, modelo DC C750;

» Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Varian
3100 Excalibur Series?;

Espectrofotdmetro fluorescéncia de raios-X Rigaku, modelo RIX 3100°;
Balanca Bioprecisa FA2104N;

Agitador magnético;

YV V VYV V

Peneira de analise granulométrica PRODUTEST.

4.3 METODOS

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho da silica-gel, PA-6 e do gesso

Visando a caracterizagdo, 0s reagentes envolvidos na preparagdo da placa
cromatografica foram submetidos a analise de espectroscopia na regidao do
infravermelho em equipamento Varian, modelo Excalibur 3100, acoplado com
tratamento matematico a base de transformada de Fourier (FTIR), a partir de 40
varreduras e 2cm™ de resolucdo. Os espectros de silica-gel e de PA-6 foram obtidos
pela técnica de reflectancia total atenuada, ATR, e o espectro do gesso foi obtido sob

a forma de pastilha de KBr.

4.3.2 Fluorescéncia de Raios-X (XRF)

A silica-gel, utilizada na preparacdao de placa cromatografica, possui em sua

composicao certa quantidade de gesso que atua como adesivo para sua retencao no
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suporte de vidro. Para quantificar teor de gesso na composi¢ao da silica-gel utilizada
neste trabalho, foi feita a andlise de fluorescéncia de raios-X em equipamento Rigaku,
modelo RIX 3100.

4.3.3 Preparacao das placas cromatograficas

Antes de sua utilizacdo, a PA-6 foi submetida a analise granulométrica em peneirador
PRODUTEST, na tentativa de homogeneizacdo de tamanho. No trabalho foram
utilizadas particulas compreendidas entre 400-650um. As composicdes foram
preparadas considerando a mesma quantidade de massa em cada placa e 0 mesmo

percentual de gesso.

Foram preparados hibridos de silica-gel/PA-6 nas propor¢cdes 100/0, 80/20, 50/50,
20/80 e 0/100. A silica e a PA-6, foram colocadas em becher juntamente com 4,0mL
agua destilada e submetidas a agitacdo magnética por aproximadamente 10 min. A
placa cromatografica foi obtida por vazamento da dispersao de cada mistura sobre um
suporte de vidro, nivelado, mantendo-se a espessura constante. O adsorvente foi
deixado em repouso por aproximadamente 48 horas, para a evaporagcao da agua. A
taxa de evaporacao foi reduzida através de seu recobrimento por recipiente de vidro.
Antes de sua utilizagdo como adsorvente cromatogréfico, as placas foram submetidas
a secagem em estufa por cerca de 2 horas, até peso constante. Posteriormente, as
placas cromatograficas foram submetidas a analise de TLC. Na Tabela 7 estéo

discriminados a massa de silica-gel e PA-6 utilizadas na preparacao do adsorvente.

Tabela 7. Distribuicdo de massa de silica-gel e poliamida-6 utilizada na preparacao

das placas cromatograficas

Silica-gel/PA-6 (%) Silica (g) PA-6 (9) Gesso (9)*
100/0 1,400 0,196
80/20 0,924 0,280 0,196
50/50 0,504 0,700 0,196
20/80 0,280 0,924 0,196
0/100 1,204 0,196

*Representa 14% de gesso na silica-gel (determinado por fluorescéncia de raios-x)
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4.3.3.1 Analitos

Os analitos utilizados neste trabalho sao fitoprodutos e foram utilizados
individualmente ou em mistura, com proporcdes determinadas. A selecéo foi feita
considerando a disponibilidade, aplicagdo na industria de farmacos e a presenca de

coloracao, o que dispensaria 0 uso de agente revelador.

> PB-lapachona

A B-lapachona (Figura 13) (CisH1403, MM 242,3), de nome quimico 3,4-dihidro-2,2-
dimetil-2H-naftol[1,2b]pirano-5,6-diona, € uma orto-naftoquinona isémera do lapachol
que pode ser obtida em pequena escala, do ipé roxo, ou pau d’arco roxo (Tabebuia
avellanedae lor), da familia Bigoneaceae, ou ainda de arvores da familia
Verbenaceae, localizadas na América do Sul. E produzida, em larga escala, a partir do
lapachol [33-36]. Apresenta aplicagdo farmacolégica na atividade antibacteriana,
antifungica, antitripanossémica, inibicdo de crescimento de células de tumores de
leucemia e céncer de prostata, reducdo da replicacdo de HIV-1, supressdo de
infeccoes agudas e crbnicas, inducdo de alteracbes cromossdmicas, inibicdo da
atividade da DNA topoisomerase | e Il, estimulante na geracdo de perdxido de

hidrogénio intracelular e da lipoperoxidacao, e potencial antineoplasico [37,38].
0
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Figura 13. Representagcao esquematica da estrutura quimica da B-lapachona
» Quercetina

A quercetina (Figura 14) pertence a uma classe de fitoprodutos, denominados de

flavondides, os quais podem ser encontrados em sementes e graos de frutas e de
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vegetais, ocorrendo ainda, em diferentes plantas medicinais. Esta classe de
substancias naturais apresenta um largo espectro de atividades bioquimicas e
farmacoldgicas incluindo efeitos antioxidantes, vasodilatadores, antiinflamatérios,
antialérgicos, antivirais e estimulantes do sistema imunoldgico [39]. Em particular, a
quercetina esta presente em vegetais como cebola, maca, cha-preto, frutas citricas
bem como em pequenas quantidades em folhas verdes e feijdes. Testes realizados
mostraram potencial inibicido do crescimento e da variabilidade de vérias linhagens de
células leucémicas, reducdo na incidéncia de tumores do trato gastrintestinal e
respiratério humanos, efeito antitumoral sobre o cancer do endométrio e redugéao de
niveis glicémicos, em diabéticos, devido a sua propriedade antioxidante que promove
regeneracao das ilhotas pancreaticas e consequentemente a liberacdo adequada de
insulina. Atualmente a quercetina é comercialmente utilizada como ‘suplemento
alimentar’, indicada para o tratamento de asma, doencas cardiovasculares, etc.
[41,42].
OH

HO 0O
I OH

OH
OH O

Figura 14. Representacdo esquematica da estrutura quimica da quercetina
> Rutina

A rutina (Figura 15) (quercetina 3 —O-rutinosideo) € também um flavondide, composta
por uma molécula de quercetina ligada a duas unidades glicosidicas, € que pode ser
isolada de varias espécies de plantas. Suas principais fontes sdo Sophora japénica L.,
Fabaceae, uma arvore encontrada no norte e no centro da China e Fagopyrum
esculentum Moench, F. tataricum (L) Gaertn., Polygonaceae, o trigo sarraceno. No
Brasil a principal fonte € a Dimorphandra mollis, o fruto do faveiro. Atualmente, tem
sido amplamente estudada visando a aplicacdo em formulagdes cosméticas e
farmacéuticas, devido as suas propriedades antioxidantes e vasoprotetoras que

promove uma melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos,
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diminuindo a fragilidade capilar. Este flavonoide tem sido utilizado também como
medicamento fitoterapico com a finalidade de melhorar a absorgao da vitamina C e
como coadjuvante no tratamento da hipertenséo arterial. Estudos recentes reportaram
a sua capacidade em promover aumento da lipase pancreatica com consequiente
reducao dos niveis de triacilglicerdis e da atividade hepatoprotetora. Também tem sido
descrita em eventos associados ao sistema imunoldgico como inibidora de neoplasia
e supressora do estresse oxidativo em leucocitos na artrite reumatoéide. Foi também
citada como auxiliar no aumento da atividade antibacteriana de outros flavonoides
[39,42,43].
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Figura 15. Representagao esquematica da estrutura quimica da rutina

Os termos analito e fitoproduto foram considerados sinbnimos e foram empregados ao

longo do trabalho.

4.3.3.2 Solventes

Os solventes utilizados, como fase moével, foram éter, n-hexano e metanol. Sua
selecao foi feita de acordo com o indice de polaridade - medida da capacidade de
interacdo do solvente em diferentes analitos polares — e que pode determinar a
polaridade relativa de solvente ou mistura de solventes [6, 44-48]. Foram utilizados
individualmente ou em mistura, com proporcbes determinadas. As misturas

empregadas foram metanol/n-hexano e metanol/éter nas proporgdes 90:10 e 75:25. O
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indice de polaridade da mistura foi calculado com base na Equacao 1 e encontram-se

mostrados na Tabela 8.

Equacéo 1.

P’AB = DAP’A + ©OBP’B

Onde:

P’ag= polaridade da mistura
®a= Fracao volumétrica de A
®g= Fracao volumétrica de B
P’a= indice de polaridade de A
P’s= indice de polaridade de B

Tabela 8. indice de polaridade e poder de solvéncia de éter, n-hexano e metanol [6]

Solvente indice de polaridade, P’
n-n-hexano* 0,1
Eter dietilico* 2,8
Metanol* 3,1
Metanol/n-hexano (75:25)** 3,9
Metanol/n-hexano (90:10)** 4,6
Metanol/éter (75:25)** 45
Metanol/éter (90:10)** 49

*valores citados na literatura; ** valores calculados segundo a Equacao 1.

4.4 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

O aparato para a condugédo da TLC consistia de uma camara adaptada e da placa

cromatografica. A camara cromatografica era constituida de um bécher ao qual foram

colocados 10mL do solvente apropriado e uma tira de papel de filtro, sendo o conjunto

vedado com uma placa de Petri. Em paralelo, com o auxilio de uma pipeta capilar, trés

gotas da solugcdo de um Unico analito ou mistura, em um Unico solvente ou mistura

foram aplicadas sobre a base da placa, deixando-se o0 solvente evaporar entre as

aplicacdes. Apbs essa etapa, a placa foi colocada dentro da cdmara cromatogréfica,

mantendo-se o sistema fechado. A partir desse momento, foi iniciada a analise de
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TLC cujo término foi considerado quando o solvente atingiu cerca de 80% do
comprimento da placa. Para cada placa, foram avaliados o fator de retencao, o perfil
cromatografico através de fotografia digital e a morfologia por microscopia 6tica.

Os termos adsorvente e fase estacionaria sao sinbnimos e foram usados ao longo do

trabalho.

4.5 DETERMINACAO DO FATOR DE RETENGAO

A determinacdo do fator de retencdo (R;), ou tempo de retengdo, que avalia a
mobilidade do analito na placa cromatografica, depende da natureza quimica e da
tensdo superficial das duas fases além da viscosidade da solucao formada pelo

solvente e o analito. O valor de Rsfoi calculado segundo a Equagéo 2:

- D
R:= D,

Onde:
Rt = Fator de retencao
D2= distancia percorrida pelo analito

D1= distancia percorrida pelo solvente

4.6 AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO E DA MORFOLOGIA DO
ADSORVENTE APOS A ANALISE DE TLC

A caracterizacdo do hibrido de silica-gel/PA-6, apds a realizacdo da TLC, visou
observar o perfil de eluicdo do analito e a morfologia do adsorvente, através de

fotografias em diferentes magnitudes.
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4.6.1 Avaliacao do perfil cromatografico

Fotografias digitais foram tiradas usando uma céamera fotografica Beng, com o
propdsito de mostrar o percurso do analito sobre o adsorvente cromatografico,
procurando relaciona-lo com as provaveis interacoes existentes entre os componentes

das fases.

Foram fotografadas placas cromatograficas em sistemas unitarios e binarios de analito

e de solvente que encontram-se listados abaixo:

Sistema unitario:
» B-lapachona, quercetina e rutina utilizando como fase mével éter, n-hexano e

metanol, respectivamente.

Sistema binario:

Substrato de composicao 100/0

» B-lapachona/rutina utilizando como fase mével metanol;
» Quercetina/rutina utilizando como fase moével metanol, metanol/éter (90:10) e

(75:25), respectivamente.

Substrato de composicao 80/20

» Quercetina/rutina utilizando como fase mével metanol/n-hexano (75:25);

» B-lapachona/rutina utilizando como fase mével metanol/n-hexano (90:10) e
(75:25), respectivamente;

» Rutina utilizando como fase movel metanol/n-hexano (90:10) e (75:25),

respectivamente.

Substrato de composicido 20/80

» Quercetina/rutina utilizando como fase moével metanol/n-hexano (75:25)

Substrato de composicao 0/100

» B-lapachona/rutina utilizando como fase mével metanol;
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» Quercetina/rutina utilizando como fase moével metanol, metanol/éter (90:10) e

(75:25), respectivamente.
4.6.2 Microscopia 6tica (OM)

Esta analise teve como objetivo avaliar a morfologia do adsorvente e foi conduzida em

um microscépio Otico estéreo, Olympus, modelo 52H10 acoplado a uma camera

fotografica Nikon.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢ao, sao descritos os resultados da caracterizacao da silica-gel, da PA-6 e do
gesso, a determinacdo do fator de retencao, o perfil cromatografico dos analitos no
adsorvente, a influéncia das interacbes entre os componentes das fases e a

morfologia do adsorvente, considerando a composicao do adsorvente.

5.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DA SILICA-GEL, DA PA-6 E DO
GESSO

Foram obtidos espectros na regido do infravermelho dos constituintes do adsorvente
(Figura 16) a partir das técnicas de transmissao e de reflectancia, confirmando a
estrutura quimica da silica-gel, da PA-6 e do gesso. As principais absorgbes foram
destacadas e estdo descritas na Tabela 9 [49,50]. No espectro da silica-gel ndo foram

observadas as absorcdes do gesso devido a baixa transmitancia.

5.2 AVALIACAO DO FATOR DE RETENGCAO

Nesta secado, a avaliacdo do fator de retencdo com a composicdo do adsorvente é

mostrada.
5.2.1 Avaliacao da eluicao do solvente versus composicao do adsorvente

Foi avaliado o tempo de retengcdo de cada solvente, considerando todas as
composicdes do adsorvente, visando verificar a interacdo entre a fase mével e a fase

estacionaria.

Na Figura 17 é mostrada a tendéncia do tempo de retencao de cada solvente com a
composicao do adsorvente, a partir dos valores obtidos experimentalmente, indicados
na Tabela 10. Considerando o adsorvente com 100% de silica, verificou-se que o
tempo de retencdo obedeceu a seguinte ordem - n-hexano < éter < metanol. As

composicdes com até 50% de PA-6, observou-se que o tempo de retengcdo em
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metanol apresentou uma tendéncia de aumento, indicando que neste solvente ha
maior interacdo da fase moével com a estacionaria. Inesperadamente, os tempos de
retencdo do éter e do n-hexano apresentaram valores similares, apesar de serem

considerados solventes de média e baixa polaridade, respectivamente.

Para as composi¢cées com teor de PA-6 superior a 50%, foi verificada a queda abrupta
do tempo de retencéo de todos os solventes. Este resultado pode estar relacionado a
menor interacao dos solventes com a PA-6 e/ou a morfologia, forma e a dispersao de

tamanho das particulas da poliamida.

A porosidade dos materiais € outro fator que poderia ser responsavel pelo
comportamento dos solventes em cada hibrido. A silica-gel é altamente porosa ao
contrario da PA-6, que se apresenta como uma macromolécula, constituida por um
novelo aleatério de cadeias. Assim, os maiores tempos de retencéo foram observados
nos hibridos contendo até 50% em massa de silica. Além disso, a porosidade teria
ocasionado a similaridade dos tempos de retencdo de éter e hexano nos hibridos

estudados.

5.2.2 Avaliacao do fator de retencao versus composicdao do adsorvente, na

presenca de diferentes solventes e analitos

Nesta secdo, € mostrada a variacdo do fator de retencdo com a composi¢cao do
adsorvente, considerando a fase moével formada pelo analito e o solvente. E
importante ressaltar que o tempo de retencao foi estabelecido baseado no término da
eluicdo do solvente ao longo da placa cromatografica, independente da eluicdo do

analito, ou ndo, até o topo do adsorvente.

5.2.2.1 Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do

adsorvente, em éter

A Figura 18 mostra a tendéncia do fator de retencdo com a composicao do
adsorvente, dos analitos em éter, considerando os valores listados na Tabela 11. Ha

um contraste entre o comportamento da B-lapachona e da quercetina e o da rutina.
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Para os dois primeiros analitos, o Rs foi elevado enquanto para a rutina é praticamente
igual a zero. Também pode ser aferido que o R é praticamente constante para cada
analito, independentemente do teor de PA-6 no adsorvente. O resultado indicou que
h&a uma grande interacdo quimica entre este solvente e os analitos, B-lapachona e
quercetina, e minima em relacdo a rutina. Se os trés analitos estivessem em uma

mistura ternaria, seria possivel a separag¢ao da rutina dos outros dois analitos.

5.2.2.2 Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do

adsorvente, em n-hexano

A tendéncia do fator de retencao com a composicao do adsorvente, dos analitos em n-
hexano, € mostrada na Figura 19, considerando os valores listados na Tabela 12.
Neste solvente, de modo geral, em qualquer composi¢cdo do adsorvente, ndo ocorreu
o deslocamento dos analitos, exceto para a B-lapachona, nas composicdes a partir de
80% de PA-6. O resultado indicou que ha pouca ou nenhuma interacao quimica entre

este solvente e os analitos.

5.2.2.3 Avaliacao do fator de retencao dos analitos versus composicao do

adsorvente, em metanol

O comportamento do fator de retencdo com a composicao do adsorvente, dos analitos
em metanol, € mostrado na Figura 20, considerando os valores listados na Tabela 13.
Este parametro mostrou-se dependente da composi¢cdo do adsorvente e do tipo de
analito. De modo geral, em qualquer composicdo do adsorvente, houve o
deslocamento dos analitos, excecao para a rutina, na composicao 0/100. Os valores
do fator de retencdo para a B-lapachona mostrou pouca dependéncia com a
composi¢cao do adsorvente. O valor do R; da quercetina e da rutina apresentou grande
dependéncia com a composicdo da fase estacionaria. H4 uma tendéncia de queda
deste parametro para a quercetina a medida que o teor de PA-6 € aumentado na
composicdo. No caso da rutina, este decaimento foi observado em hibridos com teor
de PA-6 acima de 50%. Em qualquer das situacdes estudadas, a interacdo entre o
metanol e a B-lapachona é maior do que aquelas que poderiam ocorrer entre este

analito e os componentes do adsorvente. Os adsorventes ricos em PA-6 mostraram
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grande interagdo com a quercetina e a rutina. Nos adsorventes contendo teor de PA-6

maior do que 50% seria possivel fazer a separagdo da B-lapachona dos demais
constituintes, em uma mistura ternaria.

(a) Silica-gel
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Figura 16. Espectros na regidao do infravermelho dos constituintes do adsorvente; (a)

silica-gel; (b) PA-6; (c) gesso.



Tabela 9. Principais absorcdes na regido do infravermelho dos componentes do

adsorvente
Componente do Freqliéncia (cm™) Assinalamento Modo de vibracao
adsorvente
1070 Si-O-Si Estiramento Si-O
Silica-gel 970 Si-OH Deformacao OH
798 Si-OH Estiramento OH
657 Si-O-Si Estiramento Si-O
3288 NH, Estiramento N-H
1635 C=0 Estiramento C=0
PA-6 1536 H-N-C=0 Estiramento
simétrico N-H
Deformacao N-H
1265 C-N Estiramento C-N
685 NH, Estiramento N-H
3608 O-H Estiramento O-H
livre
3552 O-H Estiramento O-H
combinado
1622 O-H Estiramento O-H
Gesso 1150 S0~ Estiramento
assimeétrico S-O
1080 S0, Estiramento
assimétrico S-O
661 SO, Deformacéo
assimétrica S-O
600 SO.? Deformagcao
assimeétrica S-O
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Figura 17. Tempo de retencéo do solvente versus composicao do adsorvente

Tabela 10. Tempo de retencao dos solventes nos diferentes adsorventes

Hibrido silica- Solvente Tempo de Distancia percorrida
gel/PA-6 utilizado eluicao (s) pelo solvente (cm)
100/0 Metanol 715 6,5
80/20 Metanol 729 6,8
50/50 Metanol 862 6,5
20/80 Metanol 195 57
0/100 Metanol 124 6,5
100/0 Eter 423 6,4
80/20 Eter 360 6,3
50/50 Eter 316 6,5
20/80 Eter 96 5,3
0/100 Eter 62 6,8
100/0 n-hexano 415 6,5
80/20 n-hexano 390 6,2
50/50 n-hexano 412 6,5
20/80 n-hexano 96 6,0

0/100 n-hexano 68 6,7
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Figura 18. Fator de retencao versus composicao do adsorvente, dos analitos em

éter

Tabela 11. Distancia percorrida pelo éter e pelos analitos

Hibrido silica- Tempo de Distancia Distancia R;
gel/PA-6 eluicao (s) percorrida pelo percorrida pelo
solvente (cm) analito (cm)
B-lapachona
100/0 594 57 5,7 1
80/20 639 6,0 6,0 1
50/50 648 6,0 6,0 1
20/80 104 55 55 1
0/100 147 5,8 5,8 1
Quercetina
100/0 435 6,0 4,2 0,78
80/20 433 5,7 4.5 0,78
50/50 262 5,7 52 0,9
20/80 86 55 55 1
0/100 49 5,3 55 0,87
Rutina
100/0 633 55
80/20 472 55
50/50 369 5,8
20/80 207 55
0/100 195 5,2
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Figura 19. Fator de retencéo versus composicao do adsorvente, dos analitos em
n-hexano

Tabela 12. Distancia percorrida pelo n-hexano e pelos analitos

Hibrido silica- Tempo de Distancia Distancia Rs
gel/PA-6 eluicdo (s) percorrida pelo percorrida pelo
solvente (cm) analito (cm)

B-lapachona
100/0 430 57
80/20 367 55
50/50 375 5,8
20/80 87 6,2 3,7 0,59
0/100 137 55 3,5 0,63

Quercetina

100/0 476 5,7
80/20 415 5,7
50/50 357 6,0
20/80 60 57
0/100 237 5,2 0,2 0,03
Rutina
100/0 525 6,0
80/20 618 55
50/50 338 5,0
20/80 80 5,7

0/100 120 5,2 0,2 0,03
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Figura 20. Fator de retencao versus composicao do adsorvente, dos analitos em

metanol

Tabela 13. Distancia percorrida pelo metanol e pelos analitos

Hibrido silica- Tempo de Distancia Distancia R;
gel/PA-6 eluicao (s) percorrida pelo percorrida pelo
solvente (cm) analito (cm)
B-lapachona
100/0 660 55 5,0 0,9
80/20 680 52 4,7 0,9
50/50 718 55 55 1
20/80 382 55 5,0 0,9
0/100 399 5,3 5,3 1
Quercetina
100/0 789 55 5,0 0,9
80/20 790 55 4,5 0,81
50/50 840 55 3,0 0,54
20/80 333 5,3 2,7 0,5
0/100 348 5,3 3,5 0,66
Rutina
100/0 665 55 55 1
80/20 562 52 52 1
50/50 600 55 55 1
20/80 278 55 3,2 0,58

0/100 63 57
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5.3 AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS ADSORVENTES PARA
CADA PAR SOLVENTE-ANALITO

Nesta secdo, foi avaliado o perfil cromatografico de cada analito, em cada solvente,
nos adsorventes, através de fotografia digital. Os analitos utilizados neste estudo
apresentam cor caracteristica e ndo houve a necessidade do uso de um agente

revelador.

5.3.1 Perfil cromatografico do par éter-B-lapachona

A Figura 21 mostra o perfil cromatografico do par éter-B-lapachona, em todas as
composi¢cdes do hibrido. Nas composicées com até 50% de PA-6, houve o
deslocamento do analito até o topo da placa cromatogréafica. Em teores superiores de
PA-6, o deslocamento também ocorreu porém foi observado que a maior parte do
analito permanece concentrada na base do adsorvente além da presenca de um
rastro, ao longo da placa. Pelo perfil cromatografico, é possivel concluir que ha uma
acentuada interacao entre o éter e o analito nos adsorventes 80/20 e 50/50. O

aumento do teor de PA-6 desfavoreceu esta interagéo.

O éter, um solvente de média polaridade, (¢, = 4,34), é capaz de desenvolver
interac6es do tipo dipolo com a B-lapachona, conforme mostrado na Figura 22. Com o
aumento do teor de PA-6 no adsorvente, ha a formagéo de ligacao hidrogénio entre a
B-lapachona e a poliamida (Figura 23) que passou a predominar. Devido a maior
energia da ligacdo hidrogénio em relagdo a interagéo dipolar, o deslocamento do

analito foi dificultado.
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100/0 80/20 50/50 20/80 0/100

Figura 21. Perfil cromatografico de B-lapachona utilizando éter como fase moével
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Figura 22. Representagao esquematica da interacao dipolar entre o par éter-§-
lapachona
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Figura 23. Representagédo esquematica da formacao de ligagéo hidrogénio entre o par

PA-6-3-lapachona

5.3.2 Perfil cromatografico do par éter- quercetina

Na Figura 24 é mostrado o perfil cromatografico do par éter-quercetina, em todas as
composi¢cdes do hibrido. Nas composicoes com até 50% de PA-6, houve o
deslocamento do analito até uma regiédo ligeiramente inferior ao topo da placa sendo
observada a formacao de um rastro. Em teores superiores de PA-6, foi observado um
rastro ténue estando a maior parte do analito retido na base do adsorvente. Pelo perfil
cromatografico, € possivel inferir que hd uma consideravel interacdo entre o éter e o
analito nos adsorventes 80/20 e 50/50. O aumento do teor de PA-6 desfavoreceu

drasticamente esta interagéao.

Na representacdo esquematica da interacao dipolar entre solvente e analito (Figura
25) e da formacao de ligacao hidrogénio entre substrato e analito (Figura 26), €
possivel observar que na estrutura quimica do analito ha cinco grupamentos hidroxila
e um grupamento carbonila disponiveis para interagir com os grupamentos silandis da
silica e com os grupamentos amida na PA-6. Os resultados mostraram que a PA-6 é o
componente com a maior afinidade com analito, pois cada grupamento amida é capaz
de formar até duas ligagcdes hidrogénio com a quercetina. Devido a maior energia da

ligacao hidrogénio em relacéo a interacao dipolar ocorrida entre o par éter-quercetina,



45

praticamente ndo houve o deslocamento do analito nos adsorventes ricos em PA-6.
Deve-se ressaltar que fatores como a forma, tamanho e distribuicdo, e dispersao das

particulas da PA-6 no adsorvente podem ter influenciado neste comportamento.

———

100/0 80/20 50/50 20/80 0/100

Figura 24. Perfil cromatogréafico de quercetina utilizando éter como fase mével

Figura 25. Representagéo esquematica da interacao dipolar entre o par éter-

quercetina.
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Figura 26. Representagédo esquematica da formacao de ligagéo hidrogénio entre o par

substrato-quercetina.

5.3.3 Perfil cromatografico do par éter- rutina

O perfil cromatografico do par éter-rutina, em todas as composi¢cées do hibrido, é
mostrado na Figura 27. No substrato em base de silica, notou-se a ascenséo da rutina
ao longo da placa. Nas composi¢des contendo PA-6, a rutina ficou retida na base do

adsorvente.

Conforme visto anteriormente, a molécula da rutina € composta por uma molécula de
quercetina ligada a duas unidades glicosidicas, o que proporciona um aumento
consideravel dos grupamentos reativos para interagir com outros compostos polares.
Sendo assim, esses grupamentos reativos seriam capazes de interagir com o0s
grupamentos silandis da silica, impedindo a ascensao da rutina no adsorvente, porém
isto nao foi verificado. Isto poderia ser atribuido a adicdo das unidades glicosidicas a
estrutura da quercetina as quais promovem um aumento da massa molar e uma

mudanca da disposicao espacial dos atomos na molécula da rutina. Desse modo,
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efeitos conformacionais poderiam impedir a interacdo entre os grupamentos reativos
da silica e da rutina favorecendo a formacao de interacao dipolar entre o éter e o
analito (Figura 28), permitindo a sua eluicdo. Diferente da silica, a poliamida é uma
estrutura macromolecular, constituida por um novelo aleatério de cadeias, nas quais
cada mero contém quatro pontos para a formagdo de ligacdo hidrogénio. Esta
estrutura deve favorecer a formacao deste tipo de ligacdo secundaria com a rutina

(Figura 29), promovendo a sua retengéo na base do adsorvente.
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100/0 80/20 50/50 20/80 0/100

Figura 27. Perfil cromatografico de rutina utilizando éter como fase mével
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Figura 28. Representagcao esquematica da formacgao de interacao dipolar entre o par

éter-rutina.
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Figura 29. Representagao esquematica da formacao de ligagao hidrogénio entre o par

rutina-substrato

5.3.4 Perfil cromatografico do par n-hexano-analitos

A analise do perfil cromatografico dos pares n-hexano-analito revelou nao haver
deslocamento do analito, em quaisquer dos adsorventes. Pode-se concluir que a
interagdo entre os constituintes da fase estacionaria e o analito é infinitamente
superior aquela entre solvente e analito. Para fins demonstrativos, na Figura 30 é
mostrado o perfil cromatografico do par n-hexano-quercetina. Como o n-hexano
apresenta caracteristica de solvente apolar (& = 1,89), ndo foi possivel a formacao de
interagbes secundarias com os analitos, substancias com caracteristicas

extremamente polares.
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100/0 80/20 50/50 20/80 0/100

Figura 30. Perfil cromatografico de quercetina utilizando n-hexano como fase mével

5.3.5 Perfil cromatografico do par metanol- B-lapachona

A Figura 31 mostra o perfil cromatografico do par metanol-B-lapachona, em todas as
composi¢cdes do hibrido. Nas composi¢cbes 100/0 e 80/20, foi observado o
deslocamento do analito até o topo da placa cromatografica. Em teores superiores de
PA-6, o analito descreve o0 mesmo comportamento mas é notada a presenca de um
rastro. Em todos os casos, é possivel concluir que hd uma acentuada interacao entre
o metanol e 0 analito. Com o aumento do teor de PA-6, a interacao analito/substrato é
intensificada, se contrapondo aquela verificada entre solvente e analito, mas incapaz

de evitar a ascenséao do analito.

Tanto a interacdo metanol/analito (Figura 32) quanto a interagdo analito/PA-6 (Figura
23) podem produzir ligagdo hidrogénio. O metanol é um solvente com alta polaridade
(er = 33,6) e consegue de maneira efetiva diminuir a interacdo do analito com a PA-6,

permitindo o deslocamento da B-lapachona ao longo do adsorvente.
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Figura 31. Perfil cromatografico de B-lapachona utilizando metanol como fase movel

Figura 32. Representagao esquematica da formacao de ligagéo hidrogénio entre o par

metanol-B-lapachona

5.3.6 Perfil cromatografico do par metanol-quercetina

O perfil cromatografico do par metanol-quercetina, em todas as composicoes do
hibrido, € mostrado na Figura 33. A medida que o hibrido foi enriquecido com a PA-6,
o deslocamento do analito ao longo do adsorvente foi dificultado, estando
compreendido entre a regido mediana e a base do adsorvente; houve a formacao de

um rastro mais espalhado se comparado ao adsorvente a base de silica. Este
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comportamento poderia ser atribuido a forma, tamanho e distribuicéo, e dispersao das
particulas da PA-6 no adsorvente. Estes fatores foram predominantes na interacao
entre o par analito-adsorvente (Figura 26) a despeito da ligacao hidrogénio formada

entre o par metanol/analito (Figura 34).

Sl

100/0 80/20 50/50 20/80 0/100

Figura 33. Perfil cromatografico de quercetina utilizando metanol como fase mével
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Figura 34. Representagédo esquematica da formacao de ligagéo hidrogénio entre o par

metanol-quercetina.

5.3.7 Perfil cromatografico do par metanol-rutina

O perfil cromatografico do par metanol-rutina (Figura 35) mostrou que, em qualquer

composicdo do hibrido, ha uma dificuldade no deslocamento do analito que se



52

difundiu para as regides laterais do adsorvente. Realmente, constatou-se a presenca
de caminhos preferenciais — capilares — em quaisquer das composicoes. Apesar da
acentuada interacdo entre o par metanol-rutina (Figura 36) que propiciaria o
deslocamento do analito, os efeitos de forma, tamanho e distribuicao, e dispersao das
particulas da PA-6 no adsorvente predominaram no transporte do analito. Em conjunto
ou individualmente, os fatores foram responsaveis pelo surgimento de caminhos
vicinais, dividindo o fluxo, desde a base da placa cromatogréafica, direcionando o

deslocamento da rutina para as laterais.

Pela analise fotografica foi constatado que, nas condicbes empregadas neste
trabalho, o deslocamento dos analitos, sofreu além das interagbes solvente/analito e
analito/adsorvente, a interferéncia da morfologia da silica-gel e da PA-6. Tanto a
silica-gel quanto a poliamida-6 formam caminhos preferenciais, por onde ha a difuséo
do analito. Para a silica-gel, a maioria destes caminhos ndo séao perceptiveis, devido a
homogeneidade de forma e tamanho de suas particulas. Para a PA-6, a dispersao de
forma e o tamanho de suas particulas propiciaram a formacdo de capilares

heterogéneos, tornando este efeito mais acentuado, em alguns casos.
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Figura 35. Perfil cromatogréfico de rutina utilizando metanol como fase moével
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Figura 36. Representagédo esquematica da formacao de ligagéo hidrogénio entre o par

metanol-rutina.

5.4 AVALIACAO DO DESEMPENHO CROMATOGRAFICO DOS ADSORVENTES
EM SISTEMAS BINARIOS DE ANALITOS E DE SOLVENTES

Neste trabalho, ja foram citados os valores do fator de retencao (Rr) de cada analito,
bem como sua localizagdo e o perfil cromatografico no adsorvente desenvolvido.
Nesta secdo, o desempenho cromatografico de alguns hibridos em sistemas binarios
de analitoss e de solventes é mostrado, visando avaliar os efeitos reciprocos de

analitoss e solventes em sistemas combinados.

Para facilitar a compreensado dos resultados, foi elaborada a Tabela 14, onde cada
conjunto hibrido, analito e solvente foi considerado como um sistema. Foi avaliado o
efeito do substrato sobre a mistura de fitoprodutos, em meio solvente isolado ou em
mistura. Como os melhores resultados individuais foram encontrados para a
composicao silica-gel/PA-6 80/20, foi feito um estudo do comportamento de pares de

analitoss e de solventes, neste adsorvente.



Tabela 14. Sistema hibrido, mistura de analitos e solventes.

Hibrido Analito Solvente Sistema

100/0 B-lapachona/rutina Metanol S;
Quercetina/rutina Metanol S,
Quercetina/rutina Metanol/éter (90:10) S;
Quercetina/rutina Metanol/éter (75:25) S,

80/20 Quercetina/rutina Metanol/n-hexano (75:25) Ss
B-lapachona/rutina Metanol/n-hexano (90:10) Se
B-lapachona/rutina Metanol/n-hexano (75:25) S;

Rutina Metanol/n-hexano (90:10) Ss

Rutina Metanol/n-hexano (75:25) So

20/80 Quercetina/rutina Metanol/n-hexano (75:25) Sio
0/100 B-lapachona/rutina Metanol St
Quercetina/rutina Metanol Si2
Quercetina/rutina Metanol/éter (90:10) Si3
Quercetina/rutina Metanol/éter (75:25) S

5.4.1 Efeito do substrato

Foram avaliados os seguintes pares de sistemas, conforme mostrado na Tabela 15.
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Tabela 15. Pares de sistema hibrido, mistura de analitos e solventes.

Sistema Composicao do Solvente Analito
adsorvente

Si 100/0

e Metanol B-lapachona/rutina
Si 0/100

S, 100/0

e Metanol Quercetina/rutina
Siz 0/100

Ss 100/0

e Metanol/éter (90:10) Quercetina/rutina
Sis 0/100

Sy 100/0

e Metanol/éter (75:25) Quercetina/rutina
Sia 0/100

Ss 80/20

e Metanol/n-hexano (75:25) Quercetina/rutina
Sio 20/80

A Figura 37 apresenta as fotografias digitais dos sistemas S1 e S11. No sistema Sy,
ocorreu a eluicdo do analito até o topo da placa, verificando-se o seu espalhamento.
Quando observadas separadamente (Figura 31), neste mesmo solvente, a f-
lapachona foi carreada até a regido superior da placa enquanto que a rutina foi
conduzida até a metade, deixando um rastro, sendo a maior parte do analito retido na
parte inferior. Como nao houve a ocorréncia de rastro na mistura dos fitoprodutos, foi
possivel concluir que a presenca da B-lapachona eliminou/diminuiu a interacdo da
rutina com a silica-gel. No sistema S11, verificou-se a presenca de rastro por toda a
superficie da cromatoplaca. Neste caso, apenas uma mancha continua foi observada,
nao podendo distinguir um analito da outra. Assim, os substratos ricos em silica-gel e

PA-6 nao foram eficientes na separacao das misturas B-lapachona/rutina

A Figura 38 apresenta as fotografias digitais dos sistemas S, e S2. No sistema Sy,
ocorreu a eluicdo da amostra ao longo do substrato, deixando um rastro, sendo a
maior parte do analito retido na parte inferior da placa. Neste mesmo solvente, o

comportamento dos fitoprodutos, individualmente, foi semelhante. Assim, foi possivel
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concluir que néao houve efeito de um analito sobre o outro. No sistema S5, verificou-se
que a maior parte do analito ficou retida no ponto de aplicagdo ocorrendo ainda o seu
espalhamento, conforme verificado para os analitos individualmente. Assim, foi
verificado que ambos os substratos interagem preferencialmente com os analitos em
detrimento da interacdo delas com o solvente. Desta forma, podemos concluir que os

sistemas S, e Sy, foram ineficazes na separacéao dos analitos.

Si1
Figura 37. Fotografias digitais dos sistemas S1 e S11

S2 Si2
Figura 38. Fotografias digitais dos sistemas S, e S12
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As fotografias digitais dos sistemas Sz e Si3 estdo mostradas na Figura 39. No
sistema Sz, foi observado o deslocamento dos analitos até o topo da placa, com a
presenca de um rastro continuo e seu espalhamento. No sistema Si3, observou-se o
espalhamento da amostra ao longo da placa adsorvente. Em ambos os casos, néo foi
observada a separacao dos analitos. Para o substrato rico em silica-gel, os analitos
interagem preferencialmente com a fase moével, sendo conduzidas até o topo da
placa. O contrario foi verificado para o substrato rico em PA-6, no qual os analitos
interagem em maior propor¢do com a fase estacionaria. Pode-se concluir que os

sistemas S; e S13 foram ineficazes na separagao dos analitos.

S3 Si3
Figura 39. Fotografias digitais dos sistemas Sz e S+3

Utilizando-se os substratos, silica-gel/PA-6 100/0 e 0/100, foi feita uma nova tentativa
de separacao da mistura de quercetina/rutina, alterando-se os percentuais de metanol
e éter, considerado como sistemas S4 e Si4 (Figura 40). No sistema S4, parece ter
ocorrido a separacao dos analitos. No meio da placa é possivel observar uma mancha
alongada enquanto no topo foi detectada outra mancha com certo espalhamento.
Quando em fase movel de polaridade elevada, ambos os analitos sofreram
deslocamento ao longo do substrato. E provavel que o substancia deslocada até o
topo da placa seja a quercetina porque individualmente, em éter como fase movel,
mostrou comportamento semelhante. Assim, a propor¢cdo de solventes utilizada foi

eficaz na separacao das analitos, mostrando que a separac¢dao nao depende somente
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da natureza da fase estacionaria, mas também da fase moével. No sistema Sia,
ocorreu o deslocamento do analito até a parte superior da placa, mostrando rastro por
todo o percurso. Nao houve separacdo dos fitoprodutos. A causa da dispersdao do

analito foi atribuida a dispersao de tamanho da PA-6.

S4 SN

Figura 40. Fotografias digitais dos sistemas Ss e S14

Foi realizada a tentativa de separar a quercetina da rutina utilizando-se os substratos
hibridos de silica-gel/PA-6 80/20 e 20/80, em mistura binaria de metanol e n-hexano,
sendo os sistemas denominados Ss e Sio (Figura 41). Em ambos os sistemas,
verificou-se que ndo houve separacdo dos constituintes da mistura ocorrendo um
pequeno deslocamento dos fitoprodutos na placa sendo a maior parte retida na base.
Independente da concentracao da PA-6, a ineficacia de separacéo pode ser atribuida
ao baixo poder de solvatacdo da mistura de solventes, a interacdo entre os analitos
além da interacdo entre os analitos e a fase estacionaria, que podem atuar

individualmente ou em conjunto.

5.4.2. Comportamento de solvente e analito no adsorvente silica-gel/PA-6 (80/20)

Como revelaram melhores resultados individuais, foi feito um estudo no substrato

silica-gel/PA-6 (80/20) para verificar o comportamento de pares de analitos e de
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solventes neste adsorvente. Foram avaliados os seguintes solventes e analitos neste

substrato conforme mostrado na Tabela 16.

S10

Figura 41. Fotografias digitais dos sistemas Ss e S+

Tabela 16. Solventes e analitos no adsorvente silica-gel/PA-6 (80/20)

Sistema Composicao do Solvente Analito
adsorvente
Ss Metanol/n-hexano (90:10)
e 80/20 B-lapachona/rutina
S, Metanol/n-hexano (75:25)
Ss Metanol/n-hexano (90:10)
e 80/20 Rutina
S Metanol/n-hexano (75:25)

A Figura 42 apresenta a fotografia digital dos sistemas Sg e S7. No sistema Sg, ocorreu
eluicdo do analito ao longo do substrato em dois pontos de concentracdo distinta,
junto a base da placa e préximo da regido mediana, observando-se ainda um rastro.
Assim, ndo foi possivel uma separacao total entre os analitos para estas condicbes
testadas. No sistema S7, no qual foi alterada a proporcdo entre os solventes, o

comportamento foi semelhante. Houve a separagéo dos analitos, sem a ocorréncia de



60

rastro. Presumiu-se que o analito localizada na regido superior do adsorvente fosse a
B-lapachona porque, individualmente, em metanol como fase mdbvel, mostrou
comportamento semelhante. De fato, quando a rutina foi eluida separadamente, na
mesma fase médvel, observou-se sua retencéo na base da placa (Figura 43). Portanto,
a mistura de B-lapachona e de rutina foi eficazmente separada na mistura de
solventes metanol/n-hexano estudada, considerando o adsorvente de silica-gel/PA-6
(80/20).

O estudo mostrou que nao houve uma diferenca significativa entre a silica-gel e a PA-
6 como adsorvente cromatografico. A composicao do substrato, da fase mével e dos

analitos devem ser consideradas em conjunto na andlise de TLC.

5.5. MICROSCOPIA OTICA

A microscopia otica foi utilizada com a finalidade de observar a dispersdo dos
materiais nas composicoes. Além disso, a técnica permitiu discutir a influéncia da
forma, tamanho e distribuicdo de tamanho e a dispersao das particulas de PA-6 na
analise de TLC.

Para ilustrar a dispersao dos componentes nos hibridos de silica-gel/PA-6 na placa de
vidro, foram selecionadas as fotomicrografias antes (Figura 44) e apds (Figura 45) a

andlise de TLC, com a fase mével constituida de metanol e o analito de quercetina.

No substrato contendo apenas silica (Figura 44 (a) e 45 (a)), conforme esperado,
observou-se a homogeneidade de forma, tamanho e distribuicdo de tamanho e a
dispersao das patrticulas, ao longo do adsorvente. Apesar desta homogeneidade, foi
observada a presenca de material na base e no topo da placa além da presenca de
rastro, confirmando que fatores como a natureza da fase mével e do analito podem

interferir no perfil cromatografico, e devem ser considerados.

A medida que a composicdo é enriquecida com PA-6, observou-se que a morfologia

do substrato tornou-se grosseira em fungdo da forma, tamanho e distribuicdo de
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tamanho e a dispersao das particulas da poliamida (Figura 45). Nao houve uma forma
definida das particulas. O tamanho variou aproximadamente desde 200 até 500 micra.
Nao houve aglomeragdo das particulas de PA-6 e a sua dispersdo na placa foi
orientada pela ndo homogeneidade de tamanho. Nas fotomicrografias éticas das
composi¢cdes contendo PA-6 (Figura 45 (b-d) foi também observado o aparecimento
de manchas sobre a superficie das particulas da poliamida, em maior intensidade em
relacdo as observadas para a composicdo contendo 100% de silica. Isto é resultado
da grande interacao da PA-6 com os fitoprodutos estudadas neste trabalho.

Se S7
Figura 42. Fotografias digitais dos sistemas Sge S7

Sy
Figura 43. Fotografias digitais dos sistemas Sg e Sg




Figura 44. Fotomicrografia ética de parte dos substratos estudados antes de sua
eluicdo com metanol. (a) 0/100; (b) 80/20; (c) 50/50; (d) 20/80; (e) 0/100. Zoom 2,5
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Figura 45. Fotomicrografia 6tica de quercetina ap6s sua eluicdo com metanol. (a)
0/100; (b) 80/20; (c) 50/50; (d) 20/80; (e) 0/100. Zoom 2,5
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, hibridos de silica-gel/PA-6, 100/0, 80/20, 50/50, 20/80 e 0/100, em
massa percentual, foram preparados para aplicagcdo em TLC. A natureza quimica das
fases, a natureza quimica dos analitos, a forma e o tamanho dos componentes da

fase estacionaria foram considerados na avaliacdo do adsorvente para a aplicagdo em
TLC.

A natureza quimica das fases:

Em relag&o ao solvente:

v" O melhor desempenho individual foi alcancado pelo éter — solvente de média

polaridade - nos pares éter/ -lapachona e éter/quercetina;

v" A mistura metanol/n-hexano mostrou-se eficaz na separacdo da mistura f-

lapachona/rutina, no adsorvente silica-gel/PA-6 (80/20).

v' Assim, solvente de média polaridade bem como mistura de solventes com
polaridades antagdnicas podem ser capazes de carrear e/ou separar analitos

com polaridades similares;
Em relacio a fase estacionaria:

v" Neste trabalho, os hibridos com até 50% de PA-6 tiveram desempenhos
semelhantes ao adsorvente tradicional, a base de silica. Assim, uma nova
aplicacao foi encontrada para a PA-6.

A natureza quimica dos analitos:
v Embora todos fossem de natureza polar, foi possivel o deslocamento de

analitos na placa cromatografica e a separacdo de pares de analitos,

individualmente ou em mistura de solventes.
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Forma e tamanho dos componentes da fase estacionaria:

v' Estes foram os fatores limitantes na eluicdo e/ou separacdo dos analitos.
Apesar de homogénea em forma e com pequena dispersdo de tamanho, as
particulas de silica-gel mostraram grande interagdo com o analito, em alguns
casos, visualizado pela presenca de rastro ao longo do adsorvente.
Possivelmente, a grande dispersdo de forma e de tamanho das particulas de
PA-6 foram determinantes para o baixo desempenho dos adsorventes com teor

de poliamida acima de 50%;

v' Todos estes fatores poderiam ter atuado isoladamente ou em conjunto e

seriam responsaveis pela eficiéncia do adsorvente.
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7. SUGESTOES

v Sintetizar poliamida-6 na forma esférica e em tamanho semelhante ao da silica

cromatografica;

v' Estudar a eficiéncia de um novo adsorvente a base de polimero apolar;

v' Estudar sistematicamente mistura de solventes para avaliar o poder seletivo do

adsorvente;

v' Utilizar analitos de baixa, média e alta polaridade para avaliar a eficiéncia de

separagao do novo adsorvente a base de PA-6;
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