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Desenvolvimento de Modalidade Cromatografica Baseada na Identidade Digital
Oxidativa de Compostos Organicos.
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Injecdo Sequencial e Identidade Digital Oxidativa.

Autora: Vanessa Kienen
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RESUMO

No presente trabalho uma nova modalidade cromatogréfica baseada na identididade
digital oxidativa de compostos organicos foi desenvolvida possibilitando a separacdo e
identificacdo de substéncias organicas utilizando a cromatografia liquida com detectores
espectrofotométricos. Para o desenvolvimento desta modalidade cromatogréafica foi utilizado
um sistema de analise por injecdo sequencial (SIA - Sequential Injection Analysis) em
conjunto com as reacdes de Fenton (Fe(ll) e H,O,) para promover a clivagem de compostos
organicos eluidos da coluna cromatografica, bem como para gerenciar o processo de extracao
em fase sélida para isolamento/pré-concentracdo, e re-introducdo dos produtos da reacdo no
cromatdgrafo liquido para obtengdo da identidade oxidativa.

Este método consiste na associacdo da cromatografia liquida com detectores
espectrofométricos com arranjo fotodiodo (UV/Vis), utilizando as reacdes de Fenton para
promover a clivagem dos compostos, possibilitando o desenvolvimento de uma modalidade
cromatografica que é baseada em uma primeira separacdo dos constituintes organicos de uma
amostra por cromatografia liquida, seguida de nova separacdo ap0s oxidacdo parcial dos
componentes desta amostra, 0 que permite obter sinais distintos para os dois cromatogramas.

No primeiro, os picos de cada constituinte da amostra ndo submetida ao processo de oxidacao

XVii



e no segundo, diversos picos para cada espéecie analisada anteriormente que devem refletir os
produtos formados apds o processo de oxidacdo parcial dos constituintes da amostra,
fornecendo um conjunto de dados relativos aos produtos formados que podem ser utilizados
para fornecer a identidade digital oxidativa de cada composto separado.

Ao final do processo cromatografico, os cromatogramas fornecem informaces a respeito
do tempo de retencdo dos analitos, que podem ser relacionados com o tempo de retencéo de
substancias presentes em solucdes padrdo, os espectros na regido UV/Vis dos compostos
analisados (riboflavina e cianocobalamina), bem como os sinais dos produtos de oxidacao
para cada espécie com seus respectivos espectros e a relacdo entre as areas dos picos para cada
espécie formada o que permitiu identificar com maior confiabilidade os compostos analisados.
Com a obtencdo das identidades digitais oxidativas da riboflavina e da cianocobalamina é
possivel utilizar o método proposto na separacdo e identificacdo de compostos organicos que
sdo eluidos de uma coluna cromatografica sem recorrer ao uso de equipamentos sofisticados e

de alto custo como o espectrdmetro de massas e a ressonancia magnética nuclear.

XViii



Development of Chromatographic Modality Based on Digital Oxidative ldentity of
Organic Compounds.

Key Words: Liquid Chromatography, Advanced Oxidation Processes (Fenton reactions), Sequential Injection

Analysis and Oxidative Digital Identity.

Author: Vanessa Kienen

Adviser: Prof. Dr. Claudio C. Oliveira
ABSTRACT

In this paper a new method based on chromatographic identididade digital oxidation of
organic compounds has been developed enabling the separation and identification of organic
compounds using liquid chromatography with spectrophotometric detectors. A sequential
injection analysis (SIA) was used in conjunction with the Fenton reactions (Fe (11) and H,0,)
to promote cleavage of organic compounds eluted from the chromatography column and how
to manage the process of solid phase extraction for isolation/preconcentration, and re-
introduction of the reaction products in the liquid chromatograph to obtain the identity
oxidative.

This approach combined liquid chromatography with photodiode array detectors (UV/
Vis) using the Fenton reactions for to promote the cleavage of compounds, allowing the
development of a chromatographic of a method that is based on an initial separation of the
organic constituents a sample by liquid chromatography followed by further separated after
partial oxidation of the components of the sample, which achieves distinct peaks for the two
chromatograms. First, original peaks of each sample constituent unoxidized and second,

several peaks for each species should reflect that the previously formed products after the
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process of partial oxidation of the constituents of the sample, providing a set of data the
products formed which was used to provide oxidative digital identity of each compound
separately.

At the end of the chromatographic process, the chromatograms provide information
regarding the retention time of the analyte, which is related to the retention time of substances
in standard solutions, UV/Vis spectrum of the compounds analysis (riboflavin and
cyanocobalamin) , as well as signs of oxidation products for each species with their respective
spectra and the relationship between the peak areas for each species formed which enabled the
identification with higher reliability compounds analyzed. With the acquisition of digital
identities of oxidative riboflavin and cyanocobalamin is possible to use the proposed method
for the separation and identification of organic compounds that are eluted from a
chromatographic column without the use of sophisticated and expensive equipment as the

mass spectrometer and the nuclear magnetic resonance.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento urbano e industrial ha a necessidade de se desenvolver métodos
analiticos que possibilitem analises de diversas amostras em diferentes areas da ciéncia, bem
como a necessidade de automacdo dos procedimentos de analises objetivando aumentar a
capacidade de processamento de amostras e obter resultados com um maior grau de
confiabilidade que, possam ajudar no desenvolvimento cientifico e tecnolégico.

Dentre os métodos modernos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de destaque
devido a facilidade com que efetua a separacdo dos analitos explorando as interacdes fisico-
quimicas destes entre os solutos presentes em uma fase movel e com os constituintes de uma
fase estacionaria . A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ou mais recentemente
designada como Cromatografia Liquida Moderna (CL),!?! é uma técnica analitica que permite
a separacdo de compostos quimicos antes da etapa de quantificacdo, evitando as interferéncias
quimicas e possibilitando a identificacdo e quantificacdo das espécies analisadas ™.

No entanto, a identificacdo das substancias separadas, muitas vezes, nao ocorre de
forma inequivoca, pois esta € feita corriqueiramente, através da comparacdo dos tempos de
retencdo dos componentes presentes nas amostras com 0s dos componentes presentes em
solucBes padrdo. Quando se utiliza detectores espectrofotométricos na regido do UV/Vis, o
mais tradicional, a absorbancia é o pardmetro de medida, no entanto, muitas substancias
organicas podem absorver radiacdo eletromagnética na regido do UV/Vis, o0 que pode levar a
erros na identificacdo de substancias, principalmente devido a co-eluicdo de compostos.

Para resolver este problema, atualmente existe a tendéncia de se hifenar a
cromatografia com outras técnicas, o que deu origem a cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (CL-EM) ou com a ressonancia magnética nuclear (CL-RMN) !,
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A espectrometria de massas é uma das técnicas mais importantes de analise molecular
devido ao seu potencial de fornecer informac6es sobre a massa molar, bem como da estrutura
dos analitos, além de possibilitar a analise de mistura em funcdo dos fragmentos formados
(m/z) 21, O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas apresenta
varias vantagens como alta seletividade, quantificagdo de picos sobrepostos, boa
detectabilidade e a confirmacdo da identidade do analito mediante a informacdo da massa
molar ¥,

A ressonancia magnética nuclear (RMN), baseada na irradiacdo da amostra com
radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiéncia, permite a identificacdo estrutural dos
compostos com uma alta resolucdo . O acoplamento CL-RMN permite a distincdo das
espécies quimicas, principalmente nas analises de isdmeros !,

No entanto, as duas técnicas hifenadas CL-EM e CL-RMN possuem como grande
desvantagem o fato de ser uma técnica analitica de alto custo, o que dificulta a sua utilizacdo
em laboratorios de médio e pequeno porte.

Uma outra modalidade de analise que vem sendo desenvolvida sdo os métodos
cromatograficos baseados na impressdo digital (fingerprint) uma técnica que pode analisar
diretamente os compostos quimicos e fornecer sua possivel identificacdo. A técnica utiliza-se da
cromatografia liquida associada a detectores por arranjo de fotodiodo e os espectrométros de
massas (CL-UV/Vis-EM) com base na comparacao dos espectros na regido do UV/Vis, com 0s
espectros de massas permitindo de forma rapida a obtencéo dos perfis dos sinais dos compostos
através das impressdes digitais . Assim, os métodos cromatograficos baseados na impresséo

digital tem sido amplamente utilizada para analise de varias amostras.
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Neste trabalho é proposta uma forma alternativa de se permitir a identificacdo de
substancias organicas sem a utilizacdo de detectores EM e RMN, que consiste na utilizacéo
dos processos oxidativos avancados associado aos meétodos cromatograficos como a
cromatografia liquida acoplada a detectores espectrofotométricos, o que contribui para tornar
a tecnica analitica mais simples e menos onerosa.

Os Processos Oxidativos Avangados (POA) sdo processos que promovem a clivagem
das ligacbes quimicas atraves da formacéo do radical hidroxil, um reativo intermediario que
possui um alto potencial de oxidacdo na ordem de 2.80V ®\. Geralmente os POA utilizam
H.0,, O3, O, como substancias oxidantes; UV, UV/Vis e ultra-som como formas de irradiacao
e fons de metal ou semicondutores como catalisadores ©”). Dependendo das condicdes
experimentais, o radical hidroxil podera reagir com o analito, levando a fragmentacédo parcial
ou total destas espécies conduzindo, principalmente, a formacio de CO, e H,0 B!, A taxa de
degradacdo dos compostos depende do pH, da temperatura, das concentracbes de H,O, e de
Ferro (I1) e da estrutura quimica do analito °! .

A ndo seletividade dos processos oxidativos avancados viabiliza a degradacdo de
substratos de qualquer natureza quimica organica, ¥ o que torna o processo viavel na
fragmentacdo dos compostos organicos de acordo com o principio da espectrometria de
massas.

A associacdo da cromatografia liquida com detectores espectrofométricos com arranjo
fotodiodo, utilizando as reacdes de Fenton para promover a clivagem dos analitos, pode
possibilitar o desenvolvimento de uma modalidade cromatografica que serd baseada em uma
primeira separacdo dos constituintes organicos de uma amostra por CL, seguida de nova
separacdo apds oxidacdo parcial dos componentes da amostra, 0 que deverd permitir obter

picos distintos para os dois cromatogramas. No primeiro, 0s picos originais de cada analito da
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amostra e no segundo, diversos picos para cada espécie analisada anteriormente que, devem
refletir os produtos formados ap0s o processo de oxidacdo parcial dos constituintes da
amostra.

Espera-se que sob determinadas condi¢bes de oxidacdo, compostos organicos
diferentes possam produzir produtos distintos apds a oxidagdo, e que estes fornecerdo a
identidade digital oxidativa da espécie quimica que esta sendo analisada. Ao final do processo
cromatografico, os cromatogramas fornecerdo informacdes a respeito do tempo de retencéo
dos analitos, que pode ser relacionados com o tempo de retencdo de substancias presentes em
solucdes padrdo; espectro na regido UV/Vis dos compostos e sinais de 2 a 4 produtos do
processo de oxidacdo para cada analito presente na amostra com seus respectivos espectros e
relacdo entre as areas dos picos de cada espécie formada, bem como o espectro UV/Vis destas,
0 que permitird identificar com muito mais seguranca a espécie que esta sendo determinada
sem recorrer a detectores de massas ou RMN.

Para a otimizacdo dos parametros experimentais para desenvolver esta modalidade
cromatografica é essencial a automacao dos experimentos de oxidacdo parcial para controle
rigoroso do tempo e condi¢bes da reacdo, bem como permitir a re-introducdo da amostra
oxidada no cromatografo. Assim, foi utilizado sistemas de analises por injecdo em fluxo que
por definigcéo sdo excelentes manipuladores de solugcdes para se efetuar estas operagdes.

Os sistemas de andlise quimica por injecdo em fluxo tém sido utilizados
principalmente para a mecanizacdo/automacdo de andlises quimicas. Empregando esses
sistemas € possivel a implementacdo de praticamente todas as etapas envolvidas no processo
de analise quimica como amostragem, separacoes, diluicBes, pré-concentracdes, adicdo de

reagentes e entre outros processos 2.
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Uma das modalidades de sistemas de analises quimicas em fluxo é a andlise por
injecdo sequencial, denominado SIA (Sequential Injection Analysis), sendo caracterizada pela
aspiracdo em uma sequéncia adequada de aliquotas de amostras e reagentes para uma bobina
coletora, sendo a direcdo do fluxo invertida e a zona da amostra transportada, com auxilio do
fluido transportador, em direcdo a bobina de reacdo, onde as solu¢Ges sdo homogeneizadas e
processam-se boa parte das rea¢fes quimicas, e posteriormente ao detector para medida do
sinal analitico e ap6s para o descarte *314,

Considerando estes aspectos nesta tese é proposto o desenvolvimento de nova
modalidade cromatografica baseada nos processos oxidativos avancados para realizar a
oxidacdo parcial de compostos organicos apds a eluicdo do sistema cromatografico e
re-introducdo da amostra oxidada no sistema cromatografico para separacdo dos produtos da

oxidacdo que dardo a identidade digital oxidativa de cada composto da amostra, ajudando na

identificacdo destes sem recorrer a técnicas como EM e RMN.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente tese de doutorado propbe o desenvolvimento de nova modalidade
cromatografica baseada em uma primeira etapa de separacdo dos analitos presentes na amostra
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, seguida de uma segunda separacgdo, desta
vez, apds decomposicao dos analitos organicos utilizando-se processos oxidativos avangados,
gerando produtos da oxidacdo que fornecem a identidade digital oxidativa de cada molécula.
O gerenciamento das solucbes foi realizado por sistema de analises quimicas por injecao
sequencial (SIA) que auxilia nas etapas de clivagem dos compostos organicos, extragdo em
fase solida para isolamento dos produtos de degradacdo formados e eliminacdo de compostos
indesejaveis como Fe(ll), Fe(lll) e H,0,. Ainda, os produtos formados foram caracterizados
utilizando, principalmente, a analise termogravimétrica.

Desta forma, esta revisdo foi estruturada em topicos como: os fundamentos da
CL-UV/Vis, CL-EM, CL-RMN, CL-UV/Vis-EM, as caracteristicas dos Processos Oxidativos

Avancados, sistemas SIA; extracdo em fase solida e analise termogravimétrica.

2.1. Cromatografia

Cromatografia € uma técnica de separacdo na qual os componentes a serem separados
sdo distribuidos entre duas fases: uma fixa e de grande area superficial, denominada de fase
estacionaria (FE) e outra um fluido que percola através da fase estacionaria, denominada de
fase mével (FM), ! separando-se assim, os constituintes de uma amostra.

A cromatografia é uma das técnicas analiticas mais poderosas e versateis, pois em uma
Unica analise pode-se separar uma mistura de substancias em seus componentes individuais e

simultaneamente, realizar a determinacdo quantitativa de cada espécie quimica presente na
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amostra ™. As amostras podem ser gasosas, liquidas ou sélidas e, dependendo de sua
natureza, podem variar em complexidade de uma Unica substancia até uma mistura de
diversos compostos ™.

Substancias que apresentam alta afinidade pela FE apresentardo tempo de retengédo
mais elevado, enquanto que aquelas que apresentam baixa afinidade pela FE serdo
caracterizadas por um baixo tempo de retencdo e serdo eluidas rapidamente da coluna. Esta
diferenca de interacdo que permite que compostos quimicos sejam separados utilizando a
cromatografia .

Os diferentes métodos cromatograficos podem ser classificados considerando-se

diversos critérios como forma fisica, fase mdvel, fase estacionaria e modo de separacdo do

sistema cromatografico 2.

2.1.1. Classificacdo pela forma fisica
O sistema cromatografico pode ser subdividido em cromatografia planar e
cromatografia em coluna. Na cromatografia planar temos a cromatografia em papel (CP) e
cromatografia em camada delgada (CCD), enquanto que a cromatografia em coluna é dividida
em varios tipos de cromatografia, classificados através da fase movel, fase estacionaria e pelo

modo de separagdo 7.

2.1.2. Classificacao pela fase movel
A cromatografia € dividida em trés tipos: a cromatografia em fase gasosa (CG) que
utiliza como fase movel um gas inerte; a cromatografia supercritica (CSC) que utiliza um
vapor pressurizado, acima de sua temperatura critica e a cromatografia liquida (CL) que é

subdividida em cromatografia liquida classica (CLC), na qual a fase madvel (liquido) é
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arrastada através da coluna apenas pela forca da gravidade e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) ou cromatografia liquida moderna (CL) que, normalmente, utiliza colunas
metalicas empacotadas com particulas de didmetro pequenos, sendo necessario a utilizacéo de

equipamentos sofisticados para propulsdo dos fluidos ™21,

2.1.3. Classificacdo pela fase estacionaria
Esta pode ser classificada diferenciando fases estacionarias em sélidas, liquidas e
qguimicamente ligadas. No caso da fase estacionaria ser constituida por um liquido, este pode
estar suportado sobre um solido ou imobilizado sobre este. A imobilizacdo pode envolver
ligacbes quimicas entre o liquido e o suporte, ou somente entre as cadeias do proprio liquido.
E comum considerar as fases estacionarias contendo liquido ativo na separacdo, como fases
qguimicamente ligadas, esta distincdo justifica-se pelo fato de seu mecanismo de separacédo ser

diferente [*21,

2.1.4. Classificacdo pelo modo de separacao
As separacdes cromatograficas ocorrem devido as diferentes interacBes com as fases
movel e estaciondria, tais como: processos de adsorcdo, particdo, troca idnica, exclusao,
bioafinidade ou misturas desses mecanismos:

Cromatografia por adsor¢éo - utiliza uma fase estacionaria solida e uma fase movel liquida ou

gasosa. O soluto é adsorvido na superficie da particula sélida, sendo que o equilibrio de
distribuicdo do analito ao longo do tempo entre as duas fases promove a separacdo dos
diferentes solutos 2.

Cromatografia por particdo - utiliza uma fase estacionaria liquida que forma um filme fino na

superficie de um suporte solido, sendo que as espécies a serem separadas se distribuem
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durante a passagem pela coluna entre a fase estacionaria (liquido) e a fase movel, promovendo
a separacdo dos compostos pela diferenca de solubilidade destes nas duas fases 2.

Cromatografia por troca ibnica - utilizam anions ou céations ligados covalentemente ao suporte

solido, geralmente uma resina. Os ions de carga oposta do soluto sdo atraidos para a fase

estacionaria por forcas eletrostaticas 2.

Cromatografia por exclusdo molecular - esta técnica separa as moléculas pelo tamanho, com

0s solutos maiores passando por ela com maior velocidade enquanto os analitos de menor
tamanho passam pelos poros da fase estacionaria sendo retidos na coluna por maior intervalo
de tempo. Ao contrario de outros tipos de cromatografia, ndo hé interacdo atrativa entre o
analito e a fase estacionéria .

Cromatografia por bioafinidade - esta se baseia no isolamento de macromoléculas biolégicas,

através da utilizacdo das propriedades dessas substancias de unirem-se reversivelmente a
ligantes especificos 2.

Somente a partir da década de 1970, com o desenvolvimento tecnoldgico para
construir bombas de alta pressdo e fases estacionarias de menor didmetro, conseguiu-se um
avanco consideravel na cromatografia liquida que, até entdo, era subdesenvolvida e baseava-se

nos experimentos da cromatografia em coluna cléssica ™.

2.2. Cromatografia Liquida

Através do desenvolvimento de suportes para fase estacionaria com particulas de
diametros pequenos e com o consequente desenvolvimento de bombas de alta presséo para
vencer a alta pressdo hidrodinamica gerada devido & baixa permeabilidade da fase mével ¢! é

que se passou a fazer a distingdo entre Cromatografia Liquida de Alta Eficéncia, ou mais
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recentemente designada, Cromatografia Liquida (CL), da entdo rudimentar Cromatografia
Liquida Classica (CLC) .

A Cromatografia Liquida possui a capacidade de realizar separacfes e analises
quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras,
com menor tempo de andlise, com alta resolucdo cromatografica, eficiéncia e
detectabilidade . Devido a sua versatilidade e confiabilidade, a CL tem sido amplamente
utilizada como técnica de analise em vérias areas da ciéncia e em diferentes tipos de
amostras 1781 As colunas analiticas mais utilizadas sio de dois tipos: as de fase normal e as
de fase reversa 229

As de fase normal sdo polares (silica e outros materiais) e produzem separacdo em
fases maveis de baixa polaridade, enquanto as de fase reversa sao revestidas em grau variavel
(de 6,0 a 18,0%) com polimeros de baixa polaridade, como o octilsilano (C8) e octadecilsilano

s 1219 Nos dltimos anos, as

(C18) e propiciam melhor resposta com fases mdveis polare
colunas utilizadas em CL tém sido aperfeicoadas através da insercdo de particulas esféricas e
homogeéneas *"81%1 A técnica mais frequentemente utilizada é a fase reversa, como o carbono
(C) é ligado quimicamente a superficie das particulas com os grupos n-octadecil, estas
superficies proporcionam estabilidade e reprodutibilidade, assim como a seletividade nas
analises "1,

Uma das etapas mais importantes € a composicdo da fase movel, que é o parametro
mais utilizado para controlar a separacdo na CL %, Fatores como a compatibilidade com o
detector, viscosidade e ponto de ebulicdo, miscibilidade dos componentes da fase movel,

dissolucdo da amostra sem decompor seus componentes, pureza do solvente e a toxicidade séo

fundamentais na escolha da fase movel %1,

10
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A forma de eluicdo na CL pode ser tanto a eluicdo isocratica como por gradiente que
desempenham um papel importante na separacdo cromatografica “*. Sendo que, na eluicéo
isocratica, a composicdo da fase movel se mantém constante durante o processo de separacao.
Ja na eluicdo por gradiente a composicdo da fase mével varia durante a separagdo, de modo
que ocorrem variagdes nas proporcdes da fase movel durante o processo da separagéo ™.

A otimizacdo do processo cromatografico em uma separacdo significa obter a
resolucdo necessaria com o tempo minimo de andlise; sendo que na otimizacdo das condi¢Ges
experimentais deve-se maximizar o rendimento e a taxa de producdo e reduzir a0 minimo o
consumo de solventes para obter o custo minimo de separacéo ?°!. Pode-se operar sob varias
condi¢des experimentais, a partir da eluicdo isocratica ou por gradiente, geralmente com a
utilizacdo de misturas binarias de solventes que fornecem a solugdo mais comum para o
problema da otimizacdo de separacdo. Nas separacdes de misturas complexas, muitas vezes,
pode-se utilizar uma mistura ternaria isocratica ou por gradiente nas separacoes
cromatograficas Y. Em fase reversa, normalmente, sdo utilizados modificadores organicos
como o alcool metilico e a acetonitrila e em alguns casos, para se aumentar a seletividade,
utiliza-se um outro solvente organico como modificador .

H& um grande interesse em reduzir ou eliminar o uso de solventes organicos em
modificadores de fase mdvel, assim o desenvolvimento de métodos cromatograficos que
utilizem fase movel sem modificadores organicos toxicos é uma importante area de pesquisa.
Podendo a fase movel, nestes casos, utilizar-se de uma solugdo aquosa com uma pequena

quantidade de modificadores que sejam menos poluentes [,

As razbes para 0
desenvolvimento deste tipo de fase mdvel se deve a uma pressdo crescente para reduzir o
desperdicio de produtos quimicos e devido a poluicdo resultante de procedimentos de analises

quimicas, bem como melhorar o desempenho na etapa de deteccdo e o potencial para

11
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desenvolver uma técnica que possa ser mais facilmente adaptada e aplicada para a industria

quimica com menores riscos %2,

2.2.1. Detectores
O detector mede de forma continua alguma propriedade fisica ou fisico-quimica do
analito presente na amostra ou na solucdo-padrdo; envia um sinal para registro, geralmente,
diretamente proporcional a concentracdo do componente na amostra, sendo que este sinal é

gerado assim que o efluente sai da coluna cromatografica e chega ao detector 1.

2.2.2. Classificacdo dos detectores
Os detectores sdo classificados em varias categorias, dentre elas pode-se destacar: a
seletividade e os tipos de analise .
e Seletividade
Detectores universais: respondem a qualquer composto da amostra que ndo seja a fase
mével &,
Detectores seletivos: respondem a um grupo de componentes presentes no efluente da
coluna 2.
Detectores especificos: respondem a apenas um componente (ou um ndmero muito
reduzido de componentes) contendo caracteristicas quimicas similares 2.
e Tipo de Analise
Detectores destrutivos: destroi a amostra que elui da coluna, ndo possibilita sua
recuperagdo; como por exemplo, os espectrometros de massas e 0s detectores

eletroquimicostY),

12
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Dectectores ndo-destrutivos: ndo destroi a amostra que elui da coluna, possibilitando
sua recuperacdo na mesma forma quimica que foi injetada, o que permite recolher a amostra
para posterior caracterizacdo, ou serem acoplados a outros detectores. Como exemplo, temos
os detectores por absorbancia no ultra-violeta e infravermelho, por fluorescéncia e por indice
de refracdo 1.

Atualmente, a maior parte dos detectores ndo é versatil ou universal, nem apresentam
todas as opgdes desejadas. Contudo, existem detectores que oferecem uma ampla faixa de
aplicacdes e se os componentes da amostra diferem bastante em suas propriedades fisicas e
fisico-quimicas pode ser necessaria a utilizacdo de dois ou mais detectores em série para
assegurar que cada um dos componentes de interesse seja medido adequadamente ™.

A classe de detectores mais usada na CL sdo os de absorbancia (fotométrico de
comprimento de onda fixo, espectrofotométrico de comprimento de onda variavel,
espectrofotométrico com arranjo de diodos), indice de refracdo, fluorescéncia e espalhamento
de luz ™2,

Outros tipos de detectores também utilizados séo: espectrdmetro de massas, 0S
eletroquimicos e de condutividade elétrica ). Estes sdo mais especificos e menos utilizados,

devido, muitas vezes, ao seu alto custo, como o espectrometro de massas.

2.2.3. Detectores baseados na absor¢éo de luz no UV/Vis.

Ao incidir radiacdo eletromagnética em uma substancia, esta pode sofrer diferentes
interacdes com o analito, tais como: reflexdo, refracdo, absor¢do, espalhamento, transmissao
de parte da luz incidente, dentre outros. A radiacdo transmitida, ao passar pela substancia pode
ser detectada e servir de base para a construcdo de uma classe de detectores de grande uso na

CL, denominados de detectores ultravioleta ou simplesmente UV. Em alguns casos, uma

13
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regido espectral maior de andlise pode ser empregada como as regides do ultravioleta e
visivel, denominado de UV/Vis .
Estes detectores sdo baseados na relagédo existente entre a intensidade do feixe de luz

que incide sobre a amostra e a intensidade do feixe que emerge dela.

Q——=—

o IU Cela I
Lampada Elemento detector de luz

Figura 1. Principio da deteccdo no UV/VIS. (l,) Intensidade da luz incidente; (1) intensidade da luz
emergente 21,

Esta relacdo é denominada de Transmitancia (T). Entretanto, de acordo com a lei de
Lambert-Beer, o parametro proporcional a concentracdo das espécies absorventes é a
Absorbancia (Abs), de acordo com Eq.1, onde A- absorbancia medida, ¢ - absortividade da
espécie, b-caminho éptico do compartimento da amostra e ¢ — concentragéo .

A=¢gbc Eq.1

2.2.3.1. Detectores baseados na absorc¢éo da radiacdo na regido do UV /Vis.

As trés regides mais importantes do espectro eletromagnético para uso na anélise de
compostos organicos séo o infravermelho (IR), o ultravioleta (UV) e o visivel (Vis). O uso do
infravermelho para a detecgdo em CL é bastante limitado pelo fato da maioria dos solventes
empregados como fase movel apresentarem varias bandas de absorcdo nesta regido,
interferindo na andlise. No entanto, a flexibilidade de escolha de solventes na regido do

UV/Vis é maior tornando esta regi&o de grande interesse para as analises 2.

14
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Além do cuidado na escolha do solvente para que este ndo interfira na analise, é
necessario que o composto analisado apresente absorcdo na regido do espectro, 0 que
dependera dos grupos croméforos presentes em sua estrutura quimica . Um croméforo é
definido como um sistema que contém os elétrons responsaveis pela absorcdo da radiacéo,
sendo que alguns destes grupos, apresentam absorcdo em comprimentos de onda muito

baixos, menor que 200 nm, o que dificulta a escolha da fase mével apropriada 2.

2.2.3.1.1. Detectores UV de comprimento de onda fixo

O detector de comprimento de onda fixo é o mais simples e barato detector fotométrico
usado em CL. A fonte de energia empregada geralmente € uma lampada de vapor de mercurio
a baixa pressdo, sendo que a maior emissdo ocorre proximo a 254 nm. Uma variacdo deste
tipo de detector é o uso de um filtro recoberto com um agente fosforescente, o qual absorve a
radiacdo e a reemite em 280 nm, permitindo a ampliacdo do uso deste detector. Com a troca
do filtro, é possivel trabalhar em outros comprimentos de onda, dependendo da necessidade de
operacéo 2.

Para possivel confirmacdo da identidade de um composto, mede-se a relacdo entre a
absorcdo em 254 nm e 280 nm para um padrdo analitico e para o pico a ser identificado.
Juntamente com os dados dos tempos de retencdo, esta estratégia foi bastante utilizada no
passado, como forma de identificagdo de picos cromatograficos. Apesar da simplicidade, boa
sensibilidade e baixo custo deste detector, seu emprego tem diminuido ap0s o aparecimento

dos detectores de comprimento de onda variavel .
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2.2.3.1.2. Detectores UV de comprimento de onda variavel

Estes detectores apresentam como principal atrativo o fato de permitir a escolha de
diferentes comprimentos de onda para 0 monitoramento, permitindo a analise de amostras
complexas com compostos que absorvem em diferentes comprimentos de onda, bem como a
possibilidade de se obter um espectro completo de uma substancia eluido da coluna, por isso
pode ser denominado de detector espectrofotométrico 12,

Seu principio de operacdo € igual a um espectrofotémetro UV/Vis, com uma cela em
fluxo, uma vez que emprega um seletor de comprimentos de onda mais complexo do que um
filtro, geralmente uma rede de difracdo. Este detector permite a escolha de diferentes
comprimentos de onda durante a analise de maneira a otimizar a absorcdo para cada composto
em uma anlise .

Neste tipo de detector é utilizada uma lampada de emissdo continua, usualmente de
deutério, que emite a radiacdo que é focalizada em um monocromador, geralmente uma rede
hologréafica de difracdo, e a luz monocromatica selecionada passa pela cela de medida e vai
para uma fotomultiplicadora para registrar o sinal da radiacdo transmitida. Para a obtencao do
espectro completo de um pico cromatografico por este sistema, hd a necessidade de parar o
fluxo da fase movel quando o composto de interesse encontra-se na cela de medida, o que
torna este sistema de deteccéo ndo muito pratico .

Analises em diferentes comprimentos de onda também s&o possiveis com os detectores
espectrofotométricos com arranjo de diodos, ou também conhecidos por fotodiodos
(photodiode array, PDA) . Neste tipo de detector a analise é realizada de forma continua
em fluxo e cada diodo monitora uma estreita faixa de comprimentos de onda; sendo que ao
final da analise toda a regido de interesse foi monitorada e os dados sdo acumulados no

computador, permitindo a obtengo do espectro da substancia analisada .
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Neste detector, o sistema dptico é invertido em relagdo ao convencional, enquanto que
no detector com comprimento de onda variavel a rede de difracdo é colocada antes da cela, no
arranjo de diodos a cela é iluminada com luz branca e a luz emergente da cela chega a rede de

difracdo e se dispersa até ao arranjo de diodos 2.

2.2.4. Detectores baseados em Espectrometria de Massas.

A espectrometria de massas € uma das técnicas mais importantes de analise molecular
devido ao seu potencial em fornecer informacdes de massa molar, bem como sobre a estrutura
do analito ™. Este instrumento é constituido por uma fonte de ionizacdo, o analisador de
massas e detector de ions com aquisicao/processamento de dados. Apoés a injecdo da amostra
no espectrometro de massas (EM), ocorre a producdo de ions pela fonte de ionizacdo, onde
apenas espécies carregadas sdo detectadas. Os ions formados sdo analisados pelo analisador de
massas de acordo com a sua razdo massa/carga. A deteccdo do ion € feita por meio do tubo
multiplicador de elétrons que determina a intensidade do feixe de elétrons, gerando uma
corrente elétrica que é analisada V.

Embora seja uma técnica excelente para a identificacdo de compostos puros, a sua
utilidade para analise de misturas, com a exce¢do das mais simples, € limitada, devido ao
imenso namero de fragmentos de diferentes valores de m/z produzidos. A quantificacdo de
amostras introduzidas diretamente no espectrémetro € com frequéncia dificil, porque se torna
complicado introduzir quantidades conhecidas da substancia na fonte de ionizacéo e porque
podem ocorrer variacdes na abundancia dos fons produzidos por algumas fontes de fons !,

A grande vantagem da espectrometria de massas esta na identificacdo de substancias,
por isso, frequentemente estd associada a outra técnica como a cromatografia em fase gasosa

ou a cromatografia liquida, assim possui a funcdo de detector nos processos

17



Capitulo 2 — Reviséo Bibliografica | 2013

cromatograficos 2%, O acoplamento destas técnicas abre a possibilidade de separar misturas
complexas, identificar os componentes e quantifica-los em uma Gnica operagdo & Além
disso, a utilizacdo de métodos hifenados apresentam vantagens, como ser tanto universal
como de alta seletividade, quando se opera no modo de monitoramento de ions selecionado, o
qual permite a quantificacdo de picos sobrepostos; ter boa detectabilidade; avaliar a pureza do
pico; confirmar a presenca do analito mediante a informacdo de massa molar e estrutural,
sendo esta a caracteristica mais relevante !,

O interfaceamento da CL-EM passou por um longo estagio de desenvolvimento antes
da atual aceitacdo, como técnica analitica robusta, versétil e com boa sensibilidade . Uma
das razdes é o fato de que o acoplamento emprega uma técnica que opera em elevadas
pressdes (CL) e outra (EM) em pressdes muitos baixas, denominada de “vacuo”. Portanto, a
transferéncia da amostra exigiu o desenvolvimento de interfaces para que possibilitasse
compatibilizar as duas técnicas 2.

Para que uma substancia possa ser detectada em EM, ela necessita antes ser ionizada;
uma das técnicas mais utilizadas € o impacto de elétrons de alta energia, no entanto, ao utilizar
esta em CL-EM, ela ndo se mostrou adequada, pois a fase mdvel também era ionizada,
gerando muitas espécies e dificultando a interpretacdo dos espectros obtidos 2] Desta forma,
varias interfaces foram desenvolvidas sem muito sucesso. A maior parte das dificuldades s6
foi contornada com o desenvolvimento das interfaces que se ionizam a pressao atmosférica
(IPA ou API, atmospheric pressure ionization). Dois tipos de interfaces operando a pressao
atmosférica destacam-se para o acoplamento CL-EM sdo elas o eletrospray (ESI, eletrospray
interface), na qual um spray é produzido com auxilio de uma corrente elétrica, e a ionizacao
quimica (APCI, atmospheric pressure chemical ionization) onde é produzida uma espécie

quimica que ira ionizar a substancia em analise. Estas duas formas de ionizacdo sé&o
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complementares, sendo a ESI empregada para analise de moléculas de maior polaridade e
massa molecular, e a APCI utilizada para moléculas de menor polaridade e massa
molecular .

Apos a passagem do efluente da CL pela fonte de ionizacéo, onde ocorre o processo de
producdo de ions, estes sdo encaminhados para o analisador. No analisador, os ions sao
separados com auxilio de diferentes campos elétricos, magnéticos e combinacdo deles, de
acordo com a relacdo entre a massa da espécie e sua carga elétrica (relacdo massa/carga ou
m/z) 2.

O analisador de massas é considerado como a parte mais importante do sistema, uma
vez que é nele que ocorre a separacdo dos ions que se formam na fonte de acordo com suas
razbes massa/carga 1. Existem diferentes tipos de analisadores de massas, sendo os mais
utilizados: o quadrupolo, o aprisionador de ions ( lon Trap) e os do tipo tempo de vdo (time of
flight) 2.

Os quadrupolos sdo empregados geralmente em andlise quantitativa, entretanto
possuem baixa resolucdo e menor utilidade em anélise qualitativa. Por outro lado, os do tipo
tempo de vbo apresentam limitacdes em analises quantitativas, porém por apresentar maior
resolucdo do que o quadrupolo é mais adequado para andlise qualitativa, porém seu custo é
mais elevado .

Os ions separados no analisador sdo encaminhados para um detector, geralmente uma
multiplicadora de elétrons, gerando uma corrente eletrica que é analisada, no sistema de
dados, por um software adequado, produzindo os espectros de massas 2.

A utilizacdo da EM como técnica analitica € parcialmente reduzida pela sua

complexidade e principalmente pelo custo do equipamento !,
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2.2.5. Detectores baseados na Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN) é uma ferramenta muito
utilizada para a identificago estrutural de varios tipos de compostos,'! estando fundamentada
na absorcéo de radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia entre 4 e 750 MHz &I,
Ao contrario da absorcdo no ultravioleta, visivel e no infravermelho, neste tipo de
espectroscopia 0s nucleos dos atomos, e ndo os elétrons estdo envolvidos no processo de
absorcdo de energia . Para que os ndcleos absorvam radiacéo, é necessario expor a amostra
sob condicBes apropriadas a um campo magnético, o que leva os nucleos de interesse aos
estados de energia necessarios para que ocorra a absorcdo, em uma frequéncia regida pelas
caracteristicas estruturais das substancias 4.

A sensibilidade e a resolucdo de um espectrometro de RMN dependem essencialmente
da intensidade do campo magnético e da qualidade do im&. Quanto maior for a intensidade do
campo magnético do imad, maior a sensibilidade e a resolucdo B! Os imas usados no
espectrometro de RMN sdo de trés tipos: imads permanentes, eletroimds e imas
supercondutores. Os imds permanentes sdo muito sensiveis a temperatura e 0 campo que
produzem é pouco intenso. Os eletroimds sdo menos sensiveis a temperatura, mas exigem
sistemas de resfriamento e fontes elétricas complexas, podem produzir campos mais altos, e
neste campo as frequéncias de absor¢do de hidrogénio ocorrem em 100 MHz. J& os imés
supercondutores sdo usados em instrumentos de alta resolucéo, que apresentam frequéncia de
absorcdo de hidrogénio em 750 MHz !,

A concentracdo do analito na amostra deve ser suficiente para fornecer uma relagéo
sinal/ruido adequada ao experimento. S& comuns concentracfes entre 1 e 10% (m/v) e
volume de amostra da ordem de 0,5 mL. Para amostras de baixa concentragdo o tempo

necessario para obter o espectro aumenta, o que faz com que sejam preferidas amostras com
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uma maior concentracdo. Para a solubilizacdo das amostras, os solventes utilizados em RMN
ndo devem ter atomos de hidrogénio, logo solventes deuterados ou que ndo possuem
hidrogénio como tetracloreto de carbono sio geralmente utilizados nas analises .

Um espectro de RMN é um registro grafico das frequéncias dos picos de absorcéo
contra suas intensidades, sendo que os nlicleos observados com essa técnica séo *H e **C, mas
também, ©°N, *°F e *'P podem ser monitorados %!,

Métodos baseados em propriedades magnéticas como a analise por RMN, possibilita
obter informacgdes sobre a estrutura, distribuicdo, interacdo de moléculas pequenas e
macromoléculas, bem como pode fornecer evidéncias para distingdo entre isdmeros 4%,
Além disso, a RMN possui a vantagem de ndo requerer nenhum tipo de pré-tratamento da
amostra quando comparada as outras técnicas de analise, e apenas com uma analise espectral
detalhada de um anico espectro de hidrogénio podera fornecer informacdes sobre a estrutura e
a composicdo quimica dos principais constituintes quimicos majoritarios presentes na
amostra ¢,

No entanto, a analise direta de amostras por RMN ¢ restrita a &tomos magnéticos, ou
seja, apenas 0s nucleos que possuem um momento nuclear magnético podem ser analisados.
Felizmente, os elementos mais abundantes nos organismos vivos (carbono, oxigénio,
hidrogénio, nitrogénio, fosforo, enxofre) possuem pelo menos um isétopo que é detectavel por
RMN 1. A intensidade do sinal de uma analise por RMN reflete a abundancia relativa do
nucleo detectada em uma posicdo especifica de um dado composto, ou seja, alteracdes na
abundancia relativa do niicleo altera o sinal intensidade 1!,

Quando as amostras analisadas sdo compostas por varias espécies, 0s espectros podem
resultar em milhares de sinais. No entanto, os espectros de RMN podem ser simplificados com

o0 acoplamento da CL com RMN. Se o composto a ser investigado € muito complexo, com 0

21



Capitulo 2 — Reviséo Bibliografica | 2013

acoplamento CL-RMN, os compostos podem ser separados e, em seguida, as suas estruturas
podem ser elucidadas individualmente .

O desenvolvimento de métodos baseados nas técnicas de separacdo e hifenados com
RMN, ou seja, a CL-RMN possibilitam a identificacdo dos componentes de uma mistura sem
a necessidade de isolamento e purificacdo, dos compostos individuais . Assim, em contraste
com o métodos CL-MS, os quais sao caracterizados por uma alta velocidade e sensibilidade de
analise, mas limitada informacdo sobre a estrutura molecular; a CL-RMN permite
identificacdo inequivoca para amostras com estruturas muito complexas, sendo um método
ndo destrutivo de analise 7%,

Uma extensdo recente do meétodos hifernados CL-RMN possibilitou a origem da
Cromatografia Liquida (CL) associada a extracdo em fase solida (EFS), com espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN), designada como CL-EFS-RMN, onde os analitos
sdo separados da fase mével da CL por meio de extracdo em fase s6lida com uma pds-coluna,
e em seguida submetido, de forma automatizada, a analise por RMN em um solvente
deuterado ?!. A possibilidade de acumulagdo por adsorcdo do analito em cartuchos EFS
repetida vezes e com a subsequente eluicdo da substancia a analisar com um solvente organico
deuterado, aumenta a concentragdo da substancia a ser analisada na célula de detec¢éo, o que
resulta em aumento adicional da sensibilidade da técnica de RMN quando hifenizada *°!. No
entanto, a técnica de CL-EFS-RMN ¢é inerentemente dependente da eficacia do processo de
pos-coluna EFS. A técnica de CL-EFS-RMN estd se tornando cada vez mais popular,
especialmente em pesquisa de produtos naturais, na analise de alimentos e suplementos
alimentares e analise farmacéutica *”. No entanto, as técnicas que utilizam RMN como

sistema de deteccdo possui a desvantagem de ser uma técnica analitica de alto custo.
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2.3. Impresao Digital

A andlise por impressdo digital (fingerprint), é uma técnica que viabiliza a
caracterizacdo das substancias de um complexo sistema com uma grande confiabilidade . A
técnica de impressdo digital cromatografica € um método atil na identificacdo de amostras, a
técnica combina a cromatografia liquida com espectros UV/Vis e na sequéncia a obtencéo dos
espectros de massas (CL-UV/Vis-EM). Assim, compostos que foram separados podem ser
obtidos simultaneamente, e comparando os espectros UV/Vis e 0s de massas com 0s dos
compostos de referéncia, estes componentes podem ser identificados .

Utilizando esta metodologia, uma amostra com substancias complexas podem ser
identificadas e ainda promover a distincdo de outras espécies estreitamente relacionada. A
técnica de impressdo digital cromatografica € considerada como uma das técnicas mais
importantes, e tem sido amplamente empregada e tem atraido atencdo cada vez maior devido a
elevada eficiéncia de separacdo, deteccdo e uma alta sensibilidade da técnica B%. As
impressdes digitais obtidas por instrumentos de cromatografia podem refletir a composicao
das substancias analisados. Os resultados obtidos ndo podem ser utilizados apenas para a
autenticacdo das amostras, mas também para o tratamento dos dados que permitam recuperar
informagdes adicionais, como indicacdo de picos e a discriminagdo entre espécie
analisadas BV,

Uma desvantagem desta técnica € que os resultados de similaridade s6 podem ser
calculado com base no valor relativo usando neste caso um composto como marcador, ou seja,
um padrdo de referéncia, nestes casos se houver pequenas diferencas nos cromatogramas as
espéecies ndo podem ser distinguiveis. Assim, 0 método que utiliza substancia padrao, tais
como multi-ingredientes na andlise quantitativa devem ser obtidos em consideracdo para

razoavel definicdo dos componentes analisados ..
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2.4. Processos Oxidativos Avancados

Nos ultimos anos os chamados processos oxidativos avangados (POA) tém sido
amplamente investigados para a degradacdo e mineralizacdo de compostos 22333949 Q@
principal mecanismo dos POA ¢é a geracéo de radicais hidroxil (HO") um reativo intermediario
que possui um alto potencial oxidativo, ! conforme os valores de potencial da Tab. 1.

Estes radicais sdo espécies livres, altamente reativas e eficazes na destruicdo de

produtos quimicos organicos porque sdo eletrofilos. Os mesmos reagem de forma rapida e ndo

seletiva com quase todos 0s compostos organicos 4.

Tabela 1. Potenciais padréo de reducédo de alguns oxidantes em meio 4cido *°.

Agente Oxidante Potencial padréo de reducgéo (V vs EPH)
Fluor 3,03
Radical Hidroxil (HO") 2,80
Oxigénio Atémico, O (*D) 2,42
Ozénio (O3) 2,07
Peroxido de Hidrogénio (H,05) 1,77
fon Permanganato (MnOy) 1,67
Cloro (CI) 1,36
Oxigénio Molecular (Oy) 1,23

A oxidacdo dos compostos organicos pelo radical hidroxil ocorre segundo trés

mecanismos: abstracéo de protons, transferéncia de elétrons e adicéo radicalar © 4%,
e Abstragdo de protons

ClsCH + .O0H — CI)C*+ H,0
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e Transferéncia de elétrons

+

COs> .OH —> CO;* . OH

e Adicéo radicalar

7Y - on— or

OH

A predominancia de uma ou outra reacdo dependera de vérios fatores, entre eles a
presenca e concentracdo do substrato organico, bem como sua recalcitrancia .

O tratamento por POA utiliza fortes agentes oxidantes primarios (O3, H,0,) e/ou
catalisadores (Fe, Mn, TiOy), as vezes, auxiliados por radiacdo de alta energia, como por
exemplo a luz ultravioleta (UV). Assim, os POA podem ser divididos em dois grupos:
homogéneos, ocorrendo em apenas uma fase, e heterogéneos, onde ha presenca de
catalisadores sélidos %8 A Tab.2 exemplifica alguns POA com ou sem o emprego de

radiagdo UV B¢,

Tabela 2. Tipos de Processos Oxidativos Avangados 6 38

Sistemas Com Radiagéao Sem Radiacéo
0O3/H,0,/UV

Homogéneos O5/UV 03/H,0;
H,0,/UV Fe(I1)/H,0, (Fenton)

Fe(11)/H,0,/UV (foto-Fenton)  Fe(l11)/H,0, (Fenton-like)
Heterogéneos  Catalisador/UV (fotocatalise) Catalisador
Catalisador/ H,O,/UV Catalisador/ H,0;
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2.4.1. Processo H,O,/UV

O processo que combina perédxido de hidrogénio com radiagéo ultravioleta (H,O,/UV)
¢ um dos POA mais antigos. A radiacdo ultravioleta (UV) pode atacar e decompor algumas
moléculas organicas pela quebra de ligacdes, gerando radicais livres. Entretanto, esta
decomposicdo ocorre a velocidades muito baixas B, A combinacéo da luz UV com um
agente oxidante é sempre mais eficiente do que apenas a utilizacdo da radiacdo UV ou do
oxidante sozinho 1*"),

O processo H,0,/UV pode levar a degradacdo completa de um composto organico,
levando a conversdo de CO; e H,0O; isto significa que ocorre a degradacdo dos intermediarios
organicos e também do préprio agente ativo ®. O radical hidroxil é formado através da
fotdlise do peroxido de hidrogénio pela luz UV de comprimento de onda menor que 300 nm,
segundo a Eq. 2 ¥,

H,0, + hv — 2HO Eqg. 2.

A fotolise do H,0, é a principal reacdo deste processo, porém ndo € unica. Os radicais

gerados (Eq. 2) reagem com matéria organica, oxidando-a segundo a Eq. 3 ¥,
R + HO® —R* Eq. 3.

Outra reacdo importante nesse processo é o ataque do radical hidroxil sobre o proprio

peréxido de hidrogénio formando o radical hidroperoxil (HO,¢), conforme a Eq. 4 12,
H,O, + HO" — H,0 + HO; Eq. 4.

O radical hidroperoxil com potencial de 1,42 V ndo possui um poder oxidante tdo alto
quanto o radical hidroxil com potencial de 2,80 V, reduzindo dessa forma a velocidade de
degradaco da matéria organica 9.

Um pardmetro importante para o processo que utiliza H,O,/UV é o pH do meio

reacional, pois este influencia na taxa de geracdo de radicais, assim valores adequados deste
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parametro devem se escolhidos 8. Durante os processos de foto-oxidagdo, o pH do meio
reacional diminui devido a formacéo de espécies &cidas, portanto € necessario ajustar o pH da
solucdo de tal forma que permita a obtencdo de maior eficiéncia no processo de degradacéo,
sendo que para maior parte das reacdes o valor de pH 6timo varia entre pH 3,0 e 5,0. Em meio
acido, o peroxido de hidrogénio é um poderoso agente oxidante e uma potente fonte de
geracdo de radicais livres, porém em solucbes alcalinas se decompde em agua e oxigénio
molecular, conforme a Eq.5 8.
2H,0, —» 2H,0 + O, Eq. 5.

A otimizacdo do processo de oxidacdo de um dado composto deve levar em conta a
fonte de radiacdo e sua poténcia, geometria do reator, saturacdo de oxigénio e adicdo de
perdxido de hidrogénio, sendo este Ultimo muito importante nos casos em que ha competicao

pela absorcéo de luz 8.

2.4.2. Processo Fotocatalitico

Os processos fotocataliticos fazem uso de um semicondutor 6xido de metal como
catalisador e de oxigénio como agente oxidante . Os semicondutores que atuam como
fotocatalisadores possuem duas regides energéticas, a banda de valéncia (Bv) de menor
energia (onde os elétrons ndo possuem movimentos livres) e a banda de conducdo (Bc) de
maior energia (onde os elétrons sdo livres para se moverem, produzindo condutividade
elétrica) ). A regido entre elas é chamada de “band-gap”. A absorcdo de fétons com energia
superior a da “band-gap” é necessaria para excitar o elétron e promové-lo da banda de menor
energia para a de maior, gerando assim, um par elétron/lacuna (e/h*) 1°!. A Fig.2 representa o

mecanismo simplificado da fotoativacdo de um semicondutor.
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Figura 2. Mecanismo simplificado da fotoativacdo de um semicondutor 4%,

Os fotocatalisadores mais usados sdo: TiO,, ZnO, WO, CdS, CdTe, ZnS, SnOs;,
SiTiO3, FeO3, sendo que TiO, é o mais frequentemente utilizado por ser muito eficiente na
degradacdo de compostos organicos, pois apresenta uma elevada estabilidade, bom
desempenho e baixo custo 2. Além dessas qualidades, o TiO, é insoltvel em agua, apresenta
estabilidade quimica em ampla faixa de pH e pode ser imobilizado em s6lidos #®!.

Quando um catalisador como TiO; é exposto a radiacdo UV, elétrons sdo promovidos
da banda de valéncia para a banda de condugéo, produzindo (h*), conforme a Eq. 6 401,

hv
TiO, — TiOy(epc + h'py) Eq. 6.

Onde egc € 0 elétron na banda de condugio e h*gy é a lacuna fotogerada na banda de

valéncia. Ambas as espécies podem participar de reagGes redox com outras espécies

radicalares de oxigénio (O,, HO), pois trata-se de um processo de superficie ““ conforme as

Eq. 7 a 10, gerando radicais hidroxil e hidroxiperoxil.
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HyOus + h'sy — HO™ + H' Eq. 7.
OH + h'sy — HO' Eq. 8.
O, +egc — 02 Eqg. 9.
Oy + H — HO," Eqg. 10.

Existe uma correlacdo entre a quantidade de substrato adsorvida e a velocidade inicial
de degradacdo, quanto maior for a adsorcdo, maior sera a velocidade inicial de degradacéo,
indicando claramente que a degradacdo é um fendmeno de superficie “. Outro fator
importante é o pH da solucdo que, afeta significativamente a atividade do TiO, incluindo a
forma e o tamanho dos agregados e as posicdes das bandas de condugio e valéncia Y. Com o
aumento do pH a velocidade inicial de degradacdo e adsorcao diminui, o que indica que o pH
¢ um fator importante que afeta significativamente a adsorcdo e a correspondente taxa de
degradacdo inicial. Geralmente valores de pH na faixa 4cida de 4,5 sdo mais utilizados nos
processos de degradacéo (Y.

A taxa de degradacdo também aumenta com o aumento da intensidade da radiacdo UV;
como a radiacdo afeta a superficie do catalisador, mais radicais hidroxil sdo produzidos, o que
conduz a elevada taxa de degradagéo .

Pardmetros como a intensidade da radiagdo UV, pH, concentragdo do composto a ser
degradado, o uso oxidantes como H,0, e a quantidadede de catalisador devem ser otimizados

para promover a taxa de degradacdo maxima 44,

2.4.3. Processo Fenton
A reatividade do reagente de Fenton foi observada pela primeira vez em 1894 por seu

[10]

inventor Fenton ", mas a sua aplicacdo como um processo oxidante de degradacdo de

compostos organicos, principalmente os compostos téxicos, ndo foi aplicada até 1960 [
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O termo “reagente de Fenton” se refere a misturas aquosas de Fe(ll) e perdxido de
hidrogénio, um poderoso oxidante que se usado em conjunto com agentes cataliticos como o
Fe(11) podem gerar radicais hidroxil, [*® conforme a Eq. 11 chamada “reacdo de Fenton”, no
qual o radical hidroxil é capaz de oxidar varias classes de compostos organicos em uma reacao
espontanea 9.

Fe?* + H,0, > Fe* + HO" + OH Eqg. 11.

Na auséncia de um substrato, o radical hidroxil formado pode oxidar outro ion Fe(ll)
como na Eq. 12 B9,

Fe?* + HO — Fe + OH Eq. 12.

O peroxido de hidrogénio (H,0,) pode também atuar como sequestrador de radical
hidroxil, como na equacdo Eq.13, formando o radical hidroperoxil (HO,") que apresenta um
menor potencial de reducdo (1,42 V versus ENH) que o radical hidroxil, prejudicando o
processo de degradacdo dos compostos B,

H,0, + HO" — HO,” + H,0O Eqg. 13.
Os ions férricos formados podem decompor o H,O, cataliticamente a H,O e O, cujos

processos sdo dependentes do pH como mostrado nas Eq.14 a 16, formando ions ferrosos e

radicais .
Fe** + H,0, — FeOOH** + H* Eq. 14.
FeOOH*" — Fe** + HO, Eq. 15.
Fe** + HO;, — Fe* + 0, + H' Eq. 16.

O estabelecimento de um valor adequado de pH (2,7-2,8), pode resultar na reducéo de
Fe** para Fe?*, processo conhecido como Fenton-like, conforme pode ser verificado nas
Eq. 15 e 16 ¥ Assim, o pH é um parametro muito importante na reacdo de Fenton, pois

controla a taxa de producéo do radical hidroxil e a concentracdo de Fe?* na solucéo 2. Um
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meio muito acido ou um meio neutro a basico pode desacelerar o processo de degradacao. A
baixa atividade em pH alto pode ser explicado pela precipitacdo do Fe(OH)z, um processo que
diminui a quantidade de ferro livre em solucdo e que impede o desenvolvimento das reagdes
de Fenton “3. Em pH muito baixo a velocidade de remocéo é limitada devido aos efeitos
sequestrantes do fon H" conforme a Eq.17 1.

HO + H' + ¢ — H0 Eq. 17.

O H,0, apresenta-se estavel na faixa de pH 3,0 a 4,0, mas a velocidade de
decomposicdo é rapidamente aumentada com o pH acima de 5,0 4. Geralmente as reacées de
Fenton apresentam melhores resultados na faixa de pH 2,9 a 3,5 142!,

Outro pardmetro importante na reacdo de Fenton € a concentracdo inicial de H,O,, 0
aumento na taxa de degradacdo é devido ao aumento da concentracdo do radical hidroxil pela
adicdo de H,0O,, mas em doses elevadas de H,O,, verifica-se diminuicdo da taxa de
degradacéo devido ao efeito sequestrador do H,O, com o radical hidroxil conforme a Eq.11;
ainda existe a possibilidade de recombinacéo dos radicais hidroperoxil e hidroxil, conforme as
Eq.18 e 19 12,

HO,” + 'OH — H,O + O, Eqg. 18.
HO® + 'OH — H)0, Eqg. 19.

Ainda, na presenca de excesso de H,0,, a concentracdo de Fe?* no meio é baixa em
relacdo & de Fe**, uma vez que a reagdo entre Fe** e H,0, (Eq. 14) com uma constante de
velocidade (k) igual a 0,001-0,01 mol L™*s™ é muito mais lenta que a decomposigdo de H,0,
na presenca de Fe** (Eq. 11) B com uma constante de velocidade de 76 mol L™ s™.

O aumento na concentracdo de Fe** promove uma maior producdo dos radicais

hidroxil, possibilitando uma reacdo de degradacdo mais rapida na fase inicial do que na fase

posterior. A maior parte do H,O, € consumida no inicio reacdo de Fenton, na primeira etapa
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da reacdo o ion ferroso catalisa o H,O, para formar radicais hidroxil rapidamente,
possibilitando uma maior taxa de degradacdo na fase inicial da reacdo, conforme a Eq. 11.
Quando a concentracio de Fe* é baixa um tempo de tratamento mais longo é necessério para
degradacao [“2.

Pelo carater coagulante dos ions ferro, o processo Fenton pode ter funcdo dupla de
oxidacdo e coagulacdo. Portanto, geralmente o processo de oxidacdo avancado conhecido
como Fenton é composto de quatro etapas: ajuste de pH, reacdo de oxidacdo, neutralizacéo e
coagulacao/precipitacdo. Sendo assim, compostos organicos sao removidos em dois estagios:
pela oxidacdo e coagulacdo. Esta etapa de coagulacdo/precipitacdo € uma das principais
desvantagens do processo Fenton, uma vez que gera a necessidade de tratamento do lodo
formado [*!.

O processo Fenton é uma forma muito simples de produzir radicais HO", ndo sendo
necessario a utilizacdo de reagentes e aparelhagem especiais 8. Além disso, o reagente de
Fenton acelera a taxa de oxidagdo de 5-9 vezes quando comparado ao processo UV/H,0, ©°,

A eficiéncia do processo de Fenton pode ser melhorada por meio da interacdo da radiacéo

(UV ou VIS) com o reagente de Fenton, processo conhecido como Foto-Fenton 27/,

2.4.4. Processo Foto-Fenton
Entre os processos fotocataliticos homogéneos, os processos de oxidacdo por Foto-
Fenton tém se mostrado eficazes para a degradacdo de uma grande variedade de compostos
organicos “®1. Os processos de Foto-Fenton sdo uma extensdo do processo de Fenton que
utiliza a irradiacdo de luz na regido do UV/Vis 2.

No processo de Fenton e Foto-Fenton, o ions férricos em solugdo existem como aquo-

complexos, na forma [Fe(H,O)s]** (representado muitas vezes por Fe(OH)**) em pH
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extremamente &cido, quando na auséncia de outros ligantes 4"}, Com o aumento do pH, mas
ainda na faixa acida, ocorre hidrdlise formando espécies hidroxiladas, cuja propor¢do depende
do pH, onde o primeiro equilibrio de hidrélise é representado na Eq. 20 B

Fe** + H,0O —  Fe(OH)* + H' Eq. 20

Nas reagBes de Foto-Fenton os aquo-complexos de Fe(lll) sdo irradiados %,
ocorrendo a fotdlise dos complexos Fe**, o que permite a regeneragdo Fe?* , conforme a
Eq. 21 183

FeOH)* + hv — Fe® + HO Eq. 21

Com a presenca de H,O, no meio reacional e dos fons Fe?* gerados pela irradiacdo,
estas duas espécies reagem dando sequéncia a reacdo de Fenton, conforme a Eq. 11. Neste
contexto, a reacdo catalitica é estabelecida em um ciclo em que o Fe** é regenerado B9, O
efeito da irradiacdo provoca um aumento da velocidade de degradacdo de um composto
organico, na reacdo de Foto-Fenton, pois promove aumento na geracdo de radicais hidroxil em
relacdo a reacdo que ocorre na auséncia de luz, como o caso do processo de Fenton. Além
disto, a fotdlise de complexos Fe**, conforme a Eq. 20 e 21, permite que a reagéo de Foto-
Fenton necessite de dosagens menores de Fe?* em comparacdo com o processo convencional
de Fenton 13”471,

A eficiéncia da degradacdo de compostos orgéanicos nas reacdes de Foto-Fenton sofre
uma grande influéncia em valores pH entre 2,5 e 3,0. Esta faixa limitada de operacdo é¢ em
decorréncia da precipitacdo de Fe(lll) em valores de pH > 3,0 diminuindo drasticamente sua
interacdo com H,0, e, conseqiientemente, a producdo do radical hidroxil B%*"). Para valores
de pH < 2,5 a velocidade de degradacdo também diminui, pois altas concentragdes de H*
podem seqiestrar radicais hidroxil, de acordo com a Eq.17 B, Além das espécies como

Fe(OH)** (pH 2,0 a 3,0) possuirem um maior coeficiente de absorc&o, o rendimento quantico
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para a producdo de radicais OH’ é maior e ainda é possivel a regeneracédo de Fe(ll) na faixa de
280 a 370 nm 7. Assim, na maioria dos processos de Foto-Fenton a irradiago utilizada pode
ser uma fonte de luz artificial UV/Vis, em muitos casos, a utilizacdo da irradiacdo solar tem se
demonstrado eficiente devido as reacGes ocorrem em comprimento de onda de 300 nm,

estendendo-se até aproximadamente 400 nm, na reacéo de Foto-Fenton 247!,

2.5. Sistemas de Analises Quimicas em Fluxo

A busca por métodos analiticos com alta frequéncia de amostragem, baixo consumo de
amostra e reagentes e minima interferéncia humana teve seu primeiro passo somente na

[“8  com o

metade do século passado, com a introducdo dos métodos em fluxo
desenvolvimento das metodologias de andlise em fluxo, a analise quimica, normalmente,
empregada por via Umida, poderia ser realizada em um fluxo continuo de amostra e reagentes,
ao invés de discretamente em batelada “®l. Descrito pela primeira vez por Skeggs em 1957,
técnicas de analise em fluxo segmentado ¥, Independentemente, Ruzicka e Hansen bem
como Stewart desenvolveram em 1975 a analise por injecdo em fluxo, denominado de FIA
(Flow Injection Analysis) . Em 1990 os sistemas de analises quimicas em fluxo recebeu um
novo impulso com a proposta de Ruzicka e Marshall do sistema de analise por injecao
sequencial, denominado de SIA (Sequential Injection Analysis), baseados em processo
automatizado de analise [*8 4% %],

As técnicas analiticas baseadas em fluxo podem ser classificadas em uma das quatro
categorias: segmentacao por ar, fluxo continuo ndo segmentado, analise por injecdo em fluxo

(FIA) e analise por injecdo sequencial (SIA) P%. Em sistemas com segmentacéo por ar, e em

alguns sistemas de fluxo ndo segmentado, as amostras sdo aspiradas em um fluido carregador
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liqguido a uma vazdo fixa, e por um intervalo de tempo especifico. Uma caracteristica
operacional de um analisador segmentado relaciona-se com as bolhas de ar que sdo usadas
para segmentar porcGes da amostra e da mistura reagente, facilitando a mescla e minimizando
a disperséo %,

A analise por injecdo em fluxo esta baseada na injecdo de um volume definido da
amostra em um fluxo continuo de um transportador ndo segmentado. Uma ou mais solucgdes
contendo reagentes confluem continuamente com o transportador antes da etapa de
deteccdo . A zona de amostra injetada sofre dispersdo, sendo misturada com as solugdes
transportadora e os reagentes. O produto resultante é transportado em direcdo a um detector,

onde o sinal analitico ¢ monitorado e entdo direcionado para o descarte, conforme a Fig.3 ©°!.

Amostra
Bobina de
~\ Reacio Detect
Carregador LTS
s \_/ _
Bombha Vilvula de ———— Lixo
Injec:io Ponto de
Reagente Conflué ncia

Figura 3. Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (F1A) 24,

A dispersdo ou a diluicdo da zona de amostra pode ser controlada ou adaptada as
analises requeridas pela otimizacgdo de vérios fatores, tais como o volume de amostra injetado,
vazOes do fluido transportador e dos reagentes, comprimento da bobina de reacéo e o didmetro
interno da tubulagéo B%.

O advento do sistema FIA contribuiu para um aumento no desenvolvimento de novas
abordagens analiticas e aplicacdes. Tendo como caracteristicas: a injecdo ou inser¢do de um

volume discreto e bem definido da solucdo da amostra em um fluxo transportador (inerte) °*;
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tempo reprodutivel e preciso da manipulacdo da amostra a partir do ponto de injecédo até ao
ponto de deteccdo; criacdo de um gradiente de concentracdo da amostra injetada,
proporcionando uma anélise reprodutivel B,

O sistema FIA proporcionou uma reducdo no consumo de solucGes de amostra e de
reagente, estando de acordo com os principios da Quimica limpa que viabiliza, prioriza
reduzir ou eliminar 0 uso ou geracdo de substancias nocivas a salde humana e ao
ambiente P2, No entanto, a primeira geracdo do sistema de analise em fluxo, FIA, utiliza
continuo bombeamento de solucdes do fluido transportador e do reagente. Em 1990 foi
proposta a segunda geracao dos sistemas de analsies em fluxo, analise por injecdo sequencial,
SIA B onde as solucdes ja ndo sido bombeadas continuamente pelo sistema e sim, somente
guando do processamento da amostra.

O emprego do termo “geragdes” deve ser associado apenas com a cronologia na qual
as variacOes para os sistemas de injecdo surgiram. As duas técnicas sao complementares e ndo
excludentes entre si 81, Um comparativo entre ambas esta na Tabela 3.

Tabela 3. Comparativo entre caracteristicas basicas de SIA e FIA 8,

Caracteristica SIA FIA
Complexidade do sistema Menor Maior
Conhecimento minimo em programacéo Necessario Opcional
Consumo de reagentes Menor Maior
Controle computadorizado Necessario Opcional
Custo de aquisicdo Maior Menor
Adicdo de reagente por confluéncia Ausente Presente
Flexibilidade para a escolha de volumes Menor Maior
Frequéncia de amostragem < 60 anélisesh™ > 100 anélises h™
Linha de transmissao (inje¢do — detecgao) Unica Variavel
Possibilidade de automacéo Alta Alta
Tempo de operacdo sem necessidade de ajuste de Maior Menor

parametros como vazao (“robustez)
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O sistema SIA foi proposto para simplificar mecanicamente o sistema FIA, pois
permite a utilizacdo de um mesmo modulo de andlises para diferentes aplicacdes, facilita a
implementacdo dos métodos em fluxo no monitoramento on-line de processos onde robustez,
estabilidade por longos periodos, baixa necessidade de manutencéo, calibracdo automatica e
automacdo sdo requisitos essenciais .

Os sistemas SIA sdo versateis e eficientes para automatizar 0s passos necessarios para
se executar a analise quimica . Nestes sistemas, uma quantidade de zonas ndo-segmentadas,
bem definidas, é congregada em uma bobina com o emprego de uma bomba ou outro
propulsor de liquidos, utilizando um dispositivo de selecio Y. Durante o transporte ao
detector, estas zonas de amostras penetram umas nas outras, ocorrendo uma mistura de seus
componentes, e dando origem a uma ou mais espécies detectaveis .

Geralmente, sdo necessarias modificacbes para a implementacdo de varios
procedimentos que exploram diferentes sistemas de fluxo, no entanto, no sistema SIA essas
modificacdes sdo evitadas uma vez que o coracdo do sistema é uma valvula multi-porta

531 Em um

controlada por computador capaz de ligar multiplos componentes diferentes
sistema tipico, a valvula seleciona a amostra e 0s volumes de reagente a ser sequencialmente
aspiradas para uma bobina de retengdo, onde ocorre a homogeneizacdo, o fluxo é entdo
invertido e a valvula é ligada novamente, a fim de dirigir a amostra processada para o

detector B3

. Os componentes basicos do sistema sd@o um direcionador liquido (sistema de
bombeamento) com um unico fluido carregador, uma valvula de selecdo multi-porta e um

detector conforme a Fig. 4.
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Rohina Bohina de

Retentora Reacédo
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Figura 4. Sistema de Analise por Injecdo Sequencial (SIA) .

Os principios de operacédo do sistema SIA sdo semelhantes aos do sistema FIA, como a
dispersdo parcial controlada e a manipulacéo reprodutivel de amostra 4. No entanto, uma
importante caracteristica do sistema SIA é que a configuracdo do sistema é utilizada para
diferentes aplicacdes °°. Além da capacidade em realizar diferentes anélises com a mesma
configuracdo, como as solucBes ndo sdo bombeadas continuamente, a geracao de efluentes é
menor quando comparado ao sistema FIA B4,

Nos ultimos anos, tornou-se conveniente a utilizacdo do sistema SIA para executar
atividades mais complexas, como a manipulagdo da amostra e processos de pré-tratamento °/.
Para tanto, algumas portas da valvula rotatdria sdo acoplados a diferentes unidades como por
exemplo, reservatorios, bombas, detectores, reatores, separadores, células especiais, coletores
dentre outros *°,

Um dos procedimentos mais amplamente utilizado de pré-tratamento em SIA é a
extracdo em fase sélida (EFS) automatizado, que emprega um material sélido ou liquido de
extracdo apropriado ligado a um suporte adequado ™%, O procedimento de extragdo tem
como finalidade: a separacdo do analito a partir de espécies interferentes na amostra e pré-
concentracdo do analito para aumentar a sensibilidade. A grande vantagem da EFS é que

ambas as espécies organicas e inorganicas podem ser extraidas, dependendo da natureza do
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analito e do mecanismo de retencdo desejada; materiais diferentes de extracdo podem ser
utilizados (por exemplo, hidrofilicos e hidrofobicos superficie modificada, resinas de troca
ibnica, polimeros molecularmente impressos (MIPs - moleculary imprinted polymers) e
diferentes tipos de polimeros 4 5%,

Na associagdo do SIA com EFS geralmente, o material utilizado na EFS é
permanentemente inserido em uma coluna (cartucho). Usando o sistema SIA, a amostra
aspirada e transferida para a coluna de acumulacdo/separacao do analito e subsequentemente,

o analito retido é eluido usando um solvente apropriado 4 %,

2.6. Extracdo em Fase Sélida

Em uma analise, geralmente, a amostra na forma solida, liquido ou gasosa necessita de
algum tipo de tratamento antes da injecio em algum equipamento analitico”. Os
procedimentos de preparacdo da amostra sdo geralmente procedimentos com muitos etapas, e
consequentemente a maior parte do tempo de analise é gasto na preparacdo de amostra
isoladamente ). Desta forma, o nimero de técnicas de extracéo disponiveis para o preparo de
amostras sdo varidados, podendo ser classificado de acordo com as caracteristicas do solvente
empregado, conforme a Fig.5 .

A extragdo liquido-liquido (ELL ou LLE, liquid-liquid extraction) é considerada uma
técnica cléssica de extracdo, simples e convenientemente usada para separar cOmpostos
orgénicos a partir de solugBes ou de suspensGes aquosas nas quais estejam presentes. As
substancias contidas na solucdo se distribuirdo entre dois solventes de acordo com a sua

solubilidade relativa ™ .
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l Extracio I

Liquido-Liquido Fluido Pressurizado Liquido-Solido Técnicas Miniaturizadas
(LLE) (solido ou semi-solido) (LSE) (sem solvente)
SPE

Extragio  Extragio SFE ASE Sub-SFE Soxhlet SPME SPDE MEPS SBSE
em Contmua

batelada

Figura 5. Classificacdo das técnicas de extracdo de acordo com a natureza do solvente
utilizado 1.

A extracdo liquido-liquido apresenta como principal desvantagem o alto consumo de
solventes, geralmente, toxicos, além dos custos associados com a sua utilizacdo e descarte 7.
Devido a essas desvantagens, métodos de extracdo ou de preparacdo de amostras que utilizam
solventes organicos em menor quantidade tem sido desenvolvido para a minituarizacdo dos
ELL estio se tornando cada vez mais importante ®®. As analises em microescala sdo
metodologias mais seguras e com custo mais baixos, e sdo utilizadas por exemplo nas
técnicas que incluem a microextragdo em fase liquida (MFL ou LPME liquid-phase
microextraction), a microextracdo em fluxo continuo (MFC ou CFME continuous flow
microextraction), a microextracdo dispersiva liquido-liquido (MELL ou DLLME dispersive
liquid—liquid microextraction) e entre outras técnicas proporcionam alternativas aos métodos
convencionais ELL % ®® Sendo, estes métodos geralmente mais simples, rapidos, sensiveis e

com custo mais baixo, minimizam a utilizag&o de solventes organicos, e possuem potencial

para automagao °%,
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As técnicas que empregam fluidos pressurizados, como a extracdo por fluido
supercritico (ES ou SFE supercritical fluid extraction-), a extracdo acelerada por solvente
(EAS ou ASE, accelerated solvent extraction) ou extracdo com fluido subcritico (sub-EFS, ou
sub-SFE subcritical fluid extraction), em geral, evitam o0 uso de solventes organicos (em EFS
usualmente emprega-se CO, e em sub-EFS usualmente, H,O) ou tem o uso de solventes
minimizado, como a EAS que utiliza um solvente organico pressurizado em pressdes
suficientemente elevadas para assegurar que estara no estado liquido durante a extraggo 2.

A extracdo liquido-sélido surgiu visando a miniaturizacdo do processo utilizada na
cromatografia liquida de baixa pressdo, conhecida também como cromatografia liquida
classica, utilizada no preparo de amostras, permitindo o desenvolvimento da extracdo em fase
sélida (EFS ou SPE, solid phase extraction) que surgiu em meados da década de 1970 2.

A EFS é geralmente realizada passando-se as amostras aquosas através de um
adsorvente solido em uma pequena coluna aberta, usualmente denominado de cartucho de
extracdo. Um aspecto muito importante na EFS é a selecdo do adsorvente que, geralmente,
contém silica ligada a grupamentos como octadecilsilano(C18) e o estireno/divinilbenzeno co-
polimeros %!,

Na extragdo em fase solida, a primeira etapa é o condicionamento do cartucho, esta
etapa serve para ativar o adsorvente/ fase estacionaria (FE) o solvente a ser utilizado
dependera da FE que sera ativada. Apos, a solugdo contendo o analito de interesse € colocada
no topo superior do cartucho (com auxilio de uma micropipeta ou seringa) de forma a permitir
resultados reprodutiveis, a amostra & aspirada com um pequeno vacuo ou pressionada
levemente com uma seringa ou gas, de forma a penetrar no adsorvente .. Depois de toda a
fase liquida ser drenada, € realizada a etapa de remocéo dos interferentes, também conhecida

como lavagem com solvente; esta etapa visa eliminar os interferentes utilizando um solvente
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que ndo possui forca suficiente para eluir o analito de interesse da FE. Finalmente, o analito
retido no cartucho é eluido com um pequeno volume de solvente de forma a coleta-lo em uma

concentracao ja apropriada para a analise, conforme demonstrado na Fig.6 2%,

Solvente para

Lavagem Amostra Eluente
lavagem
[
LY
r L]
C— C— | — C—1 C—1
_— T =
— > |on > [ a| —>
T y T T 0
&
- @ L
Condicionamento Adicdo da Amostra Lavagem Eluicio

4.+ Contaminante M Composto de interesse

Figura 6. Principais etapas empregadas em EFS visando o isolamento de um composto
ou classe de compostos %!,

Dentre as finalidades da EFS destacam-se a pré-concentracao, cujo o principal objetivo
é concentrar os analitos presentes em um grande volume de amostra aprisionando-os na fase
solida e descartando os interferentes. Em etapa seguinte, elui-se o analito de interesse com
pequena quantidade de solvente (50 a 500 microlitros), de forma que o analito coletado estara
mais concentrado do que na amostra original . Desta forma, a pré-concentracio permite a
reducdo da manipulacdo de amostra, o tamanho da amostra e o consumo de solventes
organicos, bem como uma maior facilidade de automacdo e, consequentemente, a uma

reducdo significativa no tempo de analise .
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A amostra original pode ser concentrada o suficiente para a analise, mas caso parte dos
interferentes fiquem retida na fase solida é necessario isolar o analito na FE atraves de um
processo de limpeza da amostra; geralmente utiliza-se H,O ou solvente no qual o analito
possui uma pequena afinidade. J& no isolamento da matriz, o objetivo € reter os interferentes
da matriz na FE em vez do analito de interesse que elui diretamente com o solvente da
amostra, assim o analito € coletado em um frasco para a analise e os interferentes sdo retidos
na FE do cartucho que é entéo descartado 2.

A EFS permite a injecdo direta da amostra no sistema de analise, podendo resolver 0s
problemas do extenso manuseamento das amostras que pode levar a contaminacao e perda de
amostra, diminuir os longos tempos de preparo das amostras e permitem a simultanea
remocdo de componentes da matriz e a pré-concentracdo dos analitos .

O aprimoramento da EFS levou ao desenvolvimento de técnicas miniaturizadas como a
microextracdo em fase sélida (MEFS ou SPME solid phase micro extraction), a extracdo
sortiva em barras de agitacdo (ESBA ou SBSE stir-bar sorptive extraction) e a dispersdo da
matriz em fase sélida (DMFS ou MSPD matrix solid-phase dispersion); estas duas Ultimas sao
técnicas que ndo utilizam solvente para a extracdo, mas ndo sdo ainda tdo difundidas como a
EFS; mas mostra algumas vantagens quando comparada aos métodos classicos,

principalmente na economia de tempo e de solvente 2.

2.7. Analise Térmica

Analise térmica é o termo utilizado para definir um grupo de técnicas em que as
variacfes de propriedades fisicas ou quimicas e/ou de seus produtos de reacdo de uma

substancia séo medidas em funcdo da temperatura e sob uma atmosfera especifica 2.
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Analise térmica é utilizada na analise de minerais, de substancias organicas e inorganicos,
metais, ceramica, materiais eletrénicos, polimeros, produtos farmacéuticos, produtos
alimenticios e materiais biolégicos **! e também para o desenvolvimento de uma enorme

621 Dentre as técnicas termoanaliticas temos a Analise

variabilidade de estudos
Termogravimétrica (TG ou também designada com TGA), Analise Termogravimétrica
Derivativa (DTG - Derivative Thermogravimetry), a Analise Térmica Diferencial (DTA-
Differential Thermal Analysis) e a Calorimetria de varredura diferencial (DSC - Differential
Scanning Calorimetry) &,

As analises Termogravimétricas (TG ou TGA) fornecem informacbes quantitativas
com relacdo as variacbes de massa da amostra (perda ou ganho) em funcdo do tempo e/ou
temperatura, enquanto a amostra é submetida a uma programacéo controlada de temperatura e
sob determinadas condic8es da atmosfera ®?. Esta técnica possibilita conhecer as alteracdes
gue o aquecimento pode provocar na massa das substancias, permitindo estabelecer a faixa de
temperatura em que elas adquirem composi¢do quimica, fixa, definida e constante, a
temperatura em que comegam a se decompor, além de acompanhar o andamento de reacdes de
desidratacdo, oxidacdo, combustio, decomposicio ®?. Os experimentos sdo executados por
meio de uma balanca de precisdo e um forno programado para que a temperatura aumente
linearmente com o tempo, em uma atmosfera especifica,”® as analises podem ser feitas
seguindo uma variacdo preestabelecida de temperatura, ou sob uma temperatura constante
(isotérmicas) de interesse ©%,

O carater especifico de uma sequéncia de reagdes fisico-quimicas que ocorrem em

certas condicOes de temperatura, e em dada velocidade, sdo caracteristicas de um determinado

composto ou sistema, dando assim origem a termogramas particulares 4.
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Os resultados sdo apresentados na forma de uma curva termogravimétrica, em que se
registra a variacdo de massa em funcdo da temperatura ou do tempo, ou na forma da curva
termogravimetrica derivativa (DTG), em que se registra a primeira derivada da TG contra a

variacdo da temperatura ou do tempo, conforme a Fig.7 /.

Massa % DTG {(dm/fdt {mg I'I'Iil'l-lﬂ
100 +————

_ L )

804
60 F S
40 4 =10

204
L -15

Q

100 200 300 400 500 &00 F00 BOO 800
Temperatura / *C

Figura 7. Curva temogravimetrica(TG) em vermelho e Curva termogravimétrica

derivativa (DTG) em azul .(Figura adaptada da Fonte [°%).

Na analise da curva termogravimétrica, nas regides horizontais (patamares) nao
ocorrem perdas de massa, ja nas regides curvas isto acontece ). As variacdes de massa podem
ser devido a ruptura ou formacao de ligacOes, liberacdo ou absorcéo de produtos volateis, ou
pirolise. A termogravimetria derivativa (DTG) pode ser utilizada para verificar as diferencas
entre termogramas ®*. Por este motivo, as curvas termogravimétricas podem fornecer dados
valiosos para o estudo da termodindmica e da cinética de transformacdes **). Além de
informacdes relativas a composicdo e estabilidade térmica da amostra, dos produtos

intermediarios e do residuo formado [°!,
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A curva DTG é um artificio matematico que torna mais perceptiveis as mudancas de
massa ao longo de uma andlise termogravimétrica. A curva resultante corresponde a derivada
primeira da curva relacionando a massa em funcdo do tempo (dm/dt) para cada temperatura
em curso durante a anélise %, E habitual que sejam apresentados em um mesmo diagrama
cartesiano as curvas TG e DTG, de forma a facilitar as comparacfes e as determinagdes dos
pontos de interesse.

As curvas TG e DTG sdo extremamente influenciadas por fatores instrumentais como
a razao de aquecimento, atmosfera (N, ar ou outros), vazao de gas, composi¢do do cadinho,
geometria do compartimento de amostra, tamanho e forma do forno, bem como por fatores
relacionados as caracteristicas da amostra (quantidade, granulometria, forma cristalina,
empacotamento, condutividade térmica, solubilidade dos gases liberados da amostra e calor de
reacdo envolvido) que podem influenciar a natureza, a precisdo e a exatiddo dos resultados [®.

A Anaélise Térmica Diferencial (DTA) € a técnica pela qual a substancia a ser analisada
e o material de referéncia (termicamente estavel) sdo submetidos a uma programacao
controlada de temperatura (aquecimento ou resfriamento) %2, As transformacdes sofridas
pela amostra podem ocorrer com liberacdo ou consumo de calor, enquanto que a referéncia
permanece inalterada. Em consequéncia, a temperatura da amostra em relagdo a referéncia
pode apresentar-se maior ou menor, 0 que caracteriza respectivamente, um fenémeno
endotérmico ou exotérmico, e que gera picos DTA das respectivas transformagdes ©°.

As curvas DTA representam os registros de AT em funcdo da temperatura (T) ou do
tempo (t), de modo que os eventos sdo apresentados na forma de picos %, Os picos

ascendentes caracterizam os eventos exotérmicos e os descendentes endotérmicos, conforme a

Fig.8.
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Exo
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Figura 8. Curva tipica de uma analise térmica diferencial. a-)Variacdo da capacidade

calorifica, b) Reagdo exotérmica, ¢) Reacéo endotérmica. (Figura adaptada da Fonte %),

A forma e a area dos picos fornecem informacdes sobre a natureza da amostra em
analise, picos endotérmicos agudos correspondem a mudancas de cristalinidade ou a processos
de fusdo e picos endotérmicos largos a reacGes de desidratacdo. Mudangas fisicas fornecem
normalmente curvas endotérmicas, e reacdes quimicas, particularmente as de natureza
oxidativa, predominam curvas exotérmicas .

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) é a técnica derivada da analise térmica
diferencial (DTA), ® na qual se mede a diferenca de energia fornecida & substancia e a um
material de referéncia (termicamente estavel), em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia e o material de referéncia sdo submetidos a uma programacdo controlada de
temperatura ©°.

Os picos obtidos por DTA e DSC sdo influenciados pelos mesmos fatores que afetam

as curvas termogravimétricas. Assim, velocidade de aquecimento, atmosferas diferentes e a
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geometria do compartimento de porta amostra podem alterar a posi¢do dos picos de DTA e
DSC ¥,

A associacdo de dados provenientes dos ensaios de TG/DTG e DSC ¢é uma excelente
estratégia para uma melhor caracterizacdo de materiais, visto que a TG/DTG indicam eventos
térmicos relacionados a variagcbes de massa, enquanto a DSC detecta eventos associados a
variacBes de temperatura, entalpia e/ou calor especifico 2. Por exemplo, eventos térmicos de
origem fisica, como mudanca de estado fisico (fusdo), podem ser inequivocamente atribuidos
a partir da curva DSC, desde que na mesma faixa de temperatura ndo forem observados nas
curvas TG/ DTG eventos de perda de massa. Para melhor interpretacdo dos resultados e evitar
possiveis equivocos € imprescindivel a comparacdo das curvas TG/DTG e DSC obtidas nas
mesmas condicBes experimentais ).

De forma geral a analise térmica pode ser empregada para diferentes aplicacfes, como:
identificacdo e analise da pureza de materiais; determinacdo de temperaturas e entalpias
caracteristicas de mudancas de estados fisicos (fusdo e vaporizacao); transformacoes de fases
e reacdes e avaliacdo da cinética de decomposicdo térmica . A analise térmica néo é apenas
um método qualitativo, pois proporciona resultados quantitativos termodindmicos e cinéticos
guanto as propriedades dos materiais, podendo inclusive ser empregada para caracterizar
material de sintese, com a vantagem do menor tempo de ensaio e a utilizacdo de pequenas
quantidades de amostras [°®. Ainda, fornece detalhes dos processos de decomposicéo térmica,

que por sua vez, facilitam a estimativa da estrutura da amostra e sua composicéo [*°.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver uma nova modalidade cromatogréafica para analise de compostos organicos,
utilizando cromatografia liquida (CL) associada aos processos oxidativos avangados,
possibilitando a identificacdo dos analitos através da obtencdo de sua impressdo digital

oxidativa.

3.2. Objetivos especificos

a-) Desenvolvimento de procedimentos para determinacdo de compostos organicos por CL
convencional.

b-) Estudo da oxidacdo parcial de compostos organicos para utilizacdo no processo de
identificacdo, baseada na impresséo digital oxidativa.

c-) Utilizar sistema SIA juntamente com a CL para a otimizacdo das reacGes utilizando os
processos oxidativos avangados e a extracdo em fase sélida .

d-) Identificacdo das estruturas dos provaveis intermediarios formados durante a etapa de
oxidacdo parcial envolvendo os processos oxidativos avancados, via analise térmica.

e-) Evitar a utilizacdo de solventes orgénicos toxicos nos procedimentos para que 0os métodos

analiticos possam ser classificados como limpos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico (grau cromatografico e
espectroscopico) e no preparo de solugdes aquosas foi utilizada dgua ultra-pura.

Reagentes

Riboflavina (C17H20N4O6) e Cianocobalamina (Cs3HgsCoN14014P) (Sigma), sulfato
ferroso hidratado (Fe(SQO4),.6H,0), perdxido de hidrogénio(H,0,), didxido de titanio (TiO,)
acetato de aménio (C,HsONHy), acido cloridrico (HCI), hidréxido de sédio (NaOH) .

Solventes

Alcool metilico (CH3OH), alcool etilico (C;HsOH) e cloroférmio (CHCIs) grau
cromatografico e espectroscopico.

Para a analise de RMN foi utilizado &gua deuterada (D,0) e dimetil sulfoxido deuterado

(DMSO).

4.2. Equipamentos e Acessorios

4.2.1. Espectrofotémetro
Para a obtencdo de espectros de UV/Vis das diferentes espécies quimicas e verificacao
da possibilidade de degradacdo dos compostos submetidos a reacdo de fenton, foi utilizado um

espectrofotdbmetro de varredura marca Varian modelo Cary -50, com cubeta de quartzo.
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4.2.2. Potenciémetro
Para as medidas de pH foi utilizado um potenciémetro (Qualxtron) modelo 8010 com

eletrodo combinado de vidro e de referéncia Ag/AgCI.

4.2.3. Extracdo em Fase Solida
Para a extracdo em fase solida foi utilizada uma micro-coluna com 50 mg de fase
estacionaria do tipo octil (C8) e octadecilsilano (C18) da marca Thermo Scientific, sendo as

particulas de C8 e C18 ndo encapada.

4.2.4. Cromatrografo Liquido

Para a obtencdo dos cromatogramas foi utilizada uma Estacdo de Trabalho
Cromatografica da marca Termo (Fig.9) com programa de gerenciamento Chromguest
contendo:

= bomba de pistdo reciprocante com quatro vias;

* injetor manual Termo com al¢a de amostragem de 20 uL e 50 uL;

= coluna cromatogréfica C18 (microsorb 250 x 4,6 mm com particulas de 5 um);

= detector espectrofotométrico com arranjo de fotodiodos, com cela de 5 cm de caminho

Optico.
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Figura 9. Cromatografo Liquido. (a) reservatorio da fase mdvel, (b) bomba de alta pressao,

(c) valvula de injecdo, (d) coluna separacéo e pré-coluna, (e) detector e () registrador ..

4.2.5. Fonte de Luz Ultravioleta
Para a irradiacdo das amostras foi utilizada uma lampada de vapor de mercurio de
80 W de poténcia sem bulbo protetor, a qual foi inserida dentro de uma caixa com espelhos e
sem ventiladores, a cada reacdo a lampada era ligada por apenas 3,0 min para sua

estabilizacdo e apds a ocorréncia do tempo da reacdo determinada esta era desligada.

4.2.6. Sistema de Analise por Injecdo Sequencial
Foi utilizado um sistema de analises quimicas por inje¢do sequencial desenvolvido no
laboratério que utiliza bomba de infusdo Nutrimat B. Braun, modelo 2003011/3 (Rio de
Janeiro, RJ) e como valvula seletora foi utilizado sistema com véalvula solendide de 6 portas
da Cole Parmer Instrumentos Company, modelo EW-01367-83 (Vermon Hills, Estados

Unidos) interfaceada com um micro-computador conforme a Fig. 10.
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Figura 10. Representacdo esquematica da montagem do sistema injecdo sequencial

(SIA) para a otimizagdo das reagdes de clivagem dos compostos. C — carregador (4gua
destilada); Bomba - Peristaltica; BC — bobina coletora (2 m de comprimento, 0,8 mm de diametro interno e
volume de 1000 uL), VS — valvula solen6ide com 6 portas, valvula no qual é acionionado posi¢des do sistema de
“aspirar” e “injetar” os componentes selecionados da reagdo; D — descarte; H — perdxido de hidrogénio; A —
amostra(analito); F — solucdo de Fe(ll); BR — bobina de reacdo (com 50 e 120 cm comprimento, 0,8 mm de
didmetro interno e volumes de 250 e 600 uL); FS — fase sdlida utilizada na micro-extracdo (C18 e C8 — Thermo
Scientific (50mg/1mL)), AE- analito extraido. Conexdes: entre fluido transportador e a bomba foi utilizado tubo

tipo Tygon (violeta/branco, 2,79 mm didmetro interno); BC, VS e BR sdo tubos de polietileno.

4.2.7. Liofilizador
Para a liofilizagdo das amostras foi utilizado Liofilizador (freeze-dreyer) de bancada
modelo Alpha-1-2-LD plus, Marca Christ de origem Alem&, operando nas condic¢Oes de

temperatura de -52°C e pressédo de 0,021 mbar.

4.2.8. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrometro de RMN Varian

Mercury Plus 300 (MHz) usando uma sonda de liquido de 5 mm.
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4.2.9. Espectrometro de massas
Para a analise das amostras foi utilizado um espectrometro de massas DSQ II (“Thermo
Electron”), com programa de gerenciamento “Xcalibur” (“Thermo Electron”) contendo:
= detector com fonte de ionizacao por impacto de elétrons (EI-70 e'V);
= analisador de massas do tipo quadrupolo;

= gas de arraste Hélio 5.0 (pureza 99,999%);

4.2.10. Anélise Térmica
Para a obtencdo das curvas termogravimétricas (TG e DTG) foi utilizado o
equipamento TGA-Q50 da TA-Instruments com porta amostras de platina.
Para obtencdo das curvas por calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi utilizado
0 equipamento DSC-Q20 da TA-Instruments com porta amostra de aluminio standard (ou

seja, ndo hermética, somente fechada).

4.3. Métodos

4.3.1. Preparagéo das solugdes
Foram preparadas em agua destilada solugfes das seguintes substancias:
= Riboflavina (vitamina B,): 100,0 mg L™ (2,6 10 mol L™); 80,0 mg L™ (2,1 107
mol L™); 60,0 mg L™ (1,6 10° mol L™), 50,0 mg L™ (1,3 10° mol L™) e 30,0 mg L™ (0,8
10 mol L™);
= Cianocobalamina (vitamina Bi2): 100,0 mg L™ (7,4 10* mol L™); 60,0 mg L™ (4,4 10™

mol LY);

54



Capitulo 4 — Materiais e Métodos | 2013

= Solucdo de Fe (I1): 1500,0 mg L™ 1200,0 mg L*; 1000,0 mg L™; 900,0 mg L™
500,0 mg L™; 400,0 mg L™; 300,0 mg L™*; 200,0 mg L™ e 100,0 mg L%;

= Peréxido de hidrogénio: 2,0 mol L™; 1,0 mol L™*; 0,5 mol L™; 0,2 mol L™; 0,1 mol L™
0,05 mol L™; 0,01 mol L™, 0,005 mol L™ e 0,001mol L™

Todas as solucdes e os padrdes preparados foram mantidos sob refrigeracéo e as solucgdes de

ferro (I1) e a de perdxido de hidrogénio foram preparadas diariamente.

4.3.2. Estudo de degradacao dos compostos
Primeiramente, obteve-se o espectro de absor¢do molecular dos compostos submetidos a
analise, riboflavina e a cianocobalamina na regido do UV/Vis.
Apbs, foi realizado um estudo da reacdo de degradacdo de cada composto sob a reacao

de fenton, conforme as condicdes especificadas na Tabela 4.

Tabela 4. CondicOes para a reacao degradacédo da riboflavina e cianocobalamina

com o reagente de Fenton.

Analito Analito Solucdo de Fe(Il)  Solucédo de H,O, Tempo Reagédo
(mg L™ (mgL™?) (mol L) (min)
Riboflavina 22,0 100 0,002 360
Cianocobalamina 36,0 100 0,002 360

Para o perfil da reacdo degradacdo foi realizada a leitura dos espectros conforme as

condigdes especificadas na Tab.5.
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Tabela 5. Condigfes do estudo da reacdo de degradacdo com o reagente de
Fenton.

Periodo (min) Tempo de obtencéo de cada
espectro (min)

0,5a60,0 0,5
61,0a120,0 1,0
121,0 a 180,0 2,0
181,0 a 360,0 50

4.3.3. Analise das Amostras

Amostras foram analisadas primeiramente por Cromatografia liquida, ap6s por
Espectrometria de Massas, por Ressonancia Magnética Nuclear e Analise Termogravimétrica.

Nas etapas iniciais, foram realizados ensaios de degradacdo dos compostos utilizando-se
processos oxidativos avangados, reacdo de Fenton, sendo os produtos obtidos analisados por
Cromatografia Liquida. Apds a otimizacdo da melhor condicdo para oxidacdo parcial dos
analitos foram realizadas as coletas das fragdes, num total de 5 fragdes para a riboflavina (foram
injetadas aproximadamente 30 amostras, sendo cada uma das fragdes coletadas separadamente)
e 4 fracOes para a cianocobalamina (foram injetadas aproximadamente 15 amostras, sendo cada
uma das fracOes coletadas separadamente). Como o volume obtido das fracGes coletadas era
grande, pois estavam misturadas a FM utilizada na separacdo cromatogréafica, as fracdes foram
congeladas e liofilizadas.

As fracdes que foram submetidas a liofilizacdo da riboflavina e de cianocobalamina

foram submetidas a analise por espectrometria de massas e RMN.
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Para as andlises termogravimétricas foram analisadas os padrdes da riboflavina e
cianocobalamina.

4.3.4. Condicdes das analises

4.3.4.1. Andlise por Cromatografia Liquida
Anélise da Riboflavina
A regido monitorada pelo detector com arranjo de fotodiodo foi de 200 a 650 nm; como
fase estacionaria foi utilizada uma coluna de separacdo C18 (octadecilsilano) e uma pré-coluna
com mesma fase estacionaria. Como fase movel foi utilizada duas fases: Fase A composta por
0,02 mol L™ NH4C,H50, e 1% &lcool etilico e Fase B composta 0,02 mol L™ NH4C,H30, e
17% élcool etilico, com ajuste de pH 7,00 para ambas as solucdes, sendo 0 modo de eluicdo por

gradiente, conforme as condicGes da Tab. 6.

Tabela 6. Método de eluicdo utilizado no sistema cromatografico CL para a

analise da riboflavina.

Tempo (min) Fase A Fase B
0,0a25 98,0% 2,0%
2,5a15,0 0,0% 100,0%

15,0a40,0 0,0% 100,0%

Anélise da Cianocobalamina
A regido monitorada pelo detector com arranjo de fotodiodo foi de 200 a 650 nm, como
fase estacionaria foi utilizada uma coluna de separacdo C18 (octadecilsilano) e uma pré-coluna

com mesma fase estaciondria. Como fase movel foi utilizada duas fases sendo: Fase A
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composta por 0,02 mol L™ NH4C,H0, e 1% &lcool etilico e Fase C composta 0,02 mol L™
NH4C,H30; e 30% alcool etilico, com ajuste de pH 7,00 para ambas as solug¢des, sendo o modo

de eluicdo por gradiente conforme as condi¢des da Tab.7.

Tabela 7. Método de eluicdo utilizado no sistema cromatografico CL para a

analise da cianocobalamina.

Tempo (min) Fase A Fase C
0,0a25 75,0% 25,0%
2,5a10,0 50,0% 50,0%
10,0a15,0 25,0% 75,0%
15,0a20,0 10,0% 90,0%
20,0a22,0 0,0% 100,0%
22,0a25,0 0,0% 100,0%

4.3.4.2. Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear

Foram obtidos espectros de RMN da riboflavina em agua deuterada e também em
DMSO deuterado para verificar a melhor condigéo de solubilidade.

As fracOes de 1 a 5 da riboflavina mediante a separacdo cromatografica e as amostras
submetidas a reacdo de fenton (em um total de 15 amostras), sem separacdo cromatogréafica,
foram submetidas a analise por RMN, utilizando 0,7 mL de DMSO deuterado.

Para a obtencdo do espectro de RMN da cianocobalamina foi utilizado 4gua deuterada,
as fracOes obtidas mediante a separacdo cromatografica da cianocobalamina ndo foram
analisadas por RMN, devido aos resultados obtidos com as fragdes da riboflavina que ndo foram

conclusivas para a elucidacdo da estrutura molecular mediante a pequena quantidade de amostra
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ndo se tornando possivel a obtencdo da estrutura dos produtos de oxidacao formados com esta
técnica de anélise.
4.3.4.3. Espectrometria de Massas
A insercdo direta da amostra no espectrometro de massas foi realizada através da
dissolucdo da amostra em alcool metilico, sendo aplicado um pequeno volume da solucdo em
um cadinho de vidro, deixando-se o solvente evaporar e inserindo a amostra no espectrometro

de massas a 50° C a uma taxa de 60° C min™ até temperatura de 450° C.

4.3.4.4. Andlise Termogravimétrica.
Para as analises de TG foi utilizado o gas N, com uma vazdo de 100 mL min™, com
uma taxa de aquecimento 1°C min™ até a temperatura de 1000° C para a riboflavina e para a
cianocobalamina, com o tempo total de analise para cada analito de 17 horas.
Para as analises por DSC foi utilizado o gas N, com uma vaz&o de 50 mL min™, com
uma taxa de aquecimento 10°C min™ até a temperatura de 350° C para a riboflavina e para a

cianocobalamina, com o tempo total de analise para cada analito de 1 hora.

4.3.5. Ensaios com Riboflavina e a Cianocobalamina.
Todos os ensaios foram realizados utilizando o sistema SIA, juntamente com as reacfes
de Fenton e a analise por Cromatografia Liquida para a obtencao da identidade digital oxidativa

dos compostos analisados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaios com Riboflavina

A riboflavina, conhecida como vitamina B2 (Fig. 11), é composta por um anel de
isoaloxazina com cadeia lateral de ribitol. A riboflavina e suas coenzimas séo sensiveis a
meios &cidos e bésicos, particularmente na presenca da luz UV ") Em solucéo, as formas da
riboflavina de pKas 6,20 (N-1); 8,40 (N-2) e 10,20 (N-3) (Fig. 11) sdo destruidas pela acdo da
radiacdo ultravioleta e visivel, tendo sua instabilidade aumentada com o aumento da
temperatura e do pH. Se protegida da luz, solugdes aquosas com pH entre 2,0 a 5,0 desta
vitamina permanecem estaveis até 120° C; no entanto, acima de pH 7,0 o anel de isoaloxazina
é rapidamente destruido em elevadas temperaturas. A riboflavina é estavel a acdo do calor,

oxigénio e de muitos agentes oxidantes na auséncia de luz 7.

OH
Figura 11. Estrutura da Riboflavina "),

Para a caracterizacdo da riboflavina foi realizado espectros de absor¢do da radiagdo
eletromagnética na regido do ultravioleta e visivel (Fig.12) nas concentracbes de
4,0; 80 e 16,0 mg L, sendo verificado a presenca de 4 maximos de absorcdo nos

comprimentos de onda 220, 270, 370 e 445 nm.
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Figura 12.  Espectro eletronico da riboflavina em solucdo aquosa. Condigcbes

concentragdes de 4,0( s ), 8,0 (=== ) e 16,0 Mg L™ (=)

Para a realizacdo do estudo de degradacdo da riboflavina na presenca do reagente de
fenton, foram utilizadas solugdes nas concentracdes de 36,0 mg L™ da riboflavina, 500,0 mg
L™ de Fe(I1) e 0,01 mol L™ de H,0, sob um tempo de reacéo de 360 min. Para concentracdes
menores de 36,0 mg L™ da riboflavina o espectro de absorcdo apresentava menor absorbancia,
fato que era ampliado devido a presenca do reagente de Fenton, que além de provocar a
degradacdo do composto também provocava espalhamento de luz na regido de 200 a 280 nm
(Fig.13), dificultando a obtencéo dos sinais do perfil de degradacéo.

Quando a concentracdo da riboflavina era menor que 36,0 mg L™ e do reagente de
Fenton alta, a reacdo de degradagé@o ocorria rapidamente, ndo possibilitando a obtencéo dos
dados para se estudar a reacdo degradacdo. Quando a concentracdo da riboflavina era maior

que 36,0 mg L™ e do reagente de fenton baixa, o processo de degradacdo era muito lento, o

61



Capitulo 5 — Resultados e Discusséo | 2013

que inviabiliza o estudo. Assim, uma concentracdo intermediaria tanto da vitamina quanto dos

reagentes foram mais vidveis no processo de degradacdo, conforme apresentado na Fig. 13.

Absorbancia

0,0 T T T T T — T |
200 300 400 500 600

% (nm)

Figura 13. Espectro eletronico da reacdo degradacdo da riboflavina com o reagente de

Fenton. Condicdes: Riboflavina 36,0 mg L™, FeSO, 500,0 mg L™ e H,0, 0,01 mol L™ durante os 360 min de
reacdo, as medidas ocorreram 0,5 min — 60 min; 1,0min - 61 a 120 min; 2,0 min — 121 a 180 min e 5,0 min até

360 min.

Analisando a Fig.13 pode se verificar que o reagente de fenton provocou a diminuicéo
da intensidade dos maximos de absorcéo da riboflavina, demonstrando que o composto pode
ser degradado utilizando as reacdes de Fenton.

Para se verificar o comportamento da riboflavina no meio reacional foi realizado ensaio
cromatografico (Fig. 14) nas condicdes especificadas no Capitulo 4 - Materiais e Métodos (pg.
57).

Com a analise cromatogréafica (Fig.14) pode-se verificar que o tempo de retencdo (tr) da
riboflavina € de 21,5 min, pois o espectro do pico corresponde ao obtido para a solugdo padrédo

da riboflavina. Ainda, foi observado um pequeno pico com tr de 22,7 min que foi atribuido a
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um possivel dimero da riboflavina, pois apresenta 0 mesmo espectro de absor¢do que o

composto anterior.

6x10° -
5x10°
4x10° H

3x10° 1

Abs (mAu)

2x10°

1x10°

T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo(min)

Figura 14. Cromatograma da solucdo padrdo da Riboflavina 20,0 mg L™. Condices
Cromatogréficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B

(0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min™, injecdo de 20 uL de amostra, 270 nm.

Pode-se verificar também um alargamento de banda que pode ser devido a formacao do
dimero, pois o solvente utilizado como fase mdvel (H,O e alcool etilico) é diferente do solvente
(H,O) da amostra injetada. Ainda, pode-se verificar (Fig. 12) um maximo de absor¢do na regido
de 270 nm; sendo que para fins cromatograficos também pode-se utilizar para a detecgédo deste
composto 0s comprimentos de onda de 230 e 295 nm.

Foi construida curva analitica para a riboflavina (Fig. 15) utilizando as solucdes padréo

nas concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg L™ com volume de injecéo
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de amostra de 20 uL objetivando-se a obtencdo de dados que permitissem que a riboflavina

pudesse ser quantificada ap0s os processos de oxidagéo parcial.

7 -
1.6x10 y = 121446,0 + 526679,79x

; R’=0,9996
1,4x10" +

1,2x10"
1,0x10"

8,0x10°

Area

6,0x10° o
4,0x10°

2,0x10° A
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Figura 15. Curva de calibracdo da Riboflavina nas concentragfes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0;

10,0; 15,0; 20 e 25 mg Lt Condigbes Cromatograficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase
B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; vazdo 1,0 mL min™,
injecdo de 20 uL de amostra, 270 nm.

Ap0s, estudos preliminares realizados em teste de bancada (batelada) sem um controle
efetivo do tempo da reagédo, pode-se verificar que ndo havia uma repetitividade dos resultados
aplicando a mesma condicéo da reacdo degradacdo. Uma das formas de se melhorar o controle
dos pardmetros da reacdo é através da utilizacdo de sistemas por analise injecdo sequencial.
Assim, foi desenvolvido no laboratério um sistema SIA convencional e as analises para a
obtencdo da identidade digital oxidativa foram realizadas com este sistema e com as reagdes
de fenton. Desta forma, foram iniciados os testes com o sistema SIA utilizando solucdes nas

seguintes concentracdes: Riboflavina 100,0; 60,0 e 50,0 mg L™, solucdo de Fe(ll) 1500,0;
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1200,0; 1000,0; 900,0; 500,0; 400,0; 300,0; 200,0 e 100,0 mg Lte solucéo de H,0, 1,0; 0,1;
0,05; 0,01; 0,005 e 0,001 mol L.

O sistema SIA (Fig. 16) desenvolvido contém 5 vias, cada uma delas designada para as
seguintes operacdes: via 1- alcool etilico(etanol); via 2 — bobina de reacdo e cartucho de
extracdo; via 3 — reagente de fenton, via 4- riboflavina e via 5- descarte. A bomba peristaltica
utilizada permite uma vazao de 0,5 a 6,0 mL min™, nos estudos iniciais a vazdo foi fixada em
1,5 mL min™. Para o processo de limpeza e pré-concentracdo da amostra, o cartucho de

extracao utilizado foi com uma capacidade de 50 mg de fase estacionaria C18 ndo encapada.

BC ,
BR (250 pL)
:“nn O
Bomba WG Jvs |
Tt
14 Z s

\ AN

Descarte Etanol Amostra Fenton

Figura 16. Representacdo esquematica do sistema SIA utilizado nas reacfes de Fenton.

(Conforme as condi¢des descritas no Capitulo 4 — Materiais e Métodos, pg. 53).
Os testes iniciais utilizando o sistema SIA foram realizados com a mistura da solucédo
estoque de Fe(11) 1000,0 mg L™ e de H,0, 2,0 mol L™ e preparando-se o reagente de fenton nas

condigdes de concentracdo descritas na Tab. 8, antes de iniciar a reacdo com a o analito.
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A sequéncia das etapas iniciais utilizadas para a reacdo de degradacdo da riboflavina
com o reagente de fenton no sistema SIA estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8. Sequéncia de passos para reacdo de degradacao da riboflavina com o
reagente de fenton pelo sistema SIA testes iniciais (Amostras 1 e 2).

Etapa Evento Porta Tempo (s) Velocidade de Direcéo Volume (uL)
Bombeamento da Vazéo
(mL minh)
1 Lavagem 1 16 15 Aspirar 400 - H,0O
(H,0 — etanol- H,0) 400- Etanol
2 Lavagem 2 60 1,5 Injetar 1500- H,0
(H,0 — etanol- H,0) 400- Etanol
3 Lavagem 3 16 1,5 Aspirar 400 - H,0
(H,0 — etanol- H,0) 400- Etanol
4 Lavagem 4 16 15 Aspirar 400 - H,0
(H,0 — etanol- H,0) 400 - Etanol
5 Descarte (Apo6s cada etapa de lavagem, 5 40 15 Injetar 1000 H,0O

o0 solvente era descartado, via 5)
6 Fenton- (Fe (1) - H0y)

Solugdo 1 (50,0 mg L™~ 0,50 mol L) 3 16 1,5 Aspirar 400
Solugdo 2 (100,0 mg L™*— 1,0 mol L) 3 16 15 Aspirar 400
7 Descarte 5 40 15 Injetar 1000
8 Amostra 4 16 15 Aspirar 400
9 Descarte 5 40 15 Injetar 1000
10 Fenton 3 15 Aspirar 150
11 Solucad 1 (rib— 50,0 mg LY 5 4 1,5 Aspirar 100
Solucdo 2 (rib— 50,0 mg LY 5 4 1,5 Aspirar 100
12 BR(bobina de re¢do) e FS (fase sélida) 2 40 15 Injetar 1000
13 alcool etilico 1 32 15 Aspirar 800
14 alcool etilico 1 20 15 Injetar 500
(coleta da amostra)
15 Lavagem 2 80 1,5 Injetar 2000 — H,O

Os resultados obtidos, utilizando-se as condi¢fes da Tab. 8, nesta primeira sequéncia de
experimentos ndo foram efetivos para promover a clivagem da riboflavina e obter os produtos
de oxidacdo que dariam a identidade digital oxidativa do composto, conforme verificado na

Fig.17.
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Figura 17. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,05)
utilizando o sistema SIA, conforme as condi¢fes da Tab. 8 para solucéo 1 e 2. CondicOes
Cromatogréficas: Gradiente de elui¢do 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min
— Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min. vazdo 1,0 mL min™, injecio de

20 pL de amostra, 270 nm.

Um dos provaveis fatores que nao possibilitou a reacdo de degradacéo e a formacao dos
produtos da oxidacdo foi a utilizagdo da mistura do Fe(ll) e H,O, para produzir o reagente de

Fenton, o que provavelmente diluiu os reagentes e provocou decréscimo na taxa de producéo do
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radical HO’', prejudicando a reacdo de clivagem da molécula, como pode ser verificado na
Fig.17. Diante destes resultados, verificou-se a impossibilidade de utilizar o reagente de Fenton
preparado antes do inicio da reagdo com o analito. Assim, a melhor alternativa seria utilizar a
solucdo de Fe(ll) e H,O, em vias separada. Desta forma, apenas quando a amostra e 0s
reagentes de fenton fossem aspirados e enviados para a bobina de reacdo € que a reacdo de
fenton seria iniciada.

Outra variavel que prejudicava o processo de extracdo e que ndo permitia uma
reproducdo dos resultados era a utilizacdo do eluente, alcool etilico, no préprio sistema SIA
como descrito na Fig.16. O sistema desenvolvido ndo permitia distinguir quando o alcool etilico
iniciava e terminava a sua passagem pela fase solida do cartucho de extracdo, pois estes se
misturavam com o fluido transportador, agua destilada, ndo apresentando qualquer mudanca
visivel que pudesse ser detectada. Assim, o eluente foi retirado do sistema SIA, e utilizado de
forma manual nas analises; Desta forma, nos estudos posteriores foi utilizado o sistema SIA

conforme as especificacdes da Fig. 18.

/ BC 0‘ BR (250 pL)
- Bombha 3 2 Vs L
3 ;g
‘9 i FS
| AE

Descarte H,0, Amostra Fe {I)

Figura 18. Representacdo esquematica do sistema SIA utilizado nas reacdes de Fenton
sem a utilizacdo do eluente no sistema. (Conforme as condigdes descritas no Capitulo 4 —

Materiais e Métodos, pg. 53).
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Com as adaptacgdes no sistema SIA, passou a realizar a passagem do eluente de forma
manual nas analises medindo-se o volume determinado para a eluicdo da amostra com uma
micro-pipeta. Para que a passagem do eluente pela fase sélida fosse mais rapida, foi utilizado
tubo de polipropileno (seringa sem agulha) preenchida com ar para facilitar a passagem do
eluente sobre a FE do cartucho de extracdo, retirando-se assim o analito para posterior analise
cromatografica.

As reacOes de degradacdo da riboflavina ocorreram conforme as condic6es especificadas
na Tabela 9, mantendo-se a sequéncia de passos de lavagem descrita na Tab. 8. Para
simplificacdo, a partir da Tab. 9 estas etapas de lavagem foram omitidas.

Tabela 9. Sequéncia de passos para reacao de degradacdo da riboflavina com o
reagente de Fenton pelo sistema SIA para as Amostras 3 e 4.

Etapa Evento Porta Tempo (s) Velocidade de Direcdo Volume
Bombeamento  da Vazdo (uL)
(mL min)
6 Solugéo Fe (11) 200,0 mg L1 3 16 15 Aspirar 400
7 Descarte 5 32 15 Injetar 800
8 Solugéo Hy0, 1,0 mol L-l 1 16 15 Aspirar 400
9 Descarte 5 32 15 Injetar 800
10 Amostra — Rib 50,0 mgL™ 4 16 15 Aspirar 400
11 Descarte 5 36 15 Injetar 800
12 Amostra 3 -Solugéo Fe (11) 200,0 mg R 2 1.5 Aspirar 50
Amostra 4 -Solugéo Fe (1) 2000mg L™t 3 4 1.5 Aspirar 100
13 Amostra 3- Solugdo H,0, 1,0 mol Ll 1 2 1.5 Aspirar 50
Amostra 4- Solucdo H,0, 1,0 mol L1 1 4 15 Aspirar 100
14 Amostra 3 - Rib 50 mg L™ 4 2 15 Aspirar 50
Amostra 4 - Rib 50 mg L™ 4 2 15 Aspirar 50
15 Bobina de reagdo (BR) 2 10 1,5 Injetar 250
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 40 15 Injetar 1000
18 alcool etilico (manual) -- - 500
19 Lavagem 2 80 15 Injetar 2000 — H,O
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a ndo utilizagio desses parametros reacionais.
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Os resultados obtidos quando da utilizacdo das condicdes especificadas na Tab. 9
demonstraram que o reagente de Fenton promoveu a degradacéo da riboflavina nas condigdes

utilizadas para as Amostras 3 e 4, conforme a Fig. 19.
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Figura 19. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,05)
utilizando o sistema SIA, conforme as condices da Tab. 9 para Amostras 3 e
4.Condicdes Cromatogréaficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%);
2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min. vazdo 1,0 mL

min, injecdo de 20 uL de amostra, 270 nm.
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Com estes resultados pode-se verificar que para a Amostra 4, a intensidade do sinal
analitico para a riboflavina foi menor devido ao maior volume de reagente de fenton utilizado
qguando comparado ao volume do analito(Tab. 9). Assim, a taxa de degradacdo foi maior, mas
para as duas amostras nao foi possivel a obtencdo dos produtos de oxidacdo, provavelmente
devido a utilizacdo de concentracdo elevada de perdxido de hidrogénio, que promoveu a
degradacéo dos produtos formados.

Desta forma, a sequéncia de experimentos realizados nesta etapa consistiu na avalia¢ao
da taxa de degradacdo da riboflavina, sendo investigadas as concentrac@es da solucdo de H,0,
de 1,0; 0,1; 0,01; 0,005 e 0,001 mol L™. Para esta investigacdo foi utilizado o sistema SIA e as

condicdes especificadas na Tab.10.

Tabela 10. Sequéncia de passos para reacao de degradacéo da riboflavina com o

reagente de Fenton pelo sistema SIA, modificacédo da concentracdo solucéo de H,0..

Etapa Evento Porta Tempo (s) Velocidade de Direcgéo Volume
Bombeamento da Vazdo (uL)
(mL min™)

6 Solugéo Fe (11) 200,0 mg L1 3 16 15 Aspirar 400

7 Descarte 5 30 15 Injetar 800

8 Solugdo H,0, ([ ] testadas) 1 16 15 Aspirar 400
9 Descarte 5 30 15 Injetar 800
10 Amostra — Rib 50,0 mgL™ 4 16 1,5 Aspirar 400
11 Descarte 5 30 15 Injetar 800
12 Solugao Fe (I1) 200,0 mg L1 3 3 1.5 Aspirar 80
13 Solugdo H,0, ([ ] testadas) 1 3 15 Aspirar 80
14 Amostra— Rib 50,0 mg L? 4 3 15 Aspirar 80
15 Bobina de reagdo (BR) 2 10 1,5 Injetar 250
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 40 15 Injetar 1000
18 alcool etilico (manual) - -- 300
19 Lavagem 2 80 15 Injetar 2000 - H,0

Linha pontilhada (---------- ) corresponde a ndo utilizacao desses parametros reacionais.
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Seguindo a sequéncia de passos da Tab. 10, no qual para cada amostra foram
modificadas: a concentracdo da solucdo de H,0O,; a sequéncia de aspiracbes da amostra e
reagente de fenton, sendo em uma primeira etapa aspiradas as solu¢des de H,O,, o analito
(riboflavina) e solucdo de Fe(ll). Para estes experimentos o volume de alcool etilico foi
modificado de 500 pL para 300 pL na tentativa de aumentar os sinais analiticos dos produtos
formados devido a menor diluicdo. Outro pardmetro que sofreu modificacdo foi o volume da
alca de amostragem passando de 20 para 50 pL, na analise cromatografica objetivando
também melhorar a intensidade dos sinais analiticos dos produtos formados pela reacdo de
Fenton.

Diante destas modificacGes pode-se verificar que solucbes de H,O, na concentracdo de
0,01 mol L™ provocou a taxa de degradacdo mais efetiva da riboflavina, com a formacéo de
produtos de degradacdo. Para a solucéo mais concentrada de H,0, (1,0 mol L™) ocorreu uma
maior taxa degradacdo, mas os subprodutos formados ndo apresentaram sinais no
cromatograma, possivelmente porque também foram oxidados (Fig.20). Para a concentracdo
de H,0, 0,1 mol L™ a taxa degradacdo observada para a riboflavina foi a menos efetiva,
possivelmente porque a relacdo de Fe(ll)/ H,O, ndo era adequada para promover a clivagem
da riboflavina nas condicdes.

Para concentracdes de H,O, de 0,005 e 0,001 mol L™ as taxas de degradacdo da
riboflavina foram proximas aquelas apresentadas quando da utilizacdo da concentracdo de
0,01mol L™ de H,0,; sendo observado a presenca dos produtos da degradacéo. Contudo, 0s
sinais analiticos foram de baixa intensidade, possivelmente a relacdo de Fe(ll)/ H,O, nao foi
adequada para a formacao mais efetiva dos produtos de oxidacdo; ainda , 0 comprimento de

onda utilizado para monitoramento ndo era o mais adequado para a medida dos produtos de
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oxidacdo formados, pois em 270 nm estes produtos ndo sdo detectaveis para a concentracédo de

H,0, de 0,005 e 0,001mol L™ conforme verificada na Fig. 20.
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Figura 20. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,05)
utilizando o sistema SIA, conforme as condic¢des da Tab. 10 investigacdo da concentragao
da solucdo de H,0, 1,0; 0,1; 0,01; 0,005 e 0,001 mol L™ com monitoramento em 270 nm,

sendo 1 riboflavina e 2 produto de oxidagdo. Condigdes Cromatograficas: Gradiente de eluigio 0,0 a
2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min.

vazdo 1,0 mL min™, injecdo de 50 uL de amostra.
Quando realizou-se 0 monitoramento do sinais analiticos em 295 nm (Fig.21) pdde-se

ter uma melhor visualizag&o de sinais dos possiveis produtos de degradacéo.
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Figura 21. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condic¢des da Tab. 10 investigacdo da concentragao
da solucéo de H,0, 1,0; 0,1; 0,01; 0,005 e 0,001 mol L™ com monitoramento em 295 nm,

sendo 1 riboflavina e 2 produto de oxidag&o.Condicdes Cromatograficas: Gradiente de eluigdo 0,0 a
2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min.

vaz&o 1,0 mL min, injecdo de 50 pL de amostra.
Diante desses resultados, a concentracdo de 0,01 mol L™ de H,O, foi utilizada na
otimizacdo da reacdo de Fenton para promover a degradacao da riboflavina e 0 comprimento

de onda de monitoramento na etapa da separacdo cromatografica foi modificado de 270 nm
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para 295 nm, pois apesar da riboflavina possuir maximo de absorcdo molar em 270 nm,
muitas vezes, os produtos da oxidacdo absorvem pouco nesta regido. Assim, as separacoes
cromatograficas passaram a ser monitoradas em 295 nm o que provocou a diminui¢do da
intensidade do sinal analitico da riboflavina e deixou mais perceptivel o sinal dos produtos da
oxidacdo (Fig.21).

Com a diminuicdo do volume do eluente (alcool etilico) para 300 uL e a utilizacdo de
uma alca de amostragem no sistema cromatografico de 50 puL houve a intensificacdo dos
sinais dos produtos formados; no entanto foi necessario construir nova curva analitica sob

estas novas condic¢des experimentais (Fig. 22).
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Figura 22. Curva de calibracédo da riboflavina nas concentragdes de 1,5; 3,0; 6,0; 9,0;
15,0; 18,0; 24,0 e 28,0 mg Lt com injecdo de 50 pL. de amostra e monitoramento em
295 nm. Condigdes Cromatograficas: Gradiente de eluigdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0

min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; vaz&o 1,0 mL min™.
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Com as modificacdes efetuadas houve a necessidade de substituir a bobina de reacdo do
sistema SIA de 50 cm (250 pL) para uma bobina de 120 cm (600 pL) para se utilizar maiores
volumes dos reagentes. Com a mudanca da bobina de reacdo, a vazdo foi aumentada para
2,0 mL min™ objetivando diminuir o tempo da reaco. A concentracéo da solucdo de riboflavina
foi de 60,0 mg L™ e novos testes foram realizados com e sem parada da amostra na bobina de
reacdo (BR) por 30 s utilizando as condi¢6es especificadas na Tab. 11.

Tabela 11. Sequéncia de passos para a reacao de degradacao da riboflavina com o
reagente de Fenton pelo sistema SIA com a modificacdo do tamanho da bobina de reacéo

e com/sem parada da amostra na bobina de reacéo.

Etapa Evento Porta Tempo(s) Velocidade de Direcdo Volume
Bombeamento da Vazao (uL)
(mL min™)
6 Solugdo Fe (1) 200,0 mg L™ 3 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 Solucéo H,0, (0,1 e 0,01 mol L™ 1 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Amostra — Rib 60,0 mgL'1 4 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 Solugéo Fe (11) 200,0 mg L1 3 3 2,0 Aspirar 100
13 Solugéo H,0, 0,01 mol L-l 1 3 2,0 Aspirar 100
Solugo H,0, 0,1 mol L-l 1 3 2,0 Aspirar 100
14 Amostra— Rib 60,0 mgL™* 4 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reacdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 23 2,0 Injetar 3000
18 alcool etilico (manual) - -- 300
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 — H,O
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a néo utilizacio desses pardmetros reacionais.

O emprego de uma bobina de reacdo maior permitiu uma melhor dispersdo da amostra
com o reagente de Fenton, bem como a parada da amostra na bobina de reacdo melhorou a

intensidade dos sinais analiticos e aumentou o numero de produtos formados durante a reacédo
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de oxidacdo da riboflavina, pois anteriormente, havia apenas um e nesta condicdo foram

detectadas duas espécies, conforme pode ser verificada na Fig. 23.
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Figura 23. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(ll1)/H,0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condic¢des da Tab. 11 modificacdo do tamanho da
bobina de reacdo e com/sem parada da amostra na bobina de reacdo, sendo 1 riboflavina

e 2, 3 produtos de oxidagdo. Condigdes Cromatograficas: Gradiente de eluigdo 0,0 a 2,5 min — Fase
A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; vazdo 1,0 mL

min, injecdo de 50 pL de amostra, 295 nm.
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Em uma nova etapa de investigacdo foi mantida a concentracdo da riboflavina 60,0 mg

L™, H,0, 0,01mol L, eluente 300 L e variada a concentracao da solucéo de Fe(l1) para 100,0;

200,0; 300,0; 400,0; 500,0 e 1000,0 mg L™, utilizando as mesma sequéncia de eventos para o

sistema SIA especificada na Tab. 11, obtendo-se os resultados apresentados na Fig. 24.
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Figura 24. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(l11)/H,05)

utilizando o sistema SIA, conforme as condic¢des da Tab. 11 investigacdo da concentragao
de Fe(11) 100,0; 200,0; 300,0; 400,0; 500,0 e 1000,0 mg L™ , sendo 1 riboflavina e 2, 3 e 4
produtos de oxidagdo. Condigdes Cromatogréficas: Gradiente de elui¢do 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B
(98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; vazdo 1,0 mL min™,

injecdo de 50uL de amostra, 295nm.
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Pdde-se verificar que a concentracdo de Fe(ll) influencia muito no processo de
degradacdo do analito e na obtencdo dos produtos de oxidacdo, pois conforme os resultados
apresentados na Fig. 24 com 100,0 mg L™ de Fe(ll) a taxa de degradacdo da riboflavina foi
bastante baixa ao ponto de ndo se observar produtos da degradacdo. Para as condicGes de
200,0 e 300,0 mg L™ de Fe(ll) houve uma aumento na taxa de degradacdo, possibilitando a
formacdo de produtos de oxidacdo; no entanto, os sinais apresentados sdo de baixa
intensidade. Quando se aumentou a concentragdo de Fe(ll) para 400,0 mg L™ houve uma
intensificacdo dos sinais de dois produtos de oxidacdo, sinais que so foram superados quando
se utilizou 1000,0 mg L™ de Fe(ll) ndo pela intensidade, mas pelos 3 produtos de oxidagdo
formados.

Neste sentido, para se aumentar a intensidade dos sinais analiticos obtidos o volume do
eluente (alcool etilico) foi reduzido, sendo realizados os testes apenas para a riboflavina sem a
utilizacdo do reagente de fenton conforme condi¢6es da Tab.12.

Para este estudo, nas etapas que eram aspiradas e injetadas as solucGes de Fe(ll) e de
H,0, as solucdes foram substituidas por dgua ultra-pura, objetivando verificar apenas o perfil
apresentado pela riboflavina sob as condi¢bes do sistema SIA e a diminui¢do do volume do

eluente.
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Tabela 12. Sequéncia de passos para realizar a degradagdo da riboflavina pelo

sistema SIA, modificagdo do volume de eluente 300, 250 e 200 pL.

Etapa Evento Porta  Tempo (s) Velocidade de Direcéo Volume (uL)
Bombeamento da Vazéo
(mL minh)

6 H,O 3 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 H,O 1 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Amostra — Rib 60,0mg L™ 4 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,O 3 2,0 Aspirar 100
13 H,0 1 3 2,0 Aspirar 100
14 Amostra— Rib 60,0mg L™ 4 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reagdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 alcool etilico (manual) (1) —— e 300

) S 250

3) S 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 — H,O

Linha pontilhada (---------- ) corresponde a néo utilizacio desses parametros reacionais.

Com a diminuicdo do volume do eluente pdde-se verificar um pequeno aumento na
intensidade do sinal analitico da riboflavina (Fig. 25).

A utilizagdo do volume de 200 pL do eluente poderia melhorar a intensidade do sinal
dos produtos de oxidagéo formados na etapa de degradacdo. Volumes abaixo de 200 pL foram
testados, mas ndo foram suficientes para retirar o a riboflavina da FE do cartucho de extracéo,
diminuindo a intensidade do pico cromatografico, pois grande parte da amostra permanecia
retida na fase estacionario do cartucho de extragdo. Assim, para os proximos testes foi fixado

0 volume do eluente em 200 pL.
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Figura 25. Cromatograma da riboflavina utilizando o sistema SIA, conforme as
condigbes da Tab. 12 com a investigacéo do volume do eluente (alcool etilico) 300, 250 e
200 pL. Condigdes Cromatogréficas: Gradiente de eluigdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0

min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min™, injecdo de 50 uL de

amostra, 295 nm.
Outra variavel investigada foi a utilizagdo de luz UV na reagdo de degradacéo,
processo conhecido como Foto-Fenton, as condic¢Oes utilizadas seguiram a sequéncia de

etapas listadas na Tab. 13 e com a inser¢do da luz no sistema SIA. Assim, foram realizados
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estudos para degradacéo da riboflavina na concentracéo de 60,0 mg L™, Fe(11) 1000,0 mg L™,

H,0, 0,1 e 0,01mol L™, 200 pL de &lcool etilico e a utilizacdo da luz UV no processo

reacional.

Tabela 13. Sequéncia de passos para a rea¢ao de degradacéo da riboflavina com o

reagente de Fenton pelo sistema SIA com a insercdo de luz (UV) na bobina de reacéo.

Etapa Evento Porta  Tempo (s) Velocidade de Direcao Volume
Bombeamento da Vazao (uL)
(mL min)
6 H,0,0,1¢0,01 mol L? 1 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 Riboflavina 60,0 mgL'l 4 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Fe(I1) 1000,0 mg L™ 3 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,0,0,1e0,01 mol L'* 1 3 2,0 Aspirar 100
13 Riboflavina 60,0 mgL'1 4 3 2,0 Aspirar 100
14 Fe(Il) 1000,0 mg L™ 3 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reacdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 alcool etilico (manual) e 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 - H,O
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a ndo utilizagdo desses parametros reacionais.

A fonte de luz utilizada foi uma lampada de vapor de mercario de 80 W de poténcia

sem bulbo protetor, a qual foi inserida dentro de uma caixa sem ventiladores. Dentro desta

caixa foi inserida a bobina de reacdo em uma posi¢cdo muito proxima a fonte de luz, sendo que

a lampada foi ligada antes da reacdo iniciar para a estabilizacdo da intensidade da energia

emitida. Nesta condicao foram obtidos os resultados apresentados na Fig. 26.
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Figura 26. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condi¢fes da Tab. 13 investigacdo da utilizacéo de

luz UV. sendo 1 riboflavina e 2, 3 produtos de oxidagdo Condigdes Cromatograficas: Gradiente de
eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante

até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min, injecdo de 50 pL de amostra, 295 nm.
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Com esta investigacdo (Fig. 26), pbde-se verificar que a taxa de degradacdo aumenta
com a incidéncia de luz UV na amostra, sendo o efeito mais pronunciado quando da utilizagéo
da solucdo de H,0, 0,1 mol L* associado & luz UV. A utilizacdo desses dois parametros
acelera a taxa de clivagem da riboflavina e dos produtos da oxidacdo formados.

Para os ensaios que utilizaram a soluc&o de H,0, 0,01 mol L™ associado ou nio a luz
UV o perfil cromatografico foi muito semelhante. A intensidade do sinal analitico da
riboflavina foi praticamente da mesma intensidade e pode-se observar sinais dos produtos da
oxidacdo, porém no processo que se utilizou luz foi mais eficiente, mas com a desvantagem de
se utilizar mais um artefato no sistema SIA, o que diminui a reprodutibilidade.

Diante dos resultados obtidos e na tentativa de melhorar a intensidade dos sinais
analiticos e o numero de produtos da oxidacdo formados, verificou-se a possibilidade de uma
nova variacdo da concentracdo de Fe (Il). Assim, novos estudos utilizando-se solucdo de
riboflavina 60,0 mg L?, H,0, 0,01 mol L?, 200 pL de eluente e solucdo de Fe(ll) nas
concentracées de 900,0; 1000,0; 1200,0 e 1500,0 mg L™ foram realizados. A sequéncia das
etapas utilizadas no sistema SIA é a mesma apresentada na Tab.13, com a mudanca apenas na
concentracdo da solucdo de Fe(ll), sendo que os resultados obtidos para estas condi¢Ges estdo

apresentados na Fig. 27.
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Figura 27. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(ll1)/H.0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condigdes da Tab. 13 otimizagdo da concentracao
da soluc&o de Fe(11) 900,0 1000,0 1200,0 e 1500,0 mg L™, sendo 1 riboflavinae 2, 3,4 e 5

produtos de oxidacdo.Condigbes Cromatograficas: Gradiente de elui¢do 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B
(98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min™,
injecdo de 50 uL de amostra, 295 nm.
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Com as modificagdes na concentracao da solucao de Fe(ll) pdde-se verificar que para a
concentracdo de 900,0 mg L™ houve a formacdo de 3 possiveis produtos de oxidagdo, no
entanto, os sinais analiticos obtidos ndo foram tdo bem definidos e nem apresentaram
separacao cromatografica adequada.

Para a concentracdo de 1000,0 mg L™ da solucéo Fe(I1) o perfil do cromatografico dos
produtos da degradacdo da vitamina foi muito parecido com a condi¢do que utilizou
900,0 mg L™ Fe(ll), com a diferenca de ter uma taxa de clivagem menor, o que levou a
diminuicdo da intensidade dos sinais analiticos dos produtos formados.

Quando se utilizou 1200,0 mg L™ de Fe(I1) obteve-se a condicéo mais satisfatéria para
promover a clivagem da riboflavina e a formacdo dos produtos de oxidacdo. Nesta situacao,
houve pelo menos a formacdo de 4 produtos de oxidacdo detectaveis e com um perfil de
separacdo cromatogréfica adequado. Para a concentracio de 1500,0 mg L™ de Fe(ll) a taxa de
degradacdo foi mais intensa, o que prejudicou o sinal de 2 produtos de oxidacao.

Diante destes resultados, pode-se verificar que o reagente de fenton apresenta-se de
forma muito efetiva nas reacfes de degradacdo e dependendo da concentracdo dos reagentes
utilizada pode ocorrer a oxidacéo total do analito ou degrada-lo de forma parcial. A condi¢édo
que possibilitou a formacdo de produtos de oxidacdo foi obtida com a sequéncia de passos
utilizadas pelo sistema SIA com as condic¢des especificadas na Tab.14 e utilizando as solugdes
nas concentracdes de 60,0 mg L™ da Riboflavina, Fe(ll) 1200,0 mg L™, H,0, 0,01 mol L™,

200 pL do eluente (alcool etilico) e sem a utilizacdo da irradiagcdo UV.
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Tabela 14. Sequéncia de passos otimizados para reacdo de degradacdo da
riboflavina com o reagente de Fenton pelo sistema SIA.

Etapa Evento Porta Tempo (s) Velocidade de Direcao Volume
Bombeamento da Vazao (uL)
(mL min™)
6 H,0, 0,01 mol L? 1 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 Riboflavina 60,0 mgL'1 4 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Fe(1) 1200,0 mg L™ 3 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,0, 0,01 mol L™! 1 3 2,0 Aspirar 100
13 Riboflavina 60,0 mgL™ 4 3 2,0 Aspirar 100
14 Fe(ll) 1200,0 mg L* 3 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reagdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 alcool etilico (manual) e 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 - H,0
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a néo utilizacé@o desses pardmetros reacionais.

Sob estas condicdes, verificou-se a reprodutibilidade dos resultados com a injecdo de 3
amostras nas condi¢des especificadas como 6timas e utilizando a FE do sistema de extracdo
C18 (octadecilsilano). Na Etapa 1 da reacdo de Fenton, sem a utilizacdo do sistema SIA foi
investigado a melhor FE para ser utilizada no processo de extragdo, sendo que a C18
demonstrou ser a mais adequada. No entanto, ap0s a otimizagdo de todos os parametros para
reacdo de fenton verificou-se que resultados semelhantes poderiam ser obtidos utilizando FE
C8 (octil). Analisando a Fig. 28 pode-se constatar que a utilizacdo da FE C8 (teste 1 e 2)

apresentou resultados muito similares aos da FE C18 (teste 3,4e5).
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Figura 28. Cromatograma da riboflavina sob a reacdo de Fenton (Fe(ll1)/H,05)
utilizando o sistema SIA, conforme as condigbes da Tab. 14 verificacdo da
reprodutibilidade dos resultados e possibilidade de utilizacdo da FE C18 e C8. Sendo 1,2

FE C8 e 3,4 e 5 FE C18. Condicbes Cromatograficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B

(98/2)%:; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min™,
injecdo de 50 uL de amostra, 295 nm.
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Diante desses resultados, foi verificado que o processo de oxidacdo deve ser brando para
possibilitar a formacdo dos compostos que dardo a identidade digital oxidativa da riboflavina,
pois quando foram utilizadas condicdes mais severas de oxidagdo, aumentando-se a
concentracdo de H,O,, verificou-se uma maior taxa de degradacdo do analito inicial, bem como
dos produtos formados, ndo sendo possivel a obtencdo de um segundo cromatograma com a
identidade digital oxidativa da riboflavina, pois boa parte dos compostos sofreu oxidacao total,
tendo como produtos finais CO, (gas carbbnico) e H,O (agua) que, ndo podem ser monitorados
pela técnica analitica empregada.

Com a otimizacao da reacdo de degradacdo da riboflavina e com a curva de calibracdo
da Fig. 22 pbde-se verificar que a concentracao inicial da riboflavina, sem ser submetida a
reacdo de Fenton, utilizando o sistema SIA era de 28,4 mg L™. Apés a riboflavina ser submetida
a reaco de fenton a concentracéo foi de 13,3 mg L™ conforme os dados apresentados na Fig. 29
na qual relaciona-se a porcentagem da riboflavina e dos produtos de oxidacdo apds a reacao de

Fenton.
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Figura 29. Cromatograma da riboflavina e identidade digital oxidativa da riboflavina
obtida apds oxidagdo parcial utilizando-se da reacao de Fenton (Fe(l1)/H,0,) em sistema

SIA com as porcentagens de cada produto de oxidacgéo. Condigdes Cromatogréficas: Gradiente de
eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante

até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min, injecdo de 50 pL de amostra, 295 nm.

Desta forma, pode se verificar que nas condi¢Ges otimizadas para a reacdo de Fenton, o
processo é eficiente e provoca a clivagem da riboflavina com a formacdo dos produtos de
oxidagéo que d&o a identidade oxidativa da riboflavina.

Com a obtencdo dos produtos da oxidagéo realizou-se investigacdo para caracterizagdo
dos mesmos. A primeira etapa foi analisar os espectros de cada um dos picos cromatograficos

obtidos (Fig. 28, cromatograma 5).
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O primeiro pico (Fig. 28) com tempo de retencdo de 3,8 min trata-se, provavelmente, do
alcool etilico utilizado como eluente no processo de extracdo em fase sélida, pois a FM
utilizada na separacdo da riboflavina € composta inicialmente por uma Fase A que contém
apenas 1% de alcool etilico em fase aquosa.

Os picos 1, 3, 4 e 5 (Fig. 28) correspondem aos produtos da oxidacdo da riboflavina
formados no processo de degradacdo utilizando a reacdo de fenton. O pico 2 refere-se a
riboflavina que restou no meio reacional, pois a reacdo foi conduzida de forma a provocar a
oxidacdo parcial da riboflavina e para se ter ap6s a reacdo de oxidacdo, parte do analito e
produtos da oxidacdo da riboflavina que possuissem grupos cromdéforos, de maneira que
pudéssemos obter um cromatograma e dar a impressao digital oxidativa do composto inicial,
deste modo ajudando na identificacdo do analito. Os espectros obtidos UV-Vis para cada um

dos produtos de oxidacdo obtidos sdo apresentados nas Fig. 30 a 34.
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Figura 30. Espectro UV/Vis do produto de oxidagdo 1 da riboflavina com tempo de

retencdo de 17,5 min. Condigdes da reagio de Fenton: riboflavina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(l1) (1200,0 mg
L™) 100 puL e H,0, (0,01 mol L™) 100 uL ulitizando sistema SIA conforme as condigdes da Tab. 14 (pg. 87).
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Figura 31. Espectro UV/Vis do pico 2 (parcela da riboflavina que ndo sofreu oxidacao)

com tempo de retencdo de 21,9 min. Condiges da reagfo de Fenton: riboflavina (60,0 mg L™) 100 uL,
Fe(ll) (1200,0 mg L™) 100 uL e H,0, (0,01 mol L™) 100uL ulitizando sistema SIA conforme as condigdes da
Tab. 14( pg. 87).
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Figura 32. Espectro UV/Vis do produto de oxidacdo 3 da riboflavina com tempo de

retencdo de 29,5 min. Condigdes da reagdo de Fenton: riboflavina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(ll) (1200,0 mg
L") 100 pL e H,0, (0,01 mol L™) 100 puL ulitizando sistema SIA conforme as condicdes da Tab. 14 (pg. 87).
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Figura 33. Espectro UV/Vis do produto de oxidacdo 4 da riboflavina com tempo de

retencdo de 32,0 min. Condigdes da reagio de Fenton: riboflavina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(ll) (1200,0 mg

L") 100 pL e H,0, (0,01 mol L™) 100 puL ulitizando sistema SIA conforme as condicdes da Tab. 14 (pg. 87).
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Figura 34. Espectro UV/Vis do produto de oxidacdo 5 da riboflavina com tempo de

retencdo de 34,4 min. Condigdes da reacéo de Fenton: riboflavina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(ll) (1200,0 mg

L) 100 pL e H,0, (0,01 mol L™) 100 pL ulitizando sistema SIA conforme as condiges da Tab. 14(pg. 87).
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Analisando os espectros obtidos para cada um dos picos verificou-se que todos
apresentaram sinais caracteristicos na regidao de 200 a 300 nm, sendo que o0s espectros dos
produtos formados estdo fortemente relacionados com o espectro da riboflavina. Estes sinais
obtidos para esta regido do espectro pode ser devido ao anel da isoaloxazina que foi mantido
para cada um dos produtos apds a oxidacdo da riboflavina. Os produtos 1 e 3 apresentaram
espectros bem diferentes, enquanto que os produtos 4 e 5 apresentaram espectros praticamente
iguais, indicando que estes compostos possuem estruturas muito similares, mas ainda com
diferenca na estrutura molecular suficiente para permitir que eles fossem separados
cromatograficamente.

A utilizacdo do detector espectrofotométrico com arranjo por foto-diodo permitiu a
obtencdo do espectro para cada composto formado, no entanto, este tipo de detector ndo permite
obter informacdo conclusiva sobre a possivel estrutura do produto da oxidagdo. Desta forma, a
investigacdo da provavel estrutura dos produtos formados foi realizada primeiramente através
de analise por espectrometria de massas, por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrometro de massas e pela ressonancia magnética nuclear. Para a realizacdo dessas
analises, a amostra da riboflavina sob a condicdo étima de degradacdo, foi submetida a
separagdo cromatografica por CL, sendo que cada um dos produtos separados foram coletado
(fracOes 1 a 5) e liofilizadas para eliminar a fase movel.

No processo da liofilizagdo ocorre a remoc¢do da agua de uma amostra congelada, pela
aplicacdo de vacuo. Como a agua foi removida em temperaturas baixas, considera-se que 0s
compostos presentes na amostra ndo sofreram alteracdes durante o processo de liofilizagéo,
sendo que ao final da liofilizacdo foram obtidos p0s secos bastante estaveis, que puderam ser

armazenados para analises posteriores. Apos o processo de liofilizagdo das amostras estas foram
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armazenadas em dessecador e antes de serem submetidas a analise foram dissolvidas com
solvente adequado.

Para a analise por EM as amostras foram dissolvidas em alcool metilico, sendo que cerca
de 10 fracbes de cada um dos compostos foram juntadas para a analise. As analises por nao
permitiram a elucidacdo das estruturas dos produtos formados. Na andlise direta por EM néo
ocorre a separacdo dos compostos que poderiam estar presentes nas amostras, 0s picos obtidos
nas andlises eram largos, além do que a alta taxa de aquecimento ndo permitiu obter
informacdes sobre a provavel estrutura do composto formado em cada etapa. Além disso, como
a riboflavina ndo apresenta estabilidade térmica os resultados obtidos ndo foram conclusivos
utilizando esta técnica de analise.

Apds, o solvente das fracdes foram evaporados (alcool metilico) e as fracBes foram
redissolvidas em DMSO deuterado para a realizacdo das analses por RMN. Primeiramente foi
obtido o espectro de RMN para a riboflavina e depois para cada um dos produtos formados
como pode ser verificado nas Fig. 35 e 36. O espectro de RMN da riboflavina possibilitou a
confirmacdo dos grupos pertencentes a estrutura do analito. No entanto, para todos os produtos
formados os espectros de RMN se apresentaram todos com o mesmo perfil (Fig.35).
Provavelmente, isto ocorreu devido a pequena quantidade de massa presente em cada amostra, 0

que impossibilitou a elucidacdo das provaveis estuturas dos produtos de oxidagdo formados.
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Figura 35. Espectro de RMN de H1 para a riboflavina em DMSO.
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Figura 36. Espectro de RMN de H1 para o intermediario 4 em DMSO.
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O espectro de RMN da riboflavina possibilitou a confirmacdo dos grupos pertencentes a
estrutura do analito. No entanto, para todos os produtos formados os espectros de RMN se
apresentaram todos com o mesmo perfil (Fig.35). Provavelmente, isto ocorreu devido a pequena
quantidade de massa presente em cada amostra, 0 que impossibilitou a elucidacdo das provaveis
estuturas dos produtos de oxidacdo formados.

Na tentativa de se verificar os grupamentos presentes nas estruturas dos produtos da
oxidacdo foram preparadas cerca de 20 amostras utilizando a condicao otimizada para a reacao
de degradacdo da riboflavina sem a separacdo cromatografica, sendo o eluente evaporado e a
amostra redissolvida em DMSO deuterado para a analise por RMN.

Analisando o espectro de RMN obtido para a riboflavina e amostra submetida a reacao

de Fenton (Fig. 37).

Amostrasob reagdo de fenton

Riboflavina

11 10 9 8 T & 5 4 3 2 1 PED

Figura 37. Espectro de RMN de H! para a riboflavina e a amostra degradada em
DMSO.
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Analisando a Figura 37 verifica-se uma menor intensidade dos sinais, mas observa-se
um sinal a mais no deslocamento quimico na regido de 8 ppm o que pode ser melhor verificado

na Fig. 38.

Amostrasob reagdo de fenton
IIIII|IIII|IIII|III

I|IIII|IIII|IIII|
g.00 7.%5 7.%0 T7.85 7.80 T.75 ppm
J\‘ Riboflavina
T T 171

Figura 38. Ampliacdo do Espectro de RMN de H! para a riboflavina e amostra sob a

reacao de fenton em DMSO na regido de deslocamento quimico de 8 ppm.

Este sinal apresentado no RMN (Fig. 38) é indicativo de possuir 2 produtos de

degradacéo, referentes aos H(1,2), com manutencgéo do anel da isoaloxazina (Fig. 39).

1 O

CH3 N NH

CH3 N \N/&O

Figura 39. Estrutura da Isoaloxazina.
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Devido a estas dificuldades para elucidacdo dos produtos de oxidacdo optou-se por
utilizar analise termogravimeétrica para ajudar a caracterizar os compostos formados. Com a
obtencdo da curva termogravimétrica (Fig. 40) nas condicGes especificadas no Capitulo 4 —

Materiais e Métodos (pg.59).
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Figura 40. Curva termogravimétrica (TG e DTG) para a riboflavina. Condigges: taxa de

aquecimento 1°C min™ até a temperatura de 1000 °C com uma vazao de 100 mL min™ de N,

Pdde-se verificar que a riboflavina se mantém praticamente estavel até a temperatura de
270 °C sem apresentar perda de massa. Apos, ocorre degradacdo da sua estrutura de forma
bastante intensa até a temperatura de 400° C, o que também pode ser verificado pela derivada
DTG (em vermelho) que apresenta um pico bastante intenso nesta regido, demonstrando que
nesta faixa de temperatura a riboflavina sofre uma taxa de degradacéo bastante efetiva.

Pela analise por DSC (Fig. 41), pdde-se confirmar que a amostra de riboflavina ndo
apresentava a presenca de umidade na sua estrutura, pois na regido de 100° C, onde

normalmente ocorre a presenca de picos devido a perda de umidade, se manteve bastante
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estavel apresentado apenas o primeiro evento endotéermico entre 280 e 310° C e um pequeno
evento exotérmico em 325° C, demonstrando uma grande taxa de decomposicao nesta faixa de

temperatura que esta de acordo com as anélises de TG e DTG.

-5 4

-10

Fluxo de Calor (mW mg'1)

-15

-20

T T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350

Temperatura (:C)
Figura 41. Curva termogravimétrica (TG e DTG) para a riboflavina. Condigges: taxa de
aquecimento 10°C min™ até a temperatura de 350 °C com uma vazao de 50 mL min™ de N,

Diante dos dados obtidos pela anélise termogravimétrica pdde-se relacionar a variagdo
de massa com a massa molar da riboflavina, pois como a amostra ndo apresentava umidade em
sua composicdo como verificado pela curva DSC, foi possivel relacionar a massa inicial
utilizada na analise termogravimétrica (4,43376 g) com a massa molar de 376,4 g mol™ da
riboflavina, verificando-se que em cada um dos estdgios de perda de massa faz mencdo a uma
massa molar.

Desta forma, relacionando-se os pardmetros da separacdo cromatografica juntamente

com os espectros UV/Vis obtidos e informacdes da literatura relacionadas com a estrututura da
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riboflavina e seus produtos de degradacdo,®®® as analises por RMN e a analise
termogravimetrica pode-se verificar que o primeio grupamento a ser fragmentado na estrutura
da riboflavina seria o ribitol (Fig. 42), permanecendo a estrutura do anel da isoalozaxina, pois
tanto o perfil espectral do produto 1 quanto do produto 3 apresentam caracteristicas muito
similares ao espectro da riboflavina, forte indicativo que mantiveram o anel isoalozaxina em sua

estrutura molecular..

Anel Isoalozaxina

Ribitol

Figura 42. Estrutura da Riboflavina com designacao do anel isoalozaxina e ribitol.

Podendo ser verificado que como o ribitol possui uma estrutura molecular com
caracteristicas muito polar, este composto ndo apresentou retencdo na FE do cartucho de
extracdo, sendo eluido com a agua de lavagem. Assim, este composto ndo foi analisado pelo
método cromatografico.

Através da curva termogravimétrica pode-se observar que até temperatura de 270,0° C a
riboflavina ndo apresenta nenhuma perda de massa e que a partir desta temperatura até 305,0° C
ocorre intensa clivagem na estrutura provocando a formacdo de outros compostos que podem

ser determinados a partir da massa molar obtido nos calculos apresentados na Tab.15.
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Tabela 15. Relagdo entre temperatura, massa e a massa molar da riboflavina a

partir da anélise termogravimétrica.

Temperatura (°C) Massa (9) Massa molar (g mol ™) Produto
25,0 4,4337 376,40 Riboflavina
2719 4,4337 376,40 Riboflavina
287,5 3,0185 256,26 3
289,4 2,8530 242,23 1
292,0 2,5704 218,22 4
303,0 2,2406 190,21 5

Em temperaturas acima de 305,0°C ocorre maior taxa de clivagem da estrutura até
chegar a 1000,0° C, onde restaram apenas 0,2317 g da massa inicial (5,23%) que corresponde,
provavelmente, a massa de algum 6xido formado.

Como a analise por RMN da mistura da amostra degradada pela reacdo de Fenton houve
a presenca de um sinal a mais do que o obtido para a riboflavina conclui-se que houve a
formacdo de 2 produtos de degradacéo, referentes aos H(1,2) presente no anel aroméatico com as

possiveis estruturas (Figs. 43 e 44).

HsC N

Figura 43. Estrutura do produto de oxidacdo 1 (242,23 g mol™) da riboflavina.
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CHa
|
H,C N_. _N_ _O
= \f
~ NH
H,C N

Figura 44. Estrutura do produto de oxidaco 3 (256,26 g mol™) da riboflavina.

Os produtos 4 e 5 ndo puderam ser identificados pela analise por RMN, pois a
quantidade de massa destes compostos na amostra provavelmente estava abaixo do limite de
deteccdo da técnica. Na andlise cromatografica verificaram-se picos de baixa intensidade o que
n&o definiu o perfil espectral de forma adequada, no entanto pdde-se constatar que para esses
compostos ocorreu a clivagem do anel da isoaloxazina, cujos produtos juntamente com o radical
hidroxil presente no meio reacional poderia formar as estruturas dos compostos 4 e 5 abaixo
relacionados; fato também observado na analise termogravimétrica, conforme os valores

obtidos na Tab.15 e dados das Fig. 45 e 46.

HsC N COOH

Figura 45. Estrutura do produto de oxidaco 4 (218,22 g mol™) da riboflavina.
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H4C N 0

H3C M OH

Figura 46. Estrutura do produto de oxidacdo 5 (190,21 g mol™) da riboflavina.

Com a obtencdo destes resultados, verificou-se a possibilidade de obtencdo de produtos
de oxidacdo da riboflavina apds a reacdo de Fenton que ajudam na identificacdo do composto

inicial, pois ddo a identidade digital oxidativa da molécula.
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5.2. Ensaios com Cianocobalamina

A vitamina B;, chamada, também de cianocobalamina, Cs3HgsCoN14014P, apresenta
atomo de cobalto central coordenado a seis pares eletrdnicos do anel da corina que é
substituido com numerosos substituintes metilas, acetamida e proprionamida. A coordenacgdo
ocorre através dos quatro nitrogénios pirrolicos na posicdo equatorial e duas ligacdes
coordenadas na posicao axial através dos grupos dimetilbenzimidazol (DMB) e cianeto (CN),

conforme a estrutura apresentada na Fig. 47 71,

HoN O
HoN j

HoN

HO

Figura 47. Estrutura da Cobalamina "),

Dependendo do grupamento R substituido na estrutura da cobalamina Fig. 47 e

Tab.16 diferentes formas da vitamina B12 podem ser obtidas.
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Tabela 16. Estrutura e nome da cobalamina de acordo com a substituicdo do

grupo R 7,
Designagédo (nome) Grupo R
Cianocobalamina (B12) -CN
Metilcobalamina -CH3
OHOH
5-desoxiadesnoilcobalamina  —cH,—.
N N\j
AL
NH,

A cianocobalamina (pKa 1,59) em solugfes aquosas é estavel ao ar e a temperatura
quando protegida da luz em pH na faixa de 4,5 a 7,0, podendo nestes casos, ser aquecida até
120° C durante 20 min sem ocorrer perda consideravel de sua estrutura e consequentemente, de
sua atividade vitaminica. Porém, é destruida na presenca de luz, agentes oxidantes fortes e em
altas concentracdes de agentes redutores como o acido ascérbico, sulfito e sais de Fe(11) 71,

Para a caracterizacdo da cianocobalamina foram obtidos espectros de absor¢do da
radiacdo eletromagnética na regido do UV-Vis (Fig. 48) nas concentracdes de 30,0 e
60,0 mg L™, sendo observados 4 maximos de absorcdo nos comprimentos de onda 277, 360,

516 e 550 nm.
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Figura 48. Espectro eletronico da cianocobalamina em solugdo aquosa. Condigdes:
concentragdes de 30,0 (=) € 60,0 MQ L™ (s ).

Para a realizacdo do estudo da reacdo de degradacdo da cianocobalamina na presenca
do reagente de Fenton, foram utilizadas solucées nas concentragbes de: 60,0 mg L™
cianocobalamina, de 500,0 mg L™ Fe(l1) e de 0,01 mol L™ H,0, com tempo de reacdo de 360
min. Estas condi¢cdes foram selecionadas em fungdo da baixa absortividade molar do
composto e do espalhamento de luz provocado pelo reagente de Fenton (Fig. 48 e 49), o que
dificulta a obtencdo dos dados para estudo do perfil da reacdo degradacdo. Ainda, foi
verificado em estudos preliminares que se a concentragéo da cianocobalamina estiver baixa e
do reagente de Fenton alta, a reacdo de degradacdo ocorre rapidamente, ndo possibilitando a
obtenc&o de perfil espectral da reagéo de degradacéo.

Por outro lado, se a concentracdo da cianocobalamina for muito elevada e a

concentracdo do reagente de Fenton for baixa o processo de degradagdo &€ muito lento,
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inviabilizando o estudo e a aplicacdo da reacdo para fins de obtencdo da identidade digital
oxidativa do composto. Assim, uma concentracdo intermediaria tanto para a amostra como

para o reagente foram selecionadas para o estudo cinético, conforme apresentado na Fig. 49.

Absorbancia

0,0

T T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600
% (nm)

Figura 49. Espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para a reacdo de degradacdo da

cianocobalamina com o reagente de Fenton. Condigdes: Cianocobalamina 60,0 mg L™, FeSO, 500,0
mg L™ e H,0,0,01mol L™ durante os 360 min de reacdo. As medidas foram efetuadas entre 0,5 min — 60 min; 1,0

min - 61 a 120 min; 2,0 min — 121 a 180 min e 5,0 min até 360 min.

Analisando-se a Fig. 49, pOde-se verificar que o reagente de Fenton provocou a
diminuicdo da intensidade dos sinais da cianocobalamina nos méximos de absorcéo,
demonstrando que o composto pode ser degradado nas condicOes estudadas. Diante da
possibilidade degradacdo e também de um método cromatografico capaz de promover a
eluicdo da cianocobalamina foram realizados ensaios de degradacéo da cianocobalamina com

o0 reagente de Fenton utilizando o sitema SIA.
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Primeiramente verificou-se 0 comportamento cromatografico da cianocobalamina (Fig.
50) nas condicdes especificadas no Capitulo 4 - Materiais e Métodos, (pg. 57) mesmo método

de anélise utilizado para a riboflavina.

4,0x10°
3,5x10° —
3,0x10° A
2,5x10° —

2,0x10°

Abs (mAU)

1,5x10°
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0,0 4
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Figura 50. Cromatograma da solucdo padréo da Cianocobalamina 20,0 mg L™. Condicaes
Cromatograficas: Gradiente de elui¢do 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B

(0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vaz&o 1,0 mL min™, injecdo de 50 pL de amostra, 235 nm.

Com a andlise cromatogréafica permitiu-se verificar que o tempo de retencédo (tr) da
cianocobalamina foi de 19,3 min, pois o espectro do pico correspondente a este tempo de
retencdo coincide com o da cianocobalamina. Ainda, verificou-se que a cianocobalamina
possui um maximo de absor¢do na regido de 235 nm, mas também pode ser monitorada em
280 e 360 nm, o que foi realizado na analise cromatogréafica. Para calcular as variacfes de
concentracdo do analito foi construida uma curva de analitica para a cianocobalamina (Fig.

51) utilizando as solugdes padrdo nas concentracdes de 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 20,0 e
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25,0 mg L™ com volume de injecdo de amostra de 50 pL e com monitoramento do sinal

analitico em 235 nm.
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Figura 51. Curva de calibracéo da Cianocobalamina nas concentracgdes de 3,0; 6,0; 9,0;
12,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg L2, Condigbes Cromatograficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase
A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; vazdo 1,0mL

min™, injec&o de 50 pL de amostra, 235 nm.

Apds, foram iniciados os testes com a cianocobalamina utilizando o sistema SIA, sendo
primeiramente verificado o perfil cromatogréfico da cianocobalamina sob as condi¢bes do
sistema SIA, com relacdo ao eluente utilizado na extragdo em fase solida.

A sequéncia de passos utilizadas pelo sistema SIA estdo especificadas na Tab.17
utilizando as solugdes nas concentracdes de 100,0 mg L™ de Cianocobalamina e 200 pL de cada
eluente: alcool etilico, alcool etilico 17% (v/v) e alcool etilico 30% (v/v) para cada amostra e

como FE C18 (50 mg) na EFS em todos o sistema SIA utilizado.
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Tabela 17. Sequéncia de passos utilizados pelo sistema SIA para cianocobalamina

com a otimizacao do eluente (etanol, etanol 17% e etanol 30%) utilizado na extracdo em

fase solida.
Etapa Evento Porta  Tempo () Velocidade de Direcéo Volume
Bombeamento da Vazéo (uL)
(mL min™)
6 H,0 3 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 H,0 1 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Cianocobalamina 100,0 mg L™ 4 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,O 3 3 2,0 Aspirar 100
13 H,O 1 3 2,0 Aspirar 100
14 Cianocobalamina 100,0 mg L? 4 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reagdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 Etanol (manual) ——— 200
Etanol 17% (manual) —— - 200
Etanol 30% (manual) - - 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 - H,O
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a néo utilizacdo desses parametros reacionais.

Os resultados obtidos com esta investigacédo estdo apresentados na Fig. 52 onde pode-se

verificar que o alcool etilico (etanol) ndo possui comportamento adequado como eluente, pois 0

cromatograma apresenta-se com varios picos cromatograficos que nao sdo condizentes com o

perfil da amostra analisada, pois a analise refere-se apenas a cianocobalamina. Assim, o perfil

cromatografico apresentado no cromatograma deveria conter apenas 2 picos, um referente ao

eluente utilizado no estagio incial da analise e um outro referente a cianocobalamina.
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Figura 52. Cromatograma da solucéo padrao da cianocobalamina utilizando o sistema
SIA com a otimizacéo do eluente (etanol, etanol 17% e etanol 30%) utilizado na extragdo

em fase sélida. Condicdes Cromatograficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%;
2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0 min; vazdo 1,0 mL min™, injecdo de

50 pL de amostra, 235 nm.
Na tentativa de melhorar o perfil cromatografico, foi testado como eluente 17%, de

Etanol, pois esta proporcdo era a composicdo da fase moével B utilizada na separagédo
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cromatografica anterior; sob esta condicdo o perfil cromatografico melhorou (Fig. 52) nao
apresentando mais varios sinais, no entanto, o sinal do analito diminuiu de intensidade, pois o
eluente nesta proporcao nao era efetivo para retirar a cianocobalamina da FE (C18) do cartucho
de extracdo. Estes resultados indicaram que a concentracdo de etanol deveria ser aumentada e
quando se utilizou 30% de Etanol como eluente melhores resultados foram obtidos, com a
intensificacdo do sinal da cianocobalamina e melhora na separacdo cromatografica.

Apds esta investigacdo foram iniciados os testes de degradacgédo da cianocobalamina com
o0 reagente de fenton seguindo condicdes semelhantes aquelas utilizadas para a riboflavina, tais
como a sequéncia das etapas (Tab. 18) e as concentraces de 60,0 mg L™ para a
cianocobalamina, 1200,0 mg L™ para Fe(ll) e 0,01 mol L™ para H,O, de acordo com o
especificado na Tab. 18 e na Fig. 53.

Tabela 18. Sequéncia de passos utilizados pelo sistema SIA para realizar a
degradacéo da cianocobalamina com reagente de Fenton.

Etapa Evento Porta  Tempo (s) Velocidade de Direcdo  Volume (uL)
Bombeamento  da Vazéo
(mL min)
6 H,0, 0,01 mol L ™! 1 12 2,0 Aspirar 400
7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
8 Cianocobalamina 60,0 mg L™ 4 12 2,0 Aspirar 400
9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Fe(I1) 1200,0 mg L™ 3 12 2,0 Aspirar 400
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,0, 0,01 mol L™* 1 3 2,0 Aspirar 100
13 Cianocobalamina 60,0 mg L? 4 3 2,0 Aspirar 100
14 Fe(l1) 1200,0 mg L™ 3 3 2,0 Aspirar 100
15 Bobina de reagdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 Etanol 30% (manual) — - 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 - H,0
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a ndo utilizacao desses parametros reacionais.

113



Capitulo 5 — Resultados e Discusséo | 2013

1,0x10° 7
1
8,0x10"
~—~ -
5 6.0x10
<
£
3 .
< 40x10"+ )
2,0x10*
3
0,0 T
T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 53. Cromatograma da cianocobalamina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,0,)

utilizando o sistema SIA, conforme as condicBes da Tab. 18. Condicdes Cromatogréficas:
Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%,

mantendo constante até 30,0 min; vaz&o 1,0 mL min™, injec&o de 50 uL de amostra, 235 nm.

O resultado apresentado (Fig. 53) demonstra que houve a formacdo de produtos de
oxidacdo, mas ndao com perfil adequado para se obter a identidade digital oxidativa da
cianocobalamina; pois esperava-se que, em virtude da massa molecular desta ser elevada
ocorresse a formacdo de maior nimero de produtos da reacdo de oxidacdo da cianocobalamina
com o reagente de Fenton. Assim, foram investigadas outras concentracfes da solugédo de Fe(ll)
(200,0; 1000,0; e 1500,0 mg L™) seguindo as condicdes especificadas na Tab. 19 como tentativa
de aumentar o nimero de produtos formados apos a reacdo de oxidagdo com o reagente de

Fenton.
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Tabela 19. Sequéncia de passos utilizados pelo sistema SIA para realizar a

degradacéo da cianocobalamina com reagente de Fenton verificacdo da concentracéo da

solucéo de Fe(l1).

Etapa Evento Porta Tempo (s) Velocidade de  Direcdo  Volume (uL)
Bombeamento da Vazéo
(mL min™)

6 H,0, 0,01 mol L~ 1 1 12 2,0 Aspirar 400

7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800

8 Cianocobalamina 60,0 mg L™ 4 12 2,0 Aspirar 400

9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
10 Solugéo de Fe(I1) - (200,0; 1000,0; 3 12 2,0 Aspirar 400

1200,00 e 1500,0 mgL™)
11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800
12 H,0, 0,01 mol L™? 1 3 2,0 Aspirar 100
13 Cianocobalamina 100,0 mg L? 4 3 2,0 Aspirar 100
14 Solugdo de Fe(ll) - (200,0; 1000,0; 3 3 2,0 Aspirar 100
1200,0 e 1500,0 mgL™)
15 Bobina de reacdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500
16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30
17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500
18 Etanol 30% (manual) - e 200
19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 - H,0
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a néo utilizacéo desses parametros reacionais.

Os resultados obtidos (Fig.54) sob estas condi¢cGes demonstraram que a solugéo de Fe(l1)

em todas as concentracOes testadas promoveu a degradacdo da cianocobalamina e formagéo de

produtos de oxidacdo. Para a solucdo de Fe(ll) 200,0mg L™ a taxa de degradagéo foi mais lenta

e menos efetiva para a formacéo dos produtos da oxidagdo. Para as solu¢des nas concentracGes

de 1000,0; 1200,0 e 1500,0 mg L™ de Fe(ll) os resultados foram bastante similares com relagdo

ao nimero de produtos (Fig.54), no entanto como a condicdo com 1200,0 mg L™ de Fe(l1) foi

utilizada para a degradacdo de riboflavina e a condicdo de 1500,0 mg L™ de Fe(ll) provoca

maior impregnacdo de Fe(ll1) tanto no sistema SIA como no cartucho de extracdo, portanto os

testes subsequentes foram realizados com a solugéo de Fe(I1) de 1200,0 mg L™
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Figura 54. Cromatograma da cianocobalamina sob a reacdo de Fenton (Fe(11)/H,0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condic¢des da Tab. 19 investigacdo da concentragdo

da solucéo de Fe(l1) 200,0; 1000,0; 1200,0 e 1500,0 mg Lt CondigBes Cromatograficas: Gradiente
de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo

constante até 30,0 min; vazao 1,0 mL min™, injec&o de 50 uL de amostra, 235 nm.
Os resultados obtidos demonstraram o que estava dificultando a obtencdo da impresséo
digital oxidativa era a separacdo cromatografica que ndo se demostrou adequado para a

separacdo dos produtos de oxidacdo (Figs. 53 e 54) e ndo as condigdes de degradacdo. Desta
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forma, foram realizadas modificacbes na vazdo da FM (Fig. 55) utilizada na separagédo
cromatogréfica e manteve-se as seguintes condicdes de oxidacdo: concentragdo de 60,0 mg L™
da cianocobalamina, 1200,0 mg L™ de Fe(I1) e 0,01 mol L™ de H,0O, de acordo com o sequéncia

especificada na Tab.19.

4,0x10° -
3,5x10" - 1
3,0x10°
2,5¢10° J vazéo 0,6 mL min™ 5
2,0x10"
1,5x10"
1,0x10"
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0,0
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1,0x10° 1
8,0x10 - vaz&o 0,8 mL min™

6,0x10° 2
4,0x10°

Abs (mAU)

2.0x10°
00

1,2x10° ~
1,0x10°
8,0x10"
6,0x10"
4,0x10°*
2,0x10°*

0,0

Tempo (min)

Figura 55. Cromatograma da cianocobalamina sob a reagdo de Fenton (Fe(l1)/H20,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condi¢Ges da Tab. 19 modificacdo da vazdo da

FM 0,6; 0,8 e 1,0 mL min. Condicdes Cromatograficas: Gradiente de eluicdo 0,0 a 2,5 min — Fase
A/Fase B (98/2)%; 2,5 a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 30,0min; injecdo de 50

pL de amostra, 235 nm.
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As tentativas de modificacdo da vazdo no gradiente da fase mdvel ndo levaram a
separacdo cromatografica adequada (Fig. 55); assim, restou como alternativa a modificacao da
composicao da FM e, como o eluente utilizado na extracdo do analito era composto por 30% de
alcool etilico, a Fase B que continha 17% de alcool etilico foi substituida pela Fase C com 30%
alcool etilico. Os primeiros testes foram realizados utilizando-se Fase A (1% de etanol e 0,02
mol L™ NH,C,H30,) e Fase C (30% etanol e 0,02 mol L™ NH4C,H30,) com ajuste de pH 7,00
para ambas solucdes e mantendo as proporcdes do gradiente utilizado nos testes anteriores
descrito no Capitulo 4 — Materiais e Métodos (para determinacdo da riboflavina) que também
ndo resultaram em melhora na separacdo cromatografica.

Diante desses restultados, foram testadas outras propor¢fes para a eluicdo
cromatografica utilizando a eluicdo por gradiente mantendo se as Fases A e C utilizadas, e

utilizando as condicdes de eluicdo especificadas nas Tab. 20 a 23.

Tabela 20. Especificacbes do gradiente Tabela 21. Especificades do gradiente
de eluicdo (90-10)% para a andlise da de eluigdo (80-20)% para a anélise da
cianocobalamina. cianocobalamina.
Composicao Gradiente (90-10) % Composic¢do do Gradiente (80-20)%
Tempo (min)  Fase A Fase C Tempo (min) Fase A FaseC
0,0a25 90,0% 10,0% 0,0a25 80,0%  20,0%
2,5a10,0 50,0% 50,0% 2,5a10,0 50,0%  50,0%
10,0a 15,0 30,0% 70,0% 10,0 a 15,0 20,0%  80,0%
15,0a 20,0 10,0% 90,0% 15,0a20,0 10,0%  90,0%
20,0a22,0 0,0% 100,0% 20,0a22,0 0,0%  100,0%
22,0a25,0 0,0% 100,0% 22,0a25,0 0,0%  100,0%
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Tabela 22. Especificacdes do gradiente Tabela 23. Especificacdes do gradiente
de eluicdo (75-25)% para a andlise da de eluicdo (70-30)% para a analise da
cianocobalamina. cianocobalamina.
Composicdo Gradiente (75-25) % Composicédo do Gradiente (70-30)%
Tempo (min) Fase A Fase C Tempo (min) Fase A  Fase C
0,0a25 75,0% 25,0% 0,0a25 70,0% 30,0%
2,5a10,0 50,0% 50,0% 2,5a10,0 50,0% 50,0%
10,0a 15,0 25,0% 75,0% 10,0a150  30,0% 70,0%
15,0a 20,0 10,0% 90,0% 150a20,0 10,0% 90,0%
20,0a22,0 0,0% 100,0% 20,0a22,0 0,0% 100,0%
22,0a25,0 0,0% 100,0% 22,0a25,0 0,0% 100,0%

As andlises das amostras foram realizadas seguindo-se as mesmas condi¢fes e sequéncia
da Tab. 19, porém com modificacio do método cromatografico para determinacdo da
cianocobalamina, conforme as condigdes das Tab. 20 a 23, sendo que os resultados obtidos sob
estas condicdes estdo apresentados na Fig. 56.

Analisando o cromatograma obtido (Fig. 56) pode-se verificar que o gradiente (90-10)%
ndo se mostrou adequado, pois apresentou um maior tempo de retencdo e ndo promoveu
separacdo adequada dos compostos. Para os gradientes (80-20)%, (75-25)% e (70-30)% os
resultados foram muito similares tanto com relacdo ao tempo de analise quanto a separacédo
cromatografica que foram adequados, no entanto, o gradiente (75-25)% apresentou a vantagem
de definir um pequeno sinal analitico com tempo de retengéo de 12,3 min; além de melhorar a
intensidade do sinal analitico em 13,5 min e de evidenciar a ocorréncia de um sinal analitico de

baixa intensidade em 23,5 min (Fig. 56).
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Figura 56. Cromatograma da cianocobalamina sob a reagdo de Fenton (Fe(11)/H;0,)
utilizando o sistema SIA, conforme as condi¢fes da Tab. 19 modificacdo no gradiente de

eluicdo conforme as especificaces da Tab 20 a 23. Condigdes Cromatograficas: Gradiente de eluigio

conforme as Tab. 20 a 23, injecdo de 50 pL de amostra, 235 nm.
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Com a nova condicdo cromatografica otimizada utilizando Fase A (1% de etanol e
0,02 mol L™ NH,C,H30,) e Fase C (30% de etanol e 0,02 mol L™ NH4C,H30,) com ajuste de
pH 7,00 e utilizando-se 0 modo de elui¢do por gradiente (75/25)% da Tabela 22 construi-se

nova curva analitica (Fig.57) para calcular as variac@es de concentracdo da cianocobalamina.

1,2x107 1

y = -100733,32 + 343457,04
R” =0,9996

1,0x10" 1

8,0x10°

6,0x10°

Area

4,0x10°

2,0x10°

0,0 4

T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

C(mg L")

Figura 57. Curva de calibracdo da Cianocobalamina nas concentracoes de 1,5; 3,0; 6,0;

9,0; 12,0; 15,0; 20,0 e 30,0 mg L *com Fase A/Fase C. Condigbes Cromatograficas: gradiente de
eluicdo: 0,0 a 2,5 min - Fase A/Fase C (75/25)%; 2,5 a 10,0 min - Fase A/Fase C (50/50)%; 10,0 a 15,0 min -
Fase A/Fase C (25/75)%; 15,0 a 20,0 min - Fase A/Fase C (10/90)%; 20,0 a 22,0 min- Fase A/Fase C (0/100)%

mantendo constante até 25,0min; vazao 1,0 mL min™, injecdo de 50uL de amostra, 235nm.

Para se verificar a reprodutibilidade das analises obteve-se a identidade digital
oxidativa da cianocobalamina em triplicata sob as novas condig¢des: condi¢cdes de oxidacdo
especificadas na Tab.24; concentracdes de 60,0 mg L™ para Cianocobalamina, Fe(ll)

1200,0 mg L™, H,0, 0,01 mol L™ e 200 pL do eluente (30% de Etanol).

121



Capitulo 5 — Resultados e Discusséo | 2013

Tabela 24. Sequéncia de passos otimizados para realizar a degradacdo da

cianocobalamina com a reagdo de Fenton pelo sistema SIA.

Etapa Evento Porta  Tempo (s) Velocidade de Direcéo Volume (uL)
Bombeamento da Vazéo
(mL min™)

6 H,0, 0,01 mol L~ 1 1 12 2,0 Aspirar 400

7 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800

8 Cianocobalamina 60,0 mgL'1 4 12 2,0 Aspirar 400

9 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800

10 Fe(ll) 1200,0mg L™ 3 12 2,0 Aspirar 400

11 Descarte 5 24 2,0 Injetar 800

12 H,0, 0,01mol L™! 1 3 2,0 Aspirar 100

13 Cianocobalamina 60,0 mgL'1 4 3 2,0 Aspirar 100

14 Fe(I1) 120,00 mg L 3 3 2,0 Aspirar 100

15 Bobina de reagdo (BR) 2 8 2,0 Injetar 500

16 Tempo de permanéncia (BR) 2 30

17 BReFS 2 75 2,0 Injetar 2500

18 Etanol 30% (manual) - e 200

19 Lavagem 2 60 2,0 Injetar 2000 — H,0O
Linha pontilhada (---------- ) corresponde a ndo utilizagdo desses parametros reacionais.

Como método cromatografico foi utilizado: Fase A (1% de etanol e 0,02 mol L™
NH4C,H30,) e Fase C (30% etanol e 0,02 mol L™ NH,C,H30,) com ajuste de pH 7,00; para
ambas as solucdes e utilizando se o gradiente - 0,0 a 2,5 min - Fase A/Fase C (75/25)%; 2,5 a
10,0 min - Fase A/Fase C (50/50)%; 10,0 a 15,0 min - Fase A/Fase C (25/75)%; 15,0 a 20,0
min - Fase A/Fase C (10/90)%; 20,0 a 22,0 min- Fase A/Fase C (0/100)% mantendo constante
até 25,0 min, sempre com vazdo constante de 1,0 mL min™, injecdo de 50 pL de amostra e

monitoramento do sinal analitico em 235nm obtendo-se os resultados apresentados na Fig. 58.
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Figura 58. Cromatograma da cianocobalamina sob a reacdo Fenton (Fe(l11)/H,05)
utilizando o sistema SIA, conforme as condi¢cbes da Tab. 24 verificacdo da

reprodutibilidade dos resultados. Condigées Cromatograficas: gradiente de elui¢io: 0,0 a 2,5 min - Fase
A/Fase C (75/25)%; 2,5 a 10,0 min - Fase A/Fase C (50/50)%; 10,0 a 15,0 min - Fase A/Fase C (25/75)%; 15,0
a 20,0 min - Fase A/Fase C (10/90)%; 20,0 a 22,0 min- Fase A/Fase C (0/100)% mantendo constante até

25,0min; vazao 1,0 mL min™, injecdo de 50uL de amostra, 235 nm.
Com a obtencédo dos produtos de oxidacdo da cianocobalamina ap6s a reacdo de Fenton

e com a curva de analitica (Fig. 57) p6de-se verificar que a concentracdo inicial da
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cianocobalamina sem ser submetida a reacdo de Fenton, utilizando o sistema SIA foi de 23,4
mg L. Apés a cianocobalamina ser submetida & reacdo de Fenton a concentracdo foi de
4,3 mg L™ conforme os conforme os dados apresentados na Fig. 59 na qual relaciona-se a

porcentagem da cianocobalamina e dos produtos de oxidacdo apos a reacdo de Fenton.
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Figura 59. Cromatograma da cianocobalamina e identidade digital oxidativa da
cianocobalamina obtida apos oxidacao parcial utilizando-se reacdo Fenton (Fe(l1)/H,0,)
em sistema SIA com as porcentagens de cada produto de oxidagdo. Condigdes
Cromatograficas: gradiente de eluigdo: 0,0 a 2,5 min - Fase A/Fase C (75/25)%; 2,5 a 10,0 min - Fase A/Fase C
(50/50)%; 10,0 a 15,0 min - Fase A/Fase C (25/75)%; 15,0 a 20,0 min - Fase A/Fase C (10/90)%; 20,0 a 22,0

min- Fase A/Fase C (0/100)% mantendo constante até 25,0min; vaz&o 1,0 mL min™, injecdo de 50uL de amostra,
235 nm.
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Com estes resultados foi possivel verificar que nas condi¢cdes otimizadas para a reacdo
de Fenton, esta foi a condicéo eficiente possibilitando a clivagem da cianocobalamina formando
os produtos de oxidacdo que podem ser utilizados para obter a identidade digital oxidativa do
composto. Desta forma, passou-se entdo a se investigar os provaveis produtos formados, para se
obter a identidade oxidativa da cianocobalamina. O primeiro sinal cromatografico com tr 2,9
min trata-se, provavelmente, do eluente da amostra, pois a utilizacdo de uma maior
porcentagem de alcool etilico 30% como eluente acabou resultando em um sinal analitico nos
estagios iniciais da analise, pois a FM utilizada na separacdo da cianocobalamina é composta
inicialmente por uma Fase A que contém apenas 1% de alcool etilico em fase aquosa.

Os sinais cromatograficos 1, 2, e 4 sdo produtos de oxidacdo da cianocobalamina
utilizando o reagente de Fenton, Os espectros obtidos para cada um dos picos cromatograficos

sdo apresentados nas Figs. 60 a 63.
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Figura 60. Espectro UV/Vis do produto de oxidacdo 1 da cianocobalamina com tempo de

retencdo de 12,3 min. Condigdes reagao de fenton: cianocobalamina(60,0 mg L™) 100 uL, Fe(l1) (1200,0 mg
L) 100pL e H,0,(0,01mol L™) 100pL ulitizando sistema SIA conforme as condigdes da Tab. 24 (pg. 122).
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Figura 61. Espectro UV/Vis do produto de oxidacéo 2 da cianocobalamina com tempo de

retencdo de 13,4 min. Condigdes reacéo de fenton: cianocobalamina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(ll) (1200,0
mg L) 100puL e H,0, (0,01mol L) 100uL ulitizando sistema SIA conforme as condicdes da Tab. 24 (pg. 122).
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Figura 62. Espectro UV/Vis do pico 3 ( parcela da cianocobalamina que nédo sofreu

oxidacao) com tempo de retencéo de 14,5 min. Condigdes reagio de fenton: cianocobalamina (60,0 mg
L™ 100 pL, Fe (11) (1200,0 mg L™ 100uL e H,0, (0,01 mol L™) 100 uL ulitizando sistema SIA conforme as
condicGes da Tab. 24 (pg. 122).
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O perfil espectral apresentado na Fig. 62 é referente ao espectro da cianocobalamina,

ou seja, pico 3 refere-se a cianocobalamina gque restou no meio reacional sem ser oxidada.
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Figura 63. Espectro UV/Vis do produto de oxidacéo 4 da cianocobalamina com tempo de

retencdo de 23,3 min. Condigbes reagio de fenton: cianocobalamina (60,0 mg L™) 100 uL, Fe(ll) (1200,0
mg L™) 100uL e H,0, (0,01mol L™) 100puL ulitizando sistema SIA conforme as condices da Tab. 24 (pg. 122).

Para a obtencdo da identidade digital oxidativa da cianocobalamina foi realizada a
analise termogravimétrica e a investigacdo em artigos relacionados com a estrututura da
cianocobalamina e seus produtos de degradacdo,’™ como os resultados apresentados pela
riboflavina com as analises por EM e RMN néo foram efetivos para obtencdo da identidade
oxidativa da riboflavina, assim tornou-se inviavel a analise da cianocobalamina e o0s seus
produtos de degradacdo por esssas tecnicas.

Com a obtencdo da curva termogravimétrica (Fig. 64) nas condicdes especificadas no
Capitulo 4 — Materiais e Métodos (pg. 59) pdde-se verificar que 0s primeiros estagios da

degradacdo envolveram o rompimento das moléculas de agua devido a umidade presente na
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amostra, o que foi comprovado pela analise por DSC (Fig.65), onde o primeiro evento
endotérmico que ocorreu entre 50 e 120°C que é caracteristico da perda de umidade do

composto.
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Figura 64. Curva termogravimétrica (TG e DTG) para a cianocobalamina. Condigdes: taxa

de aquecimento 1°C min™ até a temperatura de 1000 °C com uma vazao de 100 mL min™ de N,

Na curva termogravimétrica verificou-se que na temperatura entre 190 a 410°C ocorreu
uma grande perda de massa, ou seja, a taxa de degradacdo nesta faixa de temperatura foi
elevada com processo consecutivo de 4 etapas, conforme pode ser verificado pela curva DTG
(Fig.64), o que, provavelmente, resultou na clivagem dos grupamentos ligados ao anel pirrélico.
Entre 410 a 700° C o processo de degradacdo se manteve praticamente estavel sem apresentar
perda de massa significativa. Acima de 700° C ocorreu intensa degradagdo da estrutura até a
temperatura de 1000° C onde, provavelmente, ocorreu a perda dos grupamentos ligados ao anel

pirr6lico (porfirina) como acetamida e propionamida, sendo que ap0s a ruptura do anel pirrélico
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restou apenas 0,05582 g do composto, porcentagem de 1,437% que pode ser atribuida a
formacéo de oxidos, principalmente, o dxido de cobalto.
Para a curva de DSC (Fig. 65) foram observados a presenca de 3 picos endotérmicos em

temperaturas acima de 230° C que podem ser atribuidos a decomposicao térmica do composto.
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Figura 65. Curva termogravimétrica diferencial (DSC) da cianocobalamina. Condiges:

taxa de aquecimento 10°C min™ até a temperatura de 350 °C com uma vazao de 50 mL min™ de N,.

Com os resultados obtidos através da analise termogravimétrica (curvas TG, DTG e
DSC) e com os espectros de cada um dos produtos de oxidagdo formados ap0Os a reagdo de
Fenton, separados via cromatografia, pbde-se verificar que a estrutura central da
cianocobalamina que, apresenta o anel pirrolico, é bastante estavel. Assim, provavelmente as

estuturas dos produtos de oxidacdo formados apresentam o grupamento porfirinico com a
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clivagem dos grupamentos ligados a este grupamento, pois Sao grupos menos estaveis, portanto,
suceptiveis a oxidacao.

Com base nos dados obtidos da analise termogravimétrica e relacionando-se a massa do
analito a cada variacéo de temperatura pode-se efetuar calculos relacionados com a massa molar
dos compostos e chegar as provaveis estruturas dos produtos de oxidacdo formados, de acordo
com os resultados apresentados na Tab. 25, obtendo-se assim, a identidade digital oxidativa da
cianocobalamina (Figs. 66 a 69).

Tabela 25. Relacéo entre temperatura, massa e massa molar da cianocobalamina

a partir da analise termogravimétrica.

Temperatura (°C) Massa (J) Massa molar (g mol ™) Intermediario
25,0 38840 - Cianocabalamina + H,O
110,0 3,7269 1355,5 Cianocobalamina (3)
241,4 3,3636 12234 1
267,0 2,9616 1077,2 2
301,0 2,5097 912,8 4

As sequéncias de 1 a 5 na Fig. 66 demostram, provavelmente onde ocorreram as
clivagens na estrutura da cianocobalamina. A primeira clivagem ocorreu na pentose, por ser um
composto que apresenta um baixo ponto de fuséo e alta solubilidade em meio aquoso, sendo
que apos este evento deve ter ocorrido na sequéncia outras quebras de ligacdo formando os

produtos de oxidacao 1, 2 e 4 nas Figs. 67 a 69.
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Figura 67. Estrutura do produto de oxidacdo 1 (1223,4 g mol™) da cianocobalamina.
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Figura 69. Estrutura do produto de oxidacdo 4 (912,8 g mol™) da cianocobalamina

Estas estruturas representam o0s provaveis fragmentos formados apos a reacdo de
oxidacdo da cianocobalamina utilizando a reacdo de fenton que resultou na obtencdo do

cromatograma com a identidade digital oxidativa do composto.
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6. CONCLUSOES

Com as investigacdes realizadas pode-se verificar que a reacdo de Fenton provoca uma
degradacéo efetiva destes compostos organicos investigados: riboflavina e cianocobalamina,
podendo levar a degradacdo parcial ou total do analito, dependendo das condigdes utilizadas
para promover a degradacéo.

A condicdo que possibilitou a formacao dos produtos de oxidagédo da riboflavina dando
origem a sua identidade digital oxidativa foi: 60,0 mg L™ de Riboflavina, 1200,0 mg L™*Fe(11),
0,01 mol L™ H,0, e 200 pL do eluente (alcool etilico) e como FE(C18) na extracdo em fase
solida. Sob estas condicdes verificou-se a formacdo de 4 produtos de oxidacdo que foram
separados e detectados pela método cromatografico que utilizou duas fases na seguintes
condicBes: Fase A composta por 0,02 mol L™ NH,C,H3;0, e 1% alcool etilico e Fase B
composta 0,02 mol L™ NH,C,H30, e 17% &lcool etilico, com ajuste de pH 7,00 para ambas as
solucdes, sendo 0 modo de eluicdo por gradiente (0,0 a 2,5 min — Fase A/Fase B (98/2)%; 2,5
a 15,0 min — Fase A/Fase B (0/100)%, mantendo constante até 40,0min) com vazdo constante
de 1,0 mL min™ utilizando-se coluna C18.

A condicdo que possibilitou a formacédo dos produtos de oxidacdo que deram origem a
identidade digital oxidativa da cianocobalamina foi: 60,0 mg L™ da cianocobalamina,
1200,0 mg L™ Fe(11), 0,01mol L™ H,0, e 200 pL do eluente (&lcool etilico 30% (v/v)) e como
FE(C18) na extracdo em fase solida. Sob estas condi¢es verificou-se a formacdo de 3
produtos de oxidacdo que foram separados e detectados pelo método cromatografico
composto por duas fases sendo: Fase A composta por 0,02 mol L™ NH4C,Hs0, e 1% alcool
etilico e Fase C composta 0,02 mol L™ NH,C,H30, e 30% alcool etilico, com ajuste de pH
7,00 para ambas as solucGes, sendo o modo de elui¢do por gradiente nas condicdes 0,0 a 2,5

min - Fase A/Fase C (75/25)%; 2,5 a 10,0 min - Fase A/Fase C (50/50)%; 10,0 a 15,0 min -
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Fase A/Fase C (25/75)%; 15,0 a 20,0 min - Fase A/Fase C (10/90)%; 20,0 a 22,0 min- Fase
A/Fase C (0/100)% mantendo constante até 25,0 min, associada a uma vazdo 1,0 mL min™e
como fase estacionaria uma coluna C18.

Diante dos resultados obtidos verificou-se a possibilidade de desenvolver método
cromatografico alternativo que permita maior seguranca na identificacdo dos compostos
eluidos da coluna sem recorrer a técnicas como RMN e a espectrometria de massas. O método
é baseado na obtencdo da identidade digital oxidativa dos compostos ap6s oxidacdo parcial do
analito e separacdo dos produtos da reacdo que fornecem informacgdes adicionais como:
numero de espécies formadas, relacdo entre as areas das espécies formadas e espectro de cada
uma das espécies.

Pdde-se verificar que os produtos formados ap6s a oxidacdo utilizando reacdo de
Fenton (dados para riboflavina e cianocobalamina) sdo os mesmos que quando da clivagem da
molécula utilizando-se CL com detector de espectrometria de massas (conforme consulta a
literatura), confirmando mais uma vez que, a identificacdo do composto através da impressao
digital oxidativa da molécula, gerada ap0s a segunda separacdo cromatogréafica, utilizando
espectros de um detector UV/Vis fornecem um conjunto de dados que permite identificar o
analito que foi eluido da coluna cromatogréfica, sendo que esta nova modalidade
cromatografica é viavel e apresenta custo bem menor do que quando se utiliza Espectrdmetro

de Massas ou de Ressonancia Magnética Nuclear.
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