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RESUMO: Separagdes cromatograficas sdo importantes no fim de processos que se
utilizam de rotas quimicas, visando a recuperagdo e o aumento da pureza do
produto de interesse. O piperonal, obtido por sintese, apresenta pureza cerca de 85
%. Devido a sua relevancia para a industria de cosméticos € necessario purezas
cada vez maiores. O objetivo deste trabalho € o de separar o piperonal em escala
semipreparativa em batelada. Fizeram-se injecOes em escala analitica para obter os
parametros seletividade e resolu¢do. Com tais parametros, foram obtidos o tempo
de ciclo de cada injecdo, o tempo de coleta e a concentragdo da solucdo de
alimentacdo. O sistema de separacdo consistiu de uma coluna analitica e uma
semipreparativa preenchidas com fase estaciondria C;g, tendo como fase movel
etanol/dgua, na propor¢io 70/30 (v/v) a 35°C. Com a cromatografia
semipreparativa sequencial foi possivel obter o piperonal com pureza elevada, na
ordem de 99 %.

1. INTRODUCAO

O piperonal tem elevada importancia na industria de fragrancia como fixador, além de
ser substrato para sintese de produtos de interesse farmacéutico. Entre essas substancias, esté
a piperina que € usada como antiinflamatério; vanilina utilizada como antioxidante; piribedil e
a L-DOPA utilizados como agentes anti-Parkinson; eupaverina usada como vaso dilatador;
papaverina usada para tratamento da disfungdo erétil (Santos et al., 2004).

Questdes ambientais e o alto custo das rotas sintéticas tradicionalmente utilizadas para
obtencdo de piperonal impulsionaram o desenvolvimento de novos processos de sintese (Blair
e Hill, 1959; Farinacci, 1957; Torri et al., 1984). Uma alternativa as rotas tradicionais foi
empregada por Braga (2007) e levou a um rendimento em torno de 85 % de piperonal.
Ressalte-se que a estratégia de Braga (2007) foi aplicada diretamente na amostra de 6leo
essencial de pimenta longa (Piper hipidinervium C.DC), rica em safrol. A solugdo resultante
apresentou nao apenas a molécula-alvo, mas também outras substancias como terpinoleno
(presente no 6leo), safrol, cis,trans-isosafrol e isosafrol glicol.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) possui vérios modos de operagao,
como reciclo no estado estaciondrio e injecdo empilhada. Isso possibilita o aumento da
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quantidade injetada, independentemente do nimero de componentes presentes na mistura.
Estudos em purificacdo de produtos em mistura multicomponente mostraram que a
cromatografia semipreparativa em fase reversa (RP-HPLC) apresenta a maior eficiéncia e
pureza, mesmo em quantidades elevadas (Waksmundazka-Hajnos e Sherma, 2011; Schuur e?
al. 2011; Do et al. 2014).

Assim sendo, o objetivo desse trabalho € o de separar o piperonal de uma solucio de
sintese a partir do 6leo essencial de pimenta longa por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa por injecdo sequencial.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Reagentes

O sistema analitico consistiu de cromatégrafo liquido SHIMADZU (Kyoto, Japdo),
composto por uma bomba LC-20AT, com injetor manual (Rheodyne, Modelo 77251,
Califérnia) com alga de amostragem de 20 e 800 uL, detector ultravioleta SPD-20A. Todas
essas unidades estdo interligadas através de uma interface CMB-20A e operados por
computador, por meio do qual os cromatogramas foram registrados pelo software LC
Solution. Para a obtencdo da curva de calibracio bem como da solu¢do de trabalho foram
utilizados os padrdes de safrol (97%, Sigma, USA) e piperonal (99%, Sigma, USA). As
colunas utilizadas nos modos analitico (25 x 0,46 cm) e semipreprativo (25 x 1,0 cm) foram
preenchidas com silica recoberta com octadesilsilano (C;3, VYDAC 150HC, USA)
polimerizada, cujo tamanho de particula é de 20 wm. Os solventes que constituiram a fase
movel foram etanol (J. T. Baker, grau HPLC, Brasil) e dgua ultrapura (Millipore, Direct-Q3,
Brasil), na propor¢ao 70/30(v/v). Para as determina¢des de tempo morto, utilizou-se uracil
(98%, Sigma, USA). Todos os solventes foram filtrados a vidcuo em membrana PTFE
modificado, de 0,45 um de porosidade e degaseificados em banho de ultrasom (8892R-MT,
Cole-Parmer, USA).

2.2Método

2.2.1 Separacao em escala analitica

A solucdo de trabalho foi preparada com base na composi¢ao porcentual massa/massa
encontrada em Braga (2007) para os componentes de maior concentracdo na solucido de
sintese, a partir do 6leo essencial de pimenta longa, sendo 85 % de piperonal, 1,70 % de
safrol, 7,58 % de isosafrol e 0,90 % de terpinoleno. Neste trabalho, os valores referentes ao
safrol e isosafrol foram somados e o terpinoleno ndo fez parte da mistura devido a sua
concentracdo ser pequena em relacdo a concentragdo do piperonal. Em seguida, preparou-se
uma solucdo de 1,0 g/L de piperonal/safrol, na propor¢ao porcentual de 85:10 em fase médvel
etanol/dgua. Os valores de seletividade (a), resolu¢c@o (Rs) e nimero de pratos tedricos foram
calculados como em Collins (2006).
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2.2.2 Separacao em escala semipreparativa

Para que os parametros cromatograficos analiticos sejam reprodutiveis em escala
semipreparativa, € aconselhavel manter altura e a velocidade superficial constantes e variar o
raio (r) da coluna e quantidade injetada (mj,;) da amostra, conforme as Equagoes (2.1) e (2.2):
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em que Q, A, V sdo a vazdo, a drea da seccdo transversal e o volume das colunas nos modos
analitico (1) e semipreparativo (2). A partir dos célculos e das informacgdes obtidas no item
2.2.1, foram preparadas cinco solugdes cujas concentragdes variaram de 0,3 a 10,0 g/L, na
composi¢ao porcentual de piperonal/safrol de 85:10 em fase mével etanol/agua.

2.2.3 Tempo de ciclo e parametros de desempenho

De posse do cromatograma representado na Figura 1, obteve-se o tempo de ciclo (t.) e o
tempo de coleta (ta) das fracdes ricas em piperonal e safrol, como segue: marcou-se o tempo
inicial (t;) na linha de base, antes de comecar a surgir o sinal do primeiro componente; o
tempo final (t¢), por sua vez, foi obtido apds o sinal do dltimo componente atingir a linha de
base. A diferenca entre t; e t; € o tempo de ciclo. O tempo de coleta (t4) da fracdo de interesse
comega no tempo inicial e vai até ao tempo em que o sinal do componente coletado aproxima-
se da linha de base, evitando-se coletar proximo ao surgimento do sinal do préximo
componente para ndo ocorrer contaminagdes. Os parametros de desempenho pureza,
recuperagdo e produc¢do foram calculados conforme descritos em Guiochon et al. (2006).
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Figura 1. Obten¢ao do tempo de ciclo (t.) e do tempo de coleta (t5). Condi¢des
experimentais: Q= 3,00 mL/min, T= 35,0 °C, Pressdo= 47 kgf/cmz; Vinjecao= 800 uL;
Coluna= 25 x 1,0 cm; C = 10,0 g/L (85% de piperonal + 10% safrol).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Separacao em escala analitica

Os resultados apresentados na Figura 2 representam o cromatograma dos componentes
majoritdrios presentes na solu¢do de sintese do piperonal. Nota-se que o sistema
cromatogrifico empregado ndo distingue entre o safrol e o isosafrol, pois os mesmos
coeluem. Isso se deve ao fato de estas substincias serem isOmeros constitucionais e
apresentarem estruturas muito parecidas, diminuindo a capacidade de discriminacdo da fase
estaciondria (Solomons e Fryhle, 2012). Em relagdo ao objetivo deste trabalho, isso é uma
vantagem, uma vez que o produto de interesse € o piperonal, pois o safrol e o isosafrol sdo
vistos como um sé componente. Como a concentracdo do terpinoleno € extremamente
pequena em relagdo a do piperonal, a solucdo pode ser tratada como uma mistura pseudo-
bindria. Essa abordagem facilita a produ¢ao do piperonal em escala semipreparativa.
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Figura 2. Mistura multicomponente. Condi¢des experimentais: Q= 1,00 mL/min; T= 35 °C;
Pressao= 133 kgf/cmz; Vinjecao= 20 UL; Detec¢do UV= 245 nm; fase moével= etanol/agua-
70/30 (v/v); fase estaciondria= C;3; Coluna= 25 x 0,46 cm; C: 1,0 g/L (85% de piperonal +
1,70% de safrol + 7,58% de isosafrol + 0,90% de terpinoleno).

Dessa maneira, realizou-se uma andlise em coluna analitica para obtencdo dos
parametros de ampliacdo de escala para a coluna semipreparativa, conforme mostra a Figura
3. Para manter as mesmas condi¢des de seletividade (o) e resolucao (Rg), a vazao obtida foi
4,756 mL/min e a concentracdo de 0,30 g/L. (Equacdes 1 e 2). Por outro lado, a quantidade
de massa injetada seria muito pequena. Para aumentar essa massa, mediante o uso de solugdes
mais concentradas sem que ocorra perda na pureza, diminuiu-se a vazao para 3,00 mL/min.
Essa alteracdo diminuiu a pressdo, tornando o manuseio do sistema menos critico e
possibilitou a injecdo de quantidades maiores de massa. Para escolher a massa a ser injetada,
fez-se uma curva de concentracdo, obtendo-se linha de base ou na ocorréncia do “toque de
banda” (Figura 4). Essa curva foi construida da seguinte maneira: tomou-se a quantidade
maxima separdvel obtida na ampliacao da escala, da coluna analitica para a semipreparativa,
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dobrando-se valor de concentracdo para, em seguida, estabelecer-se concentracdes em até
10,0 g/L, como mostra a Figura 4.
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Figura 3. Cromatograma da mistura pseudo-bindria. Q= 1,00 mL/min; T= 35 °C;
Pressdo= 84 kgf/cmz; Vinjecao: 50 UL; Detec¢do UV= 245 nm; Coluna= 25 x 0,46 cm;
C=1,00 g/L (85% de piperonal + 10% de safrol).
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Figura 4. Aumento da concentra¢do. Q= 3,00 mL/min; T= 35 °C; Pressdo= 33 kgf/cmz;
Vinjecao= 800 uL; Detecgdo UV= 260 nm; coluna= 25 x 1,0 cm.

Procedimento andlogo foi adotado por Zongde ef al. (2005) na resolucdo de mistura
binaria, obtendo resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho. Além disso, em
laboratérios de pesquisa, normalmente a pureza € que governa as separagdes tanto em escala
analitica quanto em escala semipreparativa (Guiochon et al. 2006). Nota-se, na Figura 4, que
se poderia obter pureza e produ¢do maximas em uma andlise com solucdo cuja concentracao é
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0,60 g/L. Ainda sim, é esperado que a producdao do componente desejado seja pequena. Para
aumentar essa producao, escolheu-se a concentracao de 10,0 g/L (Tabela 2).

3.2 Separacao em escala semipreparativa

Os resultados obtidos para as solucdes diluida e concentrada estdo apresentados nas
Figuras Sa, 5b e Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de desempenho
C(g/L) n° Injecdes Pureza(%) Recuperacio (%) Produ¢do (mg/min)
0,60 6 99,00 99,00 0,036
10,00 5 99,00 97,47 0,705
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Figura 6. Injecdes empilhadas: Q= 3,00 mL/min; T= 35 °C; Pressdo= 33 kgf/cmz;
Vinjecao= 800 uL; Detec¢cdo UV: 260 nm; Coluna= 25 x 1,0 cm. (a) 0,6 g/L (b) 10,0 g/L.

Por inspecdo da Tabela 1, constata-se o mesmo valor de pureza para ambas as
solucdes. Todavia, a producdo de piperonal, para a solu¢do concentrada, é cerca de vinte
vezes maior do que a producdo apresentada pela solucao mais diluida, como era esperado, na
mesma pureza, porém com recuperacdo relativamente menor (Tabela 1). Isto mostra que a
pureza independe da concentracdo ou da quantidade injetada no intervalo estudado. Estudos
mostram que a HPLC semipreparativa é uma técnica que fornece altas purezas, mesmo para
misturas mais concentradas ou até mesmo multicomponentes. Entretanto, parte do trabalho de
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pesquisa, deve envolver a busca por um equilibrio entre pureza, recuperagao e producao (Do
et al 2014; Zongde et al. 2005; White 2005; Huber e Majors, 2007).

4. CONCLUSAO

A HPLC semipreparativa mostrou-se bastante efetiva quanto a concentracdo de
piperonal com elevado grau de pureza. Além disso, a quantidade de massa injetada ndo afeta
significativamente a pureza. Os resultados indicam, também, que uma quantidade maior de
amostra pode ser injetada e que as informagdes operacionais apresentadas neste estudo podem
ser indicadas para cromatografia preparativa para obter grandes quantidades piperonal puro.
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