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Apresentacao

A cromatografia € um termo genérico, aplicado a um processo fisico-quimico
de separacéo, o qual é baseado principalmente nos fendbmenos de adsorcao
e particdo.

O objetivo desta publicago é registrar de forma concisa a grande varie-
dade de combinagdes entre a fase moével e fase estacionaria que proporciona
um grande nimero de aplicagdes da cromatografia.

A forma como esté organizado o livro evidencia os conceitos basicos,
as técnicas cromatograficas mais simples e por fim faz-se uma introdugéo as
técnicas mais sofisticadas, de forma a contribuir para o seu aprendizado.

Ao longo de algumas unidades, foram selecionadas algumas aplicagdes
préticas da cromatografia para um melhor entendimento e fixagéo dos contetidos.

Finalizando gostaria de agradecer a todos os que de forma direta ou
indireta contribuiram para este trabalho.

A autora
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Gapitulo

Introducdo a métodos
cromatograficos
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Métodos Cromatogréficos <

Introducao

A cromatografia pode ser definida como um método fisico-quimico de sepa-
ragdo, fundamentada na migrag&o diferencial dos componentes de uma mis-
tura. Esta migrac&o diferencial se deve a diferentes interagdes entre a fase
mével e a fase estacionaria.

Os componentes de uma mistura se distribuem entre a fase’ mévele a  * A grande variedade de
fase estacionaria de tal forma que cada um dos componentes é retido seletiva- ~ combinacoes entre a fase

t f tacionari itand . ses dif iad movel e a fase estacionaria
mente na rase estacionaria, resultando em migragcoes direrenciadas. proporciona um grande

A Figura 1 a seguir ilustra a separacéo de misturas por interagdo dife- ~ numero de aplicacoes
. PP T L cromatograficas.
rencial dos seus componentes com uma fase estacionaria (liquido ou sélido)
e uma fase moével (liquido ou gas).

Figura 1 — Migrac&o diferencial dos componentes de uma mistura

1. Histoérico

Em 1906, o botanico russo Mikael S. Tswett usou o termo cromatografia para
apresentar suas experiéncias com extratos de folhas. Neste experimento,
Tswett usou colunas de vidro contendo carbonato de célcio (fase estaciona-
ria) e adicionou o extrato no topo desta coluna como se quisesse fazer uma
filtragdo, em seguida acrescentou éter de petréleo (fase movel).

Desta forma, observou vérias faixas coloridas ao longo da coluna. Pos-
sivelmente este € motivo pelo qual a técnica foi denominada de cromatografia.
Os termos derivam das palavras gregas chrom (cor) e grahie (escrita), entre-
tanto o processo ndo depende da cor.

Livro_Quimica_Metodos Cromatograficos.indd 9 03/05/2019 14:52:22
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: - Quando uma solugao de éter de petréleo é filtrada através de uma
u coluna contendo um adsorvente (eu uso principalmente o carbon-
\ ato de calcio, que ¢ introduzido firmemente num tubo de vidro), en-
*\ pigmentos tdo os pigmentos séo resolvidos de agordo com uma' sequgnma de
/ separados adsorc¢ao do topo até o fundo, em varias zonas coloridas, visto que

0s pigmentos adsorvidos mais firmemente deslocam os mais fraca-
mente adsorvidos e forgam ainda mais para baixo. A separagéo es-
tard completa quando, depois que a solugdo dos pigmentos tiver
passado, entdo o solvente puro passa pela coluna. Como os raios

hl,.J’ de um espectro, os diferentes componentes da mistura s&o resolvi-
Figura 2 — Separacdo de dos na coluna de carbonato de célcio e entdo podem ser determi-
pigmentos em uma coluna nados qualitativa e quantitativamente. Eu chamo tal preparacéo de
cromatografica  contendo cromatograma, e o método correspondente de método cromatogra-
como adsorvente carbonato fico (CIOLA, 1998, p. 2).

de célcio

No periodo, a técnica nao foi tdo bem entendida, até que os pesqui-
sadores Kuhn e Lederer a utilizaram na separagéo de carotenoides.

Apbs os trabalhos de Tswett, Martin e Synge desenvolveram um tipo de
cromatografia na qual a fase mével &€ um liquido e a fase estacionaria também
€ um liquido suportado sobre um sélido. Logo depois veio a cromatografia em
papel, estudada por Consden, Gordon e Martin. A partir desses estudos, varios
trabalhos na area permitiram seu aprimoramento juntamente com o desenvol-
vimento tecnoldgico, que possibilitou entdo sua aplicagao em diversas éareas.

A cromatografia pode ser usada na identificagdo de compostos, por
comparacao com padrdes previamente testados, na purificacédo de subs-
tancias, separando-se as indesejaveis e na separagdo de componentes
em uma mistura.

2. Tipos de cromatografia

Em relagéo a forma fisica do sistema,
a cromatografia pode ser dividida em
cromatografia em coluna e cromato-
grafia planar. Enquanto a cromatografia
planar divide-se em cromatografia em
papel (CP), cromatografia em camada
™ delgada (CCD) e cromatografia chro-
matotron, a cromatografia em coluna
divide-se em cromatografia liquida, cro-
matografia supercritica e cromatografia
gasosa, que se subdividem de acordo
com critérios de separagdo que serao
estudados mais detalhadamente.

—

Figura 3 — Representacéo esquematica dos diferentes tipos de cromatografia.
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Métodos Cromatogréficos

3. Classificagbes da cromatografia pelo mecanismo de
separagao

A escolha do mecanismo de separagéo é normalmente feita com base na
sensibilidade e na velocidade de aquisic&o dos resultados. Entretanto, alguns
processos quando usados com atengao simplificam a técnica.

Os 6leos essenciais constituintes volateis das plantas sdo geralmente
separados por cromatografia gasosa, enquanto proteinas com massas mola-
res diferentes sdo separadas por cromatografia de exclusado. Portanto, sepa-
ragdes cromatograficas se devem a adsorgao, particéo, troca idnica, excluséo
ou mistura desses mecanismos.

CH
iﬁ |
12 18
117 137 “CH-
e
1 %;,"'3; H !4 1
P N
1"
NN
H C: \C: Figura 4 — Estrutura do abietano, terpeno presente
STERT em 6leos essenciais de algumas plantas.

3.1. Adsorgao

Adsorgao é um fenémeno fisico-quimico através do qual um sé-
lido (adsorvente) fixa em sua superficie um liquido ou um gas,
por meio de interagdes como as “forgas de Van Der Waals™.
Temos, como exemplo, a adsorgdo de gases e vapores em car-
vao ativo, bastante utilizado em residéncias para remogao de

odores em exaustores de fog&o. A silica gel ou silica e a alumi- .
na sao bastante utilizadas como adsorventes em cromatografia.

Nas separagdes por adsorgédo, as substancias sao forte-
mente adsorvidas e, em alguns casos, poderao ocorrer dificul-
dades no processo de dessor¢c&o dessas substancias. A subs-
tancia mais fortemente adsorvida é mais dificilmente arrastada
pela fase moével.

Figura 5 — Mecanismo de adsorgéo

3.2. Particao

O mecanismo de separagdo neste tipo de cromatografia, ou mecanismo de
distribuicdo, como também é chamado, baseia-se nas diferentes solubilidades
que apresentam os componentes da amostra na fase movel e na fase estacio-
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naria. Desta forma, os componentes mais sollveis na fase estacionaria séo
seletivamente armazenados por ela, enquanto os menos sollveis sdo condu-
zidos mais rapidamente pela fase mével.

O maior inconveniente desta técnica é a solubilidade da fase esta-
cionaria na fase mével, o que rapidamente inutiliza a coluna, levando a n&o
reprodutibilidade nas separagdes repetitivas. Isto pode ser resolvido de duas
maneiras. A primeira é saturando a fase mével com a fase estacionéria por
meio de uma pré-coluna, colocada antes do injetor que contenha uma alta
percentagem de fase estacionaria. A segunda é utilizando materiais que
contenham a fase estacionaria, quimicamente ligada a um suporte sélido.

Um principio basico fundamental na cromatografia de particéo é: “seme-
lhante separa semelhante”, ou seja, substéncias apolares dissolvem-se e séo
separadas em fases apolares. Substancias polares demandam fases estacio-
narias ainda mais polares.

3 Ligante
Proteina x /
de interesse R
' r »
.

‘ -
' ¢ —
e 8 - -
lat ¥ & S & ' 4™
- 3 i f e
.;:L L s o Jf } {} q‘ } Q f
v LW LN o «
12 «;
'“aJwﬂ _
=2 A A ¢
o. » ; "__ .
st ‘' W .0 @
- ‘a’e’
(a) (b) (c) (d)

Figura 6 — Cromatografia de particao

Fonte: MARZZOCO, A., TORRES, B. B. Bioquimica Basica, 3 ed. Ed. Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2007.

3.3. Troca ibnica

O termo “troca ibnica”, em regra, é entendido como a troca de ions de mesmo
sinal entre uma solugdo e um material insolivel em contato com ela. O sélido
trocador de ions contém seus préprios ions. Em tese, para que a separagao
ocorra de forma eficiente & necessario que o sélido tenha uma estrutura mole-
cular aberta e permeével para que os ions e as moléculas do solvente possam
circular livremente pela estrutura.
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Métodos Cromatogréficos

Os trocadores de ions utilizados na anélise quimica tém varias pro-
priedades em comum: s&o praticamente insolUveis em agua e em solventes
orgénicos e contém ions ativos (ou contra-ions) capazes de troca reversivel
com outros ions em solugdo, sem que ocorra nenhuma mudanga fisica per-
ceptivel no material.

O trocador de ions € um complexo polimero no qual a carga elétrica é
precisamente neutralizada pelas cargas dos contra-ions. Portanto, um troca-
dor de cations é um polidnion polimérico com cétions ativos e um trocador de
anions é um polication polimérico com anions ativos.

Figura 7 — Mecanismo de troca ibnica

Quando uma resina trocadora de cations com ions méveis x+ entra em
contato com uma solugéo que contém cétions y+, estes Ultimos penetram
pela estrutura da resina ocupando as posigées dos céations x+, que, por sua
vez, passam para a solugdo até que o equilibrio seja alcangado. A mesma
coisa ocorre com uma resina trocadora de anions.
As resinas de troca ibnica devem apresentar quatro requisitos essenciais:
1. O grau ligagdes cruzadas de uma resina deve ser satisfatério para que nao
ocorra a sua solubilidade.

2. Aresina deve ser bastante hidrofilica para permitir a propaga¢éo de ions
pela estrutura em uma velocidade finita e possivel na pratica.

3. Aresina deve ser quimicamente estavel e possuir grupos de troca de ions
suficientemente acessiveis.

4. Aresina, quando ensoberbecida, deve ser mais densa que a agua.
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PH7 proteina agarose/celulose PH 5

carregada carregada
negativamente POsitivamente

H }
H +
H
proteina proteina
carregada carregada
positivamente positivamente

Figura 8 — Processo de separagao de proteinas utilizando resinas de troca idnica

3.4. Exclusao (cromatografia por permeag¢ao em gel)

A cromatografia por exclusdo, também denominada de cromatografia por
permeagao em gel, consiste num processo de separacao das espécies se-
gundo seu tamanho, ou seja, a sua resolugao é baseada no tamanho efetivo
das moléculas dos componentes da amostra em solugéo. A fase estacionaria
€ um material polimérico conhecido como gel.

Atualmente, dispde-se de um grande nimero de materiais para cro-
matografia por exclusdo. Eles variam de acordo com a sua rigidez e com o
intervalo de tamanho dentro do qual sdo Uteis, isto €, o material a ser utilizado
na coluna dependera do tamanho efetivo das moléculas que devem ser se-
paradas. Existem trés tipos de materiais.

Os primeiros séo os materiais fracos (n&o rigidos), constituidos de géis
de polidextrano (Sephadex), poliacrilamidas (Bio-Gel P) e poliagaroses (Se-
pharose e Bio Gel A), usados quase sempre com fases méveis aquosas. Sua
capacidade é elevada, mas eles nao resistem a pressdes superiores a 3 bars;
entdo sdo usados somente na CE classica.

Os segundos s&o os materiais semi-rigidos que normalmente resistem a
pressdes da ordem de 100 a 150 bars. Estes materiais sdo constituidos de micro-
esferas de algum copolimero, como o poliestireno-divinilbenzeno. Podem ser em-
pregados com fases méveis aquosas ou ndo aquosas e existem em uma grande
variedade de porosidade. Sdo usados em CLAE e também em CE classica.

Os terceiros sdo os materiais rigidos que resistem a qualquer pressao e
s&o geralmente constituidos de particulas de silica porosa ou de vidro poroso.
Devido a sua rigidez, podem-se obter separagdes muito rapidas com fluxo de
fase mével muito alto, o que produz pressées elevadas, para o uso de CLAE.
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Métodos Cromatogréficos

Os materiais a base de silica ou vidro podem ter a superficie muito ativa
e apresentar adsorgao ou degradagao de certos materiais (por exemplo: desna-
turacao de proteinas). Existem tratamentos para eliminar estes efeitos mediante
processos de desativagao quimica, tais como silanizar a sua superficie de modo
muito similar ao tratamento quimico dos suportes em cromatografia gasosa.

Existem limites que determinam o intervalo de tamanhos em que um
material é Util para a cromatografia por exclusdo. O primeiro é o inferior, cha-
mado de limite de permeacéao, abaixo do qual todas as moléculas de menor
tamanho s&o igualmente difundidas dentro dos poros do material, € 0 segundo
€ o superior, chamado limite de exclusédo, acima do qual todas as moléculas
s&o muito grandes para penetrar nos poros.

Moléculas de tamanho intermediario entre ambos os limites serdo sepa-
radas totalmente ou parcialmente de acordo com a seletividade caracteristica
de cada material. Entdo, ser&o eluidas sem resolugdo as moléculas menores
que o limite de permeac&o e as maiores do que o limite de excluséo, separan-
do somente as que se encontram dentro destes limites.

Na Figura 9, podemos observar uma mistura formada por duas protei-
nas (A e B), com massas molares diferentes, aplicada sobre uma coluna de
gel formado por esferas porosas (a). As moléculas da proteina menor (prote-
ina A) podem penetrar nos poros das esferas (b), percorrendo a coluna mais
lentamente (c); a proteina maior (proteina B) é, entdo, eluida primeiramente
(d), e a proteina menor (e).

Proteina A

Proteina B

g
&
[ ]
&)
L
&9'
s

(@) ) (©) (@) (e)

Figura 9 — Filtracdo em gel
Fonte: MARZZOCO, A., TORRES, B. B. Bioquimica Basica, 3° ed. Ed. Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2007.
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4. Fases estacionarias

Diversos materiais foram estudados e estdo sendo empregados como fases
estacionarias em cromatografia. A fase estacionaria € um soélido (Cromato-
grafia de Adsor¢ao) altamente poroso, ou, mais comumente, um liquido (Cro-
matografia de Particdo). No segundo caso, o liquido é depositado sobre um
sélido (suporte), que sera discutido mais adiante.

Os principais fatores em uma fase estacionaria que determinam a se-
paragao cromatografica de uma mistura sao: Interagées entre dipolos, polari-
dade e pontes de hidrogénio. As figuras 10 (a) e 10 (b) a seguir esclarecerem
a influéncia da polaridade e da ponte de hidrogénio sobre a separagc&o. Em
ambos, s&o usadas fases estacionarias polares, os picos aparecem na ordem
crescente de polaridade dos componentes. Mas, no Cromatograma b, como
a fase estacionéria (diglicerol) interage com o etanol fazendo ponte de hidro-
génio, o tempo de retencdo deste aumenta consideravelmente. Esses fatores
também sao dependentes da temperatura, dai também a necessidade de um
controle dessa variavel.

Etanol Etanol

n-Hexano (a) m-Hexano (b)

i l
01234567 01 23456 78 910

Figura 10 — Auséncia (a) e presenca (b) de ponte de hidrogénio entre Fase Estacionaria
(FE) e etanal
Fonte - Alexandre Schuler — Cromatografia, p. 17. 32 ed. UFPE - 2007.

Dois fatores sao importantes em uma fase estacionaria: O alto ponto de
ebulicdo e a inércia quimica e catalitica (em relagédo a amostra, a fase mével
e ao material de que é constituido o tubo da coluna). Em relagéo ao ponto de
ebulicao (PE), deve ser lembrado que a temperatura limite para operagédo com
uma dada coluna é 150 °C abaixo do PE da fase estacionaria. Acima dessa
temperatura, ocorre perda excessiva por volatilizacao.

Atualmente € utilizada a FOL (Fase Quimicamente Ligada), em que a
FE une-se ao suporte mediante uma reacdo quimica, ou seja, todas elas se
baseiam nas possibilidades do grupo silanol reagir no hidrogénio por substi-
tuicdo da hidroxila, por uma sequéncia de reagdes totalmente analogas as da
Quimica Inorganica ou Orgéanica.
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4.1. Fases nao polares

As fases ndo polares sdo muito importantes. Os principais grupos n&o polares

ligados a silica sao:

a) Grupos alquilicos com cadeias de 2, 4, 8, 18 e, em alguns casos, de 22
atomos de carbonos. Com excecéo da cadeia de dois atomos de carbo-
nos, que séo metilas, as cadeias n&o tém ramificacdes e, portanto, séo de
natureza apolar.

b) Grupos fenilas ou alquil fenila ligados a silica, porém, com poucas aplicagées.

4.2. Fases polares
Forte:

Os grupos ligados a silica s&o polares. Exemplifican- maior t,
SiOH
. <+—» HO 1
do, temos: e
a) Ciano (-CN), amino, ésteres, fendis e outros. k _ N

b) Grupos sulfénicos, alquil aménio, carboxilas e outros.

o

_'\f\

Figura 11 — Interagao entre a fase normal por ligagéo de
hidrogénio

As fases nao polares sdo também denominadas
de fases reversas, e as polares denominadas de fases
normais.

A Figura 11 a seguir ilustra a interagcédo em fase
normal por ligagc&o de hidrogénio. A afinidade é maior
na fase normal quanto menos impedido for o grupo
polar da molécula.

A seguir, pode-se observar na Figura 12 as interagdes em fase reversa.

OH

C18 (ODS) ‘F" \
raca

g
h

1 2
CH3 OH CH3

CH3 CH3 ———- Jk

CH3

Figura 12 — Interagbes em fase reversa

As fases estacionéarias mais frequentemente utilizadas, com um amplo
espectro de aplicagdes séo polimeros derivados de silicio, as polisiloxanas
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(ou siliconas), como a SE-30, por exemplo. Outra fase também bastante utili-
zada é o polietilenoglicol (Ex.: Carbowax 20M).

4.3. Adsorventes usados como fase estacionaria

Também conhecidos como fases estacionarias, interagem com a amostra
por diferentes mecanismos, ocorrendo assim a separagao das substancias.

Silica

A silica é formada por unidades — SiO, possui um carater fracamente acido,
pode ser usada na separagao de compostos, como aldeidos, cetonas, fendis,
acidos graxos, aminoacidos, alcaloides, terpenoides e esteroides. A técnica

cromatografica que utiliza a silica é principalmente a CCD e Cromatografia
em coluna.

Figura 13 — Silica em pastilhas utilizada para retirar umidade e silica em pé utilizada
na cromatografia

Celulose

A celulose é um biopolimero de glicose que apresenta ligagdes cruzadas de
ponte de hidrogénio e grupos hidroxilas que podem ser quimicamente modifi-
cados, podendo ser ligada covalentemente a grupos com cargas positivas ou
negativas.

Tipos:
e Trocador aniénico: dietilaminoetil - celulose (DEAE - celulose).
e Trocador catiénico: carboximetil - celulose (CM - celulose).
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Gel de dextrana

E um polissacarideo com unidades de glicose, obtido por fermentagéo de sa-
carose, sendo conhecido comercialmente por Sephadex. Apresenta diferen-
tes didmetros de particula e separa substancias de acordo com o tamanho e
formas moleculares.

Silica modificada

Utiliza-se de grupos clorodimetilalquisilanos ou cloroalcoxisilanos para trans-
formar a fase estacionaria polar (Si-OH) em apolar (Si-O-Si(CH3)2-R).

) OH
@ ClySizCyg T | _
Si—OH - 8I—0-—Si—(Cys ) +3HCI
- @ H0 =
OH Proteinas ricas
em aminoacidos
mais polares:
mais retidas
Eluicao: Proteinas ricas

1° 2° aumento da % de em aminoacidos

solvente orgénico mais polares:
na solugio eluente menos retidas

Figura 14 — Esquema de modificagdo da silica polar em uma silica modificada apolar.

A grande vantagem em se utilizar silica modificada com grupos alquila
€ que tais modificagdes alteram completamente a seletividade da separacéo.

Adsorventes quirais

Utilizam moléculas quirais ligadas a matriz, geralmente silica. S&o utilizados
na separagao de enantibmeros através de diversos mecanismos.

4.4 Suporte

O suporte tem a fungéo de fixar dentro da coluna a fase estacionaria. E ne-
cessario que o suporte seja quimicamente e também cataliticamente inerte.
O material a ser usado também nao pode apresentar area superficial maior
que 50 m?g, alta porosidade, nem grande poder de adsorgéo. Centros ativos
(&cidos ou basicos) podem provocar modificagdes estruturais na amostra, de-
vendo ser removidos.
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As terras diatomaceas, gragas a sua baixa capacidade de adsorgcéo e a
sua baixa porosidade, s&o ainda bastante empregadas como suporte. Um ex-
celente suporte a base de diatoméacea é comercializado com um nome cons-
tituido da palavra Chromosorb. Atualmente, tém sido desenvolvidos materiais
sintéticos, copolimeros do etilvinilbbenzeno com divinilbenzeno.

Outros mondmeros, como cianovinilbenzeno, também sao emprega-
dos, para modificar a polaridade da fase estacionéria. A depender do processo
de fabricagdo, esses polimeros também podem ser empregados como fase
estacionaria (Ex.: Porapak Q, Chromosorb 101, etc). Permitem um bom em-
pacotamento, gragas a uniformidade na granulometria e na propria geometria
das particulas. Também a porosidade pode ser controlada na fabricacao.
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Métodos Cromatogréficos

1. Classifica¢oes

Em se tratando de fase mével, ttm-se trés tipos de cromatografia: a croma-
tografia liquida, a cromatografia gasosa e a cromatografia supercritica, usan-
do-se na dltima um vapor pressurizado, acima de sua temperatura critica. A
cromatografia liquida apresenta uma importante divisdo: a cromatografia liqui-
da classica (CLC), na fase mével é arrastada através da coluna apenas por
forca da gravidade, enquanto que, na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utiliza-se fases estacionarias de particulas menores, sendo necessa-
rio o uso de uma bomba de alta pressao para eluicdo da fase mével.

Na cromatografia gasosa, as separagdes podem ser obtidas por croma-
tografia gasosa simples (CG) e por cromatografia gasosa de alta resolugéo
(CGAR). A diferencga entre as duas reside nos tipos de colunas utilizadas. Na
CGAR, séo utilizadas colunas capilares, nas quais a fase estacionaria € um
filme depositado na coluna.

2. Cromatografia planar 2 Na cromatografia em

papel a fase estacionaria é

2.1. Cromatografia em papel 2 celulose. E uma técnica

A cromatografia em papel? (CP) é uma técnica de particao liquido—liquido, ~ SIMPIes € precisa de
) L1 , . poucos instrumentos para
estando um deles fixado a um suporte sélido. O suporte € saturadoemaguae  cjizacz0.
a particao se da devido a presenga de agua em celulose (papel de filtro). Este
método, embora menos eficiente que a CCD, é muito (til para a separagéo de

compostos polares.

Utiliza-se pequenas quantidades de amostras (microgramas a miligra-
mas) retiradas com pequenos capilares de vidro que sédo depositadas sobre
faixas de papel de filtro e em seguida colocadas em cubas de vidro contendo
a fase moével, como pode-se observar na Figura 15. Ap6s o deslocamento por
capilaridade da fase moével pela fase estacionaria, o papel é retirado da cuba
(as manchas podem ser reveladas por meio de luz UV, vapores de iodo, solu-
¢cdes de cloreto férrico e tiocianoferrato de potassio, etc).
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Figura 15 — Esquema para uma cromatografia em papel

3. Atividades de avalia¢ao

Objetivos

e Demonstrar, por meio de materiais simples, a técnica da cromatografia em
papel.

e \ferificar as cores que compdem as canetas esferogréficas.

e Utilizar a cromatografia como processo de separagéo.

Materiais necessérios

e canetas esferograficas (Bic — preta, roxa, rosa, verde e azul)

e Provetade 10 mL

e Proveta de 100 mL

e fita adesiva (50 cm)

e frasco de vidro (de café solavel; pelo menos 14 cm de altura) e um becker
de 250 mL

e 2 palitos usados na manicure ou 2 lapis

e papel-aluminio (30 cm)

e papel de filtro (em branco)

e porta-filtro e filtro de papel

e régua

e tesoura

e Alcool etilico 96° GL (100 mL)

e bicarbonato de aménio — NH,HCO, - (10 g).
Procedimento

a) Cortar, do papel de filtro, uma tira de 5 cm de largura e 21 cm de compri-
mento. Enrolar a extremidade superior no lapis ou caneta de modo que a
parte posterior n&o ultrapasse 3 cm e fixa-la com um pedacgo de fita ade-
siva. Cortar o papel em um comprimento tal que sua extremidade inferior
fique a aproximadamente 0,5 cm do fundo do frasco de vidro a ser utilizado.
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b) Com um lapis, tracar, na tira de papel, uma linha 1,5 cm acima da extre-
midade inferior. Fazer, nessa linha, cinco marcas a lapis, distando 1 cm
de cada uma, e nas extremidades deixar 0,5 cm de distancia de cada
margem. Escrever o nimero 1 sob a primeira marca, o 2 sob a segunda,
e assim por diante, até o niUmero 5. Nas marcas com os nimeros 1, 2, 3,
4 e 5 aplicar uma mancha circular de 0,5 cm de didmetro com canetas
preta, roxa, rosa, verde e azul, respectivamente.

¢) Em um becker de 250 mL, adicionar 100 mL de alcool, 2,5 mL de agua e
10 g de de bicarbonato de aménio. Filtrar o material. O liquido obtido ap6s
a filtracao sera usado como eluente.

d) Colocar o eluente no frasco de vidro, até atingir 1,5 cm de altura.

e) Coloca-se a tira de papel preparada segundo os itens a e b bem reta,
com o lapis ou a caneta apoiada no frasco de vidro, e cuidando para
que a camada de eluente fique préxima, mas ndao molhe inicialmente
as manchas de tinta. Se isso ocorrer, retire-se um pouco do eluente do
frasco, até que o nivel no frasco ndo alcance as manchas. Tampar o
frasco de vidro com uma lamina de papel-aluminio. Observar o papel
a medida que o eluente sobe. Anotar as observagdes. Apés 50 minutos
de observacéao, retirar a tira de papel do frasco de vidro e verificar o que
ocorreu com as cores. Anotar as observagdes.

Reorganizando os conceitos
1. Atinta da caneta preta € uma substancia ou uma mistura?
2. Quantos componentes vocé pode identificar em cada uma das amostras?

3. Qual dos componentes € o mais sollvel em alcool?

3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD?) é uma técnica de adsorgdo liqui- A CCD pode ser usada
do-solido. Nesse caso, a separacéo dos componentes da mistura ocorre em  tanto na escala analitica
funcdo da migragéo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente, quanto na preparaiva.
fixo numa superficie plana, por meio de uma fase mével (um liquido ou mistu-
ras de liquidos).
O mecanismo de separagao ocorre principalmente por adsorg¢ao (parti-
¢ao ou troca ibnica), a separacao se da pela diferen¢a de afinidade dos com-
ponentes de uma mistura pela fase estacionaria. Os adsorventes comerciais
mais utilizados s&o: silica, alumina, celulose, terra diatoméacea e poliamida.
A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de facil de-
sempenho, bastante usada em laboratdrios de quimica organica. Amostras
muito pequenas (1-100ug) podem ser rapidamente avaliadas. Devido a conve-
niéncia e agilidade, usamos a técnica para: estabelecer se dois compostos s&o
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idénticos, verificar a pureza de um composto, determinar o nimero de compo-
nentes em uma mistura, determinar o solvente apropriado para separagao em
uma coluna cromatografica, monitorar a separagdo de uma mistura em uma
coluna cromatografica ou acompanhar o desenvolvimento de uma reagao.

Atécnica consiste em aplicar uma camada fina do adsorvente finamen-
te pulverizado (geralmente silica ou 6xido de aluminio, as vezes adicionados
de material fluorescente a luz ultravioleta) sobre uma placa lisa e plana que
pode ser de vidro ou aluminio. O adsorvente é fixado & placa por adigéo de
gesso ou alcool poli-vinilico.

Alguns micro-litros de solugdo da amostra a ser analisada s&o aplica-
dos proximos a uma das bordas da placa, com ajuda de um capilar de vidro,
e imersa alguns milimetros em um eluente mantido em recipiente fechado. O
eluente, por for¢ca da capilaridade, percorre a fase fixa em movimento ascen-
dente, carreando consigo os componentes da amostra.

Diferentes compostos ascendem a diferentes alturas dependendo de
suas estruturas moleculares. A técnica é notadamente Util no caso de com-
postos pouco volateis ou sensiveis ao calor, isto é, substancias para as quais
a cromatografia em fase gasosa é inadequada.

Figura 16 — Cuba cromatografica e placas de silica gel utilizadas em CCD

O parametro mais importante a ser considerado em CCD é o fator de
retengao (Rf), o qual é a razéo entre a distancia percorrida pela substancia em
questdo e a distancia percorrida pela fase mével. Os valores ideais para Rf
estdoentre 0,4 e 0,6.

Na Tabela 1 indicamos uma relagéo, em ordem crescente de polari-
dade, dos solventes mais usados em cromatografia. Pode-se usar misturas
de dois ou mais solventes como eluente, de forma a modular a polaridade. A
mistura mais usada € a de acetato de etila com éter de petrdleo ou hexano,
por ser constituida de solventes razoavelmente baratos, volateis e de regular
ou baixa toxicidade.
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Figura 17 — Deslocamento da sut;s-téncia em uma placa
de CCD para célculo do Rf.

Tabela 1

Solvente

Ciclohexano

Benzeno

Cloroformio

Acetato de etila

Acetona

Etanol

‘

Agua
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Aplicagdes da CCD

H3Cx
OH

Separacgao de corantes

-Butanol Este experimento mostra uma técnica adequada para a separagdo de subs-
tancias misturas por CCD.
Materiais necessarios
e Placas de silica gel
e cuba cromatografica
e Micropipetas ou microcapilares
e Solugdes de indicadores (~0,1% aquoso): azul de bromofenol, vermelho do

congo e vermelho de fenol
e Mistura (M) de solugdes dos trés indicadores
e Solvente de desenvolvimento: 1-butanol: etanol: aménia 0.2 M (60 : 20 : 20)
por volume.

Procedimento
Coloque o solvente de desenvolvimento na cuba cromatogréfica até cerca
de 0,5 de cm de altura e feche-a com a tampa. Pegue uma placa com silica
gel e aplique cuidadosamente cada um dos indicadores, com auxilio de uma
micropipeta, em pontos na linha de origem. Espere secar e coloque a placa na
cuba. Deixe o cromatograma se desenvolver por cerca de uma hora usando a
técnica ascendente. Remova a placa, marque a frente do solvente e seque a
placa em uma estufa a 60 °C por aproximadamente 15 minutos. Meca o valor
de Rfde cada um dos indicadores.

Pegue uma segunda placa e aplique, com uma micropipeta, 5 pl da
mistura M em trés pontos separados da linha de origem. Coloque a placa seca
na cuba cromatogréafica, tampe e deixe o cromatograma se desenvolver por
aproximadamente uma hora. Remova a placa e coloque na estufa para secar
por 15 minutos. Identifique os compostos separados usando seus valores de
Rf. (VOGEL, 2002, p. 141-142)).

Separac¢ao de carboidratos
Os carboidratos usados neste experimento produzem manchas bem defini-
das com boa separagao entre elas.
0 . .
cl Materiais necessarios
HO& ol e Placas de terra diatomécea (Kieselgel G ou Kieselguhr G)
acido cl e Cuba cromatografica

tricloroacético e Micropipetas ou microcapilares
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Solugdo de carboidratos: frutose, glicose, lactose, maltose e sacarose
(aproximadamente 0,1 % da cada componente)

Solvente de desenvolvimento: acetona: 1-butanol agua (50 : 40 : 10 por volume).

Reagente revelador: acido triclorodcético 20 % em agua e 1,3-di-hidroxi-
-naftaleno 0,2 % em etanol (50 : 50 por volume).

OH
Procedimento d
Use uma micropipeta ou um microcapilar para aplicar a mistura e —O
as substancias puras. Apés a aplicagdo espere secar e, em segui- HO——H
da, coloque na cuba cromatografica que ja deve ter sido saturada | on
com o solvente de desenvolvimento. Deixe a placanacubaateque |~ | oH
o solvente tenha alcangado 12-15 cm de altura na placa. Remo-
va a placa, marque a frente do solvente e seque em estufa antes SOoH

de borrifar o revelador. Os carboidratos devem se separar com Rf Frutose
crescente na ordem frutose, lactose, glicose, maltose e sacarose. Figura 18 — Carboidratos pertencentes a

(VOGEL, 2002, p. 142).

mente.

Separacao de corantes artificiais de confeitaria

Muitos confeitos sdo fabricados com coberturas coloridas. Os corantes usa-
dos s&o muito sollveis em agua e podem ser identificados por CCD.

Materiais necessarios

Placas para CCD com cobertura de silica gel 20 cm x 20 cm
Cuba cromatogréfica

Micropipetas ou microcapilares

Bécheres de vidro de 100 mL

Um conjunto padrdo com oito corantes em solugdo 1% em agua e uma
mistura apropriada.

Solvente de desenvolvimento: propanol: aménia (4 : 1).

Procedimento

Coloque 5 g de cada confeito colorido em um becher separado contendo 10 mL
de &gua deionizada. Deixe por 5 minutos agitando levemente, tome cuidado para
nao desintegrar os confeitos. Decante a solugao para outros bécheres e deixe de-
positar o pé suspenso até a solugao clarear. Se necessario, decante novamente.
Concentre as solugdes em um banho de agua até o volume de 1 mL.

Apliqgue 20 pl de cada extrato na placa de CCD juntamente com os

padrbes de corante ou com a mistura de corantes. Desenvolva o cromato-
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Glicose

classe das cetoses e aldoses, respectiva-
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grama com a solugao propanol-aménia pelo maior tempo possivel. Quando o
desenvolvimento estiver completo, remova a placa e marque a frente do sol-
vente. Apds secagem, os corantes devem poder ser claramente identificados
por comparagao com os padrdes e as medidas dos valores de Rf. (VOGEL,
2002, p. 142).

Rtividades de avaliagéo

Objetivo

Demonstrar experimentalmente a preparagao artesanal de placas para uso na
cromatografia em camada delgada.

Procedimento

1. As placas limpas e secas ndo devem ser tocadas com os dedos. Segure-
-as pelas bordas.

2. Misture num béquer 30 g de silica gel com 60 mL de agua destilada até
obter uma suspenséo homogénea.

3. Mantendo-se as placas em posi¢ao horizontal, transferir uma porgéo ade-
quada da suspensao para a superficie das placas, espalhando-a uniforme-
mente com o auxilio de um bast&o de vidro.

4. Para facilitar a distribuicdo homogénea da suspensédo, manter a placa
apoiada sobre a bancada, erguendo-se alternadamente as extremidades
até que visualmente toda a superficie esteja uniforme. A espessura do re-
cobrimento deve ser aproximadamente 0,3 mm.

5. Repousa-se a placa em uma superficie plana horizontal e deixa-se secar ao ar
durante 15 a 30 minutos, quando o adsorvente adquire uma aparéncia opaca.

6. Para serem utilizadas, as placas devem ser ativadas por aquecimento em
uma estufa a 110 °C durante 30 minutos. Este processo visa eliminar toda
a agua adsorvida no suporte.

As placas assim preparadas est&o prontas para uso e podem ser guar-
dadas em lugar protegido, tomando-se o cuidado para nao tocar, contaminar
ou ferir a camada de adsorvente.
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Apresentacao

Chromatotron é uma cromatografia de camada fina preparativa acelerada cen-
trifugamente. Foi desenvolvida pelos autores do Compendium of Organic Syn-
thetic Methods. Substitui as CCD preparativas, pequenas colunas e CLAE.

Figura 19 — Equipamento utilizado na técnica chromatotron

Fonte:

A amostra a ser separada é aplicada como uma solugao no centro do
disco giratério umedecido com o solvente. A eluicdo com solvente gera ban-
das circulares de separacao dos componentes que sdo removidos juntamente
com o solvente para um tubo de recepgéo.

Utiliza-se como adsorventes silica gel, alumina e silica gel-nitrato de pra-
ta. Possui compatibilidade com todos os solventes comumente usados em
outras técnicas cromatograficas, incluindo &cido acético, sendo que o uso de
acidos minerais nao € indicado. A utilizagao desta técnica de separacao apre-
senta as seguintes vantagens:
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e Nao ha necessidade de aplicagc&o de “spot” ou raspagem de bandas;

e As separagdes sao rapidas, ocorrem em cerca de 20 min;

e Permite a observacgao direta por UV ou de compostos coloridos durante a
eluicao;

e Camadas finas de 1, 2 a 4 mm apresentam alta capacidade;

e Utiliza-se pouco solvente e a eluicdo por gradiente é facil. O solvente é
regenerado in situ, podendo ser novamente utilizado;

e Atmosfera de nitrogénio previne oxidagao das amostras;

e O equipamento é compacto (faciimente removido de um laboratério para
outro), poucos controles e ndo necessita altas pressoes;

e Economicamente viavel, tendo em vista que o pre¢co de um Chromatotron
€ menor que o preco de um aparelho para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia usado na separacao preparativa.
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Métodos Cromatogréficos

1. Cromatografia em coluna* classica

L, .. . . - 4 Quanto mais uniforme for
Esta técnica € bastante utilizada para isolamento de produtos naturais e purifi- &, chimento da coluna

cacao de produtos de reagbes quimicas. Essa técnica fundamenta-se basica- ~ maior seré a sua eficiéncia.
mente na polaridade relativa das moléculas envolvidas. As fases estacionarias

mais empregadas s&o silica e alumina, no entanto estes adsorventes podem

servir somente como suporte para uma fase estacionaria liquida. Fases es-

tacionarias sélidas levam a separagéo por adsorcao e fases estacionarias li-

quidas por particdo. Suportes quimicamente modificados também tém sido

usados, sendo o processo de separacao misto, neste caso.

1.1. Empacotamento da coluna

Nesta técnica, utiliza-se colunas de vidro semelhantes a uma bureta. Suas dimen-
sbes, obviamente, dependem da quantidade da amostra a ser processada. Para
a introdugédo do suporte na coluna (empacotamento), coloca-se uma pequena
porcao de algodao na base inferior da coluna para evitar a passagem do suporte
s6lido pela torneira e ela é preenchida até cerca da metade com solvente.

Com a ajuda de um funil adaptado na parte superior da coluna, introduz-
-se, lentamente, a fase estacionaria em suspensdo no solvente, tendo-se o
cuidado de retirar quaisquer bolhas de ar formadas. O empacotamento pode-
ra ser auxiliado com a introducéo e o escoamento de novas quantidades de
solvente. Nunca deixe a superficie do suporte livre de solvente®. B
> Nunca se deve permitir
que o nivel do solvente
desca abaixo do nivel do
adsorvente, o que poderia
acarretar
rachaduras,

comprometendo a
eficiéncia da coluna.

=— fase estacionaria

«—solvente
<+— algodao

Figura 19 — llustragéo de uma coluna cromatogréfica.
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6 Deve-se evitar deixar

a coluna secar durante

o enchimento ou a
eluicdo, porque aparecem
rachaduras na coluna,

0 que prejudicara a
separagao cromatografica.

7 O volume das fracdes a
serem coletadas é funcao
da quantidade de amostra
e do grau de dificuldade da
separacao.
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Durante o enchimento, o ar pode ficar retido entre as particulas. Para
evitar que isso ocorra, deve-se agitar o adsorvente num frasco, com a fase mé-
vel, até a constituicdo de uma pasta, a qual sera colocada dentro da coluna®, ja
contendo 1/3 da fase moével.

2. Introducao da mistura para a separagao cromatografica

Quando a coluna estiver preparada, deixa-se escoar o solvente até que uma
pequena quantidade de solvente em torno de 1,0 cm fique na superficie. Deve-
-se evitar que o solvente escoe da coluna. Introduzir, na sequéncia, o material
que se deseja separar, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur, tendo cuidado
para nao perturbar a superficie do adsorvente. Se a mistura for liquida, ela
podera ser introduzida diretamente na coluna.

Uma metodologia alternativa envolve a impregnag&o da amostra em
pequena quantidade do adsorvente, com o auxilio de um solvente, seguida de
evaporagao e introdugéo do pé resultante na coluna.

Esse procedimento é particularmente Gtil quando pelo menos um dos
constituintes da amostra se dissolve apenas em solventes muitos polares. Ini-
cialmente deixa-se eluir a amostra com um pouco de solvente até quase a
secura. Introduz-se uma nova quantidade de solvente e repete-se a operagao.

A coluna é, entdo, preenchida com o solvente, e iniciada a eluigao pro-
priamente dita. A medida que as fracées’ vao sendo recolhidas na base da
coluna (usando varios Erlenmeyers, preferencialmente numerados) torna-se
necessario adicionar mais solvente, cuja polaridade eventualmente pode ser
modificada mediante mistura com outro solvente polar.

Faca-se entdo o monitoramento das fracdes recolhidas utilizando-se
uma técnica cromatogréafica auxiliar, como, por exemplo, a CCD, para veri-
ficar se todos os componentes da amostra foram eluidos e quais as fragdes
podem ser combinadas, pois um componente individual pode estar presen-
te em varias fragoes proximas. Algumas fragbes podem conter mais de um
componente, essas fragbes ndo devem ser agrupadas com as que contém
apenas um componente.

As fragdes recolhidas encontram-se diluidas, é necessério evaporar
todo o solvente para obter o componente puro. A escolha do eluente segue os
principios discutidos em CCD, mas, neste caso, ele pode ser mudado durante
0 processo cromatografico. Se, por exemplo, a amostra é constituida por duas
substancias, uma apolar e outra polar, utiliza-se primeiramente um eluente
apolar e, em seguida, um eluente polar.

03/05/2019 14:52:24



Fase
estaciondria

Tampao —-

poroso H
L

Figura 19 — Resultados de uma cromatografia em coluna

| J
Fase movel Componentes separados

Rtividades de avaliagdo

Objetivo: Separagao da mistura de o- e p-nitrofenol por cromatografia em
coluna classica.

OH 0]

0]
Il
N{

H
o
N+
0" o
Figura 20 — Estrutura das moléculas de o-ortonitrofenol e p-nitrofeno, respectivamente

Procedimento
1. Preparagao da coluna

a) Colocar um pequeno chumago de algodao na base inferior da coluna com
a ajuda de um bastédo de tamanho adequado. Encher a coluna até cerca de
1/4 com hexano. Testar se a torneira ndo apresenta vazamentos.

b) Pesar aproximadamente 20 g de silica-gel em béquer de 100 mL; adicionar
hexano em quantidade bastante para formar uma papa homogénea;

c) Abrir a coluna de modo a gotejar o solvente em um frasco Erlenmeyer du-
rante o processo de empacotamento.
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d) Com a ajuda de bastao de vidro colocar, de modo continuo, a suspen-
sao de silica na coluna (o solvente recolhido no Erlenmeyer deve ser
utilizado novamente para adicionar todo adsorvente para a coluna).

e) Deixar gotejar o solvente 5-10 minutos apés o enchimento da coluna para
facilitar a sedimentag¢éo da silica. Fechar a torneira quando o solvente ape-
nas cobrir a coluna de silica.

2. Preparacao e aplicagao da amostra

a) Com o auxilio de pipeta introduzir, lentamente, no topo da coluna cerca de
2 mL da solugéo de nitrofendis (para dissolver a amostra sugere-se uma
mistura de hexano e acetato de etila 4 : 1 ou diclorometanto 100%).

b) Deixar a solugdo entranhar-se na coluna mediante controle da torneira.
Com pequenas quantidades de solvente introduzir toda a amostra para
dentro da coluna.

3. Eluigao dos componentes da amostra

a) Encher a coluna com o solvente menos polar (hexano) tomando cuidado
para ndo perturbar a superficie do adsorvente.

b) Recolher as fragdes eluidas em frascos Erlenmeyer de 50 mL ou tubos
de vidros previamente numerados. O volume de cada fragéo deve ser,
em média, de aproximadamente 1/10 do volume da coluna. Observar
constantemente o volume de solvente na coluna, para ndo secar.

c) Na sequéncia, preencher a coluna com uma mistura de hexano e acetato
de etila 5: 1 e continuar o recolhimento das fragbes com os mesmos cuida-
dos descritos no item anterior. Pode-se ainda fazer o gradiente crescente
de polaridade do solvente, partindo-se de uma proporgcéo de acetato de
etila inferior a 5 : 1 na mistura com hexano.

d) Monitorar a separagao e pureza de cada fragdo por cromatografia em ca-
mada delgada (CCD). A eluicdo devera ser continuada até a saida total de
todos os componentes.

e) As fragdes contendo cada componente puro deverao ser reunidas em ba-
I6es apropriados e o eluente evaporado com auxilio de roto-evaporador.

Reorganizando os conceitos

1. Baseado em argumentos estruturais, comente sobre a separag&o croma-
togréafica do o-nitrofenol e p-nitrofenol. Que outras diferengas nas proprie-
dades fisicas desses dois isdbmeros podem ser explicadas usando-se os
mesmos argumentos? (Pesquisar dados sobre PE e PF do o-nitrofenol e
p-nitrofenol no indice Merck,).
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Métodos Cromatogréficos

1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é um tipo de cromatografia em co-
luna que foi desenvolvida utilizando-se de suportes com particulas diminutas
responsaveis pela alta eficiéncia, as quais tornam necessario o uso de bom-
bas de alta pressao para a eluicao da fase movel.

A CLAE tem a capacidade de realizar separacdes e analises quantita-
tivas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucao, efici-
éncia e sensibilidade. A versatilidade desta técnica reside no grande nimero
de fases estacionarias existentes, as quais possibilitam analises e separagoes
de uma ampla gama de compostos com alta eficacia.

© = N W b VIO N ®

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

o

Figura 21 — Cromatograma obtido por CLAE dos padrées de acido dehidro L-ascérbi-
co (1) e do acido L-ascérbico (2), utilizando uma coluna de fase reversa (C18) e de-
tector UV em 254 nm, com fluxo de 0,8 mL.min-1 e fase mével composta por metanol
e acido acético 0,15 % em agua ultra pura.

Fonte- Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 31, n. 2, p. 381-390, abr./jun. 2010

Na CLAE, emprega-se uma coluna fechada, reaproveitavel; portanto, até
centenas de separacdes individuais podem ser realizadas com a mesma colu-
na. Essas colunas sdo muito eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia
a vazao da fase movel, ou seja, ela sofre uma perda de carga. Por esta razéo é
necessario empregar sistemas de bomba de alta pressao (até 400 bars) que fa-
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zem a fase moével migrar a uma velocidade razoavel através da coluna. A vazéo
da fase mével é controlada facilmente, resultando em operagdes mais reprodu-
tiveis, que tornam as andlises executadas por CLAE mais precisas.

2. Equipamentos para CLAE

As principais caracteristicas que devem ser levadas em consideragao na es-
colha de um equipamento para CLAE séo:

a) Versatilidade: o equipamento deve resolver amostras de diferentes tipos,
servir a distintas técnicas cromatogréficas e realizar o maximo de opera-
¢des, tais como, gradiente de fase mével, coleta das fragdes, reciclagem
de fragdes, etc., necessarias as analises sofisticadas.

b) Rapidez: Para se conseguir anélises rapidas, deve-se obter as melhores
condicdes de CLAE, isto é, fase mével de baixa viscosidade, bomba de alta
pressdo e colunas com particulas de pequeno didmetro (grande area de
superficie, que ajuda os processos de separagao).

c) Reprodutibilidade e Estabilidade: caracteristicas essenciais para obter
do equipamento um bom funcionamento em longo prazo. O equipamento
deve ter controle adequado sobre os parametros de operagcéo, como va-
z&0, temperatura, pressao e composi¢ao da fase mével.

d) Sensibilidade: Um bom equipamento, mesmo trabalhando com peque-
nas quantidades de amostra, deve gerar sinais de intensidade apreciavel.

A Figura 22 mostra o equipamento utilizado na CLAE.

Figura 22 — Equipamento utilizado na CLAE — Laboratério de Biocatélise - UFC
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SOLVENT
RESERVOIR

Figura 23 — Esquema do equipamento basi-
co de CLAE. a) reservatério da fase movel;
b) bomba de alta presséo; c) vélvula de in-
jecao; d) coluna; e) detector e f) registrador.

RECORDER

a) Reservatoério de Fase Movel

A Fase Moével (um liquido puro ou uma mistura de composigao definida)
deve ser filtrada em membranas com 0,46 um de didmetro de poros e des-
gaseificada.

TEDIA

e
e
- o n-Hexane 35%

Figura 24. Alguns solventes utilizados como fase mével na CLAE
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b) Sistema de desgaseificagcao

8 A ndo degasagem A Fase Movel deve ser desgaseificada® para evitar a formagao de bolhas, as
do solvente pode criar quais podem provocar cavitagéo (com consequente dano & bomba) ou gerar

perturbagdes durante a . , - . L. .
analise no nivel da bomba e Picos falsos, ao passarem pela célula do detector. Sdo conhecidas varias téc-

no nivel do detector nicas de desgaseificagao:
e aguecimento com agitagao
e borbulhamento de gas hélio
e Ultra-som

e VAcuo

Figura 25 — Sistema para desgaseificagao

¢) Bomba

O bombeamento da Fase Mbvel é realizado por uma bomba controlada por
um microprocessador, o qual pode alterar a velocidade de sucgao (para evitar
vaporizagao de fase mével mais volatil) e a vazéo (importante quando a anali-
se é realizada com Gradiente de Polaridade, em cujo caso ha necessidade de
uma segunda bomba; ver mais adiante).

d) Valvula de injegao
Aamostra é sempre introduzida com auxilio de uma valvula, porquanto a pres-
s&o de trabalho raramente € menor que 20 atmosferas.

e) Coluna

As colunas empregadas em CL s&o retas, uma vez que seu comprimento ra-
ramente ultrapassa 30 cm, ocupando, portanto, muito pouco espago no equi-
pamento. Essas colunas sao reaproveitaveis, sendo empacotadas com su-
portes de alta resolugdo, ndo sendo necessaria sua regeneragao apés cada
separagao.
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. = I
Figura 27 — Compartimento do cromatégrafo para CLAE onde fica a coluna

f) Detector

O detector® mais utilizado para separagdes por CLAE é o detector de ultra-  ° Detectores szo

violeta, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice  dispositivos que examinam

d fracs | L D d lari . continuamente o material
e refragéo, e eletroquimicos, entre outros. Detectores de polarimetria para ¢ ;ido. gerando sinal

CLAE, recentemente desenvolvidos, diferenciam compostos quirais, através  quando da passagem de

da rotag&o de seus estereoisdbmeros frente luz plano-polarizada. substancias que nao sao o
gas de arraste.
g) Sistema de aquisi¢ao de dados

Os sistemas de aquisicado de dados empregados em CL s&o 0s mesmos em-
pregados em CG, ou seja, registradores, integradores ou microcomputadores. A
banda é registrada como um pico, que idealmente deve ter formato gaussiano.
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Figura 28 — Registro de separa-
¢éo de substancias por CLAE
variando a concentracdo de
metanol e acido acético.
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40% HOACc(1%v/v)
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Fase movel: 70% MeOH/
30% HOACc(1%v/v)
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-
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Fase movel: 40% MeQOH/
60% HOAc(1%v/v)

MeOH = metanol e HOAc = acido acético

2.1. Reservatério da fase movel

O reservatério pode ser um frasco de solvente bem limpo (Figura 29). Para
analise de ions nao se utiliza reservatério de vidro comum, para evitar que a
solugéo tenha ions provenientes da parede do reservatério. Utiliza-se frasco
de frasco de polietileno quando se trabalha com solugdes tampao, solugdes
contendo ions F ou solugdes levemente alcalinas.

Nao se deve lavar o reservatério com solucéo sulfocrémica, nem muito
alcalina, pois estas corroem as paredes internas, favorecendo a transferéncia
de ions para a solucéo.

O volume desses frascos varia de 1 a 3 litros de capacidade, o que
normalmente é suficiente para um dia de trabalho. A captacao da fase moével
¢ feita através de filtro, para remover particulas que possam obstruir e estragar
o sistema de bombeamento e a coluna. Este filtro deve ter a capacidade de
reter particulas sem produzir queda excessiva de pressao.

As fases moveis polares tém tendéncia a dissolver oxigénio e outros
gases. Se esses gases sao liberados dentro do equipamento, formam bolhas
e podem afetar o funcionamento do detector e a eficiéncia da coluna. Por
esse motivo é necessario remover os gases dissolvidos na fase movel. Em
muitos equipamentos, o préprio reservatério estd condicionado a efetuar a
remogao, por exemplo, pela aplicagéo de vacuo no reservatorio e agitagao da
fase mével sob acao de ultra-som e/ou aquecimento. O problema da forma-
¢ao de bolhas tem sido reduzido pela adicao de um filtro na saida do detector,
0 que restringe um pouco a vazao e produz uma pequena pressao na cela do
detector, impedindo a formagéao de bolhas.
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Figura 29 — Frascos utilizados como reservatério para fase mével na CLAE

2.2. Sistema de bombeamento

O desenvolvimento do sistema de bombeamento adequado foi o fator mais
importante para o desenvolvimento da CLAE. A bomba tem que proporcionar
uma vazao razoavel através da coluna, para que a anélise ndo seja lenta, e
uma vazao constante, para ndo atrapalhar o sistema de detec¢éo. Os aspec-
tos mais importantes para o sistema de bombeamento séo:

1. Geragao de pressoes até 6.000 psi;

2. Saida com auséncia de pulsos;

3. Velocidades de fluxo de 0,1 a 10 mL/min;

4. Controle e reprodutibilidade de fluxo de 0,5% ou melhor;

5. Componentes resistentes a corroséo.

Podem ser considerados basicamente dois tipos de bombas, as me-
céanicas e as pneumaticas. Entre as bombas mecanicas, existem dois tipos
diferentes, reciprocas (pistao ou diafragma) e do tipo seringa.

Coluna
-_’_
- [Controlador]
O
Motor Vedante Eﬂjﬂm_ o
3
M Valvulas
/ Ll de esfera
Pistao
. Figura 30 — Bomba reciproca
(também sao chamadas de
bombas de pistdo ou de dia-

fragma)

~«——Solvente
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2.3. Bombas de seringas com pressao constante

Esta bomba tem um pistédo que se movimenta pela agéo de agente pneumati-
co. O reservatério da bomba é cheio pela forga do ar comprimido, que desloca
0 pistdo ou diafragma. As vazdes obtidas sao livres de pulsagdes e de pressao
constante, mas isso significa que, se a resisténcia a pressao da coluna muda,
a vazéo também muda. As desvantagens deste sistema s&o:

e Instabilidade na velocidade do fluxo;
e Mudancgas no tempo de retengdo, dificultando a interpretacdo dos resultados;
e Capacidade limitada do volume total que pode ser bombeado.

2.4. Bombas reciprocadoras

Sao bombas que escoam volumes constantes de forma n&o continua, isto €,
pulsante. Essas bombas operam mediante o movimento de um pistéo e atra-
vés de um sistema de véalvulas que alternadamente se abrem e fecham, onde
se enche e esvazia de modo alternativo, uma pequena camara. Estas bombas
apresentam um volume interno de 100-200 pL.

O selo do pistao € um disco de teflon fixo no interior do corpo da bomba,
feito de ago inoxidavel quimicamente resistente. Os pistdes sdo de safira, que
confere resisténcia ao ataque da maioria dos solventes utilizados em CLAE.
Uma valvula (check-valve) tipica consiste em uma esfera de rubi aparada em
base de safira, formando um selo.

A pressao dentro do reservatério da bomba é a responsavel pela aber-
tura e o fechamento do selo. Estes movimentos dependem da localizagdo
da esfera (na entrada ou na saida da valvula). Existem dois tipos de valvula
(check-valve). Na primeira, a esfera funciona através da for¢ca da gravidade. E,
na segunda, a valvula tem uma mola metélica (agco inoxidavel apoiada sobre
a esfera de rubi). A mola mantém a véalvula fechada até que a presséo desen-
volvida pela bomba force a contragao da mola, possibilitando a passagem do
solvente. Além disso, a mola impede que a valvula abra em baixas pressoes.

As principais vantagens deste tipo de bomba s&o vazdes com volumes
constantes, capacidade de alimentac&do continua do sistema, facilidade na
mudanca da fase mével e o trabalho com pequenos volumes. Uma das des-
vantagens deste tipo de bomba é que se obtém uma vazao pulsante e ndo
uniforme e continua. Isto pode causar perda de eficiéncia na coluna e instabi-
lidade no detector.

Sistemas de amortizag&o hidro-pneumaticos, localizados entre a bomba
e a coluna, tém sido utilizados para solucionar esse problema. A forma mais sim-
ples de amortecedor utilizada consiste de uma sec¢do normalmente espiralada
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de espessura reduzida de ago inoxidavel ou tubo de teflon (6 m x 1 mm). Este
tubo capilar se deixa fluir livremente e assim absorve as pulsagdes produzidas
pela bomba. A grande desvantagem desse tipo de amortecedor é seu grande
volume morto, que pode provocar alargamento da banda cromatogréfica, além
de tornar o processo de mudanga da fase mével lento e dispendioso.

2.5. Bombas reciprocadoras de duplo-pistao

Neste tipo de bomba, dois pistdes sdo acionados por um mesmo eixo excén-
trico, de forma que, quando um pistao succiona a fase mével, o outro expulsa
o liquido para fora da bomba. A vazao de ambos os pistdes, ja quase livre de
pulsacéo, é encaminhada a coluna por uma via comum. Assim, o sistema de
duplo pistdo tem todas as vantagens da reciprocadora de pistdo simples, além
da vantagem adicional da grande diminui¢do do problema de pulsacgao.

2.6. Sistemas de injecao de amostras

Os equipamentos modernos empregam valvulas para amostragem, como a
ilustrada esquematicamente na Figura 31.

A amostra, introduzida na valvula mediante seringa, deve encher o es-
paco interno da por¢éo do tubo capilar de ago, a alga de amostragem (carga).
Normalmente o volume contido na alga é de 1 a 100 uL. A amostra é injetada
na coluna, ao girar a valvula para que a posigéo de entrada e saida mude
(injecao na coluna).

Desta forma pode injetar-se na coluna pressurizada um intervalo amplo
de volumes de amostra, dependendo do tubo capilar (alca de amostragem)
utilizado, com um alto grau de reprodutibilidade. As valvulas para amostragem
s&o fabricadas somente de material inerte, como teflon e ago inoxidavel, e seu
desenho é tal que resistem a pressdes muito elevadas.

Introducioda ' Loop” Injecdo da
amostra  alcade . amostra
amostragem \

Paraa
coluna

Retorno

Figura 31 — Esquema da véalvula de amostragem
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Figura 32 — Fotografia de uma véalvula de amostragem para CLAE

10 Analito & a parte da 3. Detectores usados em CLAE

amostra que € o foco da

o e Os detectores tém a funcado de monitorar o efluente da coluna e fornecer a
analise quimica.

medida detectada do soluto. O seu funcionamento é de acordo com diferentes
principios, mas todos geram um sinal elétrico que é proporcional a alguma
propriedade do analito®. A resposta do detector pode ser relacionada com a
quantidade de analito, portanto o detector deve ser calibrado com cada espé-
cie de interesse, portanto a escolha do detector é de acordo com as caracte-

11 De uma forma ideal, e .
risticas dos analitos.

cada substancia separada
aparece como um pico ho Uma variedade de detectores tem sido desenvolvida para CLAE, um
cromatograma. . . . I 1

detector ideal seria aquele com as seguintes caracteristicas™

e Alta sensibilidade: 10-8 a 10-15 g de soluto/s.

e Boa estabilidade e reprodutibilidade.

e Resposta linear para solutos que se estenda por varias ordens de grandeza.
e Tempo de resposta curto e independente da vaz&o.

e Alta confiabilidade e facilidade de uso.

e Similaridade de resposta para todos os solutos.

e N&o destrutivo.

e \/olume interno minimo e compativel com a vazao e com a pressao.

3.1. Principais detectores

12 70% das analises e Detector’? Espectrofotométrico (UV e Visivel);
publicadas utilizam CLAE

com detectores de UV/VIS e Indice de Refracao (RI);

e Fluorescéncia (FD);

e Espalhamento de Luz (ELSD);

e Espectrometria de Massas (MS);
e Detectores eletroquimicos
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3.2. Detector Espectrofotométrico (UV e Visivel)

Mede as variagdes na absorgao da luz na regido de 190 a 370 nm (UV) e de
370 a 700 nm (Visivel); sdo utilizados para compostos que absorvem no UV-Vis.

Vantagens

Alta sensibilidade;

Nao é destrutivo;

Permite trabalhar com gradiente;

Responde a larga faixa de concentragéo;

Relativamente insensivel a variagcdo de T e vazdo da FM.
Desvantagens

Detecta somente substancias que absorvem no UV-Vis.

A Figura 32 a seguir ilustra um cromatograma obtido a partir da separa-
¢ao de acidos graxos, usando-se como detector o UV-Vis.

CH,(CH,)0COOH n=0

total

[e]
'R
9 E
Ig a

= I

|
' I 4 minutos i
minutos (b)

(@)

Figura 32 — Aplicacdo de cromatografia de excluséo. (a) Separagéo de acidos gra-
xo0s. Coluna a base de poliestireno, 7,5 cm x 600 nm, com limite de excluséo de 103.
Tetrahidrofurano como fase mével, numa vazao de 1,2 mL/min. Detector de indice
de refragdo. (b) Analise de resina epdxi comercial (n = n® de unidades monoméricas
no polimero). Coluna de silica porosa 6,2 x 250 mm. Fase moével de tetrahidrofurano,
numa vazéo de 1,3 mL/min. Detector de UV.

Fonte - Anélise Instrumental Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢do — CEFET — RJ.

3.3. Detector de indice de Refracao

Baseia-se na medida da diferen¢a do indice de refragdo da FM na presenca
das substancias. Para aplicagbes gerais.

Vantagens

e Praticamente todas as substancias sao detectaveis.

e N&o é destrutivo.
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Desvantagens
e Sensibilidade menor que UV.
e Sensivel a diferengas de T, vazao e pressao da FM.

e Nao permite fazer gradiente.

3.4. Fluorescéncia (FD)

Baseia-se na medida da luz emitida pelas substancias previamente irradiadas
com luz UV; é aplicada na detecgcéo de compostos fluorescentes, vitaminas (ex.
riboflavina), micotoxinas, HPAs, etc) e compostos derivatizados (ex aminas).

Vantagens

e Muito sensivel.

e Nao é destrutivo.

e Permite gradiente.

Desvantagens

e Poucas substancias sao naturalmente fluorescentes.

3.5. Espalhamento de Luz (ELSD)

As particulas de uma amostra passam através da cela onde sdo aquecidas
com um feixe de luz incidente e a quantidade de luz espalhada é medida com
uma fotomultiplicadora. Em alguns equipamentos um gas é usado para con-
centrar as particulas na cAmara de deteccgao, tendo como aplicagao principal
a analise de lipideos.

3.6. Espectrometria de Massas (MS)

Fornece o registro da separagéo cromatogréfica e informagdes a respeito da
identidade dos analitos. Os analitos, apés separacao, sdo fragmentados no
detector permitindo a identificac&o e a quantificacao.

Vantagens

e Fornece massa molecular dos analitos.
e |dentifica os fragmentos.
Desvantagens

e Requer operador experiente.

e SAo caros.

3.7. Detectores eletroquimicos

a) Detector da Constante Dielétrica
Mede as mudangas na polaridade da FM que passa através da cela.
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b) Detector Amperométrico

Um potencial conhecido é aplicado através de um eletrodo (Ex: carbono vi-
treo), e a ocorréncia de redugao ou oxidagéo de uma espécie pode ser medi-
da. O potencial do eletrodo de trabalho e auxiliar € mantido constante. Geral-
mente, o trabalho é limitado a uma classe especifica em cada anélise.

c¢) Detector de Condutividade

Adequado para a deteccéo de ions em solugéo. Baseia-se na medida da con-
dutancia (G) das solugdes eletroliticas dos efluentes da coluna ou supressora.
AlLeide Ohm [l = (V-Ed)/R] é obedecida e a corrente medida (I) dependera do
potencial aplicado entre os dois eletrodos.

Aplicagées da CLAE

—

o
! y ﬁ 1
S I

L i . | ! 1 ] LIL
0 5 10 15 20 25 30 __1

Retention time, min

- :

3
4
g

Figura 33 — Os cromatogramas referem-se a uma mistura de benzeno e clorobenze-
nos. No primeiro caso, a elui¢ao foi de modo isocratico, com uma mistura de metanol/
agua 50/50. No segundo caso, a eluigao foi por gradiente, partindo de metanol/agua
40/60 e aumentando o teor de metanol em 8%/minuto. A coluna foi de 25 cm x 4,1
mm de didmetro interno, com fase reversa C18. Sabe-se que os compostos analisa-
dos séo (1) benzeno, (2) clorobenzeno, (3) odiclorobenzeno, (4) 1,2,3 triclorobenzeno,
(5) 1,3,5-triclorobenzeno, (6) 1,2,4-triclorobenzeno, (7) 1,2,3,4-tetraclorobenzeno, (8)
1,2,3,5-tetraclorobenzeno, (9) pentaclorobenzeno e (10) hexaclorobenzeno.

Fonte - Anélise Instrumental Cromatografia Liquida De Alta Resolugdo — CEFET — RJ.
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Figura 34 — Separagédo de aminoacidos em coluna de troca idnica. Empacotamento:
troca catiénica com particulas de 8 um de didmetro.
Fonte - Anélise Instrumental Cromatografia Liquida De Alta Resolugéo — CEFET — RJ.
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Figura 35 — Uma aplicaco tipica de cromatografia de adsorcéo: separagéo de cis- e
transpirazolina.Coluna 10 x 0,3 cm de silica pelicular. Fase mével 50/50 diclorome-
tano/isoctano, temperatura ambiente e vazao de 0,25 mL/min. Detector UV 254 nm.
Fonte - Anélise Instrumental Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo — CEFET — RJ.

Livro_Quimica_Metodos Cromatograficos.indd 56 03/05/2019 14:52:25



Métodos Cromatogréficos =

Objetivo
Buscar artigos cientificos que mostrem a determinacao de cafeina por CLAE.

A cafeina é um alcaloide encontrado em bebidas como café, chas, refrigeran-
tes, etc. Quando ingerida, atua como diurético e como estimulante do sistema
nervoso central e cardiovascular.

Reorganizando os conceitos

Com base no artigo cientifico, responda as seguintes perguntas:

1. Qual o tipo de equipamento utilizado na determinagao da cafeina?
2. Qual o detector escolhido?

3. Qual o tipo de coluna utilizada?

4. Qual a fase mével empregada?

5. Discuta a metodologia citada no artigo.
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Gromatografia Gasosa (G
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1. Introdugao a Cromatografia Gasosa

O principal mecanismo de separagdo da Cromatografia Gasosa (CQG) esta
baseado na particido dos componentes de uma amostra entre a fase mével
gasosa e a fase estacionaria liquida.

Na Cromatografia a Gas empregam-se colunas bem mais longas que
aquelas usadas em Cromatografia a Liquido. O principio € o mesmo, entre-
tanto a forgca motora é a presséo do gés e ndo a forgca da gravidade, de modo
gue as colunas normalmente sdo dobradas em espiral, a fim de ocupar menos
espaco dentro do cromatdgrafo.

A cromatografia gasosa é uma das técnicas analiticas mais utilizadas.
Além de possuir um alto poder de resolugao, &€ muito atrativa devido a possibi-
lidade de detec¢do em escala de nano a picogramas (10-9 a 10-12 g).

A grande limitagdo deste método é a necessidade de que a amostra
seja volatil ou estavel termicamente, embora amostras nao volateis ou insta-
veis possam ser derivatizadas quimicamente.

injector

o»

Pump

1

Data System Detector

Figura 36 — Representacao esquematica de um cromatégrafo a gas

A amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado
denominado de fase mével (FM) ou géas de arraste.

O fluxo de gas com a amostra vaporizada passa por um tubo contendo a
fase estacionaria FE (coluna cromatogréafica), onde ocorre a separagéo da mistura.

A FE pode ser um sélido adsorvente (Cromatografia Gas-Sélido) ou,
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mais comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um
solido inerte (Cromatografia Gas-Liquido com Coluna Empacotada ou Re-
cheada) ou sobre a propria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta
Resolugéo).

A amostra (gas, liquido ou sélido em solugéo) é injetada com auxilio de
uma microseringa ou valvula apropriada, no Injetor, que também é o Vaporiza-
dor (V) e os seus vapores s&o arrastados para o interior da coluna pela fase
movel (gas de arraste). Na saida da coluna, a amostra passa pelo Detector
(D). que envia um sinal para o Registrador (R), este sinal & proporcional a
quantidade de cada componente, 0 que permitird uma analise quantitativa.
Vale acrescentar que a Cromatografia a Gas é talvez o método de anélise
mais preciso.

Na cromatografia gas-liquido (CGL), os dois fatores que governam a
separacgao dos constituintes de uma amostra sao:

Solubilidade na FE: quanto maior a solubilidade de um constituinte na FE,
mais lentamente ele caminha pela coluna.

Volatilidade: quanto mais volatil a substancia (ou, em outros termos, quanto
maior a pressao de vapor), maior a sua tendéncia de permanecer vaporizada
e mais rapidamente caminha pelo sistema.

As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste
e passam por um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional
a quantidade de material eluido. O registro deste sinal em fung&o do tempo é
o cromatograma, sendo que as substancias aparecem nele como picos com
area proporcional & sua massa, o que possibilita a analise.

Figura 37 — Cromatograma de uma amostra com cinco componentes
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2. Reservatoério de gas de arraste

O gés de arraste fica contido em cilindros sob press&o. O parametro mais
importante para escolha do gas é a sua compatibilidade com o detector. Os
gases mais empregados sdo H,, He e N, e a vazdo do gas de arraste, que
deve ser controlada, é constante durante a anélise.

3. Sistema de inje¢ao de amostra

A introducédo da amostra é feita no injetor (ou vaporizador). Na versdo mais
simples, trata-se de um bloco de metal conectado a coluna cromatogréfica e
a alimentacao de gas de arraste. Este bloco contém um orificio com um septo,
geralmente de borracha de silicone, pelo qual amostras liquidas ou gasosas
podem ser injetadas com microseringas hipodérmicas. Amostras sélidas®® po-
dem ser dissolvidas em um solvente adequado. O injetor deve estar aquecido
a uma temperatura acima do ponto de ebulicido dos componentes da amostra,
para que a amostra se volatilize completa e instantaneamente e seja carre-
gada para a coluna. Se a temperatura for excessivamente alta, pode ocorrer
decomposi¢cédo da amostra.

coluna.

Figura 38 — Sistema de introdu¢éo de amostra

A quantidade de amostra injetada depende da coluna e do detector em-
pregado. Para colunas empacotadas, volumes de 0,1 ul a 3,0 pl de amostra
liquida sao tipicos. Volumes altos prejudicam a qualidade de inje¢do (alarga-
mento dos picos) ou saturam a coluna cromatogréfica.

Livro_Quimica_Metodos Cromatograficos.indd 63

Métodos Cromatogréficos

13 Solidos: convencional-
mente se dissolvem em um
solvente adequado e injeta-

se a solugéo.

1. Ponta da agulha da

microseringa é intro-
duzida no inicio da

9 1} 2. Amostra injetada e
vaporizada instanta-
neamente no inicio
da coluna.

3."Plug" de vapor de
amostra forgado pelo
gas de arraste a fluir
pela coluna.
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4. Coluna Cromatografica e Controle de Temperatura da
Coluna

A amostra deve entrar na coluna na forma de um segmento estreito, para
evitar alargamento dos picos. Apés injetada e vaporizada, a amostra é intro-
duzida na coluna cromatogréafica, onde € efetuada a separagcao. Na CG a “afi-
nidade” de um soluto pela FM é determinada pela volatilidade do soluto, sua
pressao de vapor, que é fungdo da estrutura do composto e da temperatura.
Alterando-se a temperatura, altera-se também a pressao de vapor e, por con-
seguinte, a “afinidade” de uma substancia pela FM. O controle de temperatura
devera ser rigoroso.

Figura 39 — Coluna capilar cromatografica

Figura 40 — Equipamento utilizado na Cromatografia Gasosa — Cromatografo a Gas
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5. Descri¢cao detalhada de um cromatdgrafo a gas

a) Controles de temperatura

O cromatdgrafo dispde de termostatos para controle independente do aqueci-
mento dos trés principais setores: cAmara de vaporizag&o (é o proprio injetor),
forno da coluna e bloco do detector.

O aquecimento da coluna, promovido por uma resisténcia elétrica loca-
lizada na base do forno, € homogeneizado por um ventilador que pode perma-
necer ligado apds o final do aquecimento, de modo a acelerar o resfriamento.
Nesse caso, o compartimento do forno deve permanecer aberto, exceto nos
equipamentos que possuam dispositivo de resfriamento automatico.

b) Controles Pneumaticos

Os cromatégrafos a gas normalmente possuem uma valvula controladora de
pressdo e outra para ajuste da vazdo da fase mével. A vazdo é medida com o
auxilio de um fluximetro de bolha (Figura 41), ou bolhdmetro. A “péra” (parte infe-
rior) contém uma solugdo de sabéo liquido. Comprimindo-se a “péra”, o nivel do
liquido sobe e o gas forma uma bolha que ascende pelo tubo. Para se determinar
a vazao, é suficiente marcar com um crondmetro o tempo gasto para a bolha
percorrer os 20 mL do tubo. Na atualidade, existem no mercado alguns equipa-
mentos totalmente microprocessados, tornando obsoletos esses acessorios.

20 ml p=4)

1

Gas

Figura 41 — Fluximetro de bolha

Fonte: Alexandre Schuler — Cromatografia, p. 20

¢) Coletor de Fragoes

O coletor de fragdes é um acessorio utilizado em Cromatografia preparativa.
O material efluente da coluna pode passar por um divisor de fluxo de modo
gue uma parte é desviada para o coletor, onde cada componente, isolada-
mente, € condensado. Colunas de maiores dimensdes permitem a injecéo de
uma maior quantidade de amostra, permitindo assim a produgao de pequenas
quantidades de um material com alta pureza (maior que 99,9999%), que po-
deréa ser empregado como padréo.
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d) Detectores

Nos primérdios da Cromatografia, a visualizagdo dos diversos componentes
da amostra era possivel porque eles eram coloridos (dai 0 nome da técnica).
Os primeiros pesquisadores que trabalharam com substancias incolores de-
senvolveram varios procedimentos para torna-las coloridas.

Surgiram entéo os reveladores. Reagentes, como o iodo, o &cido sul-
farico, a 2,4-dinitrofenil-hidrazina, entre varios outros, que borrifados sobre a
placa desenvolvida, geram manchas coloridas (spots), permitindo assim a vi-
sualizacdo do cromatograma. Tanto na placa quanto na coluna, iluminagao
com luz ultravioleta (UV) também permite a visualizag&o das zonas ocupadas
pelos componentes (evidentemente, apenas aqueles que absorvem luz UV).

Para a quantificacdo, Tswett e seus seguidores empregavam técnicas de
degradagdo quimica, que consiste em transformar o analito desconhecido em al-
guma substancia ja conhecida e, em seguida, desenhar a reagéo (ou as reagoes)
realizada(s), do fim para o comeco, para chegar a estrutura do desconhecido.

Aideia de colocar um feixe de luz UV na saida da coluna e aproveitar a
relagdo matematica associada a absorgao da luz pelo analito (lei de Beer) é
um exemplo do desenvolvimento de detectores (dispositivos que em contato
com o analito geram um sinal que é registrado e quantificado).

O momento da deteccdo também é registrado (tempo de retencéo), de
modo que os detectores modernos fazem simultaneamente a identificagéo
e a quantificagdo da amostra. As figuras 42, 43 e 44 mostram exemplos de
cromatogramas obtidos por trés diferentes tipos de detectores.

|

Figura 42 — Cromatograma obtido utilizando-se um Detector Universal, que gera sinal
para qualquer substancia eluida.
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L

Figura 43 — Cromatograma obtido utilizando-se um Detector Seletivo que detecta ape-
nas substancias com determinada propriedade fisico-quimica.

J \ -

Figura 44 — Cromatograma obtido utilizando-se um Detector especifico, que detecta
apenas substancias que possuam um determinado elemento ou grupo funcional em
sua estrutura.

Um detector universal responde a todos os componentes de uma mistura.
Um detector seletivo, porém, sé responde a certos componentes da amostra.
Pode ser uma vantagem quando ele responde apenas aos analitos de interesse
porque o cromatograma é muito simplificado e n&o sofre interferéncias.
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Detector por condutividade térmica

O detector por condutividade térmica (DCT) é o detector de CG mais antigo.
Devido ao seu grande volume, baixa sensibilidade e problemas de contamina-
¢ao, ele foi logo descartado para o uso em sistemas capilares. Duas de suas
caracteristicas operacionais s&o, entretanto, muito interessantes para o uso
em sistemas capilares.

A sensibilidade é inversamente proporcional a velocidade de fluxo, cres-
cendo muito quando o fluxo passa de aproximadamente 50 mL.minta 1 mL.min™.
Por outro lado, a sensibilidade € méxima quando o gas de arraste € hidrogénio ou
hélio (comumente usado em sistemas capilares) porque a diferenca de condutivi-
dade térmica entre estes gases e as substancias organicas é muito grande.

Os detectores por condutividade térmica usam um filamento metélico
aquecido ou um termistor (um semicondutor de éxidos de metal fundidos)
para mostrar diferengas de condutividades térmica do gas de arraste. Hélio e
hidrogénio s&o os melhores gases de arraste para uso com estes detectores
porque sua condutividade térmica é superior a dos demais gases. Por uma
questdo de seguranga predomina-se a utilizagdo do gas hélio por ser inerte.

Detector por lonizagao de chama

O detector por ionizagao de chama (FID) baseia-se na queima do ar do efluente
da coluna, misturado com hidrogénio, com produgcé&o de uma chama de ener-
gia suficiente para ionizar as moléculas de soluto cujos potenciais de ionizagao
s&o baixos. Os ions produzidos sdo coletados por eletrodos e a corrente ibnica
produzida é medida. O jato do queimador é o eletrodo negativo. O anodo é usu-
almente filamento ou uma grade que atinge a extremidade da chama.

A combustao de misturas de hidrogénio e ar produz poucos ions e, as-
sim, quando s6 o gas de arraste se queima, obtém-se um sinal praticamente
constante. Na presenc¢a de compostos que contém carbonos, ocorre a ioniza-
¢ao0 e a condutividade elétrica aumenta fortemente. Como a amostra é destru-
ida na chama, usa-se um dispositivo para dividir o fluxo do efluente quando se
deseja continuar a analise da amostra. O divisor de fluxo é colocado entre a
coluna e o detector, e permite que o grosso da amostra evite o detector.

Aplicabilidades do detector por lonizagao de chama - (FID)

O FID tem uma grande aplicabilidade, sendo quase que de uso universal na
cromatografia a gas de compostos orgénicos. Levando-se em conta ainda o
fato de ser altamente sensivel e estavel, ter resposta rapida e uma faixa de
resposta linear muito grande (~107) faz com que este tipo de detector seja o
mais popular em uso.
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O FID é sensivel a massa e n&o a concentracao, devido a isso, a resposta
de detector ndo é afetada por alteragdes do fluxo do gas de arraste e alta sensi-
bilidade (2 x 10" g.s™) se mantém mesmo em fluxos muito baixos.

A sensibilidade é normalmente expressa em massa por unidade de tem-
po, logo, os efeitos de alargamento do pico n&o precisam ser considerados.
Deste modo, um pico no efluente com largura de 2 segundos que resulta de
10® g do material é tao facil de ser visualizado como um pico de largura de 2
segundos que contém 10 vezes o analito.

A sensibilidade alta ajustada com uma grande faixa de resposta linear e a
pequena contaminagao que sofre, faz com que o FID também seja um detector
mais usado na rotina de CG capilar. No entanto, ocorrem problemas, pois se
observa baixos fatores de resposta para certos compostos oxigenados como
alcoois e compostos carbonilados. Alguns compostos contendo halogénios ou
nitrogénios também apresentam baixos fatores de resposta.

Detector por loniza¢ao de chama modificado

Conhecidos frequentemente como detectores de chama alcalina (AFD), estes
FID modificados tém uma pequena esfera de silicato de rubidio aquecida ele-
tricamente colocada entre a chama e o eletrodo coletor. Mantém-se a chama
em torno de 200 V entre a esfera e o coletor.

Usa-se a chama a 800 °C, mantida em uma raz&o baixa hidrogénio/ar
para suprimir a ionizagdo normal dos hidrocarbonetos, dirigida para a esfera.
Acredita-se que se forma um pequeno plasma perto da superficie da esfera
que permite a producao de muitos ions dos compostos que contém nitrogénio
ou fésforo, inibindo ao mesmo tempo a resposta do carbono.

Este detector, entretanto, ndo é de uso simples como o FID comum
porque a resposta para o nitrogénio ou fésforo depende das condi¢cdes exatas
de operagao, particularmente a temperatura da esfera que, por sua vez, de-
pende em parte do tamanho da chama de nitrogénio que atinge. Isto significa
que manter a reprodutibilidade no trabalho cotidianamente é dificil. Deve-se
atentar também que a faixa de resposta linear ndo é tdo grande como a dos
FID comuns. No entanto, o detector modificado € muito Util na deteccdo e
quantificacdo de muitos compostos que contém fosforo e nitrogénio, como
podemos citar os pesticidas de Ultima geragéo.

Detector de chama fotométrico

Detector de chama fotométrico (FPD) é um terceiro tipo de detector de chama
que também se baseia nos FID. Nele, compostos que contém fésforo ou en-
xofre sdo queimados em uma chama hidrogénio/oxigénio com produgéo de
luz a 536 nm no caso do fésforo r 394 nm no caso do enxofre.
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Apobs passar por um filtro éptico de banda estreita, a emisséo é detec-
tada em uma fotomultiplicadora convencional colocada a 90° em relagéo ao
eixo da chama. O detector fotométrico, que pode ser equipado com dois sen-
sores opticos diferentes para a determinagao simultdnea de enxofre e fésforo
€ muito mais sensivel para estes elementos do que para hidrocarbonetos o
que o torna mais seletivo.

Desvantagens

4 Os FID, AFD e FPD A desvantagem do FPD™ é a resposta n&o linear. A resposta é aproximada-
z?édquo?%erﬁ;gtgrg%‘zr:;iras mente quadratica e depende da natureza exata do composto que esta sendo
ser usados com colunas analisado. Alguns cromatografos tém a fungéo de linearizagdo em sua pro-
de alta temperatura. Isto gramagao que pode ser controlada pelo usuério dentro de certos limites (1,2
Lii‘éi isztlréts@macéo por a 2.5). Apesar destas desvantagens, este tipo de detector & muito (til, parti-

cularmente, na analise de enxofre em baixa concentracdo podendo ser de

interesse para resolver problemas ambientais.

Detectores por captura de elétrons

Os detectores por captura de elétrons (ECD) diferem dos demais detecto-
res de ionizagdo porque exploram o fenébmeno da recombinag¢do baseado na
captura de elétrons por compostos que tém afinidade por elétrons livres. O
detector mede, entdo, a diminuicio e ndo o aumento da corrente.

Usa-se uma fonte de raios 3 (comumente uma laminula contendo *H ou

Ni) para gerar elétrons “lentos” por ionizag&o do gas de arraste pelo detector

(prefere-se o nitrogénio). Os elétrons assim gerados migram para o anodo sob

um potencial fixo e provocam uma corrente de fundo estavel. Quando um gas

capaz de capturar elétrons sai da coluna e reage com um elétron, o resultado

0 € a substituicdo do elétron por um anion de massa muito maior e redugao

\ . .. N _

N da corrente. A resposta do detector relaciona-se visivelmente a afinidade das
moléculas do eluato por elétrons e o detector &€ notadamente sensivel para
compostos que contém halogénios ou enxofres, anidridos, compostos em que
a carbonila esta conjugada, nitritos, nitratos e compostos organometalicos.

A

HyC” NCH,

Detector por fotoionizagao
Carvona - apresenta

carbonila conjugada. O detector por fotoionizagéo (PID) € um dos detectores mais recentes, portan-
to faremos uma descricdo mais delineada. Trata-se de um detector de ioniza-
¢ao de funcionamento semelhante ao FID ou a um ECD, no qual a resposta
depende da quantidade de ions e amplificagéo do sinal em um grande eletro-
do colecionador de cargas positivas usando um amplificador convencional de
alta impedancia. As moléculas orgénicas, ao sair da coluna juntamente com
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eluente, sdo irradiadas com luz ultravioleta de alta intensidade, proveniente de
uma lampada que produz fétons na faixa de 9,5-11,7 eV, dependendo do com-
primento de onda da radiag&o. As espécies organicas geralmente apresentam
as energias de ligacao nesta faixa, portanto o PID pode ser usado como um
detector universal para compostos organicos ou pode ser usado para ionizar
seletivamente alguns tipos de moléculas da amostra para as quais a energia
de ionizacao é baixa.

Este detector tem potencial apreciavel e podera ser uma alternativa
para os FID, pois apresenta sensibilidade semelhante e resposta universal.

Ao contrério dos FID normais, o PID nao precisa de gases auxiliares,
necessitando apenas do gas de arraste, 0 que € uma vantagem considerando
os sistemas portateis.

Comercialmente sdo vendidos para a determinagdo de gases e vapores
no trabalho de campo, alguns monitores portateis para compostos orgénicos
gque usam um PID e uma bomba simples para levar o ar, que age simultanea-
mente como gas de arraste e amostra, até uma coluna curta.

Detector de emissao atomica

O detector de emiss&o atdmica (AED), que é constituido por duas partes inde- =M Fisica e em Quimica,
o plasma é um dos estados

pendentes, podera ter muitas aplicagées. O gas de arrasto (hélio) passa pela  fisicos da matéria. similar
coluna capilar e carrega o eluente que passa, ao sair da coluna, por uma cavi- a0 gas, no qual certa
dade de micro-ondas resfriada com &gua onde se produz um plasma’® de hélio, %%:izg:as particulas &
a temperatura alta do plasma é suficiente para decompor a amostra em dtomos

que, por sua vez, emitem um espectro atdmico caracteristico.

A radiacéo resultante é focalizada, passa por uma rede de difragcao,
onde sofre dispersao, e continua até um conjunto de diodos mével, como na
espectroscopia de plasma convencional. Esta montagem permite a detecgéo
de elementos (com excegado do hélio, usado como gas de arrasto) com sen-
sibilidade muito alta.

Como o detector de diodos pode ser ajustado para cobrir uma faixa se-
lecionada de comprimentos de ondas no ultravioleta/visivel, pode-se detectar
um numero muito grande de elementos em uma amostra, tornando a injeta-la
e examinando sucessivamente regides diferentes do espectro. A especificida-
de caracteristica para os elementos é muito Util na determinacao simultanea
de halogénios, fésforo, enxofre, nitrogénio e oxigénio, que sao analisados se-
paradamente como outros detectores.

O detector de emissao de chama também pode ser usado na determi-
nacao de outros elelmentos potencialmente importantes como o silicio, metais
pesados (Pb e Hg), estanho, arsénico, cobre e ferro, ou como um detector
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de substancias orgénicas, monitorando carbono e hidrogénio. Ele pode ainda
detectar seletivamente isétopos como 13C e deutério, permitindo a determi-
nacao de razdes isotopicas.

Os AED, além de possibilitar a detec¢ao de amostras cujas caracteris-
ticas ndo permitem a anélise com detectores convencionais, possuem faixa
de resposta linear muito grande e podem oferecer rapidamente informagdes
quantitativas sobre cada elemento analisado.

O programa de que controla o detector pode usar a resposta do con-
junto diodos ainda para monitorar eventuais sangramentos da coluna ou do
fluxo de gas de arrasto e deduzir este sinal da resposta da amostra para dar
um sinal correto.

Aplica¢cdes dos AED

e Hidrocarbonetos;

e Produtos farmacéuticos;

e Substéncias de interesse ambiental.

Desvantagens
e Alto custo
e Dificil manutencao.

Detectores de CG acoplados

A cromatografia com fase gasosa pode ser acoplada com varios tipos de es-
pectrédmetros, compondo sistemas capazes de combinar a capacidade de
separagao da cromatografia com a capacidade de identificagdo da espec-
troscopia.
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Gromatografia a Gas associada a
Espectrometria de Massas (GG-MS)
e Gromatografia com Huido

supercritico-Espectrometna de
Massas (SFC-M3)
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1. Cromatografia a Gas-Espectrometria de Massas —CG-MS

A Cromatografia a Gas-Espectrometria de Massas (CG-MS) foi uma das primei-
ras técnicas associadas, sendo, ainda hoje, uma das técnicas mais empregadas.

A combinagao da cromatografia gasosa com a espectrometria de mas-
sas é relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamen-
to do cromatégrafo a gas séo suficientemente compativeis com a necessida-
de de alto vacuo do espectrometro de massas.

Hoje, quase toda cromatografia gasosa é a base de colunas capilares,
predominantemente de quartzo, com a fase estacionaria ligada quimicamente
as paredes da coluna para evitar perdas. Estas colunas podem ser diretamen-
te ligadas & maior parte das fontes de ions através de um anel de compresséo.

A coluna passa normalmente por um tubo de aco inoxidavel que a fixa
em uma posi¢ao correta. O tubo é aquecido para evitar condensagéo na linha
de transferéncia. Quando a coluna esta em posicado, as bombas do espectro-
metro suportam vazoes de até 1 mL. min. ! na coluna, mantendo ainda o vacuo
adequado na fonte de ions. Muitos sistemas de CG-MS suportam as vazdes da
ordem de 3 a 10 mL . min. ‘! usadas em capilares de grande diametro. Assim,
a interface fisica entre o cromatégrafo e o espectrémetro ndo é um problema,
podendo-se escolher diversos tipos de espectrdometros de massas (Figura 45).

5] =
§ Figura 45 — Cromatdgrafo Gasoso - Espec-
. trdmetro de Massa GCMS-QP2010 SE - é
uma versao do modelo Ultra, direcionado
para analise de alta produtividade e com
_— — excelente relacdo custo/beneficio. E uma
1 ] | rrrvhaed 1IN

6tima ferramenta para laboratérios que uti-
lizam anélises de rotina abrangendo diver-
sas aplicagbes como, por exemplo, anali-
ses ambientais e controle de qualidade.
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A cromatografia com fase gasosa s6 separa moléculas volateis (pre-
dominantemente organicas), portanto o espectrdmetro de massas sé precisa
garantir uma faixa modesta de massas de aproximadamente 750 unidades,
com resolucdo inferior a 1000. Entretanto, devem ter uma resposta rapida e
sensivel, para detectar os picos menos intensos do cromatograma, permitindo
a obtencao de seus espectros de massas.

Os métodos de ionizagdo mais empregados em CG-EM séo ionizagao
por impacto de elétrons (“electron ionization™) - IE e a ionizago quimica (che-
mical ionization) - 1Q1,3. Na |E o analito de interesse, em fase gasosa, € bom-
bardeado com elétrons de alta energia (geralmente 70 eV). As moléculas do
analito absorvem esta energia desencadeando varios processos, dentre os
quais o mais simples é aquele em que o analito € ionizado pela remogéo de
um unico elétron (M+e).

Este processo requer tipicamente 10 eV e o restante da energia gera
fragmentacao dos analitos 2,3. Isto consiste em um dos maiores problemas
encontrados na aplicacéo de |E, pois a fragmentacao rapida pode conduzir
a nao observacao do ion molecular no espectro, perdendo-se, portanto, uma
das mais importantes informagdes analiticas oferecidas pela EM2.

A 1Q é a técnica que foi desenvolvida especialmente para aumentar
a producao do ion molecular e reduzir as fragmentagdes associadas a ioni-
zagao por elétrons. Nesta técnica, as moléculas do analito, em fase gasosa,
s&o introduzidas na camara de ionizagdo do espectrébmetro de massas, que
contém um gas reagente.

Esta mistura (moléculas do analito + gas reagente) € bombardeada com
elétrons, assim como na |E. Mas, como o gas reagente estd em excesso em
relagéo ao analito (geralmente em proporgao maior que 1000 :1), ele é ioniza-
do quase que exclusivamente e passam a ocorrer reagdes entre os ions em
fase gasosa do gas reagente e as moléculas neutras do analito, dando origem
aos ions pseudomoleculares do analito [M+H]+. Por este processo ser relati-
vamente de baixa energia, quase néo € observado fragmentacgao.

2. Cromatografia com fluido supercritico — espectrome-
tria de massas (SFC-MS)

A cromatografia com fluido supercritico’® compatibiliza as vantagens da cro-

16 : i . R L. ..
Os fluidos supercriticos matografia a gas com as vantagens da cromatografia liquida de alta efici-

sao produzidos pelo

aquecimento de um gas, éncia, especialmente quando esta técnica é acoplada a espectrometria de

acima de sua temperatura massas, pois as colunas podem ser conectadas diretamente & fonte de ions
r mpr . . . .

critica ou compressao sem a necessidade de interfaces complicadas como na CLAE. O fluido de

de liquido acima de sua ) ) X o .

press&o critica. cromatografia mais comum & o diéxido de carbono que ndo causa problemas

na espectrometria de massas ou em seu sistema de bombeamento.
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1. Introdugao a cromatografia de ions

A cromatografia de ions é definida como a técnica de separacéo e quantifi-
cacdo de cations e anions, utilizando colunas com resinas trocadoras de ions
ou seus equivalentes. A detecgao, nessa técnica, geralmente é realizada por
condutibilidade elétrica.

A técnica da cromatografia de ions (CI) permite, portanto, anélise de
jons em solugdes aquosas, empregando como fase movel solugdes idnicas
escolhida de forma a ser compativel com o tipo de trocador usado. Desta ma-
neira, se a fase estacionéria retém cétions, a fase mével deve conter cations
capazes de substitui-los um valor de pH especificado para cada caso, uma
vez que o pH é dos fatores principais para o sucesso do método.

Figura 46 — Esquema do mecanismo de troca ibnica

Na cromatografia de ions, a fase estacionéria é altamente carregada,
sendo que solutos com cargas de sinais contrarios a esta sdo seletivamente
adsorvidos da fase mével. Os solutos adsorvidos podem ser subsequente-
mente eluidos, por deslocamento com outros ions, com o mesmo tipo de car-
ga, porém com maior for¢a de interagdo com a fase estacionaria.

Os diferentes graus de afinidade eletrostatica entre o trocador de ions
da fase movel regem este tipo de cromatografia. A separagao de materiais por
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cromatografia ibnica esta baseada na adsorcéo reversivel e diferencial dos
jons da fase mével pelo grupo trocador da matriz. A diferenca de afinidade
entre os ions da fase mével e a matriz é devido a diferenca de carga, sendo
possivel controla-la utilizando fatores como pH e a forga idnica.

Os ions adsorvidos s&o removidos por eluicao e a solugido empregada
€ chamada de eluente. A solucéo eluente é chamada de eluato. Se uma solu-
¢ao de eluente adequado for passada através de uma coluna carregada com
o ion A, hipoteticamente, o desenvolvimento da reagédo podera ser seguido
analisando-se continuamente o eluato. A concentracdo de A nas fragdes su-
cessivas do eluato pode ser langada num gréafico versus o volume do eluato;
este gréfico é curva de eluicao.

Figura 47 — Gréfico da curva de eluigao

Se as curvas de eluicio forem suficientemente afastadas entre si, con-
forme a fazer-se uma separagao quantitativa, se as curvas se superpuserem,
ocorrera uma separagao incompleta. Idealmente, as curvas deverao se apro-
ximar de uma distribuicdo Guassiana.

Em muitos casos, a separacao eficiente de uma mistura através da cro-
matografia por troca ibnica requer que a concentragao seja mudada durante
0 curso da eluicdo.

2. Resinas de troca idnica

Resinas de troca idbnica sdo materiais a base de polimeros de estireno e divinil-
benzeno e poliacrilatos. A Tabela 2 mostra as caracteristicas gerais de varias
resinas trocadoras de ions.
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Tabela 2
Caracteristicas gerais de varias resinas trocadoras de ions.
Tipo Grupo pH Capacidade de troca
trocador

Troca Acido forte -SOH 1,0-14 4mmol H+ g*
cationica

Troca Acido fraco -COH 50-14 9-10 mmol H+ g
cationica

Troca Base forte -CH,*-R, 1,0-14 4 mmol -OH g*
anionica

Troca Base fraca -CH,-NR, 1,0-9,0 4 mmol -OH g*
anionica

3. Classifica¢ao das resinas

Fortes: Contém grupos acidos ou basicos fortes, que sdo completamente io-
nizaveis em uma grande faixa de pH.

a) Catidnica forte: Contém grupos de acido sulfénico e sdo completamente
ionizaveis acima de pH 2,0.

b) Anidnica forte: Contém quaternario de aménio e sdo completamente ioni-
zaveis até pH 10.

Fracas: As resinas fracas tém uma maior capacidade de troca que as resinas
fortes, mas n&o sao ionizaveis em uma faixa restrita de pH.

Cationica e Anidnica fraca: Contém &cido carboxilico e amina, respectivamente.

4. Capacidade de troca dos trocadores idnicos

A capacidade de troca de ions de uma resina depende do nimero de grupos
ativos unidade de peso do material, € quanto maior for o nimero de ions maior
sera a capacidade de troca. A capacidade de troca é expressa em miliequiva-
lentes por grama de resina. A Tabela 3 fornece alguns exemplos de capacida- 1 5 quantidade de amostra

de de trocadores i6nicos?’. a ser aplicada em um
trocador ibnico depende
de sua capacidade. Em
geral, aplica-se de 1-5%
da capacidade total do
trocador. Excesso de
material implica na perda
da resolucao.
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Tabela 3
Resinas comerciais
Nome Tipo Capacidade de troca por g-1 (resina seca)

Zeo-Karb 225 Acido forte 4,5-5,0 mmol H+
Amberlite CG 120 Acido forte 5,0 mmol H+

Zeo-Karb 226 Acido fraco 9,0-10 mmol H+
Amberlite CG 50 Acido fraco 10,0 mmol H+

Deacidite FFIP Base forte 4,0 mmol -OH
Amberlite CG 400 Base forte 3.8 mmol -OH
Amberlite CG 45 Base fraca 5,0 mmol -OH

5. Seletividade

A seletividade® de um trocador aumenta com o incremento do grau das liga-
cdes cruzadas da matriz. lons com carga elevada s&o trocadores mais fortes
que ions de baixa carga nas mesmas concentragdes. lons com a mesma
carga, porém com diferentes tamanhos em solucéo, tém diferentes graus de
afinidade. Este efeito se relaciona melhor com o poder de polarizagdo do ion
e seu grau de hidratagc&o, sendo que a afinidade diminui com o aumento do
raio do ion hidratado.

18 Seletividade é a
capacidade que tem um
trocador de reter ions

6. Fase movel

A fase movel pode ser constituida por solugdes acidas, basicas ou ainda por
solucdes tampdes. Quando a fase moével é uma solucéo tampao, sua escolha é
em fungdo do valor em que se pretende manter o pH. Na literatura, encontram-
-se varios tampoes utilizados, como o fosfato, o citrato, o acetato, dentre outros.

7. Aplicacoes

A desionizagdo da agua e de muitos licores agucarados de frutos bem como
a despigmentacéo destes sdo as aplicagdes mais rotineiras.

Em Quimica Analitica, € usada na separagéo de elementos geralmente com-
plexados, como também na eliminag&o de ions que interferem na analise de uma
determinada substancia e na separagéo de misturas de compostos carregados.

Na Bioquimica, tem sido aplicada frequentemente, tanto com fins pre-
parativos como analiticos. Na preparacao e purificacdo de enzimas como de
outras macromoléculas, usada também na separacao de drogas e seus me-
tabdlitos, utilizadas em autoanalisadores de aminoacidos.
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