R: O corpo docente e a admistrac@o
da LSU fizeram-me sentir muito
bem-vindo. Definitivamente, ndo é
mais a LSU da qual me lembro na
infancia— essa € umanova LSU em
uma nova eral Somos agora a uni-
versidade nimero um da nagdo na
formacdo de doutores afro-ameri-
canos em quimica. Formamos dez
estudantes no Ultimo ano, ao passo
que o restante do pais formou entre
1960 e 1970. Tudo isso ocorreu
desde que cheguei em 1992. A me-
dida que tivemos mais estudantes
afro-americanos reconhecendo a

Estou onde estou porque houve
mentores importantes olhando
por mim e que, a despeito dos

livros e equipamentos
ultrapassados, me disseram que
eu poderia vencer. Eu devo
muito a eles, e a forma como eu
0S pago é trabalhando com as
novas geracoes que vieram
depoisde mim

das que sdo empregados e as for-
mas de vida tendem ainteragir de
forma seletiva com moléculas
quirais, as bactérias comeriam so-
mente uma das formas? E sefor a
forma boa que elas comem, isso
aumentaria a concentragdo rela-
tiva da forma ruim e criaria um
problema ambiental ?

P: Vocé também esta
realizando pesquisa sobre

a formacao das placas no
coracao, correto?

R: Eu estou trabahando junta

LSU como um lugar onde eles

podem se sentir confortéveis, a qualidade dos nossos estu-
dantes foi ao topo! Agora, como vice-chanceler para Iniciati-
vas Estratégicas, estou trabalhando para aumentar o nimero de
estudantes de pds-graduacdo e membros do corpo docente em
toda a universidade. Se podemos fazer isso em quimica, deve-
ria ser mais simples em outras areas.

P: Qual € o foco atual de seu trabalho no
laboratério?

R: Estamos tentando desenvolver novas técnicas espectros-
copicas para servir de sonda para as interagcdes entre hos-
pede/hospedeiro em drogas quirais, com os novos polimeros
quirais desenvolvidos em meu laboratério. A quiralidade é o
destro ou o canhoto das moléculas e € muito importante para
0s sistemas vivos; 0s aminoacidos sdo quirais. Os corpos dos
organismos vivos sdo seletivos a quiralidade. Por exemplo,
NOSSos corpos empregam somente aforma L dos aminoacidos
e rejeitam a forma D. Com os aglcares, usamos apenas a
formaD. Um exemplo é adrogatalidomida, naqual ambas as
formas L e D estéo presentes. Tempos atras, essa droga foi
dada para as mulheres gravidas para combater as nauseas
matinais. Uma das formas é benéfica, mas a outra leva os
bebés a nascerem sem as pernas ou os bragos e com outros
problemas muito sérios. Desde agquela época, o Food and
Drug Administration reconheceu que as drogas quirais neces-
sitavam ser monitoradas com cuidado porque, enquanto uma
das formas pode ser benéfica, a outra pode ser perigosa. No
meu laboratério, queremos quantificar a quiralidade empre-
gando a anisotropia fluorescente para medir as diferengas nas
interaces das duas formas diferentes da droga com um
reagente quiral. Esse trabalho pode ser diretamente rela
cionado com a cromatografia que fazemos.

P: Vocé também esta estudando o efeito de
pesticidas quirais sobre o meio ambiente?

R: Assim como as drogas, muitos pesticidas e herbicidas sdo
quirais. Quando os pesticidas sdo sintetizados, ambas as for-
mas sdo produzidas, mas tipicamente apenas umaforma é (til.
Apos a aplicagdo, ambas as formas sdo lixiviadas para a agua.
Estamos olhando os produtos de degradag&o desses compostos
em sistemas agudticos. Se ambas as formas estéo nos pestici-

mente com indmeros outros qui-
micos para entender aformagao das placas cardiacas. Cadaum
de nés esta trabalhando em diferentes aspectos do problema
empregando diferentes ferramentas. Uma coisa que estamos
olhando é a quimica de uma das artérias nativas de paciente
com ponte e as artérias das pontes. A artéria nativa reflete a
quimica ao longo da vida da pessoa e a artéria da ponte reflete
a quimica da pessoa desde o implante da ponte. Estamos com-
parando essas duas quimicas. Esperamos aprender se as mu-
dancas da quimica do corpo que ocorrem tarde na vida causam
0 desenvolvimento da placa cardiaca. Se conseguirmos desco-
brir a causa da placa, poderemos encontrar 0s mecanismos da
sua formagéo.

P: Finalmente, quais sao suas idéias como

mentor e professor?

R: Eu gosto de ativar as mentes jovens nasalade aulaeno la-
boratério. A pesguisa ndo é diferente do ensino; é ensinar aos
estudantes como criar novos conhecimentos. Se posso ativar
uma mente jovem para ir aém dos livros-textos, acho isso
excitante. Minha esposa diz que sou a Unica pessoa que ela
conhece que absolutamente ama seu trabalho. Eu amo traba-
lhar com os estudantes e vé-los transformar-se de jovens in-
génuos a quimicos muito bem treinados com as empresas
brigando para emprega-los. Ajudéa-los a passar por essa tran-
sicdo me d& uma grande felicidade. Eu sinto que se eu ou ou-
tros iguais a mim ndo estivessem por aqui, muitos deles ndo
conseguiriam isso.

Estou onde estou porque houve mentores importantes
olhando por mim e que, a despeito dos livros e equipamentos
ultrapassados, me disseram que eu poderia vencer. Eu devo
muito a eles, e aforma como eu os pago é trabalhando com as
novas geracdes que vieram depois de mim. Por causa da ata
concentragdo de estudantes afro-americanos estudando na
L SU, tenho sido sempre solicitado paraser o mentor das mino-
rias. Sou um mentor em parte por apenas estar aqui, em parte
pelos trés ou quatro estudantes afro-americanos que oriento,
como também para os outros estudantes do departamento.
Quando os estudantes afro-americanos tém problemas, eles
vao a minha sala conversar comigo. Apenas por estar aqui e
poder relatar minhas experiéncias os gjudara, com frequéncia,
avencer seus problemas. =
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CAPITULO 29

Meétodos Cinéticos
de Analise

Os automoveis atuais sdo equipados com conversores cataliticos de tripla acao para reduzir as emissdes de oxido de
nitrogénio, hidrocarbonetos nao consumidos na combustdo e monoxido de carbono para niveis aceitaveis. O con-
versor deve oxidar o CO e os hidrocarbonetos ndo consumidos aCO, e H,O e deve reduzir os oxidos de nitrogénio
ao gas N,. Portanto, dois catalisadores diferentes sdo empregados, um catalisador de oxida¢do e um de
reducao.Existem trés sistemas conversores de diferentes estilos. Muitos carros empregam o dispositivo com a estru-
tura em forma de colméia, para maximizar a exposicao dos catalisadores ao fluxo de exaustao. Os catalisadores séo
constituidos de metais como a platina, o rodio ou o paladio.

A quantidade de catalisador pode ser determinada medindo-se quanto a velocidade de uma reagao quimica é
afetada. Os métodos cataliticos, que estdo entre 0s mais sensiveis dos métodos analiticos, séo empregados para a
analise de tracos de metais no meio ambiente, de espécies organicas em uma variedade de amostras e de enzimas
em sistemas biologicos.

s métodos cinéticos de analise diferem de forma fundamental daqueles de equilibrio, ou termo-
dinamicos, que abordamos nos capitulos anteriores. Nos métodos cinéticos de analise, as medi-
das sao feitas sob condicdes dinamicas nas quais as concentracdes
i L dos reagentes e produtos estdo mudando em func¢édo do tempo. Em
as medidas sao feitas enquanto as _ Lo N . .
alteracdes Iiquidas estao ocorrendo ~ CONtraste, os métodos termodinamicos sao realizados em sistemas
ao longo da reacéo. Nos métodos que atingiram o equilibrio ou estado estacionario, de forma que as
de analise de equilibrio, as concentracdes sdo estaticas.
medidas sao feitas nas condicoes C e o L _ _ . .
o S condic A distincao entre os dois tipos de métodos é ilustrada na Figura
de equilibrio ou estacionarias. 5
29-1, que mostra o progresso no tempo da reacao

Nos métodos cinéticos de analise,

A+R=P (29-1)

em que A representa o analito, R o reagente e P o produto. Os métodos termodinamicos operam na
regidao além do tempo t. quando as concentracdes dos reagentes e produtos tornam-se constantes e
o sistema quimico esta em equilibrio. Em contraste, os métodos cinéticos sao realizados durante o
intervalo de tempo de O a t, quando as concentracdes do reagente e produto estdo continuamente se
alterando.

A seletividade nos métodos cinéticos € obtida pela selecdo de reagentes e condicdes que pro-
duzem diferencas nas velocidades nas quais o analito e as interferéncias em potencial reagem. A se-
letividade nos métodos termodinamicos & obtida pela escolha de reagentes e condicdes que geram
diferencas nas constantes de equilibrio.
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Os métodos cinéticos estendem bastante o nimero de reacdes quimicas que podem ser utiliza-
das para finalidades analiticas porque eles permitem o uso de reacdes que sdo muito lentas ou bas-
tante incompletas para os procedimentos baseados em métodos termodinamicos. Os métodos cinéti-
cos podem ser baseados em reacdes de complexacao, reacdes acido-base, reacdes redox e outras.
Muitos métodos cinéticos sao baseados em reacdes catalisadas. Em um tipo de método catalitico o
analito € o catalisador e este € determinado a partir do seu efeito sobre uma reacao indicadora que
envolve regentes ou produtos que podem ser facilmente medidos. Esses métodos estao entre os mais
sensiveis do repertorio quimico. Em outra reacao catalisada, o catalisador é introduzido para acelerar
a reacao entre o analito e o reagente. Essa abordagem € freqlientemente muito seletiva, ou mesmo
especifica, particularmente quando uma enzima atua como catalisador.

Indubitavelmente, o uso mais difundido dos métodos cinéticos se da nos laboratérios bioquimicos
e clinicos, onde inimeras analises baseadas em cinética excede aquelas fundamentadas na termo-
dinamica.!

29A] VELOCIDADE DAS REACOES QUIMICAS

Esta se¢do fornece uma breve introducdo a cinética quimica, que € necessaria para se entender as bases dos
métodos cinéticos de andlise.

29A-1 Mecanismos de Reacao e Leis de Velocidade

O mecanismo de uma reagdo quimica consiste em uma série de equacdes quimicas que descrevem as eta-
pas elementares individuais que levam a formagdo dos produtos a partir dos reagentes. Muito do que os
quimicos sabem sobre os mecanismos foi adquirido com base em estudos nos quais a vel ocidade na qual
0s reagentes sao consumidos ou os produtos sdo formados é medida em funcéo de varidveis como as con-
centracBes dos reagentes e produtos, a temperatura, a pressao, o pH e aforcaibnica. Esses estudos levam
auma lei de velocidade empirica que relaciona a velocidade dareacd0 |  jei ge velocidade para uma

com a concentracdo dos reagentes, dos produtos e dos intermediarios a | reacso & uma relacio matematica
gualquer instante. Os mecanismos sdo derivados postulando-se uma | determinada experimentalmente
série de etapas elementares que fazem sentido quimico e que sdo con- | €ntre a velocidade de uma reacao
sistentes com a lei de velocidade empirica. Freglentemente, esses Z ri;ﬁigsceen;;a;c;:z:ronfrZientes’
mecanismos sdo testados fazendo-se estudos plangjados para descobrir | especies como os catalisadores,

e monitorar qualquer espécie transiente intermedidria prevista pelo | ativadores e inibidores.

mecani smo.

Termos de Concentragdo nas Leis de Velocidade

Asleis de velocidade sdo expressdes al gébricas constituidas por termos de concentragdo e constantes, as
quais geralmente se parecem com as expressoes de constantes de equilibrio (ver Equagéo 29-2). Contu-
do, vocé deve observar gue os termos entre colchetes em uma expresséo de vel ocidade representam as
concentracdes molares em um instante particular em vez das concentracdes molares de equilibrio (como
nas expressdes das constantes de equilibrio). Esse significado é enfa-

tizado adicionando-se com freqiiéncia um subscrito para indicar o ¢ ASconcentracGes molares sio
tempo ao qual a concentragdo se refere. Assim, [Aly, [A]lo € [Als ainda simbolizadas por colchetes.
o = ! ! o Contudo, no contexto dos métodos
indicam as concentragdes de A no tempo t, tempo zero e infinito, inéticos seus valores numéricos
respectivamente. O tempo infinito é tomado como qualquer intervalo se alteram com o tempo.

de tempo maior que o requerido paraatingir o equilibrio. Isto é, t, >t

na Figura 29-1.

1H. O. Mottola, Kinetic Aspects of Analytical Chemistry. New York: Wiley, 1988.
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Figura 29-1 Alteracdo na concentracdo do analito :
[A] edo produto [P] em funcdo do tempo. Atéo [A] |
tempo t,, as concentragdes do analito e do produto |
estdo mudando continuamente. Esse é o regime |
cinético. Apést,, as concentracdes do andlito e !
do produto sdo estéticas. Tempo ¢
e

Ordem de Reacdo

Vamos supor que alei de velocidade empirica para a reacdo geral mostrada pela Equagéo 29-1 foi encon-
trada experimentalmente e tem aforma

velocidade = —

d[A] _ d[R] d[P] . _
= =4 ~MAI'R (29-2)

dt dt

naqual avelocidade € a derivada da concentragdo de A, R ou P com respeito ao tempo. Observe que as duas
primeiras velocidades carregam um sinal negativo porque as concentragdes de A e R decrescem no decor-
> Em decorrénciadeA e R rer dareacdo. Nessa expressdo da velocidade, k € a constante de veloci-
estarem sendo consumidos, as dade; m, éaordem dareacdo em relacdo aA; en, éaordem dareacdo
velocidades de alteraggo de com respeito a R. A ordem global dareacdo ép = m + n. Assim, se
[A]l e[R] comrespeitoaotempo  m = 1en = 2, areacdo é dita ser de primeira ordem em relacéo aA, de
S20 negativas. segunda ordem em relacio a R e de terceira ordem global.

Unidades das Constantes de Velocidade

Uma vez que as vel ocidades das reagdes sf0 sempre expressas em termos de concentracdo por unidade de
tempo, as unidades da constante de velocidade so determinadas pela ordem global p dareagdo de acordo

com arelacéo
concentragéo
——— = (unidades de k)(concentracéo) P
tempo

em que p = m + n. Rearranjando obtém-se
unidades de k = (concentragdo)' P X tempo !

» As unidades da constante de Dessa forma, as unidades de uma constante de velocidade de primeira

velocidade k para uma reacéo ordem so0 s1 e as unidades para uma constante de segunda ordem s
de primeira ordem sdo s 2. mol-1 L s-1

29A-2 A Lei de Velocidade para as Reacdes de Primeira Ordem

> O decaimento radioativo & um O caso mais simples de analise matematica de uma cinética de reacdo é
exemplo de uma decomposicéo a da decomposi¢do esponténea e irreversivel de uma espécie A:

espontanea.
A—Sp (29-3)
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A reagdo é de primeira ordem em relagdo aA e avelocidade €

A
velocidade = _d[dt] = k[A] (29-4)

Reacdes de Pseudoprimeira Ordem

Uma reagdo de decomposicao de primeira ordem geralmente ndo apresenta nenhuma utilidade em quimi-
caanalitica porque umaandlise é ordinariamente baseada em reacdes que envolvem pelo menos duas espé-
cies, um analito e um reagente.? Contudo, geralmente, alei de vel ocidade para umareacéo envolvendo duas
espécies é tdo suficientemente complexa que torna necessérias as simplificacdes com objetivo analitico. De
fato, amaioria dos métodos cinéticos Uteis € realizada sob condigdes que permitem ao quimico simplificar
as leis complexas de velocidades a uma forma andloga a Equacdo 29-4. Uma reagdo de ordem ata que €
realizada de forma que essa simplificacdo seja possivel € denominada reacéo de pseudoprimeira ordem.
Os métodos de conversdo de reacdes de ordens mais altas para as reagdes de pseudoprimeira ordem seréo
mostrados nas proximas segoes.

A Matematica para a DescricGo do Comportamento de Primeira Ordem

Em virtude de a mai oria das determinagdes cinéticas ser realizada sob condi¢des de pseudoprimeira ordem,
€ importante examinar em detalhe algumas das caracteristicas das reacdes que tém leis de velocidade que
se aproximam da Equacéo 29-4.

Rearranjando-se a Equagdo 29-4, obtemos

diA] _ ]
Al - kdt (29-5)

A integral dessa equacdo desde o tempo zero, quando [A] = [A], até o tempo t, quando [A] = [A];, €
[Al; t
f dAl _ f ch
[Alo [A] 0
A avaliag8o das integrais fornece

[AlL

M AT,

—kt (29-6)

Finalmente, tomando-se a exponencial de ambos os lados da Equacéo 29-6, obtemos

[A]t _ e_kt

(Al ou [A];=[Alpe™ (29-7)

Essa forma integrada dalei de velocidade fornece a concentragdo de A em func&o da concentragdo inicia
[A]o, da constante de velocidade k e do tempo t. Um gréfico dessa relacdo esté representado na Figura
29-1. O Exemplo 29-1 ilustra o uso dessa equacdo para se encontrar a concentracdo de um reagente a um
dado instante.

20 decaimento radioativo é uma excegdo a afirmagdo. A técnica de andlise por ativagdo neutronica é baseada na medida do decaimento
espontaneo do radionuclideo gerado por irradiagdo de uma amostra em um reator nuclear.
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[Alo

(Al

Figura 29-2 Curvade evolugdo de
uma reacdo de primeira ordem
mostrando que os interval os de tempos
iguais produzem reducdes de fragbes
idénticas na concentragéo do analito.

Tempo

EXEMPLO 29-1

Umareacdo de primeira ordem apresenta k = 0,0370 s~ . Calcule a concentragéo restante do reagente
aos 18,2 s do inicio da reacdo se a sua concentracdo inicial erade 0,0100 mol L1,
Substituindo na Equacéo 29-7 obtém-se

[Al1g2> = (0,0100 mol L ~1)e~ (0037051 x (182 = 0,00510 mol L2

Quando a vel ocidade de uma reacdo esta sendo acompanhada pela vel ocidade de aparecimento de um
produto P em vez da velocidade de desaparecimento do analito A, é Util modificar a Equacéo 29-7 para
relacionar a concentragdo de P no tempo t com a concentracdo inicial do analito [A]q. A concentracéo de
A aqualquer instante € igual a sua concentracdo original menos a concentracéo do produto (quando 1 mol
do produto forma 1 mol do analito). Assim

[Ale = [Alo — [P) (29-8)

Substituindo expressdo para[A]; na Equacdo 29-7 e rearranjando, obtém-se
[Pl = [Alo(1 — &) (29-9)

Um gréfico dessa relaco também é mostrado na Figura 29-1.
A forma das EquacBes 29-7 e 29-9 é de uma exponencial pura, a qual sempre aparece em ciéncia e
engenharia. Umaexponencial puranesse caso tem acaracteristica Util de que cadaintervalo detempo idén-

b A fracio de resgente usada tico fornece um decréscimo igual nafragdo da concentraco de reagente

(ou produto formado) em uma que decre_ﬁce ou de_ aumento da concentragéo do produto. Como exem-
reacdo de primeiraordem é a plo, considere um intervalo de tempo t = 7 = 1/k, que substituido na
mesma para qual quer periodo. Equacdo 29-7 fornece

[Al; = [Aloe™ = [Ale™ = (e)[Alo

e damesma forma paraum periodo t = 27 = 2/k,
[Al2r = (V)AL

e assim por diante para periodos sucessivos, como pode ser visto na Figura 29-2.
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O periodo 7 = L/k € algumas vezes referido como tempo de vida < DESAFIO: Derive uma
natural das espécies A. Durante 0 tempo 7, a concentragdo de A EXPresseo paraty, em termos
decresce para 1/e do seu valor original. Um segundo periodo, det = 7 a e
t = 27, produz um decréscimo de uma frag&o equivalente para 1/e do valor no inicio do segundo interva
lo, o qual é (1/e)? de[A]o. Um exemplo mais familiar dessa propriedade das exponenciais é encontrado na
meia-vida de radionuclideos. No periodo igual aty,, metade dos &omos de uma amostra de um elemento
radioativo decai para 0s produtos, um segundo periodo de ty, reduz a quantidade do elemento a um quar-
to do nimero original, e assim por diante para periodos sucessivos. Independente do intervalo e do tempo
escolhidos, tempos iguais produzem reducdes de fragOes iguais na concentracdo do reagente para um
processo de primeira ordem.

EXEMPLO 29-2

Calcule o tempo necessario para que uma reacdo de primeira ordem com k = 0,0500 s~ se processe
até se tornar 99,0% completa.

Para se completar a 99,0%, [A]/[A]o = (100 —99)/100 = 0,010; a substitui¢cdo na Equagéo 29-6
fornece

In0,010 = —kt = —(0,0500 s~ )t

In 0,010
P
00500s ! °°

29A-3 Leis de Velocidade para Reacdes de Segunda
Ordem e de Pseudoprimeira Ordem

Considere umareagdo andliticatipicanaqual 1 mol do analito A reage com 1 mol do reagente B paragerar
um unico produto P. Por hora, presumimos que a reacdo sejairreversivel e escrevemos

A+R—=5P (29-10)

Se areacdo ocorre em uma Unica etapa el ementar, a vel ocidade € proporcional a concentragdo de cada um
dos reagentes, e alel de velocidade é

d[A]
—— = k[A][R 29-11
&~ KAIR @9-11)
A reacdo é de primeira ordem em relacdo a cada reagente e de segunda ordem global. Se a concen-
tracdo de R for selecionada de forma que [R] => [A], a concentragdo de R se altera muito pouco durante
0 andamento da reacdo, e podemos escrever k[R] = constante = kK'. A Equagdo 29-11 é entdo reescrita
como

_d[A]
G K[A] (29-12)

<« Asreagdes de segunda ordem
a qual apresenta a forma idéntica a Equagdo 29-4 para 0 caso de ou deordem superior podem, em
primeira ordem. Dessa forma, a reagdo é dita ser de pseudoprimeira 9€@, se tornar reacGes de

~ seudoprimeira ordem por controle
ordem em relacéo aA (ver Exemplo 29-3). gas con%igﬁ% experi melzontajs.
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EXEMPLO 29-3

Para uma reacéo de pseudoprimeira ordem na qual o reagente esta presente com excesso de cerca de
100 vezes, encontre o erro relativo resultante ao se presumir que k[R] € constante quando a reacéo
estiver 40% completa.

A concentracdo inicial do reagente pode ser expressa como

[R]o = 100[A]o
A 40% da reacdo, 60% de A permanece sem reagir. Dessa forma,
[Alage = 0,60[A]o
[Rlaoos = [Rlo — 0,40[A]o = 100[A]o — 0,40[A], = 99,6[A]o

Pressupondo um comportamento de pseudoprimeira ordem, a velocidade da reacdo a 40% é

d[A] a0%
—— o~ KRIo[ALaow
A velocidade verdadeira a 40% da reacéo € k(99,6[A]o)(0,60[A]g). Assim, o erro relativo é

K(100[A]0)(0,60[A]o) — K(99,6[A]0)(0,60[A]0)
k(99,6[A]0)(0,60[A]0)

— 0004  (0u0,4 %)

Como o Exemplo 29-3 mostra, o erro associado com a determinacéo da vel ocidade de umareacéo de
pseudoprimeira ordem com um excesso de 100 vezes de reagente € muito pegueno. Um excesso de 50
vezes de reagente leva a um erro de 1%, o qual é geralmente aceitavel em métodos cinéticos. Além disso,
0 erro é ainda menos significativo quando a reacdo for menos de 40% compl eta.

Raramente as reagfes sdo inteiramente irreversiveis e uma descricdo rigorosa da cinética de uma
reacao de segunda ordem que ocorra em uma Unica etapa deve levar em conta a reacdo reversa. A veloci-
dade da reacéo € a diferenca entre a velocidade da reac&o direta e a vel ocidade da reagdo inversa:

A8 walr - m
na qual k; é a constante de vel ocidade de segunda ordem para a reagdo direta e k_; a constante de veloci-
dade de primeira ordem para a reagcdo inversa. Ao derivar essa equagado, supomos para simplificacéo que
um Unico produto sejaformado, porém casos mais complexos podem também ser descritos.3 A medida que
as condicdes forem mantidas de forma que k_; ou [P], ou ambos, sgjam relativamente pequenos, a veloci-
dade da reacdo reversa sera desprezivel e um erro pequeno sera introduzido ao pressupor-se o comporta-
mento de peseudoprimeira ordem.

29A-4 Reacoes Catalisadas

As reaces catalisadas, particularmente agquelas nas quais as enzimas servem como catalisador, sGo ampla-
mente empregadas para a determinacdo de uma variedade de espécies bioquimicas e bioldgicas, bem como

SVer J. H. Esperson, Chemical Kinetics and Reaction Mechanisms, 2. ed., p. 49-52. NovaYork: McGraw-Hill, 1995.
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<« Asenzimas sdo moléculas de
alto peso molecular que catalisam
as reagbes em sistemas biol égicos.
Elas podem servir como reagentes
altamente seletivos.

de inimeros cétions e anions inorganicos. Deveriamos, entdo, utilizar as
reacOes catalisadas por enzimas parailustrar as leis de vel ocidade cataliti-
cas e para mostrar como essas leis de velocidade podem ser reduzidas a
expressdes agébricas relativamente simples, como a Equagédo 29-12 de
pseudoprimeira ordem. Essas relactes simplificadas podem ser utilizadas
para as finalidades andliticas.

Reacdes Catalisadas por Enzimas

As enzimas sdo moléculas de proteinas com ato peso molecular que
catalisam as reagOes importantes em biologia e biomedicina. O Des-
tague 29-1 mostra as caracteristicas basicas das enzimas. A enzimas sdo
particularmente Uteis como reagentes analiticos em razdo de sua sele-
tividade. Conseguientemente, elas sdo amplamente empregadas na deter-
minacdo de moléculas com as quais elas se combinam quando agem
como catalisadores. Essas moléculas sdo geralmente designadas como
substratos. Além da determinacéo de substratos, as reacdes catalisadas
por enzimas sG0 empregadas para a determinacdo de ativadores,
inibidores e, naturalmente, das préprias enzimas.*

O comportamento de um grande himero de enzimas € consistente com 0 mecanismo geral

As espécies sobre as quais a enzima
atua sdo chamadas substratos.
As espécies que aumentam a
velocidade de uma reacao, mas
nao tomam parte na reacao
estequiométrica, sao conhecidas
como ativadores. As espécies que
nao participam da reacao
estequiométrica, porém
decrescem a sua velocidade,

sao ditas inibidores.

E+SK\L—11‘ES£>P+E (29-13)

Nesse mecanismo denominado Michaelis-M enten, a enzima E reage reversivelmente com o substra-
to S para formar o complexo enzima-substrato ES. Esse complexo entéo se decompde irreversivelmente
paraformar o(s) produto(s) e regenerar aenzima. A lei de velocidade para esse mecanismo assume umade
duas formas, dependendo das velocidades relativas das duas etapas. No caso mais geral, as velocidades
das duas etapas sd0 comparaveis em grandeza. Nesse caso, ES se decomp®e téo rapidamente como quan-
do foi formado e a sua concentragdo pode ser considerada pequena e rel ativamente constante no decorrer
da maior parte da reagéo.

DESTAQUE 29-1

Enzimas

As enzimas sdo proteinas que catalisam as
reacOes necessarias a manutencdo davida. Assim
COmo outras proteinas, as enzimas consistem em
cadeias de aminoacidos. As formulas estruturais
de aguns aminoacidos importantes sdo mos-
tradas na Figura 29D-1. As moléculas formadas
pela ligacdo de dois ou mais aminoacidos sdo
denominadas peptideos. Cada aminoacido em
um peptideo € chamado residuo. As moléculas
com muitas ligagdes de aminoacidos sdo poli-
peptideos e aquelas com cadeias longas de po-

lipeptideos sdo proteinas. As enzimas diferem
das outras proteinas pelo fato de que uma area
especifica das suas estruturas, conhecida como
sitio ativo, auxilia na catdlise. Como resultado, a
catdlise enzimdtica é freqlentemente muito
especifica, favorecendo um substrato em particu-
lar sobre outros compostos similares.

A estrutura da proteina € muito importan-
te paraessafungdo. A estruturaprimariaéase-
guéncia de aminoécidos da proteina. A estrutura
secundaria é a forma que a cadeia polipeptidica

(continua)

“Para uma revisio recente sobre as reagdes catalisadas para métodos cinéticos, ver S. R. Crouch, A. Scheeline e E. W. Kirkor, Anal. Chem., 2000,

V. 72, p. 53R.
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assume. Existem dois tipos de estruturas secun-
dérias, a hélice a e afita B-pregueada (3-pleated
shest). A hélice «, apresentada na Figura 29D-2,
€ a forma mais comum adotada pelas proteinas
animais. Nessa estrutura, a forma helicoidal é
mantida pelas ligacbes de hidrogénio entre os
residuos vizinhos. A estrutura de fita B-preguea-

FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

a cadeia peptidica estd quase completamente
estendida e as ligacGes de hidrogénio se da entre
as secgOes paralelas das cadeias em vez de en-
tre 0s vizinhos préximos, como na hélice a. A
estrutura de fita B-pregueada pode ser encontrada
em fibras, como na seda. Muitos outros model os
complexos, como 0 modelo de encaixe induzido,

da é mostrada na Figura 29D-3. Nessa estrutura,  tém sido propostos.

HN—CH—C—OH H,N—CH—C—OH
H,N—CH—C—OH

I (|ZH— CH, CH,
CH,
glicina (gli) vaina (val) aanina(ala)

0] — CH—C—
I CH, HN—CH—C—OH
HZN—(l?,H—C—OH (l:HZ
(|:H2 SH
OH
OH
serina (ser) tirosina (tir) cisteina(cis)
Figura 29D-1 Alguns aminoéacidos importantes. H& 20 amonoéacidos diferentes encontrados
na natureza.

&

Figura 29D-2 A hélice a. No modelo a esquerda sdo apresentadas as ligactes de
hidrogénio entre os residuos de aminoécidos vizinhos que levam a estrutura
helicoidal. No modelo a direita, somente os &tomos na cadeia polipeptidica sdo
mostrados para revelar com mais clareza a estrutura helicoidal. (De D. L. Reger,

S. R. Goode e E. E. Mercer, Chemistry: Principles and Practice. Belmont, CA:
Brooks/Cole, 1993.)
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A estrutura terciaria € a forma global tridi-
mensional na qual a hélice o ou fita B-pregueada
se dobra em conseqiiéncia das interagbes entre
residuos distantes na estrutura priméria. As pro-
teinas podem também apresentar uma estrutura
quaterndria, a qual descreve como as cadeias de
polipeptideos se juntam em uma proteina que
contém mais de uma cadeia.

A efetividade de uma enzima como cata-
lisador € denominada atividade enzimatica. A
atividade esta relacionada de perto com o forma-
to tridimensional da proteina, particularmente do
seu sitio ativo. Em geral, o sitio ativo € a parte da
proteina a qual o substrato se liga. A especifici-
dade da enzima depende em grande parte da

CAP. 29
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estrutura da regido do sitio ativo. Uma explicacéo
do papd do sitio ativo € o modelo “fechadura e
chave’. Nesse modelo, 0 encaixe estereoquimico
preciso do substrato no sitio ativo € responsavel
pela especificidade da catdlise.

Um nUmero enorme de enzimas tem sido
descoberto, porém apenas uma fragdo dessas
tem sido isolada e purificada. A disponibilidade
comercial de algumas das enzimas mais Uteis
tem impulsionado um grande interesse no seu
uso analitico. As enzimas tém sido ligadas cova-
lentemente em suportes solidos ou tém sido
encapsuladas em geis e membranas para tor-
narem-se reutilizaveis e parareduzir o custo das
andlises.

Figura 29D-3 A fita 8-pregueada. Observe que as ligactes de
hidrogénio ocorrem entre diferentes secgdes da cadeia polipeptidica
ou entre as diferentes cadeias, |levando a uma estrutura mais
estendida. (DeD. L. Reger, S. R. Goode e E. E. Mercer, Chemistry:
Principles and Practice. Belmont, CA: Brooks/Cole, 1993.)

Se a segunda etapafor consideravelmente mais lentaque aprimeira (caso 1), os reagentes e ES estaréo
essencialmente sempre em equilibrio. Essa situagdo denominada situagdo de equilibrio € prontamente
derivada do caso geral. Nas secles que se seguem, mostramos que, em ambos os casos, as condicdes da
reacdo podem ser arranjadas de modo a produzir relagcbes ssimples entre a concentracdo do andlito e a
velocidade.

Situacao de Estado Estacionario

No tratamento mais geral, alei de velocidade correspondente ao mecanismo da Equacéo 29-13 € derivado
utilizando-se a aproximacao do estado estacionario. Nessa aproximacao, a concentracdo de ES é con-
siderada pequena e rel ativamente constante no decorrer da reagdo. O complexo enzima-substrato forma-se
na primeira etapa com uma constante de velocidade k;. Ele se decompde por dois caminhos. pela reversdo
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da primeira etapa (constante de velocidade k_) e pela segunda etapa para formar o produto (constante de
velocidade ky). Presumir que [ES] permanega constante no decorrer da reagdo € 0 mesmo que pressupor
gue a velocidade de alteracdo da[ES], d[ES]/dt, sjaigual a zero. Assim, matematicamente a hipotese do
estado estacionério € escrita como

d[ES]
dt

= K [E][S] — k4[ES] — k[ES] = 0 (29-14)

Na Equacdo 29-14, as concentracdes da enzima [E] e do substrato referem-se as concentragoes livres
aqualquer instante t. Geralmente, queremos expressar alei de vel ocidade em termos da concentracéo total
daenzima, aqual é conhecida ou possivel de ser medida. Pelo balanco de massa, a concentracao total (ini-
cial) de enzima[E], € dada por

[Elo = [E] + [ES] (29-15)
A velocidade de formac&o do produto é dada por

dfP] _
o = elES] (29-16)

Se resolvermos a Equagdo 29-14 para [ES], obtemos

kK J[E]J[S]

S

(29-17)

Se agora substituirmos para [E] a expressdo dada na Equac&o 29-15 e resolvermos novamente para [ES],
obtemos

ki[E]o[S]
ES] = 29-1
B = e + kIS (29-18)
Substituindo esse valor para [ES] na Equacéo 29-16 e rearranjando-a leva alei de velocidade
K[E]o[S
1

naqua o termo K, = (k_; + ky)/k; € conhecido como constante de Michaelis. A Equacdo 29-19 é fre-
guentemente denominada equacdo de MichaedlissMenten. A partir da Equacdo 20-17, pode-se observar
gue a constante de Michaelis K, € dada por

_ kit k  [EI[S]
Ko = & = [ES] (29-20)

A constante de Michaelis € bastante parecida com a constante de equilibrio para a dissociacéo do complexo
enzima-substrato. Ela é algumas vezes referida como uma constante de pseudoequilibrio umavez que k,
no numerador previne que ela sgja uma constante de equilibrio “verdadeira’. A constante de Michaelis é
normalmente expressa em unidades de milimols/litro (mmol L~1) e varia de 0,01 a 100 mmol L~* para
muitas enzimas, como pode ser visto na Tabela 29-1.
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TABELA 29-1
Constantes de Michaelis para Algumas Enzimas
Enzima Substrato K, mmol L~
Fosfatase alcalina p-Nitrofenilfosfato 0,1
Catalase H,O, 25
Hexoquinase Glicose 0,15
Frutose 15
Fosfoquinase da creatina Creatina 19
Anidrase carbbnica HCO3 9,0
Quimotripsina n-Benzoailtirosinamida 25
n-Formiltirosinamida 12,0
n-Acetiltirosinamida 32
Gliciltirosinamida 122
Glucose oxidase Glicose saturada com O, 0,013
Lactato desidrogenase Lactato 8,0
Piruvato 0,125
L-aminoéacido oxidase L-leucina 1,0
Urease Uréia 2,0
Uricase Acido drico saturado com O, 0,0175

A eguacdo de velocidade dada pela Equacdo 29-19 pode ser simplificada de forma que a velocidade
dareacdo seja proporciona a concentracéo da enzima ou do substrato. Por exemplo, se a concentragdo do
substrato for grande o suficiente de forma a exceder muito a constante de Michaelis, [S] > K,,,, aEquacéo
29-19 sereduziraa

d[P
B e (2921

Sob essas condicdes, quando a velocidade for independente da concen- ¢ para determinar enzimas, a
tracdo do substrato, a reagdo é dita pseudo-ordem zero em relag8o a0 concentracéo do substrato deve ser
substrato e a velocidade é diretamente proporcional a concentraggo da  grande quando comparada com a
enzima. Diz-se, ent&o, que a enzima esta saturada com o substrato, ~ constante de Michaelis, [S] = K,

9] OH
~ 0
H—— OH 7
HO——H HO——H
H—— OH H—— OH
H—— OH H—— OH
OH OH
Glicose D Frutose D

Modelos moleculares para a glicose e frutose. A glicose e a frutose séo
monossacarideos importantes. A glicose é um poliidroxialdeido, enquanto a
frutose é uma poliidroxicetona. A glicose € o combustivel primario para as células
bioldgicas. A frutose € o aglicar predominante nas frutas e vegetais. Os dois
acUcares sdo substratos para uma ou mais enzimas.
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Quando as condigdes sdo tais que a concentragcdo de S € peguena ou K, € relativamente grande, ent&o
[§] < K, eaEquacéo 29-19 simplifica-se para

afP] _ ke iy
G~ i 1Elds] = KIS

em que k' = ky[E]o/K,,. Portanto, a cinética € de primeira ordem em relagcdo ao substrato. Para se empre-
gar equacdo na determinacdo de concentracdes do analito, € necessario medir-se d[P]/dt no inicio da
reacdo, no qua [S] = [, de forma que

d[P]

~ K[S 29-22
at [Slo ( )
» Parase determinar os As regides nas quais as Equagdes 29-21 e 29-22 podem ser apli-
substratos, as condicdes devem cadas sdo ilustradas na Figura 29-3, na qual a velocidade inicial da
ser arranjadas de formaguea reagio catalisada por uma enzima é colocada em forma de gréfico em

concentracdo do substrato seja funcio d tracio d bstrat d traco d b
pequena quando comparada uncgo da concentragdo do substrato. Qu,an_ 0 a concentragéo do subs-
com a constante de Michadlis: trato € pequena, a Equacéo 29-22, que € linear em relagdo a concen-
[S] << Ky, trac8o do substrato, rege o formato da curva. E essa regido é empregada

para se determinar a quantidade de substrato presente.

Se quisermos determinar a quantidade de enzima, a regido de alta concentracéo de substrato é empre-
gada— paraaqual se aplica a Equacéo 29-21 — e a velocidade é independente da concentragdo do substra-
to. A velocidade-limite da reacdo a valores atos de [S] € a vel ocidade méxima que pode ser obtida a uma
dada concentracéo de enzima, vz, como indicado na figura. Pode ser demonstrado que o valor da con-
centragdo do substrato a exatamente vi5/2 € igua a constante de Michaelis K,,,. O Exemplo 29-4 ilustrao
uso da equacdo de Michaelis-Menten.

. —— = ko[E]
Regi&o de ordem dt
mista
Velocidade
inicial,
_diPl Regi&o analitica

d[P]

22 15415
ﬁ_ Km oo
Regi&o analitica

para os substratos

|
|
|
|
|
|
|
|
|
dt : para as enzimas
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Concentrac&o do substrato

Figura 29-3 Gré&fico davelocidade inicial de formagao do produto em
funcdo da concentrac&o do substrato, mostrando as partes da curva que sdo
Uteis para a determinacdo do substrato e da enzima.
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EXEMPLO 29-4

A enzima urease, que catalisaa hidrdlise da uréia, € muito empregada para a determinacéo desta subs-
tancia em sangue. Os detal hes dessa aplicagdo sdo fornecidos no Destague 29-3 nas péginas 896 e 893.
A constante de Michaglis para a urease a temperatura ambiente € 20 mmol Lt ek, = 2,5 X 10*s™?!
em pH 7,5. (a) Calcular avelocidade inicial dareacdo quando a concentracdo de uréiafor 0,030 mmol
L~ e a concentracdo de urease for 5,0 umol L1 e (b) encontre Vs

() DaEquacao 29-19,

d[P] _ k[E]o[S]
dt K, + [S]

Noinicio dareacdo, [S] = [T e

d[P] _ (25 X 10s1)(5,0 X 10-6 mol L~%)(0,030 X 10-3mol L~Y)
dt 20X 103mol L=* + 0,030 X 10 3mol L1
=18X103mol L 1s?

(b) A Figura29-3 revelaque d[P]/dt = v,,5 quando a concentracéo do substrato € alta e a Equacdo 29-
21 pode ser aplicada. Assim,

d[P)/dt = Ve = Ko[Elg = (2,5 X 10*s71)(5,0 X 1078 mol L) = 0,125 mol L~1s™?

A Situagdo de Equilibrio

O caso de equilibrio é obtido prontamente do estado estacionario geral discutido. Quando a conversdo de
ES a produtos € lenta comparada com a primeira etapa reversivel da Equacéo 29-13, a primeira etapa esta
essencialmente em equilibrio. Matematicamente, isso ocorre quando k, € muito menor que k_;. Sob essas
condicdes, a Equacdo 29-19 torna-se

d[P] _ k[EJo[S] _ ke[E]o[S]

dt _5+[S] K+ [S]
ky

(29-23)

em que a constante K € agora a constante de equilibrio verdadeira dada por K = k_,/k;. Observe que a
forma da Equacéo 29-23 € idéntica a equacdo de Michaelis-Menten (ver Equacdo 29-19). H& somente uma
diferenca sutil nas definicBes de K,,, e de K. Portanto, as concentraces da enzima e do substrato podem ser
determinadas da mesma maneira que na situacdo de estado estacionario para as reagdes enzimaticas nas
quais k, € pequena e a condicdo de equilibrio pode ser assumida. As concentragfes da enzima sdo deter-
minadas sob condi¢do na qual a concentracao do substrato é alta, enquanto as concentractes do substrato
s80 determinadas quando [§] < K.

Ha muitos outros mecanismos compl exos para as reacdes enziméticas envolvendo reactes reversiveis,
multiplos substratos, ativadores e inibidores. As técnicas para se modelar e analisar esses sistemas estéo
disponiveis.®

5Ver, por exemplo, |. H. Segel, Enzyme Kinetics. NovaYork: Wiley, 1975; C. F. Lam, Techniques for the Analysis and Modelling of Enzime Kinetic
Mechanisms. Chichester: Research Studies Press-Wiley, 1981.
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Embora nossa discussio até o momento tenha sido voltada para os métodos enzimaticos, um trata-
mento andlogo para as catdlises comuns fornece leis de vel ocidade que sdo similares naforma aquel as obti-
das para as enzimas. Essas expressdes freglientemente reduzem-se para o caso de primeira ordem para
facilitar o tratamento dos dados. Muitos exemplos de métodos cataliticos podem ser encontrados na lite-
ratura.

29B| DETERMINACAO DA VELOCIDADE DE REACAO

Muitos métodos sdo empregados para a determinagdo da vel ocidade de umareagdo. Nesta secdo, descreve-
mos alguns desses métodos e quando eles sdo empregados no decorrer de uma reagéo.

29B-1 Métodos Experimentais

O método pelo qual as velocidades das reactes sdo medidas depende de a reacao de interesse ser rapidaou
lenta. A reagdo é geralmente considerada rapida se ela se processa até 50% do seu final em 10 s ou menos.
Os métodos analiticos baseados em reacOes répidas geralmente

Uma reacao rapida atinge 50% do
seu final em 10 s ou menos.

reguerem eguipamentos especiais que permitem a mistura de reagentes
e a coleta dos dados rapidamente, como discutido no Destague 29-2.

DESTAQUE 29-2
Reacbes Rapidas e Mistura Seguida por Interrupcao de Fluxo

Um dos mais populares e confiaveis métodos
para se redlizar reactes rapidas é amistura seguida
por interrupcdo de fluxo. Nessa técnica, as cor-
rentes de reagente e da amostra sdo misturadas ra-
pidamente e o fluxo da solugdo resultante € inter-
rompido abruptamente. O progresso da reacdo €
entdo monitorado em um loca ligeiramente além
do ponto de mistura. O aparato mostrado naFigura
29D-4 é projetado para realizar a mistura seguida
por interrupcéo de fluxo.

Para ilustrar a operacdo desse equipamento,
comegamos com as seringas cheias com o
reagente e a amostra e com as vdvulasA, B e C
fechadas. A seringa de interrupcdo esta vazia. O
mecanismo de propul sdo é entdo ativado de forma
a mover rapidamente os émbolos das seringas
para a frente. O reagente e a amostra passam por
dentro do misturador, onde sdo misturados, e
imediatamente para dentro da célula de obser-
vacdo, como indicado pelas setas cinzas. A mis-
turareacional passa entéo para a seringa de inter-
rupcdo. Eventualmente, aseringa de interrupcéo €

preenchida e o0 seu émbolo bate contra um bloco
fixo. Esse evento interrompe o fluxo quase
instantaneamente, e uma por¢cdo de solucgéo
recém-misturada se encontra na célula de obser-
vacdo. Nesse exemplo, a célula de observagéo é
transparente de forma que um feixe de luz pode
passar para que sejam efetuadas as medidas de
absorbancia. Dessa forma, o progresso da reagdo
pode ser monitorado. Tudo que se requer é que 0
tempo morto, ou o tempo entre a mistura dos
reagentes e a chegada da amostra na célula de
observacdo, segja pequeno em relacdo ao tempo
requerido para que a reagdo se processe até o seu
final. Para sistemas bem projetados, nos quais o
fluxo turbulento no misturador permite uma mis-
turarépida e eficiente, o tempo morto € da ordem
de 2 a4 ms. Assim, as reaces de primeira ordem
ou de pseudoprimeira ordem com 7 = 25 ms (k =
40 s™1) podem ser examinadas empregando-se a
técnica de interrupcdo de fluxo.

Quando a reagdo se completa, a vavula
C é aberta e 0 émbolo da seringa de interrupcao

SVer D. Perez-Bendito e M. Silva, Kinetic Methodsin Analytical Chemistry. NovaYork: Halsted Press-Wiley, 1988; H. A. Mottola, Kinetic Aspects

of Analytical Chemistry. NovaYork: Wiley, 1988.
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Bloco de interrupgéo

C 1
Seringa de 1
interrupcéo Purga
S -——
@ Parao
| descarte
Fonte I Foto-
de luz detector
Célula de observacdo Misturador
Seringas de
propulsdo
Enchi-
mento| [
A8
—
Reagente Mecanismo Amostra
de atuacao

Figura 29D-4 Aparato para mistura seguida por interrupcéo de fluxo.

€ empurrado de volta de forma a purgar essa
seringa de seu conteudo (seta tracejada). A
véalvula C é fechada e as vélvulas A e B sdo
abertas e 0 mecanismo de propulsdo move-se
para baixo para encher as seringas com as
solucdes (setas pretas largas). Nesse ponto, o
aparelho esta pronto para outro experimento de
mistura répida. Todo o instrumento pode ser
controlado por um computador, o qual pode
também coletar e analisar os dados da veloci-
dade da reacéo.

A mistura seguida por interrupcdo de fluxo
tem sido empregada em estudos fundamentais de
reacOes rgpidas e para determinagdes cinéticas
rotineiras de andlitos envolvidos em reacdes ra
pidas. Os principios da dindmica dos fluidos que
tornam a mistura seguida por interrupcéo de fluxo
possivel e a capacidade deste e de dispositivos Si-
milares de manipular solugdes sGo empregados em
muitos contextos paramisturar automaticamente as
solugbes e medir as concentragdes do analito em
inimeros laboratérios industriais e clinicos.
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Se uma reagdo € suficientemente lenta, os métodos convencionais de andlise podem ser empregados
para determinar a concentracdo do reagente ou produto em funcéo do tempo. Porém, freqlientemente, a
reacdo de interesse € muito rapida para muitas técnicas estaticas de medida — isto €, as concentracdes
alteram-se apreciavelmente durante o processo de medida. Sob essas circunstancias, a reacdo deve ser
interrompida (suprimida), enquanto a medida é feita ou uma técnica instrumental, que monitora as con-
centracBes continuamente a medida que a reagdo ocorre, deve ser empregada. No primeiro caso, uma
aliquota é removida da mistura reacional e é rapidamente suprimida pela adicdo de um reagente que se
combina com um dos reagentes de forma a interromper a reacdo. Alternativamente, a supressao € obtida
por meio de uma reducgdo rgpida da temperatura para desacelerar a reagdo em um nivel aceitavel para a
etapa de medida. Infelizmente, as técnicas de supressao tendem a ser trabalhosas e geralmente demandam
tempo e, portanto, ndo sdo empregadas com freqUiéncia para as finalidades analiticas.

A forma mais conveniente de se obter dados cinéticos € monitorar o progresso de uma reagcdo conti-
nuamente por espectrofotometria, condutimetria, potenciometria ou alguma outra técnica instrumental.
Com o advento dos computadores de baixo custo, as |eituras instrumentais proporcionais as concentracoes
dos reagentes ou produtos, ou ambos, puderam ser gravadas diretamente em funcéo do tempo, armazenadas
na memoéria do computador e recuperadas mais tarde para processamento.

Nas secBes que se seguem, exploramos algumas estratégias empregadas nos métodos cinéticos de
forma a permitir a determinagdo das concentragdes do analito a partir dos gréficos que mostram o pro-
gresso da reagéo.

29-B2 Tipos de Métodos Cinéticos

Os métodos cinéticos so classificados de acordo com o tipo de relacéo que existe entre a variavel medida
e a concentracdo do analito.

O Metodo Diferencial

No método diferencial, as concentragdes sdo computadas a partir das velocidades de reagcdo por meio de
uma forma diferencial da expressdo da velocidade. As velocidades sdo determinadas medindo-se a incli-
nacdo da curva que relaciona a concentracéo do analito ou produto com o tempo de reacdo. Parailustrar,
vamos substituir [A], da Equag&o 29-7 por [A] na Equacéo 29-4:

d[A
velocidade = — <[dt]> = K[A]; = kK[A]pe @ (29-24)
Alternativamente, a velocidade pode ser expressa em termos da concentragéo do produto. Isto €,
velocidade = <dE;]> = K[A]pe ¢ (29-25)

As Equagdes 29-24 e 29-25 mostram a dependéncia da vel ocidade com k, t e, mais importante, com [A],
aconcentragdo inicial do analito. A qualquer tempo fixo t, o fator ke ™ ¢é constante e a velocidade é dire-
tamente proporcional a concentracdo inicial do analito. O Exemplo 29-5 ilustra o uso do método diferen-
cial para calcular a concentragdo inicial do andlito.

EXEMPLO 29-5

A congtante de vel ocidade para uma reaco de pseudoprimeira ordem € 0,156 s~ . Encontre a concentracio
inicia do reagente se a sua velocidade de consumo apds 10,00 s do inicio da reagdo for 2,79 X 10~“ mol
L-1sL

A congtante de proporcionalidade Ke™K é

ke X = (0,156 s 1)e (01565710009 = 398 x 10 251
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Rearranjado-se a Equag&o 29-24 e substituindo os val ores numéricos, temos

[A], = velocidade/ke ™
= (2,79 X 10~ *mol L~1s7Y)/(3,28 X 1072s7})
=851 X 10 3mol L1

A escolha do tempo no qual a velocidade da reacdo é medida normalmente é baseada em fatores de
conveniéncia, na existéncia de reactes paralelas interferentes e na precisdo inerente de se fazer amedida a
um tempo em particular. Freqlientemente é vantajoso realizar amedidaproximo at = 0 porque essa por¢ao
da curva exponencial € aproximadamente linear (ver, por exemplo, as partes iniciais das curvas na Figura
29-1) e aiinclinagcdo é prontamente estimada da tangente a curva. Além disso, se a reacéo for de pseudo-
primeira ordem, uma pequena quantidade de reagente em excesso é consumida de forma que nenhum erro
seja produzido por alteragdes em k resultantes de alteracdes na concentragdo do reagente. Finalmente, o
erro relativo na determinacdo dainclinacdo € minimo no inicio dareagdo porque ela é maxima nessa regi&o.

A Figura 29-4 ilustra como o método diferencial € empregado para a determinacéo da concentracéo
de um analito [A], a partir dos dados experimentais para a reagdo mostrada na Equagdo 29-1. As curvas
continuas na Figura 29-4a sdo gréficos das concentragtes do produto medidas experimentalmente [P] em
funcéo do tempo de reagdo para quatro solugdes padréo de A. Essas curvas sdo empregadas para se preparar
acurva analitica diferencial mostrada na Figura 29-4b. Para se obter as velocidades, tracam-se tangentes a
cada uma das curvas na Figura 29-4a a um tempo préximo a zero (linhas pontilhadas na parte @). Asincli-
nagdes das tangentes sdo colocadas em um gréfico em fungéo de [A], fornecendo a linha reta mostrada na
Figura 29-4b. As amostras desconhecidas séo tratadas da mesma forma, e as concentragdes do analito sdo
determinadas a partir da curva analitica.

Naturalmente, ndo é necessario que se registre toda a curva de velocidade, como foi feito na Figura
29-4a, uma vez que somente uma pequena parte do gréfico € empregada para se obter a inclinagdo. Téo
logo um nimero suficiente de pontos tenha sido coletado para se determinar ainclinagdo inicial com pre-
Cisd0, pode-se economizar tempo e simplificar 0 processo como um todo. Procedimentos mais sofisticados
de manipulagdo dos dados e de andlise numérica permitem a medida da velocidade com precisdo mesmo
atempos maiores; sob certas circunstancias essas medidas s80 mais exatas e mais precisas do que aquelas
feitasproximo at = 0.

([Alo)a

([Al0)s /

Velocidade medida /

/ para a amostra /

d[A]
T Tdt

([Alo)2

Ly

diPl _
Tdt

:]I) / Concentragéo
(Al kS 7 anle
8 /
Q
>
Tempo [A]
@ (b)

Figura 29-4 Gré&fico dos dados de uma determinagéo de A pelo método diferencial.
() Linhas continuas representam os dados experimentais da concentragdo do produto em
fung&o do tempo para quatro concentragdes iniciais de A. As linhas interrompidas sdo as
tangentes as curvas at — 0. (b) Gréfico das inclinagdes obtidas a partir das tangentes

em (a) em funcg&o da concentracdo do analito.
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Meétodos Integrais

Contrastando com os métodos diferenciais, os métodos integrais aproveitam as formas integradas das leis
de velocidade, como agquelas mostradas pelas Equactes 29-6, 29-7 e 29-9.

Métodos Graficos A Equagdo 29-6 pode ser rearranjada para fornecer
In[A]; = —kt + In[A]o (29-26)
Assim, um gréfico do logaritmo natural das concentragdes de A (ou P) medidas experimentalmente em

fung&o do tempo deveriafornecer umalinhareta com inclinagdo igual a—k e com intercepto igual aln[A]o.
O uso desse procedimento para a determinacéo de nitrometano € ilustrado pelo Exemplo 29-6.

EXEMPLO 29-6

Os dados da primeira coluna da Tabela 29-2 foram registrados para a decomposi¢do de pseudoprimeira
ordem do nitrometano na presenca de excesso de base. Encontre a concentraggo inicial de nitrometano
e a constante de vel ocidade de pseudoprimeira ordem da reacao.

Os valores computados para o logaritmo natural das concentragdes de nitrometano sd0 apresenta-
dos naterceira coluna da Tabela 29-2. Os dados ddo origem ao gréfico da Figura 29-5. Uma andlise de
guadrados minimos dos dados (ver Secdo 8C-2) leva a um intercepto b igual a

b = IN[CH3NO,], = —5,129
aqual apds exponenciacdo fornece
[CH3NO,]p = 5,92 X 10 3mol L1

TABELA 29-2 A andlise de quadrados minimos também fornece a inclinagio
Dados para a Decomposicéao dalinham, aqual nesse caso é
de Nitrometano
Tempo,s [CH3NO,], mol L1 In[CH3NO,] m= —1,62 = —k
025 3,86 x 103 —5,557 :
0,50 2,59 x 103 -5956 & as8m,
0,75 1,84 x 1073 ~6,298 N 4
1,00 121X 108 —6717 k=162s
1,25 0,742 X 1073 ~7,206

Métodos de Tempo Fixo Os métodos de tempo fixo sdo baseados na Equagéo 29-7 ou 29-9. A primeira
pode ser rearranjada para

[AlL
e—kt

[Alo = (29-27)
A maneira mais simples de se empregar essa relagdo é realizar uma calibragdo experimental com uma
solucdo padrdo gue apresente uma concentracdo de [A]g conhecida. Apds um tempo de reacéo cuidadosa
mente medido t, [A]; é determinada e utilizada para se avaliar a constante e X pela Equagio 29-27. As
amostras de concentragao desconhecidas sdo entédo analisadas medindo-se [A]; apds exatamente 0 mesmo
tempo de reacdo e empregando o valor parae K para computar as concentragdes do analito.

A Equacdo 29-27 pode ser facilmente modificada para a situacdo na qual [P] é medida experimental-
mente em vez de [A]. A Equacdo 29-9 pode ser rearranjada para determinar [A],. Isto €

[P]:
1—e

[Alo = (29-28)
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5x 1073 -5
—6
_>
[CH3NO,] IN[CH3NO,]
——
-7
Figura 29-5 Gréficoda
concentragd@o de nitrometano e o
0 logaritmo natural da concentragéo de
0 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 nitrometano em fungéo do tempo
Tempo, s Os dados sdo do Exemplo 29-6.

Uma abordagem mais interessante de utilizacdo da Equacdo 29-27 ou 29-28 estd em medir-se [A] ou
[P] em dois tempos, t; et,. Por exemplo, se a concentragdo do produto esta sendo determinada, podemos
escrever

[Pl, = [Alo(1 —e™)
[Pl,, = [Alo(1 — &™)

Subtraindo a primeira equacéo da segunda e rearranjando, obtém-se

[P]tz_ [P]t1

R L (LI (2929

A reciproca do denominador, C, é constante parat; et, fixados. < Uma das maiores vantagens dos

O uso da Equacdo 29-29 tem uma vantagem fundamental comum  Métodos cinéticos esta na sua
amuitos métodos cinéticos — isto & a determinago da concentragio ou | ™MUNidade a eros resultantes de

o2 . \ ~ . . variagOes de longo tempo do

de uma variavel proporcional a concentragéo € desnecessaria. A dife- g gema de medida.
renca entre as duas concentracdes é proporcional a concentracdo inicial
do andlito.

Um exemplo importante de um método ndo catalisado € a determinacdo pelo método do tempo fixo
do ion tiocianato com base em medidas espectrof otométricas do seu complexo vermelho com ferro(l11). A

reacéo nessa aplicacéo é

K
Fe** + SCN~ = Fe(SCN)?*

1 vermelho

Na condic&o de excesso de Fe**, areac&o € de pseudoprimeira ordem em relagdo ao SCN™. As cur-
vas mostradas na Figura 29-6a indicam o aumento da absorbancia em virtude do aparecimento do
Fe(SCN)?* ao longo do tempo que se segue a mistura rpida de 0,100 mol L~ de Fe** com vérias con-
centragbes de SCN~ a pH 2. Uma vez que a concentracdo de Fe(SCN)?* esta relacionada com a absor-
bancia pelalei de Beer, os dados experimentais podem ser empregados diretamente sem a conversao para
concentracdo. Assim, a mudanca na absorbancia AA entre os tempost; et, € computada e representada por
gréfico contra [SCN~],, como na Figura 29-6b. As concentragdes desconhecidas sdo entdo determinadas
pela avaliacdo de AA sob as mesmas condicdes experimentais, obtendo-se a concentrac&o do ion tiociana-
to a partir da curva analitica ou pela equacdo de quadrados minimos.
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2,00

1,60 /
Figura 29-6 (a) Absorbancia .
devida aformagéo do 'S 1,20 /
Fe(SCN)2* em func&o do tempo é AA
para cinco concentragoes de § 0.80

SCN™. (b) Gréfico da diferenca
de absorbancia AA entre os

tempost; et, em funcdo da 0,40 /
concentragdo de SCN ™.
0,00
0,00 040 080 120 1,60 2,00 0 0,2
Tempo, s x 1071 [SCN,

@ (b)

Os métodos de tempo fixo sdo vantajosos porque a quantidade medida é diretamente proporcional a
concentracdo do analito e porgque as medidas podem ser feitas a qualquer instante durante o progresso das
reacOes de primeira ordem. Quando os métodos instrumentais s8o empregados para monitorar as reagdes
por meio de procedimentos de tempo fixo, a precisdo dos resultados analiticos se aproxima da precisdo do
instrumento utilizado.

Métodos de Ajuste de Curvas Com os computadores conectados aos instrumentos, o ajuste de um
modelo matemético para a curva do sinal ou concentracdo versus tempo é muito facil. Essas técnicas
computam os valores dos parédmetros do model o, incluindo a concentragéo inicial do analito, que “melhor”
se gjusta aos dados. Dentre esses, 0 método mais sofisticado emprega os parémetros do modelo para
estimar a resposta no estado estacionario ou de equilibrio. Esses métodos podem fornecer uma com-
pensacdo de erros porque a posicao de equilibrio € menos sensivel as variaveis experimentais como a
temperatura, pH e concentrages de reagentes. A Figura 29-7 ilustra o uso dessa abordagem para prever
a absorbéancia de equilibrio a partir dos dados obtidos durante o regime cinético da curva de resposta. A
absorbancia no equilibrio é entdo relacionada a concentracéo do analito daforma usual.

Figura 29-7 A abordagem

preditiva nos métodos cinéticos. 0,5
Um model o matemético, \
apresentado pelos simbolos na Ae
forma de pequenos quadrados, €
empregado no gjuste da resposta, 0.4
apontado pelalinha continua, o
durante o regime cinético da
reac&o. O modelo é ento utilizado 03 /
paraprever o valor da
concentragdo de equilibrio do < AA=A—Ag
sinal, A, 0 qua estarelacionado / A
com a concentragio do analito. No 0.2 ]
exemplo mostrado a absorbancia é
plotada versus o tempo e dados
anteriores ao equilibrio séo 0.1 /
empregados para prever Ag, 0 / A
valor de equilibrio, exposto na
formade circulo. (Reproduzido L/
com permissio de G. L. Mieling e 0
H. L. Pardue, Anal. Chem., 1978, 0,0 05 10 15 2,0 25 3.0 35
v. 50, p. 1611. Copyright da Tempo, s

American Chemical Society.)
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O computador habilita a implementacdo de muitas técnicas inovadoras junto aos métodos cinéticos.
Alguns dos métodos recentes de compensacdo de erros ndo requerem o conhecimento a priori da ordem
da reac8o para o0 sistema, empregando um modelo generalizado. Ainda, outros métodos calculam os
parametros do model o & medida que os dados sdo coletados em vez de empregar os métodos de processa-
mento em batel ada.

29C| APLICACOES DOS METODOS CINETICOS

Asreaces utilizadas nos métodos cinéticos se distribuem em duas categorias. catalisadas e ndo-catalisadas.
Como observado anteriormente, as reagcOes catali sadas sdo as mais amplamente empregadas por causa da sua
maior sensibilidade e seletividade. As reagdes ndo-catali sadas séo empre-
gadas com vantagem quando as medidas automaticas de alta velocidade
S50 requeridas ou quando a sensibilidade do método de detecgdo é dta.”

29C-1 Métodos Cataliticos

Determinacdo de Espécies Inorgdnicas
Muitos cétions e anions catalisam reacfes indicadoras — isto €, reagdes
cujas vel ocidades sdo medidas por métodos instrumentais, como a espec-

trofotometria de absorcdo, a espectrometria de fluorescéncia ou el etro- HN NH
guimica. As condi¢des sao empregadas de forma que a velocidade sgja )\ | /K
proporcional a concentracdo do catalisador e, a partir dos dados sobre a 0~ ON N o
velocidade, a concentracdo do catalisador é determinada. Esses métodos H H

cataliticos freglientemente permitem a detecgo extremamente sensivel  Modelo molecular do &cido drico.

da concentracdo do catalisador. Os métodos cinéticos baseados em 3@?%”53“&3?25?&%?2
catélise por analitosinorganicos séo amplamente aplicados. Por exemplo,  uito 4cido trico ou se ele néo for

a literatura nessa area lista mais de 40 cétions e 15 anions que tém sido  excretado o suficiente, os altos niveis
determinados por uma variedade de reagBes indicadoras.® A Tabela 29-3 no sangue podem levar & concentracéo
fornece os métodos cataliticos para vérias espécies inorganicas junta- anf;iﬁﬁfﬁgfgiig nas
mente com as reagdes indicadoras empregadas, 0 método de detecgdo e ]inﬂ amacio, pr e dores agudas

o limite de deteccéo. associadas com a artrite ou gota.

TABELA 29-3
Métodos Cataliticos para Espécies Inorganicas

Limite de Deteccao

Analito Reacéo Indicadora M étodo de Detecgao ng/mL
Cobalto Catecol + H,0, Espectrofotometria 3
Cobre Hidrogquinona + H,0, Espectrofotometria 0,2
Ferro H,0, + |~ Potenciometria 50
Mercurio Fe(CN)&~+ CgHsNO Espectrofotometria 60
Molibdénio H,0, + I~ Espectrofotometria 10
Brometo Decomposicdo do BrOz Espectrofotometria 3
Cloreto Fe2t + ClOz Espectrofotometria 100
Cianeto Reducgo do o-dinitrobenzeno Espectrofotometria 100
lodeto Ce(1V) + Ag(ll) Potenciometria 0,2

Para uma revisio sobre as aplicagfes dos métodos cinéticos, ver H. O. Mottola, Kinetic Aspects of Analytical Chemistry, p. 88-121. Nova York:
Wiley, 1988; D. Perez-Bendito e M. Silva, Kinetic Methods in Analytical Chemistry, p. 31-189. NovaYork: Halsted Press-Wiley, 1988.

8M. KopanicaeV. Stara, in Comprehensive Analytical Chemistry, G. Svehla, (Ed.,) vol. XVIII, p. 11-227. NovaYork: Elsevier, 1983.
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Determinacdo de Espécies Organicas

Modelo molecular da sacarose. A sacarose

€ um dissacarideo e consiste em duas
unidades de monossacarideos ligadas.
Uma das unidades da sacarose € um anel
de glicose (seis membros) e 0 outro € um
anel de frutose (cinco membros). A
sacarose € o aglicar comum.

Sem sombra de divida, as aplicacdes mais importantes das reactes
catalisadas em andlises orgénicas envolvem o uso de enzimas co-
mo catalisadores. Esses métodos tém sido empregados para a deter-
minagdo tanto de enzimas como de substratos e servem de base para
muitos testes de rotina automaticos realizados em milhares de
laboratérios ao redor do mundo. Muitos tipos de substratos en-
zimaticos tém sido determinados com o uso de reagdes catalisadas
por enzimas. A Tabela 29-4 mostra alguns substratos que s&o deter-
minados em diversas aplicagdes.®° Uma aplicagdo importante é a
determinacdo da quantidade de uréia no sangue, chamada teste de
nitrogénio uréico sanguineo (NUS). Uma descri¢do dessa determi-
nacdo é fornecida no Destaque 29-3.

TABELA 29-4
Substratos Importantes
Substrato Enzima Aplicacdo
Etanol Alcool desi drogenase Forense, alcoolismo
Galactose Galactose oxidase Diagnostico da galactosemia
Glicose Glicose oxidase Diagndstico da diabetes
Lactose Lactase Produtos alimenticios
Maltose a-Glicosidase Produtos alimenticios
Penicilina Penicilinase Preparacbes farmacéuticas
Fenol Tirosinase Aguae efluentes
Sacarose Invertase Produtos alimenticios
Uréia Urease Diagndstico de doencas do figado erins
Acido trico Uricase Diagnéstico da gota, leucemia e linfoma

DESTAQUE 29-3

Determinacao Enzimatica de Uréia

o
I

H,N—C—NH,
Modelo molecular da uréia. A uréiaé
adiamida do &cido carbonico. Ela é
excretada pelos mamiferos como
produto do metabolismo das proteinas.

A determinacdo de uréia em sangue e urina € feita freqlentemente pela medida da velocidade de
hidrdlise da uréia CO(NH,), na presenca da enzima urease. A equagao para a reagao é

CO(NH,), + 2H,0 —¥%=_, NH; + HCO;

urease

Como sugerido pelo Exemplo 29-4, a uréia pode ser determinada
pela medida da velocidade inicial da formacdo dos produtos dessa
reacdo. A alta seletividade da enzima permite o uso de métodos de
deteccdo ndo-seletivos, como a condutividade elétrica, para a me-
dida da velocidade inicial. Existem instrumentos comerciais que
operam com base nesse principio. A amostra € misturada com uma
peguena guantidade de solugdo tamponada contendo a enzima em
uma célula de condutividade. A velocidade méxima de aumento da
condutancia € medida apds 10 s da mistura e a concentragdo de
uréia é estabelecida a partir de uma curva analitica que consiste em
um grafico da velocidade méxima inicial em funcéo da concen-

9Para mais informagdes, ver G. G. Guilbault, Analytical Uses of Immobilized Enzymes. Nova York: Dekker, 1984; P. W. Carr e L. D. Bowers,
Immobilized Enzymesin Analytical Chemistry. NovaYork: Wiley, 1980.
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tracdo de uréia. A precisdo do instrumento é da ordem de 2% a 5% para as concentracdes na faixa fi-
sioldgicade 2 a 10 mmol L1,

Outro método de acompanhamento da vel ocidade de hidrélise da uréia estd baseado no uso de um
eletrodo especifico aos ions amoénio (ver Secdo 21D). Nesse caso, a producdo de NHZ € monitorada
potenciometricamente e utilizada para se obter a velocidade da reacdo. Ainda em outra abordagem, a
urease pode ser imobilizada sobre a superficie de um eletrodo de pH e a velocidade de ateragéo do pH
€ monitorada. M uitas enzimas tém sido imobilizadas sobre suportes
como géis, membranas, paredes de tubos, pequenas esferas de
vidro, polimeros e filmes finos. As enzimas imobilizadas mostram
com freqiiéncia um aumento de estabilidade sobre a forma em
solucdo. Além disso, elas podem ser reutilizadas, freqlentemente
por centenas ou milhares de analises.

<« Asenzimas podem ser
imobilizadas por incorporacéo

em um gel, por adsorcéo sobre um
suporte solido ou por ligacdes
covalentes com um solido.

InUmeras espécies inorgani cas também podem ser determinadas por reagdes catalisadas por enzimas. Essas
espécies incluem aaménia, o perdxido de hidrogénio, o didxido de carbono e a hidroxilamina, bem como
o0s ions nitrato, fosfato e pirofosfato.

M étodos cinéticos tém sido descritos visando a determinacdo quan-
titativa de centenas de enzimas. Algumas das enzimas que séo impor-
tantes para o diagnéstico de doencas hepéticas sdo a transaminase
glutdmica-oxal oacética presente no soro (TGOS), glutamato piruvato
transaminase no soro (GPTS) e a lactato desidrogenase (LDH). Niveis

<« Os métodos cinéticos sdo
necessarios para se determinar as
atividades das enzimas, umavez
gue aenzima é um catalisador e
afeta somente a velocidade da

reacao.

elevados de TGOS, GPTS e LDH podem ocorrer também apds os
atagues cardiacos. Essas enzimas e a creatina fosfoquinase frequientemente diagnosticam o infarto do mio-
cardio. Outras enzimas de interesse para diagndsticos incluem as hidrolase, amilase, lipase e fosfatase
alcaling, fosfo-hexose isomerase e aldolase.

Além disso, sabe-se que cerca de duas dizi as de cétions e anions desconhecidos i norgani cos diminuem
a velocidade de certas reacOes indicadoras catalisadas por enzimas. Esses inibidores podem ser determi-
nados a partir do decréscimo da vel ocidade causado pela sua presenca.

Os ativadores enzimaticos sao substancias, geralmente ions inor-
ganicos, que S80 Necessarios para que certas enzimas se tornem cata-
lisadores ativos. Os ativadores podem ser determinados pelo seu efeito
nas velocidades das reacdes catalisadas por enzimas. Por exemplo, foi
relatado que concentracdes de magnésio tao baixas como 10 ppb podem
ser determinadas em plasma sangliineo com base na ativagdo da enzima
desidrogenase isocitrica por esse ion.

<« Asenzimas podem ser
empregadas na determinacéo
de ativadores e inibidores.

Os ativadores aumentam a
velocidade da reacéo, enquanto
os inibidores a diminuem.

29C-2 Reacoes Nao-catalisadas

Como observado anteriormente, os métodos cinéticos baseados em reagBes ndo-catalisadas ndo sdo téo
empregados como agueles nos quais um catalisador esteja envolvido. Ja descrevemos dois desses métodos
(péginas 891, 892 e 893).

Geralmente as reagdes ndo-catalisadas sdo Uteis quando reagentes sel etivos sdo empregados conjunta-
mente com métodos de deteccdo sensiveis. Por exemplo, a seletividade dos agentes complexantes pode ser
controlada gjustando-se o pH do meio na determinacdo de ions metdlicos, como discutido na Secdo 17D-8.
A sensibilidade pode ser obtida pelo uso de detecc@o espectrofotométrica para monitorar reagentes que
formam complexos com altas absortividades molares. A determinagdo de Cu?", apresentada no Problema
29-13, é um exemplo. Uma alternativa altamente sensivel € selecionar complexos que fluorescem de forma
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que a velocidade de alteracdo da fluorescéncia possa ser utilizada como medida da concentracéo do ana-
lito (ver Problema 29-14).

A precisdo dos métodos cinéticos cataliticos e ndo-cataliticos depende das condigdes experimentais
como o pH, forca idnica e temperatura. Com o controle cuidadoso dessas variaveis, desvios padrdo rela
tivos de 1% a 10% so tipicos. A automacao dos métodos cinéticos e a analise computadorizada dos dados
podem com freqiiéncia levar & precisdo relativa para 1% ou melhor.

29C-3 Determinacao Cinética de Componentes
em Misturas

Uma aplicagdo importante dos métodos cinéticos esta na determinagdo de espécies muito semelhantes
entre si em misturas, como os cétions de metais alcalinos terrosos ou 0s compostos inorgéani cos com mes-
mos grupos funcionais. Por exemplo, suponha que duas espécies A e B regjam com um reagente comum
em excesso para formar produtos sob condigdes de pseudoprimeira ordem:

K
A+R—P

B+R— P

Em geral, ky e kg diferem uma da outra. Assim, se ky > kg, A é consumido antes que B. E possivel
mostrar que se arazao Ka/kg for maior que cerca de 500, o consumo de A estard completo a 99% antes que
1% de B tenha sido gasto. Dessaforma, é possivel adeterminagéo diferencial de A sem ainterferénciasig-
nificativa de B desde que a vel ocidade seja medida logo apds a mistura.

Quando a razdo das duas constantes for pequena, a determinacdo das duas espécies ainda € possivel
por meio de métodos mais complexos de tratamento de dados. Muitos desses métodos empregam técnicas
quimiométricas multivariadas similares aquel as descritas no Destaque 8-3. Os detalhes sobre os métodos
cinéticos multicomponentes estdo além do escopo deste livro.10

EXERCICIOS NA WEB

Vaao endereco http://mww.thomsonlearning.com.br. A partir do menu das
Chapter Resources, escolha Web Works. Localize a secéo referente ao Ca-
pitulo 29 e vocé encontrard links para diversos fabricantes de instrumen-
tos que produzem os analisadores de glicose baseados em reactes
enziméticas. Encontre uma companhia que produza um analisador espec-
trof otométrico e uma que produza um analisador eletroguimico. Compare
e contraponha as caracteristicas dos dois instrumentos.

QUESTOES E PROBLEMAS

29-1. Defina os seguintes termos na forma co- (d) substrato.
mo sdo empregados nos métodos cinéticos *(e) constante de Michaglis.
deandlise. (f) método diferencial.
*(@) ordem de umareacéo. *(g) método integral.
(b) pseudoprimeira ordem. (h) reacdo indicadora.
*(c) enzima.

10para algumas aplicagdes de métodos cinéticos a misturas multicomponentes veja H. O. Mottola, Kinetic Aspects of Analytical Chemistry, p. 122-
148. Nova York: Wiley, 1988; D. Perez-Bendito e M. Silva, Kinetic Methods in Analytical Chemistry, p. 172-189. Nova York: Halsted Press-
Wiley, 1988.
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29-2.

*29-3.

29-4.

*29-5.

29-6.

29-7.

29-8.

29-9.

29-10.

A andlise de uma mistura multicomponen-
te por métodos cinéticos €, algumas vezes,
referida como “separacéo cinética’. Expli-
gue o significado desse termo.

Explique por que as condi¢des de pseudo-
primeira ordem sdo empregadas nos méto-
dos cinéticos.

Liste trés vantagens dos métodos cinéticos.
Vocé pode estabel ecer duas possiveis limi-
tacOes dos métodos cinéticos quando com-
parados com os métodos de equilibrio?
Desenvolva uma expressdo para a meia-
vida do reagente em um processo de pri-
meira ordem em termos da constante de
velocidade k.

Encontre o tempo de vida natural em se-
gundos para as reacbes de primeira ordem

correspondentes a
*(@) k= 0,351.
(b) k = 6,62.

*(c) [Alp = 1,06 mol L1 e [A]; = 0,150
mol L~tat =4.125s.

(d) [P]..= 0,176 mol L~te[P]; = 0,0423
mol L~ at = 9,62 s. (Suponhaque 1
mol do produto sgja formado para
cada mal do analito que reage.)

*(e) meia-vidaty,, = 15,8 anos.
(f) tyo = 0,478s.
Encontre a constante de primeira ordem
parauma reacdo gque se completaem 55,8%
apoés
*(a) 0,0100s.

(b) 0,100s.
*(c) 1,00s.

(d) 5,280s.
*(e) 26,8 us.

(f) 8,86 ns.

Calcule o nimero de tempos de vidas 7
necessarios para que uma reacdo de pseu-
doprimeira ordem atinja 0s seguintes ni-
veis de finalizag&o:

(& 10%.

(b) 50%.

(c) 90%.

(d) 99%.

(e) 99,9%.

(f) 99,99%.

Encontre o nimero de meias-vidas neces-
sario para se atingir os niveis de finaiza
¢ao da reacdo listados no Problema 29-8.
Encontre o erro relativo associado com a
hip6tese de que k' ndo varia no decorrer de
uma reacdo de pseudoprimeira ordem sob
as seguintes condi¢oes.

CAP. 29

29-11.

*29-12.

*29-13.

29-14.
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Extensdo da Excesso de
Reacdo, % Reagente
*(@) 1 5X
(b) 1 10X
*(c) 1 50X
(d) 1 100%
*(e) 5 5%
) 5 10%
*(g) 5 100%
(h) 63,2 5%
*(i) 63,2 10x
0 63,2 50
*(K) 63,2 100%
Mostre que para uma reacdo enzimética

gue obedece a Equacdo 29-19, a concen-
tracdo do substrato para a velocidade
Vmad2 €igua akKp,.
A Equagéo 29-19 pode ser rearranjada para
produzir a equacdo

1 Ky 1
d[P]/dt  Vie[S]  Vemax

em que Vpax = ko[ Elo, a velocidade méxi-

ma quando [S] é grande.

(a) Sugira uma forma de empregar essa
equacdo na construcdo de uma curva
analitica (de trabalho) para a determi-
nac&o enzimética do substrato.

(b) Descreva como a curva de trabalho re-
sultante pode ser empregada para se
determinar K, € Vipax-

O cobre(l1) formaum complexo 1:1 com o

agente complexante R em meio acido. A

formacdo do complexo pode ser moni-

torada por espectrofotometria a 480 nm.

Use os seguintes dados coletados sob

condi¢cdes de pseudoprimeira ordem para

construir uma curva analitica da veloci-
dade versus a concentragdo de R. Encontre

a concentracdo de cobre(ll) em uma

amostra cuja velocidade sob as mesmas

condicBessgja7,0 X 10 3A s 1,

Ceyz+, PPM Velocidade, A s71
3,0 36x 1073
5,0 54 x 1073
7,0 7,9 % 1073
9,0 1,03 X 1072

O aluminio forma um complexo 1:1 com
2-hidroxi-1-naftal deido-p-metoxibenzoil -
hidraxonal gue exibe emissdo fluorescente
a 475 nm. Sob condi¢bes de pseudo-
primeira ordem, um gréfico da velocidade
inicial da reagc&o (unidades de emissdo por
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*29-15.

29-16.
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segundo) versus a concentracdo de alu-
minio (em umol L~1) fornece a reta
descrita pela equacéo

velocidade = 1,74c,, — 0,225

Encontre a concentracdo de aluminio em
uma solugdo que exibe uma velocidade de
0,76 unidades de emisséo por segundo sob
as mesmas condi ¢ces experimentais.

A enzima monoamina oxidase catalisa a
oxidac&o de aminas a aldeidos. Paraatrip-
taming, o K, paraaenzima é 4,0 X 104
mol L™ e Vg = Ko[E]o = 1,6 X 1073
umol L~ min apH 8. Encontre a concen-
tracdo de uma solucdo de triptamina que
reage a uma velocidade de 0,22 umol L1
min~! na presenca de monoamina oxidase
sob essas condi¢Bes. Assuma que [tripta-
mina] << K.

Os seguintes dados representam a concen-
tracdo do produto versus o tempo durante
0s estagios iniciais de reacfes de pseudo-
primeira ordem para concentragfesiniciais
do analito [A], diferentes.

t,s

[Pl M

0
10
20
50

100

0,00000
0,00004
0,00007
0,00018
0,00036

0,00000
0,00018
0,00037
0,00091
0,00181

0,00000
0,00027
0,00055
0,00137
0,00272

0,00000
0,00037
0,00073
0,00183
0,00362

0,00000
0,00014
0,00029
0,00072
0,00144

[Alo, mol L~10,01000

*29-17.

0,05000 0,07500 0,10000 desconhecido

Para cada concentragdo do analito, encon-
tre avelocidade inicial média paraas cinco
janelas de tempo fornecidas. Fagca um gré-
fico davelocidade inicial versus a concen-
tracdo do analito. Obtenha a inclinagéo e
intercepto por quadrados minimos e deter-
mine a concentracdo desconhecida.

Dica Umaboaformade se calcular avelo-
cidade inicial para uma dada concentracéo
consiste em encontrar A[P]/At para o inter-
valode0al0s, paal0a20s, para20a50
separa50a100 s, eentdo fazer umamédia
dos quatro valores obtidos. Alternativa-
mente, a inclinagdo obtida por quadrados
minimos de um gréfico de [P] versust para
ointervalo de 0 a100 s pode ser utilizada.
Empregue o Excel paracalcular as concen-
tragOes do produto versus tempo para uma
reacdo de pseudoprimeira ordem com k'=
0,015 st e [A], = 0,005 mol L~ 1. Use
tempos de 0,000 s; 0,001 s, 0,01 s, 0,1 s
025055 1,0s,20s;50s,10,0s,200s;
50,0s; 100,0 s; 200,0 s, 500,0 se 1.000,0 s.
A partir dos dois primeiros valores de

29-18.

tempo, encontre a velocidade inicial “ver-
dadeira’ da reacdo. Determine aproxi-
madamente qual é a porcentagem de fina-
lizacdo da reacdo que ocorre antes que a
velocidadeinicial caiaa(a) 99% e (b) 95%
do seu valor verdadeiro.
Problema Desafiador. A hidrélise do N-
glutaril-L-fenilanina-p-nitroanilida (GFNA)
pela enzima a-quimotripsina (QT) para
formar a p-nitroanilina e N-glutaril-L-feni-
lalanina segue 0 mecanismo de Michaglis-
Menten nos seus estagiosiniciais.
(a) Mostre que a Equac&o 29-19 pode ser
manipulada para fornecer a seguinte
transformagéo:

1 Ko, 1

Vi Vo[ Slo

Vimax

em que V; corresponde a velocidade ini-
cid, (d[Pl/cK), Vima €igual ako[E]o e[S
se refere a concentragdo inicia de
GFNA.. Essa equagdo € freglientemente
denomina-da egquacdo de Lineweaver-
Burke. Um gré&fico de 1/v; versus 1/[g],
€ chamardo gréfico de Lineweaver-Burke.

(b) Para[QT] = 4,0 X 106 mol L%, em-
pregue os seguintes resultados e o gr&
fico de Lineweaver-Burke para deter-
minar K, Vimax € Ko.

[GPNAJo, mmol L= v, umol L=1s71

0,250 0,037
0,500 0,063
10,0 0,098
15,0 0,118

(c) Mostre que a equacdo de Michadlis-
Menten para a velocidade inicial pode
ser transformada para fornecer a equa-
¢do de Hanes-Woolf:

[S] _ Sl , Ku
Vi Viméx

Vimax

Use um gréfico de Hanes-Woolf dos dados

da parte (b) para determinar K, Vinax € Ko.

(d) Mostre que a equacdo de Michadlis-
Menten para a velocidade inicial pode
ser transformada para fornecer a equa-

¢do de Eadie-Hofster:
_ KmVi
Vi = [ S] o Vimax

Empregue um gréfico de Eadie-Hof ster
com os dados da parte (b) para deter-
minar K, Vimax € Ko.
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(e) Comente sobre qual desses graficos trucdo de uma curva analitica. Trés
deve ser mais exato para a determina amostras foram analisadas sob as mes-
¢do de K, € Vinax, SOb as circunstancias mas condic¢des da parte (b) e fornece-
fornecidas. Justifique. ram velocidades iniciais de 0,069;

(f) O substrato GFNA deve ser determi- 0,102; e 0,049 umol L1 s™L Quais
nado em uma amostra biol 6gica empre- eram as concentractes de GFNA nes-

gando-se os dados da parte (b) na cons- sas amostras?



CAPITULO 30

Introducao as Separacoes
Analiticas

As separacdes sao extremamente importantes em sintese, na quimica industrial, nas ciéncias biomédicas e nas
analises quimicas. Por exemlo, a primeira etapa no processo de refino do petroleo é separa-lo em duas fracdes
com base no ponto de ebulicdo em grandes torres de destilacdo. O petroleo € enviado a um grande destilador e
a mistura, aquecida. Os materiais com os menores pontos de ebulicdo vaporizam-se primeiro. O vapor move-se
para cima na torre ou coluna de destilagdo onde se recondensa na forma de um liquido muito mais puro. Con-
trolando-se as temperaturas da caldeira e da coluna, pode-se controlar a faixa de ponto de ebulicdo da fracao
condensada.

As separacdes analiticas ocorrem em uma escala de laboratorio muito menor que na escala industrial. Os méto-
dos de separacao introduzidos neste capitulo incluem a precipitacao, a destilagdo, a extracdo, a troca idnica e varias
outras técnicas cromatograficas.

:)oucas técnicas de medidas empregadas na analise quimica sao especificas para uma Gnica espé-
cie quimica; em consequéncia, uma parte importante da maioria das analises lida com as espécies
concomitantes que ou atenuam o sinal do analito ou produzem um sinal que € indistinguivel daquele
Um interferente & uma espécie do analito. A substancia que afeta o sinal analitico ou o sinal de
quimica que produz um erro fundo € denominada interferéncia ou interferente.
sistematico em uma f\nélise.pelo Muitos métodos podem ser empregados para se lidar com as
ZE;’:EZ‘C?;’:‘ jge;:ﬁ:fzz ?Lj’njgf" interferéncias nos procedimentos analiticos, como discutido na Secéo
8C-3. As separacdes isolam o analito dos constituintes potencial-
mente intereferentes. Além disso, as técnicas como a de modificacdo de matriz, 0 mascaramento, a
diluicdo e a saturacao sao freqlientemente empregadas para compensar ou reduzir o efeito de inter-
ferentes. Neste capitulo, focalizaremos os métodos de separacdo, 0s quais constituem os métodos
mais empregados e poderosos de tratamento de interferéncias.

Os principios basicos de uma separacio sido apresentados na Figura 30-1." Como exibido, as
separagdes podem ser completas ou parciais. O processo de separacdo envolve o transporte do mate-
rial e a redistribuicdo espacial dos seus componentes. Nota-se que uma separacao requer sempre
energia, porque o0 processo reverso de mistura, a volume constante, & espontaneo, sendo acompa-
nhado de um aumento de entropia. As separacdes podem ser preparativas ou analiticas. Focaliza-
remos aqui as separac¢des analiticas, embora muitos dos principios estejam também envolvidos nas
separacgdes preparativas.

1VejaJ. C. Giddings, Unified Separation Science, p. 1-7. NovaYork: Wiley, 1991.
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6
070
Separagdo completa O

(@ c

A
0
O O O Figura 30-1 Principios de uma
Seperagso parcial O separacdo. Em (&), umamisturade
quatro componentes é separada
completamente de forma que
cada componente ocupa uma regiao
do espaco diferente. Em (b) uma
' separacdo parcial € mostrada. Nesse
Mistura ®) caso, aespécie A éisolada do restante
ABCD damisturade B, C eD. Oinverso dos

Mistura processos de separagdo apresentados €
BCD amistura a volume constante.

Os objetivos de uma separacao analitica sao geralmente a eliminacdo ou reduc¢ao de interferentes
de forma que a informacéo analitica quantitativa sobre uma mistura complexa possa ser obtida. As
separacdes também podem permitir a identificacao dos constituintes separados se as correlacdes
apropriadas forem feitas ou se uma técnica de medida sensivel a estrutura, como espectrometria de
massas, for empregada. Em técnicas como a cromatografia, a informacado quantitativa € obtida quase
simultaneamente com a separacao. Em outros procedimentos, a etapa de separacao € distinta e bas-
tante independente da etapa de medida posterior.

A Tabela 30-1 lista varios métodos de separacao que sao de uso comum, incluindo (1) a precipi-
tacao quimica ou eletrolitica, (2) a destilacao, (3) a extracao por solventes, (4) a troca idnica, (5) a
cromatografia, (6) a eletroforese e (7) o fracionamento por campo e fluxo. Os quatro primeiros sao
discutidos da Secao 30A até a 30E deste capitulo. Uma introducédo a cromatografia € apresentada
na Secao 30F. Os Capitulos 31 e 32 abordam a cromatografia gasosa e liquida, respectivamente,
enquanto o Capitulo 33 aborda a eletroforese, fracionamento por campo e fluxo e outros métodos
de separacao.

30A| SEPARACAO POR PRECIPITACAO

As separacfes por precipitacdo requerem uma alta diferenca de solubilidade entre o analito e os potenciais
interferentes. A viabilidade tedrica desse tipo de separacdo pode ser determinada por meio de célculos de
solubilidade, tais como aqueles mostrados na Secdo 11C. Infelizmente, muitos outros fatores podem
impedir o uso da precipitagdo para produzir uma separacéo. Por exemplo, os varios fenémenos de co-
precipitacdo descritos na Se¢do 12A-5 podem causar uma contaminagdo extensiva do precipitado por um
componente indesgjado, mesmo gue o produto de solubilidade do contaminante ndo tenha sido excedido.
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TABELA 30-1
Métodos de Separacao
Método Base do Meetodo
Separacdo mecanica de fases
Precipitacéo efiltracdo Diferencas na sol ubilidade dos compostos formados
Destilagdo Diferencas na volatilidade dos compostos
Extracéo Diferencas na solubilidade em dois liquidos imisciveis
Trocaibnica Diferencas na interag&o de reagentes com umaresina de troca iénica
Cromatografia Diferencas na vel ocidade de movimentagao de solutos passando
por uma fase estacionéria
Eletroforese Diferencas na velocidade de migragdo de espécies com cargaem um
campo el étrico
Fracionamento por campo e fluxo Diferencas na interagdo com um campo ou gradiente aplicado

perpendicularmente & direcéo de transporte

De forma distinta, a velocidade de uma precipitagdo pode ser t&o lenta que impega 0 seu Uso em uma se-
paracéo. Finalmente, quando os preci pitados formam-se como suspensdes coloidai's, a coagulacdo pode ser
dificil ou lenta, particularmente quando se pretende isolar uma pequena quantidade de fase solida.

Muitos agentes precipitantes tém sido empregados para separacdes inorganicas quantitativas. Alguns
dagueles mais Uteis sdo descritos nas secbes que seguem.

30A-1 Separacoes Baseadas no Controle da Acidez

Existem diferencas enormes nas solubilidades dos hidroxidos, 6xidos hidratados e &cidos de vérios ele-
mentos. Além disso, a concentragdo de ions hidrogénio ou hidréxidos pode ser variada de um fator de 10%°
ou mais em uma solugdo e pode ser prontamente controlada por meio do emprego de tampdes. Em conse-
guéncia, muitas separagdes baseadas no controle do pH estdo, em teoria, disponiveis para os quimicos. Na
prética, essas separacles podem ser agrupadas em trés categorias. (1) aguelas feitas em solugdes relativa-
mente concentradas de &cidos fortes, (2) aquel as feitas em solucbes tamponadas em val ores intermediarios
de pH, e (3) aguelas feitas em solugdes concentradas de hidroxido de potéssio ou sodio. A Tabela30-2 lista
algumas separacdes comuns gque podem ser feitas pelo controle de acidez.

30A-2 Separacodes de Sulfetos

Com excegdo dos metais alcalinos e alcalinos terrosos, a maioria dos cétions formam sulfetos muito pouco
solUveis cujas solubilidades diferem grandemente entre si. Em virtude do fato de que é relativamente facil
controlar-se a concentracéo de ions sulfeto em uma solugdo agquosa de H,S pelo gjuste do pH (ver Secdo

» Lembre-se da Equacio 11C-2), as separacdes baseadas na formagdo de sulfetos encontraram

12 % 102 uso extensivo. Os sulfetos podem ser convenientemente precipitados a
11-42,[S*7] = T[HO]? partir de uma solucdo homogénea, com o anion sendo gerado pela
hidrdlise da tioacetamida (ver Tabela 12-1).
TABELA 30-2
Separacdes Baseadas no Controle de Acidez
Reagente Espécies de Precipitados For mados Espécies que Nao Precipitam
HNO; concentrado e Oxidos de W(VI), Ta(V), A maioriados ions metalicos
aquente Nb(V), Si(IV), Sn(1V),
Sb(V)
Tamp&o NH4/NH,CI Fe(I1l), Cr(I11), Al(I1) Metais alcalinos e al calinos terrosos,
Mn(I1), Cu(ll), Zn(I1), Ni(ll),
Co(Il)
Tamp&o HOAC/NH,OAC Fe(lI1), Cr(111), Al(111) Cd(I1), Co(l1), Cu(ll), Fe(ll)
Mg(l1), Sn(ll), Zn(l1)
NaOH/Na,0, Fe(l11), amaioriados ions +2, Zn(11), A1), Cr(VI), V(V),

terrasraras Ui
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Os equilibrios i6nicos que influenciam a solubilidade dos precipitados de sulfeto foram considerados
na Secdo 11C-2. Contudo, esses tratamentos podem ndo fornecer conclusdes real isticas sobre a viabilidade
das separacfes quando se considera a co-precipitacdo e a velocidade lenta com a qual alguns sulfetos se
formam. Por essas razfes, os quimicos fregientemente valem-se de resultados prévios e de observactes
empiricas paraindicar se uma dada separacéo é possivel de ser conseguida com sucesso.

A Tabela 30-3 mostra algumas separacdes comuns que podem ser obtidas com o sulfeto de hidrogénio
por meio do controle do pH.

30A-3 Separac¢des por Outros Precipitantes Inorganicos

De forma geral, ndo ha outros ions inorganicos que sejam Uteis para separacdes como os ions hidroxido e
sulfeto. Os ions fosfato, carbonato e oxalato sdo freqlientemente empregados como precipitantes para
cétions, porém seu comportamento ndo é seletivo; portanto, as separagdes prévias devem ser realizadas
antes do seu uso.

O cloreto e o sulfato sdo Uteis em razéo de seu comportamento altamente seletivo. O primeiro é empre-
gado para separar a prata de muitos outros metais, e o Ultimo, geralmente paraisolar um grupo de metais
gue inclui o chumbo, o bério e o estroncio.

30A-4 Separacdes por Precipitantes Organicos

Os reagentes organi cos selecionados paraisolar diversos ions inorganicos foram discutidos na Segéo 12D-3.
Alguns desses precipitantes organicos, como a dimetilglioxima, so Uteis por causa de sua seletividade not&
vel ao formar precipitados com poucos ions. Outros, como a 8-hidroxiquinoling, formam compostos muito
pouco sollveis com uma série de cétions. A seletividade desse tipo de reagente é conseqiiéncia da alta faixa
de solubilidade entre seus produtos de reacéo e também em decorréncia de o reagente precipitante ser, ordi-
nariamente, um anion que é a base conjugada de um é&cido fraco. Dessa forma, as separagdes baseadas em
controle de pH podem ser realizadas, assm como com o sulfeto de hidrogénio.

30A-5 Separacao de Espécies Presentes em Niveis de
Tracos por Precipitacao

Um problema freglientemente encontrado na andlise de tragos € o isolamento de espécies de interesse, que
podem estar presentes em quantidades de microgramas, de componentes majoritarios da amostra. Embora
essa separacdo seja algumas vezes baseada em precipitagcdo, a técnica requerida difere daguelas empre-
gadas quando o analito esta presente em grandes quantidades.

Diversos problemas acompanham a separacdo quantitativa de el ementos-trago por precipitacdo, mesmo
guando as perdas por solubilidade ndo sdo importantes. A supersaturacdo com freqliéncia atrasa a formagao
do precipitado e a coagulacdo de peguenas quantidades de uma substancia coloidal dispersa é sempre dificil.
Além disso, é provavel que umafragdo do precipitado solido sgja perdida durante atransferéncia e afiltragéo.
Para minimizar essas dificuldades, uma certa quantidade de algum outro ion, que também forma um precipi-
tado com o reagente, € freglientemente adicionada a solucdo. O precipitado do ion adicionado é denominado

TABELA 30-3
Precipitacao de Sulfetos
Condigdes para Condigdesparaa
Elementos Precipitacao* N&o Precipitacéo*
Hg(ll), Cu(ll), Ag(l) 1,234
As(V), As(I11), Sb(V), Sh(l11) 1,23 4
Bi(l11), Cd(11), Pb(1I1), Sn(ll) 2,34 1
Sn(1V) 2,3 1,4
Zn(11), Co(11), Ni(I1) 3,4 1,2
Fe(Il), Mn(I1) 4 1,23

*1=3mol L1 HCl; 2= 0,3mol L~*HCl; 3 = tamponado a pH 6 com acetato; 4 = tamponado a pH 9 com NHy/(NH,),S.
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Um coletor & empregado para coletor e remove a espécie desgada presente em menor quantidade da

remover constituintes-traco de solugdo. Por exemplo, paraisolar 0 manganés como o seu diéxido muito

uma soluggo. pouco soltvel, uma pegquena quantidade de ferro(l11) é geralmente adi-
cionada a solucdo do analito antes da introducdo da amdnia como agente precipitante. O éxido bésico de
ferro(l11) remove mesmo o menor trago de didxido de manganés. Outros exemplos incluem o uso de 6xido
basico de aluminio como coletor de quantidades-traco de titénio e o uso de sulfeto de cadmio para a coleta
de tragos de zinco e chumbo. Muitos outros coletores sdo descritos por Sandell e Onishi.?

Um coletor pode remover um constituinte como resultado de similaridades nas suas solubilidades.
Outros coletores funcionam por co-precipitacdo, na qual 0 componente de menor concentragdo € adsorvi-
do ou incorporado no precipitado coletor como resultado da formag&o de cristais mistos. E claro que um
coletor ndo deve interferir com o método selecionado para determinar o componente-traco.

30A-6 Separacao por Precipitacao Eletrolitica

A precipitacdo eletrolitica @ um método muito Util para efetuar separacdes. Nesse processo, a espécie mais
facilmente reduzida, seja 0 componente desgjado ou 0 ndo-desgjado, é isolada como uma fase em separa-
do. Esse método torna-se particularmente efetivo quando o potencia do eletrodo de trabalho € controlado
aum nivel predeterminado (ver Secdo 22B).

O catodo de mercurio (pagina 648) tem encontrado ampla aplicacdo na remocgdo de muitos ions
metalicos antes da andlise da solucdo residual. Em geral, os metais reduziveis mais facilmente que o zinco
s80 convenientemente depositados em mercurio, deixando ions como aluminio, berilio, metais alcalinos
terrosos e metais alcalinos em solugdo. O potencia requerido para diminuir a concentragdo do ion metdli-
co aqualquer nivel que se queira é calculado diretamente a partir de dados polarogréaficos.

30A-7 Precipitacao de Proteinas Induzida por Sais

Uma forma comum de separar as proteinas € pela adicéo de altas concentragdes de sais. Esse procedimen-
to é chamado salting out da proteina. A solubilidade das moléculas de proteinas mostra uma dependéncia
complexa em relacdo ao pH, temperatura, natureza da proteina e a concentracdo do sal empregada. Para
concentracdes baixas de sal, a solubilidade geralmente aumenta com a concentracdo salina. Esse efeito
salting in é explicado pela teoria de Debye-Hiickel. Os contra-ions do sal envolvem a proteina e o efeito
resultante € um decréscimo na atragdo el etrostética entre as moléculas de proteina. 1sso, por suavez, leva
a um aumento de solubilidade com o aumento da forca idnica.

A altas concentragOes de sal, contudo, o efeito repulsivo de cargas iguais € reduzido, assim como séo
as forcas que levam a solvatacéo da proteina. Quando essas forcas sdo reduzidas o suficiente, a proteina
precipita e o salting out é observado. O sulfato de amdnio € um sal de baixo custo, amplamente emprega-
do em razéo de sua efetividade e alta solubilidade inerentes.

A altas concentracOes, a solubilidade de uma proteina, S, € dada pela seguinte equagdo empirica:

logS=C — Ku (30-1)

em que C é uma constante que € funcéo do pH, da temperatura e da proteina; K, a constante de salting out
gue é funcdo da proteina e do sal empregado; e u, aforcaibnica.

As proteinas comumente sd0 menos sol Uvei s nos seus pontos i soel étricos. Dessa forma, a combinagédo
de uma alta concentragéo salina com o controle do pH é empregada para efetuar o salting out. As misturas
de proteinas podem ser separadas aumentando-se a forca ibnica em etapas. Deve-se tomar cuidado com
algumas proteinas, pois o sulfato de aménio pode desnaturé-las. Os solventes al codlicos sdo algumas vezes
utilizados no lugar de sais. Eles reduzem a constante di el étrica e subsegiientemente reduzem a solubilidade
por meio da diminuicdo das interagdes entre a proteina e o solvente.

2E. B. Sandell e H. Onishi, Colorimetric Determination of Traces of Metals, 4. ed., p. 709-721. NovaYork: Interscience, 1978.
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30B| SEPARACOES DE ESPECIES POR DESTILACAO

As dedtilagBes sGo amplamente empregadas para separar 0s compostos volateis de interferentes ndo-
voléteis. Um exemplo comum € a separag@o de analitos de nitrogénio de muitas outas espécies pela con-
versdo do nitrogénio a ambnia, a qual é entdo destilada a partir de uma solugdo alcalina. Outros exemplos
incluem a separacdo do carbono como dioxido de carbono e enxofre como didxido de enxofre.

30C| SEPARACAO POR EXTRACAO

A extensdo segundo a qual os solutos, quer inorganicos quer organicos, distribuem-se entre duas fases
liquidas imisciveis difere significativamente e essas diferencas tém sido empregadas por décadas para
realizar as separacdes de espécies quimicas. Essa se¢do considera as aplicagdes do fendmeno de dis-
tribuicdo nas separacOes analiticas.

30C-1 Principios

A particdo de um soluto entre duas fases liquidas imisciveis € um fenémeno de equilibrio governado pela
lel de distribuicdo. Se o soluto da espécie A distribui-se entre a agua e uma fase organica, o equilibrio
resultante pode ser escrito como

A(ag) = A(org)

em que as letras entre parénteses referem-se as fases aguosa e organica, respectivamente. |dealmente, a
razdo das atividades paraA nas duas fases serd uma constante e independente da quantidade total deA; isto
€, auma dada temperatura,

_ (aA)org . [A] org
(aA)aq [ A ] aq

(30-2)

em que (aa)org € (an)ag S0 as atividades de A em cada fase e os termos entre colchetes sdo as concentra-
coes em mol L=t de A. A constante de equilibrio K é conhecida como constante de distribuicdo. Como
em muitos equilibrios, sob muitas circunstancias, as concentragdes molares podem substituir as atividades
sem que se cause um erro significativo. Geralmente, o valor numérico de K aproxima-se da razéo entre a
solubilidade de A em cada um dos solventes.

As constantes de distribuicdo sdo Uteis porgue nos permitem calcular a concentracdo do analito que
permanece em solucdo apds um nimero i de extragdes. Também fornecem orientacdo sobre a forma mais
eficiente de se realizar uma separacdo extrativa. Assim, podemos mostrar (ver Destaque 30-1) que para o
sistema simples, descrito pela Equacéo 30-2, a concentracdo de A que permanece na fase aquosa apos i
extragBes com um solvente organico ([A];) é dada pela equacéo

Al = Vaq iA
[A]; = VoK + Vi [Alo (30-3)

em que [A]; éa conc?ntragéo de A que permanece na sol ugé_o aquosa sempre melhor empregar
ap6s Vyq ML da solucéo de concentragéo original de [A]o Com i por¢oes  pequenas porgées do solvente para
do solvente organico, cada uma com volume de V4 O Exemplo seextrair umaamostrado que
30-1 ilustra como essa equacao pode ser empregada para decidir sobrea  extrair com uma tinica porcao
forma mais eficiente de se realizar uma extraco. de maior volume.
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EXEMPLO 30-1

A constante de distribui¢do do iodo entre um solvente orgéanico e H,O é 85. Encontre a concentragcao
de |, que permanece na camada aquosa apds a extragdo de 50,0 mL de 1,00 X 10 mol L~ de iodo
com as seguintes quantidades de solvente organico: (a) 50,0 mL; (b) duas porcdes de 25,0 mL; (c)
cinco porcdes de 10,0 mL.

Substituindo-se na Equagdo 30-3, obtém-se

1

@ [l = < = ngé()) e 0) X 1,00 X 103 = 1,16 X 105 mol Lt
2

®) 15, =< o :g;)) " o) X 1,00 X 103 = 5,28 X 10~ 7 mol L~
5

© [ly]s = ((10 g ngéc)) . 5 0) X 1,00 X 1073 = 5,29 X 10 19 mol L

Note o aumento das eficiéncias de extracdo que resulta da divisdo do volume original de 50 mL
do solvente em duas porcdes de 25 mL ou cinco de 10 mL.

A Figura 30-2 mostra que a melhoria da €eficiéncia de multiplas extracdes cai rapidamente a medida
gue o volume total é subdividido em menores e menores porcdes. De forma clara, ganha-se pouco ao
dividir o solvente extrator em mais do que cinco ou seis porgoes.

o
~

o
w

Fraggo restante, (Cag)n/(Cag)o
o o
= N

Figura 30-2 Gréfico da Equagdo 30-3
presumindo que K = 2 e V4 = 100 mL. O volume
total de solvente organico foi pressuposto como 2 4 6 8 10
100 mL, de formaque Vyg = 100/n;. Ndmero de extracoes, i

o

o

DESTAQUE 30-1

Derivacao da Equacao 30-3

Considere um sistema simples, descrito pela Equagéo 30-2. Suponha ny mmol do soluto A em V,, mL
de uma soluggo aquosa, extraido com V,q ML de um solvente orgénico imiscivel. No equilibrio, ny
mmol deA vai restar nafase aquosa e (ng — n;) mmols ser&o transferidos para a fase organica. As con-
centragdes de A nas duas fases seréo entdo

(Al = o
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A substituicdo dessas quantidades na Equacdo 30-2 e apds os rearranjos resulta

vV

£l
Ny =\——1Nn
1 <vorgK+vm> S

De maneirasimilar, 0 nimero de milimols, n,, restantes apds a segunda extragdo com o mesmo volume

de solvente sera
S R
27 VoK + Vi)

A substituicdo da equacdo anterior nessa expressao fornece

V, 2
aq
N =| —— n
2 <vorgK + vaq) ’

Pelo mesmo argumento, o nimero de milimols, n;, que resta apés i extragtes é dado pela expressdo

S T T
' VoK + V) °

Finalmente, essa equacdo pode ser escrita em termos das concentracdes iniciais e finais de A na fase
aguosa pela substituicdo das relagcdes

m = [AliVy e Ng = [A]oVay

Assim,

Vaq i
[A]; :<\/orgK+\/ [Alo

gue é a Equacdo 30-3.

30C-2 Extracao de Espécies Inorganicas

Uma extracdo é freqUentemente mais atraente que um método de precipitagcdo para a separacéo de espé-
cies inorganicas. Os processos de equilibrio e separacdo de fases em um funil de separacdo sdo menos
tediosos e demandam menor tempo gue a precipitacdo convencional, afiltracdo e a lavagem.

Separacdo de Metais como Quelatos

M uitos agentes quel antes sdo constituidos de acidos fracos que reagem com os ions metdlicos para formar
complexos neutros altamente solUveis em solventes orgénicos, tais como éteres, hidrocarbonetos, cetonas
e espécies cloradas (incluindo o cloroférmio e o tetracloreto de carbono).2 A maioria dos quelatos metdli-
cos ndo-carregados, contudo, é praticamente insolGvel em agua. De formasimilar, os agentes quel antes por
si mesmos sdo freqlientemente bastante solliveis em solventes organicos, mas apresentam solubilidade
limitada em agua.

A Figura 30-3 mostra o equilibrio que se desenvolve quando uma solucéo aquosa de um cétion di-
valente, tal como o zinco(ll), € extraido com uma solucéo organica contendo um grande excesso de

30 uso de solventes clorados esta diminuindo por causa da preocupago com seus efeitos sobre a salide humana e por causa do seu possivel papel
na deplecdo da camada de ozbnio.
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C p) 8-hidroxiquinolina (ver a Secao 12D-3 para a estrutura e reaces desse

agente quelante). Quatro equilibrios sdo mostrados. O primeiro

2HQ MQ, Or';gf]‘?ca envolve a distribuicio da 8-hidroxiquinolina, HQ, entre as camadas

T l organica e aquosa. O segundo € a dissociagdo acida da HQ para for-

2HO mar os ions H" e Q™ na fase aquosa. O terceiro equilibrio refere-se a

T Fase reacdo de formacdo do complexo gerando MQ,. O quarto corresponde

Aquosa 3 distribuicdo do quelato entre os dois solventes. Se ndo fosse pelo

\2H" +2Q" + M*=MQ, ) quarto equilibrio, MQ, iria precipitar da solucdo aquosa. O equilibrio
Figura 30-3 Equilibriosna total € a soma dessas quatro reagdes, ou

extraco de um cétion metdlico M2+
em um solvente organico imiscivel

contendo 8-hidroxiquinolina. 2HQ(org) + M?*(aq) = MQy(org) + 2H"(aq)

A constante de equilibrio para essareacéo é

K = [MQZ] org[HJr]gq
[HQI5[M* 1

De formausual, HQ esté presente na fase organica em grande excesso em relagdo a M2 nafase aguosa de
forma que [HQ]y permanece essencia mente constante durante a extragdo. A expressio da constante de
equilibrio pode ser entdo simplificada para

, . _ [MQz]org[H+]§q
K'[HQJGg = K = M,
ou
[MQZ]org _ K

[M*]4  [H'I%

Assim, vemos que a razdo de concentracdo das espécies metdlicas nas duas fases € inversamente pro-
porcional ao quadrado da concentracdo de ions hidrogénio na fase aguosa. As constantes de equilibrio
K variam amplamente de um ion metalico para outro; essas diferencas freqlientemente tornam possivel
extrair-se seletivamente um cétion de uma mistura com outro pelo tamponamento da solucdo aquosa em
um nivel no qual um dos cations é extraido quase completamente, enquanto 0 segundo permanece na
fase aguosa também quase completamente.

Muitas separagdes extrativas Uteis com 8-hidroxiquinolina tém sido desenvolvidas. Além disso,
nuMerosos agentes quelantes, que se comportam de forma similar, so descritos na literatura.® Em conse-
guéncia, as extragdes controladas por pH provém um método poderoso de separacdo de ions metdlicos.

Extracdo de Cloretos e Nitratos de Metais

Inimeras espécies inorganicas podem ser separadas por meio de extragdo com solventes adequados. Por
exemplo, uma extracdo simples em éter de uma solucéo 6 mol L~ de &cido cloridrico vai proporcionar a
transferéncia de mais de 50% de diversos ions para a fase organica; incluindo entre esses o ferro(ll1), o
antiménio(V), o titanio(lll), o ouro(lll), o molibdénio(V1) e o estanho(lV). Outros ions, tais como o
aluminio(l11) e os cétions divalentes do cobalto, chumbo, manganés e niquel, ndo séo extraidos.

O uranio(VI) pode ser separado de elementos como o chumbo e o tério pela extragdo com éter de uma
solucdo que sgja 1,5 mol L~ de &cido nitrico e saturada com nitrato de amoénio. O bismuto e o ferro(l11)
sd0 também extraidos em alguma extensdo nesse meio.

4 Por exemplo, ver J. A. Dean, in Analytical Chemistry Handbook. NovaYork: McGraw-Hill, 1995, p. 2.24.
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30C-3 Extracao em Fase Sélida

Existem diversas limitagdes nas extragdes liquido-liquido. Com as
extracbes a partir de solugBes aquosas, 0s solventes que podem ser
empregados devem ser imisciveis com a agua e ndo devem formar emul-
sbes. Outradificuldade é que as extracfes liquido-liquido usam volumes
de solventes relativamente grandes, o que causa problemas com o
descarte de residuos. Também, muitas dessas extragdes sdo redlizadas
manual mente e, como tal, sdo demoradas e tediosas.

A extracdo em fase sblida, ou extracdo liquido-solido, pode con-
tornar muitos desses problemas.® As técnicas de extragdo em fase sdlida
empregam membranas, pequenas colunas descartédveis na forma de
seringas ou cartuchos. Um composto organico hidrofébico recobre ou
estd quimicamente ligado a silica granulada formando a fase sdlida
extratora. Os compostos podem ser ndo-polares, moderadamente
polares ou polares. Por exemplo, um octadecil (C,g) ligado a silica
(ODS) é uma fase solida comum. Os grupos funcionais ligados a fase
sblida atraem os compostos hidrof 6bicos presentes na amostra por meio
de interagGes de van der Waals e os extraem da solugdo aquosa.

Um sistema tipico de cartucho para as extragdes em fase solida é
apresentado na Figura 30-4. A amostra € colocada no cartucho e aplica
se pressdo através de uma seringa ou por uma linha de ar ou nitrogénio.
Alternativamente, vacuo pode ser empregado para passar aamostra pelo
extrator. As moléculas organicas sdo extraidas da amostra e concen-
tradas na fase sblida. Estas podem ser posteriormente desalojadas da
fase solida por um solvente como 0 metanol. Os componentes podem ’

Seringa

hmhmhm@‘ [RTY FRTTY PRETY FYPRL O

Adaptador

+—— Amostra

Extrator de
fase sdlida

Vidro
sinterizado

ser concentrados através da extracdo de um grande volume de &gua e
posterior remog¢do com um pequeno volume de solvente. Os métodos
de pré-concentracdo sdo freqlientemente necessérios para os métodos
analiticos de tracos. Por exemplo, as extracdes em fase sdlida sdo uti-
lizadas para a determinagdo de constituintes organicos em &gua potavel
por meio de métodos aprovados pela Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) — Environmental Protection Agency. Em alguns procedimentos

Figura 30-4 Extracdo em fase
sdlida realizada em um pequeno
cartucho. A amostra é colocada

no cartucho e aplica-se pressdo por
meio do émbolo da seringa.
Alternativamente, vacuo pode ser
empregado para aspirar aamostra
através do agente extrator.

de extracdo, as impurezas sdo extraidas pela fase sdlida, enquanto os
compostos de interesse passam sem ser retidos.

Além dos cartuchos recheados, a extracdo em fase sdlida pode ser feita pelo uso de pequenas mem-
branas ou discos de extrac&o. Estes apresentam as vantagens de reduzir o tempo de extragdo e a quantidade
de solvente. A extragdo em fase sblida pode ser feita em sistemas de fluxo, 0 que pode automatizar o
processo de pré-concentracao.

Uma técnica correlata, denominada microextr agdo em fase sdlida, emprega uma fibra de silica fun-
dida recoberta com um polimero ndo-vol&til para extrair os analitos organicos diretamente de amostras
aguosas ou do espaco livre (headspace) sobre as amostras.? O analito distribui-se entre a fibra e a fase
liquida. Os analitos sdo posteriormente desorvidos termicamente na cabega de um injetor de um cro-
matografo a gés (ver Capitulo 31). A fibra extratora € montada em um suporte que se parece com uma
seringa comum. Essa técnica combina a amostragem e a pré-concentragdo em uma Unica etapa.

5 ParamaisinformagBes, ver Solid-Phase Extractions: Principles, Techniques and Applications, N. J. K. Simpson, Ed. NovaYork: Dekker, 2000; J.
S. Fritz, Analytical Solid-Phase Extraction. Nova York: Wiley, 1999; E. M. Thurman e M. S. Mills, Solid-Phase Extraction: Principles and
Pratice. NovaYork: Wiley, 1998.

6 Para mais informagdes, ver Solid-Phase Microextraction: A Practical Guide, S. A. S. Wercinski, Ed. Nova York: Dekker, 1999; Applications of
Solid Phase Microextraction, J. Pawliszyn, Ed. Londres: Royal Society of Chemistry, 1999.
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30D|] SEPARACAO DE IONS POR TROCA IONICA

A trocaionica é um processo pelo qual os ions presos em um solido poroso e essencialmente insol Gvel sdo
trocados por ions presentes em uma solucdo que é levada ao contato com o solido. As propriedades de troca
ibnica de argilas e zedlitas tém sido reconhecidas e estudadas por mais
de um século. Asresinas sintéticas trocadoras de ions foram inicialmen-

» No processo de trocaibnica,
0s ions presos sobre umaresina

trocadora de ions s3o trocados te produzidas em 1935 e desde época encontraram ampla aplicacéo
por ions da solucéo que é colocada  NO amolecimento de agua, na desionizacdo de &gua, na purificacdo de
em contato com aresina solucdes e na separagdo de ions.

30D-1 Resinas Trocadoras de lons

As resinas sintéticas trocadoras de ions sdo polimeros de alto peso
molecular que contém um grande ndimero de grupos funcionais i6nicos
por molécula. As resinas trocadoras de cétions contém grupos &acidos,
enguanto as resinas trocadoras de anions possuem grupos bésicos. Os
trocadores do tipo é&cido forte apresentam grupos éacidos sulfonicos
(—so3H™) ligados a matriz polimérica (Figura 30-5) e tém aplica-
¢do mais ampla que os trocadores tipo &cido fraco, os quais devem sua
acdo a grupos carboxilicos (— COOH). De forma similar, os troca-
dores de anions tipo base forte possuem grupos aminicos quaternarios
[—N(CH3)30OH"], enquanto os do tipo base fraca contém aminas
Figura 30-5 Estruturade uma secundérias ou terciérias.

resina trocadora de ions de poliestireno A troca de cétion é ilustrada pelo equilibrio
com ligagOes cruzadas. Resinas

similares apresentam a substituicéo

dos grupos — SO3H™ por grupos XRSOzH* + M** = (RSO3)M** + xH™*
—COOH", —NH;0H"e Slido  solugio  sdlido  solucho
— N(CHo)50H".

em que M** representa um cétion e R, a parte da molécula da resina que contém um grupo acido sulfoni-
co. O equilibrio andlogo envolvendo um trocador de anion tipo base forte e 0 @nion A* é

XRN(CH3)50H™ + A*™ = [RN(CH3)t],AX™ + xOH~
sdlido solucdo solido solucédo

30D-2 Equilibrio de Troca I6nica

O equilibrio de trocaionica pode ser tratado pelalel daagdo das massas. Por exemplo, quando uma solugéo
diluida contendo ions célcio passa através de uma coluna recheada com uma resina écida sulfénica, o
seguinte equilibrio é estabelecido:

Ca?*(ag) + 2H™ (res) = Ca?"(res) + 2H"(aq)

para o qual uma constante de equilibrio K’ é dada por

[Ca¥ Jes[H 15
e (30-4)
[C#* | o[ H 1%
Como usual, os termos entre colchetes representam as concentragdes em mol L (estritamente, as ativi-
dades) das espécies nas duas fases. Note que [Ca? '], € [H ], S30 as concentragdes molares dos dois ions
na fase sélida. Em contraste com muitos solidos, no entanto, essas concentragdes podem variar de zero a
algum valor méximo quando todos 0s sitios negativos na resina s8o ocupados por somente uma espécie.
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As separages por troca idnica sdo redlizadas ordinariamente sob condi¢fes nas quais um ion pre-
domina em ambas as fases. Assim, na remogao de ions célcio de uma solucdo diluida e um pouco &cida, a
concentracdo do ion calcio sera muito menor que aguela do ion hidrogénio em ambas as fases aguosa e da
resing; isto é

[Ce]res << [H ] res

[Calt]aq << [H ]

Como consequiéncia, a concentracdo de ion hidrogénio é essencialmente constante em ambas as fases e a
Equacéo 30-4 pode ser rearranjada para

[C s, [H 1%
[C&'lq  [H'E

=K (30-5)

em que K é uma constante de distribuicdo analoga aguela que governa um equilibrio de extracéo (ver
Equacdo 30-2). Observe que K na Equacdo 30-5 representa a afinidade da resina pelo ion célcio em relacéo
aoutro ion (no caso o H*). De forma gera, sempre que K para um ion for grande, existe uma forte tendén-
ciade afase de resina reter aguele ion; quando K for pequeno, 0 oposto é verdadeiro. A selecdo de um ion
comum como referéncia (tal como o H™) permite uma comparacao das constantes de distribui¢o paravarios
ionsem relacdo aum dado tipo de resina. Esses experimentos revelam que os ions polivalentes s8o muito mais
fortemente retidos do que as espécies monocarregadas. Dentro de um dado grupo, as diferencas existentes
entre os valores de K parecem estar rel acionadas com o tamanho do ion hidratado, bem como com outras pro-
priedades. Assim, para uma resina sulfonada tipica trocadora de cation, os valores de K para ions univa entes
decrescem segundo aordem Ag*™ > Cs* > Rb*™ > K* > NHj > Nat > H* > Li". Para cétions bivalentes,
aordem é Ba2* > Pb?" > Sr2t > Ca2t > Ni2™ > Cd2t > Cu?t > Co?™ > Zn?t > Mg?t >U03+.

30D-3 Aplicacoes dos Métodos de Troca Ionica

As resinas trocadoras de ions sdo empregadas para eliminar os ions que, de outra forma, causariam inter-
feréncia nas andlises. Por exemplo, o ferro(l11), o aluminio(lll) e muitos outros cétions tendem a co-pre-
cipitar com o sulfato de bario durante a determinacdo de ion sulfato. A passagem da solucéo contendo
sulfato por umaresinatrocadora de cétions resulta naretencéo destes e naliberacdo de um nimero de mols
equivalente de ions hidrogénio. Os ions sulfato passam livremente através da coluna e podem ser precipi-
tados como sulfato de bério a partir do efluente.

Outra aplicacdo importante das resinas trocadoras de ions envolve a concentragédo de ions de solugdes
diluidas. Assim, tragos de elementos metdlicos em grandes volumes de aguas haturais podem ser col etados
em uma coluna trocadora de cétions e subsegiientemente liberado da resina por tratamento com um
pegueno volume de uma solugdo &cida; o resultado é uma solucdo consideravelmente mais concentrada
para a andlise por absor¢éo atdbmica ou espectrometria de emissdo em plasma (ver Capitulo 28).

O contetido salino total de uma amostra pode ser determinado pelatitulacdo do ion hidrogénio libera-
do quando uma aliquota da amostra passa através de um trocador de cation na suaformaécida. De maneira
similar, uma solugdo padréo de &cido cloridrico pode ser preparada pela diluicdo a um volume conhecido
do efluente resultante do tratamento de uma resina trocadora de cétions com uma massa conhecida de
cloreto de sédio. A substituicdo por uma resina trocadora de anions em sua forma basica permitira a
preparacdo de uma solugdo padréo de base. As resinas trocadoras de ions séo empregadas também de forma
ampla nos equipamentos de tratamento de dgua domésticos, como discutido no Destaque 30-2.

Como mostrado na Secéo 32D, as resinas trocadoras de ions sdo particularmente Uteis para as sepa-
ragdes cromatogréficas de espécies inorgéanicas e organicas.
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DESTAQUE 30-2
Tratamento de Agua de Uso Doméstico

A éagua dura é aguela rica em sais de calcio, magnésio e ferro. Os cétions da agua dura combinam-se
com os anions dos &cidos graxos do sabdo para formar sais insollveis conhecidos como coalho ou
coalho de sabdo. Em areas nas quais a agua € particularmente dura, esses precipitados podem ser
observados como anéis cinza ao redor das banheiras e pias.

Um método de resolver o problema da dgua dura nas casas consiste em trocar os ions de célcio, de
magnésio e de ferro por ions de sodio que formam sais solGveis de &cidos graxos. Um amolecedor
comercial de dgua € composto por um tangue que contém uma resina de troca idnica, um reservatério
de armazenamento para o cloreto de sodio e vérias vavulas e reguladores para controlar o fluxo de
&gua, como mostrado na Figura 30D-1. Durante a recarga ou ciclo de regeneracdo, a &gua contendo
uma alta concentragdo de sal presente no reservatério é dirigida através da resina de troca ionica, de
forma que os sitios da resina sejam ocupados pelos ions Na*.

(RSO3)M** + xNa" = xRSOz Nat + M**  (regeneragdo)

sdlido agua sélido agua
Vavulade
Agua dura de uso entrada
doméstico ————-— - ~—
l T Pastilhas de
cloreto de sédio

PSR

Solucéo de
cloreto de sédio

R

Resinatrocadora

o
deions i i ’ i _
& g Vévulade saida Aguaamolecida
U
L =
Sl Para o uso
l domeéstico

Agua descartada

Figura 30D-1 Esguema de um amolecedor de &gua de uso doméstico. Durante o ciclo de recarga as vavulas
est8o nas posices mostradas. A dgua contendo sal do reservatdrio passa através daresinatrocadorade ionse é
descartada. Os ions sodio da &gua salgada sdo trocados com os ions presentes ha resina deixando-a na forma sodica.
Durante o uso da &gua, as valvulas sd0 acionadas e a &gua dura passa através daresinanaqual os cations de cécio,
de magnésio e de ferro substituem os ions de sodio ligados a resina.

Os cétions M**(célcio, magnésio ou ferro) liberados sdo dirigidos para o descarte durante esse ciclo.

ApoGs o ciclo de regeneragdo, as valvulas que controlam o acesso a resina trocadora e a saida dela
sdo ateradas de forma que a &gua do encanamento da residéncia passa pela resina e dai para as
torneiras da casa. Quando a &gua dura passa através da resina, os cétions M** sdo trocados por ions
Na' e a &gua é amolecida

XRSO;Na" + Mt = (RSO3),M*" + xNa" (uso naresidéncia)
solido agua sélido agua

Com o uso, aresinatrocadora de ions acumula gradual mente os cétions da &gua dura. Portanto, o
sistema deve ser periodicamente regenerado através da passagem de agua salgada, desviando os ions
da &gua dura para 0 esgoto. Apds 0 amolecimento, os sabdes s8o muito mais efetivos porque se man-
tém dispersos na agua e ndo formam o coalho de sab&o. O cloreto de potassio é também empregado no
lugar do cloreto de sodio e é particularmente vantajoso para pessoas que se encontram em dieta com
restricdo de ingestdo de sodio. Os amolecedores baseados em cloreto de potéssio sdo, contudo, mais
caros do que com base em cloreto de sadio.
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30E| SEPARACOES CROMATOGRAFICAS

A cromatografia € um método empregado de formaampla e que permite
a separacdo, identificagdo e determinagdo de componentes quimicos em
misturas complexas. Nenhum outro método de separacéo € téo poderoso
e de aplicacao tdo generalizada como a cromatografia.” O restante deste
capitulo é dedicado aos principios gerais que se aplicam atodos os tipos
de cromatografia. Os Capitulos 31 a 33 abordam algumas aplicagdes da
cromatografia e de métodos correlatos.

30E-1 Descricao Geral da Cromatografia

O termo cromatogr afia € dificil de ser definido rigorosamente porque
0 nome tem sido aplicado a diversos sistemas e técnicas. Todos esses
métodos, contudo, apresentam em comum o0 uso de uma fase esta-
cionéria e de uma fase mével. Os componentes de uma mistura sdo
transportados através da fase estacionaria pelo fluxo da fase movel e as
separaces ocorrem com base nas diferencas de vel ocidade de migracdo
entre 0s componentes da fase mével.

30E-2 Classificacao dos Métodos Cromatograficos

Os méodos cromatograficos sdo de dois tipos basicos. Na croma-
tografia em coluna, a fase estacionaria € mantida em um tubo estreito e
afase mével, forgada através do tubo sob pressdo ou por gravidade. Na
cromatografia planar, afase estacionéria é suportada sobre uma placa
plana ou nos poros de um papel. Nesse caso, a fase mével desloca-se
através da fase estacionaria por agéo da capilaridade ou sob a influéncia
da gravidade. Abordaremos aqui somente a cromatografia em coluna.
Como mostrado na primeira coluna da Tabela 30-4, os métodos cro-
matograficos dividem-se em trés categorias baseadas na natureza da fase
movel: liquida, gasosa e fluido supercritico. A segunda coluna da tabela

Cromatografia & uma técnica na
qual os componentes de uma
mistura sao separados com base
nas diferencas de velocidade nas
quais sao transportados através de
uma fase fixa estacionaria por uma
fase movel liquida ou gasosa.

A fase estacionaria em
cromatografia € imobilizada em uma
coluna ou sobre uma superficie plana.

A fase movel em cromatografia
movimenta-se através da fase
estacionaria transportando a
mistura dos analitos. A fase movel
pode ser um gas, um liquido ou um
fluido supercritico.

< A cromatogr afia planar ea
cromatografia em coluna sdo
baseadas nos mesmos tipos de
equilibrios.

<« A cromatografiagasosa e a
cromatografia com fluido
supercritico requerem o uso de
uma coluna. Somente as fases
moveis liquidas podem ser
empregadas em superficies planas.

revela que ha cinco tipos de cromatografia liquida e dois tipos de cromatografia gasosa que diferem na

natureza da fase estacionéria e nos tipos de equilibrios entre as fases.

TABELA 30-4
Classificacdo dos Métodos Cromatograficos em Coluna
Classificagdo Geral M étodo Especifico Fase Estacionaria Tipo de Equilibrio
Cromatografia Gés-liquido (CGL) Liquido adsorvido ou ligado & Particdo entreo gése o
gasosa (CG) superficie de um solido liquido
Gés-solido Solido Adsor¢ao
Cromatografia Liquido-liquido ou Liquido adsorvido ou ligado Particdo entre liquidos
liquida (CL) particdo asuperficie de um solido imisciveis
Liquido-sdlido ou adsorgdo  Sdlido Adsor¢do
Trocaibnica Resina trocadora de ions Trocaibnica
Exclusdo por tamanho Liquido nos intersticios de um Parti cao/penetracao
solido polimérico
Afinidade Liquido especifico para determinado Particéo entre liquido
grupo ligado a uma superficie sélida superficia e o liquido
movel
Cromatografia supercritica Espécies organicas ligadas a uma Particdo entre o fluido
(CS) (fase mével éum superficie solida supercritico e
fluido supercritico) afaseligada

7As referéncias gerais sobre cromatografia incluem P. Sewell e B. Clarke, Chromatographic Separations. Nova York: Wiley, 1988; Chro-
matographic Theory and Basic Principles, J. A. Jonsson, Ed. Nova York: Marcel Dekker, 1987; A. Braithwaite e F. J. Smith, Chromatographic
Methods, 5. ed. Londres: Blackie, 1996.
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30E-3 Eluicao em Cromatografia em Coluna

A Figura 30-6 revela como dois componentes de uma amostra, A e B, sdo resolvidos por eluicdo em uma
colunarecheada. A coluna consiste em um tubo estreito recheado com um solido inerte finamente dividi-
do que retém a fase estacionaria na sua superficie. A fase mével ocupa os espacos entre as particulas do
recheio. Inicialmente, a solugcdo da amostra contendo a misturade A e
A eluicdo & um processo no qualos B na fase mével é introduzida na cabeca da coluna como uma zona
solutos sdo lavados através dafase  eqgtrejtg  como mostrado na Figura 30-6 no tempo to. Os dois compo-
estacionaria pelo movimento de uma - . . .~
fase movel. A fase movel que deixa a nentes distribuem-se entre a fase movel e afase &st:f\m onaria. A € uicao
coluna & denominada eluato. ocorre forgando os componentes da amostra através da coluna, intro-
duzindo-se a fase movel continuamente.
) Com a primeira introducéo da fase mével nova, o euente — a porgéo
il cluente & um solvente daamostra contidanafase mével —desloca-se através dacoluna, e uma par-
empregado para transportar os .~ .. , L. . ..
B ponentes de uma mistura ticéo adiciond entre a fase mpvel recém-introduzida e gque estacionaria
através de uma fase estacionaria. va ocorrer (tempo ty). A particdo entre a fase nova recém-introduzida e a
fase estacionéria ocorre simultaneamente no local daamostra original.
Outras adicdes do solvente transportam as moléculas do soluto através da coluna em uma série con-
tinua de transferéncias entre as duas fases. Em virtude do fato de que o movimento do soluto pode ocorrer
somente na fase mével, a velocidade média com a qual o soluto migra depende da fracdo de tempo que
permanece nessa fase. Essa frag8o € pequena para os solutos que séo fortemente retidos pela fase esta-
cionaria (componente B na Figura 30-6, por exemplo) e maior quando a retencdo na fase mével for mais
provével (componente A). |dealmente, as diferencas resultantes nas vel ocidades levam os componentes da
mistura a se separar em bandas ou zonas ao longo do comprimento da coluna (ver Figura 30-7). O isola-
mento das espécies separadas pode ser conseguido passando-se uma quantidade suficiente de fase mével
através da coluna de forma a transportar as bandas individuais para além do final da coluna (para ser €l ui-
das da coluna), onde elas possam ser coletadas ou detectadas (tempos t; e t, na Figura 30-6).

Amostra Fase movel
A+B
B I
A
Coluna :
recheada ::
B
A
B
*—— ~—— o Al e B| e Detector
(a to t t, t; ts
Figura 30-6 (a) Diagrama o5 A
descrevendo a separagéo de uma % 3 B
mistura dos componentes A e B por 0]
eluicdo em cromatografia em coluna. ! ! ! ! |

(b) O sinal do detector em varios to ty t, ts ty
estégios da eluicdo mostrados em (a). (b) Tempo
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Cromatogramas

Se um detector que responde a concentracdo do soluto for posicionado no final da coluna durante a eluicéo
e seu sina for registrado em func¢&o do tempo (ou do volume de fase movel), uma série de picos seré obti-

da, como mostrado na parte de baixo da Figura 30-6. Esse gréfico, cha-
mado cromatograma, € Util para andlises qualitativas e quantitativas.
As posi¢Oes dos picos no eixo do tempo podem ser empregadas para
identificar os componentes da amostra; as &reas sob 0s picos provém
uma medida quantitativa da quantidade de cada uma das espécies.

Meétodos de Melhoria do Desempenho da Coluna

A Figura 30-7 mostra os perfis de concentragéo para as bandas que contém
ossolutosA e B nacolunada Figura30-6 no tempo t; e maistarde no tempo
t,.2 Umavez que B é mais fortemente retido pela fase estacion&ia que A,
B se arasa durante a migragdo. Claramente, a disténcia entre os dois
aumenta a medida que eles se movem pela coluna. Contudo, a0 mesmo
tempo, ocorre 0 dargamento de ambas as bandas, o que diminui a eficién-
cia da coluna, considerada como um dispositivo de separacdo. Enquanto o
alargamento da banda é inevitével, as condi¢des para que isso ocorra de
forma mais lenta que a separacdo das bandas podem ser freqUentemente
determinadas. Assim, como exposto na Figura 30-7, uma separacdo total
das espécies é possivel se a colunafor suficientemente longa.

Muitas variaveis fisicas e quimicas influenciam as velocidades de
separacdo das bandas e 0 seu dargamento. Como consequiéncia, melhores

Um cromatograma é um grafico de
alguma funcao da concentracao do
soluto versus o tempo de eluicao ou
volume de eluicdo.

<« A cromatografiafoi inventada
pelo botanico russo Mikhail Tswett
logo ap6s a virada do século XX.
Ele empregou atécnica para
separar véarios pigmentos de
plantas, como as clorofilase
xantofilas, passando solucdes
dessas espécies através de colunas
de vidro recheadas com carbonato
de cdcio finamente dividido. As
espéci es separadas apareceram
como bandas coloridas na cluna, o
que explicao nome que ele
escolheu para 0 método (do grego
chroma, que significa“cor”, e
graphein, que significa“escrever”).

separacdes podem ser geramente obtidas pelo controle das variaveis que aumentam a velocidade de sepa-
racdo das bandas ou diminuem a velocidade de aargamento delas. Essas alternativas estdo ilustradas na

Figura 30-8.
t
18 l:2
g Bl A
g
5 B A
@)
Distdnciamigrada ————3>
| |
| |
| | (@
| |
} ii
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g A (b)
= | |
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T | |
7 | |
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| |
| |
|
| | (0

Tempo —>

Figura 30-7 Perfis de concentragdo
das bandas dos solutos A e B em dois
diferentes momentos durante sua
migracéo através da coluna, mostrada
na Figura 30-6. Ostempost; et, sdo
indicados na Figura 30-6.

Figura 30-8 Cromatograma

de dois componentes ilustrando dois
métodos de melhorar a separagdo:
(a) cromatograma original com
picos sobrepostos; (b) melhoria
proporcionada pelo aumento da
separacdo das bandas; (c) melhoria
proporcionada pela diminuicéo
daslarguras.

8 Observe que as posigies rel ativas das bandas paraA e B no perfil de concentragio da Figura 30-7 parecem estar invertidas em relagio as suas posigoes
na parte de baixo da Figura 30-6. A diferenca é que a abscissa representa a distancia ao longo da coluna na Figura 30-7, mas na Figura 30-6 ela
corresponde a0 tempo. Assim, na Figura 30-6, a parte frontal do pico estd a esquerda e a cauda a direita; na Figura 30-7 o inverso é verdadeiro.
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Asvariaveis que influenciam as vel ocidades rel ativas has quai s 0s solutos migram através da fase esta-
cionaria sdo descritas na proxima segdo. Apos essa discussao, voltaremos aos fatores que exercem um
papel relevante no alargamento das zonas.

30E-4 Velocidades de Migracao dos Solutos

A eficiéncia de uma coluna cromatogréfica em separar dois solutos depende em parte das velocidades re-
lativas segundo as quais as duas espécies sdo eluidas. Essas velocidades, por sua vez, sdo determinadas
pel as razdes das concentragtes dos solutos em cada uma das fases.

Constantes de Distribuicdo

Todas as separacies cromatogréficas estéo baseadas em diferencas de extensdo na qual os solutos séo dis-
tribuidos entre as fases movel e estacionaria. Para o soluto de espécie A, o0 equilibrio envolvido € descrito

pela equacdo

A(mbvel) = A(estacionaria) (30-6)
A constante de distribuicéo para . o, .
um soluto em cromatografia & igual A constante de equilibrio K para essa reagéo € denominada constante

a razao da sua concentracdo na fase  de distribuicdo, a qual € definida como
estacionaria e a sua concentragao
na fase movel. (an)e

= (30-7)

¢ (au
em gue (aa): € aatividade do soluto nafase estacionériae (an)y, aatividade nafase movel. Freqlientemente
substituimos (a, )e pela concentragdo analitica molar do soluto na fase estacionaria, cg e (as)w Por suacon-
centracdo analitica molar nafase moével, ¢y,. Dessaforma, escrevemaos a Equacéo 30-7 como

Ke = te 30-8

Iy (30-8)
Idealmente, a constante de distribuicdo permanece invaridvel sobre uma faixa ampla de concentragcdo do
soluto; isto €, cg € diretamente proporcional acy,.

O tempo morto (tempo de Tempos de Reten¢do

Egﬁggaﬁeg:sfsa;fo”;‘;"g)q%e ° A Figura 30-9 é um cromatograma simples constituido de somente dois
| ue u . . N , . < , . ~ ~ .

soluto nao retido passe atraves e PICOS. O Pico pegueno ,a'esquerdae devido as especies que nao so reti-

uma coluna cromatografica. Todos ~ das pela fase estacionaria. O tempo t,, entre a injecdo da amostrae o

0s componentes permanecem por  gparecimento desse pico é denominado, algumas vezes, tempo morto

esse intervalo de tempo na fase = z
movel. As separacoes sio baseadas Y tempo de retencdo da fase mével. O tempo morto fornece uma

nos tempos distintos g que os medida da velocidade média de migracdo da fase mével e constitui-se
componentes permanecem na em um pardmetro importante na identificacdo dos picos dos analitos.
fi° estacionaria. Todos 0s componentes permanecem na fase mével por um tempo ty,.

Para auxiliar na medida de ty,, uma espécie ndo retida pode ser adicionada se ndo estiver ja presente na
amostra ou na fase mével. O pico maior a direita na Figura 30-9 é o do analito. O tempo requerido para

Figura 30-9 Um cromatograma
tipico para uma mistura de dois
componentes. O pico pequeno a
esquerda representa um soluto que ndo
é retido na coluna e, portanto, atinge o
detector quase imediatamente apds o
inicio da eluicdo. Assim, seu tempo de
retencdo t, é aproximadamenteigual
ao tempo requerido por uma molécula
dafase movel para passar pela coluna. Tempo —>

Y

Sinal do detector =3
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que essa zona atinja o detector apos a injegdo da amostra é chamado | tempo de retenciio g & o tempo
tempo de retencéo, sendo representado pelo simbolo tg. O analito foi | gecorrido entre a injecio da
retido porque permanece por um tempo tg nafase estaciondria. O tempo | amostra e o aparecimento do pico

de retencéo é entdo do soluto no detector de uma
coluna cromatografica.

tR = tE + tM (30'9]

A velocidade de migracdo linear média do soluto, v (geralmente em cm s 1), é

V= (30-10)

L
tg
em que L € o comprimento do recheio da coluna. De forma semelhante, a velocidade média linear, u, das
moléculas da fase mével é

u=_- (30-11)

A Relagdo entre a Vazdo Volumétrica e
a Velocidade Linear

Experimentalmente, em cromatografia o fluxo de fase mével é caracterizado pela sua vazéo volumétrica,
F (cm® min~1), na saida da coluna. Para uma coluna de tubo aberto, F esta relacionada com a velocidade
linear na saida da coluna u,

F=UA= U, X 7r? (30-12)

em que A é a &reatransversal do tubo (71 ?). Para uma coluna recheada, o volume total da coluna ndo esta
disponivel para o liquido e, portanto, a Equacdo 30-12 deve ser modificada para

F=mr2ue (30-13)
em que ¢ é afracdo do volume total disponivel para o liquido (porosidade da coluna).

A Relacgdo entre a Velocidade de Migracao e
a Constante de DistribuicGo

Para relacionar a velocidade de migragcdo do soluto com a sua constante de distribuicdo, expressamos a
velocidade como uma frac8o da vel ocidade na fase movel:

Vv = u X fragéo de tempo que o soluto permanece na fase moével

Contudo, essa fracéo € igual ao nimero de mols médio do soluto nafase mével a qualquer instante dividi-
do pelo nimero de mols total do soluto na coluna:

mols do soluto na fase moével
nimero de mols total do soluto

V=uxX

O numero de mols total do soluto na fase mével é igual a concentragdo molar, ¢y, do soluto naguela fase
multiplicado pelo seu volume, V. De forma semelhante, 0 nimero de mols do soluto na fase estacionaria
€ dado pelo produto da concentracéo cg do soluto na fase estacionaria o seu volume, V. Portanto,

CuVm _ 1

V=UX——"""—""—""=UX—"""—
cuVu + CeVe 1+ ceVe/eyVu
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A substituicdo da Equacdo 30-8 nesta equacdo fornece uma expressdo para a velocidade de migracdo do
soluto em funcdo da sua constante de distribuicdo, bem como em funcéo dos volumes das fases esta-
cionaria e movel:

_ 1
V=uX ——— 30-14
1+ KVe/Vy ( )

Os dois volumes podem ser estimados pel 0 método de preparacéo da coluna.

O Fator de Retencdo, k

O fator de retencdo é um pardmetro experimental importante amplamente empregado na comparacéo das
velocidades de migracdo de solutos em colunas.® Para o soluto A, o fator de retencéo k, € definido como

k:
A VM

(30-15)

em gue K, é aconstante de distribuicéo para o soluto A. A substitui¢do da Equacdo 30-15 na Equacéo 30-
14 fornece

1

V=uxX (30-16)

Para mostrar como k, pode ser derivado a partir de um cromatograma, substituimos as Equactes 30-
10 e 30-11 na Equacéo 30-16:

L = L X 1 (30-17)
Essa equacdo rearranja-se para
tg — t t
kAzyzt—E (30-18)
O fator de retencéo k, para o M M
soluto A esta relacionado a ) . .
velocidade com a qual A migra Como mostrado na Figura 30-9, t ety S80 prontamente obtidos de um

através da coluna. E o intervalode  cromatograma. Um fator de retengdo préximo a unidade significa que
tempo que um soluto permanece na  gouele soluto emerge da coluna em um tempo proximo daguele de re-
fase estacionaria relativo 20 tempo - tenen da fase mével (tempo morto). Quando o fator de retencéo é maior
que este permanece na fase mével. . .~ .

gue, digamos, 20 ou 30, os tempos de euicdo tornam-se muito longos.

» |dealmente, os fatores de Idealmente, as separagdes sdo realizadas sob condigdes nas quais os fato-
retencéo paraosanalitosemuma  res de retenggo para os solutos na mistura situam-se nafaixade 1 a 5.
amostrasituam-seentre 1 e 5. Os fatores de retencdo em cromatografia gasosa podem ser variados

alterando-se atemperatura e o recheio da coluna, como discutido no Capitulo 31. Na cromatografia liquida,
os fatores de retencdo podem ser manipulados para fornecer melhores separagdes por meio da variagdo da
composicao das fases mével e estacionéria, como ilustrado no Capitulo 32.

. O Fator de Seletividade
O fator de seletividade « para os

solutos A e B & definido como a O fator de sdletividade « (ou fator de separacdo) de uma coluna para
razdo entre a constante de dois solutos A e B é definido como

distribui¢do do soluto mais retido

(B) e a constante de dist'ribuigéo o= & (30-19)
para o soluto menos retido (A). Ka

9Na literatura antiga, essa constante era chamada fator de capacidade e recebia o simbolo k’. Em 1993, contudo, o comité da IUPAC sobre
nomenclatura analitica recomendou que essa constante fosse denominada fator de retencéo e simbolizada por k.
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em que Kg é a constante de distribuicdo para a espécie mais fortemente retida B e K, a constante para a
espécie menos retida A, que é eluida mais rapidamente. De acordo com essa defini¢cdo, a é sempre maior
gue a unidade.

A substitui¢do da Equagéo 30-15 e da equagéo analoga parao solu- < O fator de seletividade para dois
to B na Equacdo 30-19 fornece umarelacdo entre o fator de seletividade analitos em uma coluna fornece

para os dois solutos e seus fatores de retenco: uma medida de quéo bem a coluna
vai separé-los.

a8 (30-20)

em que kg e ky s8o os fatores de retencéo para B e para A, respectivamente. A substituicdo da Equacéo
30-18 para os dois solutos na Equacdo 30-20 fornece uma expressao que permite a determinacdo de « a
partir de um cromatograma experimental:

(tR)B B tM
= (30-21)

(tR)A - tM

Na Secdo 30E-7, mostramos como se emprega o fator de retencéo para calcular o poder de resolucéo
de uma coluna

30E-5 Alargamento de Banda e Eficiéncia da Coluna

A €ficiéncia de uma coluna cromatogréfica é afetada pela grandeza do alargamento de banda que ocorre
guando o composto passa pela coluna. Antes de definir a eficiéncia de uma coluna em termos mais quan-
titativos, vamos examinar as razdes pelas quais as bandas tornam-se largas a medida que se movem através
da coluna

A Teoria do Nao-equilibrio (Rate Theory) da Cromatografia

A teoria do ndo-equilibrio (rate theory) da cromatogr afia descreve os formatos e larguras das bandas de
eluicdo em termos quantitativos com base em um mecanismo de movimentacdo aleatdria de migragéo das
moléculas através da coluna. Uma discusséo detalhada dessa teoria esta aém do escopo deste texto.
Podemos, contudo, fornecer uma visao qualitativa do porqué as bandas se alargam e quais variaveis me-
Ihoram a eficiéncia de uma coluna.l”

Se examinarmos 0s cromatogramas mostrados neste e no proximo capitulo, vocé vera que os picos de
eluicdo parecem muito com uma curva gaussiana normal de erros encontrada nos Capitulos 6 e 7. Como
mostrado na Se¢do 6A-2, as curvas normais de erro sdo racionalizadas presumindo-se que a incerteza asso-
ciada com qualquer medida seja a soma de um grande nimero de incertezas individual mente indetectaveis
e adeatbrias. Cada uma delas tem probabilidade igual de assumir um valor positivo ou negativo. De forma
semelhante, o formato tipico gaussiano do pico cromatografico pode ser atribuido & combinacdo aditiva de
movimentos al eatdrios das varias mol écul as a medida que el as se deslocam através da coluna. Pressupomos,
na discussdo que se segue, que uma zona estreita contendo o analito fora introduzida de forma que a largu-
radainjecdo ndo seja um fator determinante paraalarguratotal dabanda eluida. E importante observar que
as larguras das bandas eluidas nunca podem ser menores que a largura da zona de injecéo.

E instrutivo considerar-se uma tinica molécula do soluto & medida que esta sofre milhares de transfe-
réncias entre as fases estacionéria e mével durante a elui¢do. O tempo de residéncia em qualquer uma das
fases é altamente irregular. A transferéncia de uma fase para a outra requer energia e a molécula deve
adquiri-la de sua vizinhanga. Assim, o tempo de residéncia em uma dada fase pode ser curto apds algumas
transferéncias e relativamente longo apds outras. Recorde-se de que o0 deslocamento através da coluna pode
ocorrer somente quando a molécula esta na fase mével. Em conseqiiéncia, certas particulas movem-se ra-

10 para mais informagdes, ver J. C. Giddings, Unified Separation Science, p. 94-96, NovaYork: Wiley, 1991.
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pidamente em virtude da sua inclusdo acidental na fase mével na maior parte do tempo, enquanto outras
se atrasam porgue aconteceu de elas serem incorporadas na fase estaciondria a maior parte do tempo. O
resultado desses processos individuais € um espalhamento simétrico de velocidades ao redor de um valor
médio, o qual representa 0 comportamento médio da molécula do analito.

Como mostrado na Figura 30-10, alguns picos cromatogréficos ndo sdo ideais e exibem uma cauda
ou alargamento frontal. No primeiro caso, a cauda do pico, que aparece a direita no cromatograma, se
estende bastante, enquanto a parte frontal do pico é bem abrupta. No alargamento frontal o inverso é ver-
dadeiro. Uma causa comum de ocorréncia de caudas e alargamentos frontais € a variagcdo da constante de
distribuicdo com a concentracdo. O alargamento frontal também surge quando a quantidade de amostra
introduzida na coluna € muito grande. As distorgdes desse tipo sdo indesgjaveis porque levam a uma se-
paracdo mais pobre e atempos de elui¢go menos reprodutiveis. Na discussdo que se segue, presume-se que
os efeitos de cauda e frontal sejam minimos.

Descricdo Quantitativa da Eficiéncia da Coluna

Dois termos rel acionados sdo empregados amplamente para as medidas quantitativas da eficiéncia da co-
luna cromatogréfica: (1) altura de prato H e (2) contagem de pratos ou nimero de pratos tedricos N.
As duas est&o relacionadas pela equacéo

N = (30-22)

L
H
em gue L é o comprimento (geralmente em cm) do recheio da coluna. A eficiéncia cromatografica aumen-
taa medida que o nimero de pratos se torna maior, conforme a altura do prato H torna-se menor. Enormes
diferencas em eficiéncia sGo encontradas entre as colunas em virtude das diferencas no tipo da coluna e
nas fases estacionérias e moveis. As eficiéncias, em termos do nimero de pratos, podem variar de algumas
centenas até varias centenas de milhares. As aturas de prato entre alguns décimos até um milésimo de cen-
timetro ou menores ndo s&o incomuns.

Alargamento
frontal Cauda
S
3
[5]
©
o
©
o]
o
&
Tempo —>

Figura 30-10 |Ilustracdo dos efeitos de cauda e
alargamento frontal em picos cromatograficos.
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Na Secéo 6B-2 apontamos para alargura de uma curva gaussiana, descrita pelo desvio padrdo o e pela
variancia o2. Visto que as bandas cromatogréficas s30 normal mente gaussianas e uma vez que a eficiéncia
da coluna é refletida na largura dos picos cromatogréficos, a variancia por unidade de comprimento da co-
luna é empregada pel os cromatografistas como uma medida da eficiéncia da coluna. 1sto &, a eficiénciada
coluna H é definida como

H=— (30-23)

Essa defini¢do da eficiéncia de uma coluna € ilustrada na Figura 30-11a, que mostra uma coluna que apre-
senta um comprimento de recheio de L cm. Acima desse esguema (Figura 30-11b) estd um grafico mostran-
do a distribuicdo das moléculas ao longo do comprimento da coluna no momento que o pico do analito
atinge o final do recheio (isto €, no tempo igual ao tempo de retencdo). A curva € gaussiana e as regifdes
L + 1o el — 1o sdo indicadas por linhas verticais interrompidas. Observe que L tem unidades de cen-
timetros e o2, de centimetros ao quadrado; assim, H representa também uma distancia linear em centime-
tros (ver Equacgéo 30-23). De fato, a altura de prato pode ser pensada como o comprimento de coluna que
contém uma fragdo do analito que estd entre L e L — 0. Uma vez que a érea sob a curva normal de erro
limitada por +o € de cerca de 68% da area total (pagina 113), a atura de prato, como definida, contém
34% do andlito.

T Perfil do analito
Q ao final da coluna
)
3
by o
E (L - 1o) | (L + 10)
S Iy Nl Figura 30-11  Definicéo daalturade
g H _od% I | : prato, H = o 4/L. Em (&), o comprimento
3 L | da coluna é mostrado como a distancia do
' ponto de injegao até o detector. Em (b), a
L distribui¢8io gaussiana das moléculas é
exibida
Distancia migrada ——>
(a Recheio
< L >
Entrada da amostra Detecto?

DESTAQUE 30-3

Qual é a Origem dos Termos Prato e Altura de Prato?

Em 1952 o Prémio Nobel foi ganho por doisingleses, A. J. P. Martin e R. L. M. Synge, pelo seu tra-
balho no desenvolvimento da cromatografia moderna. Nos seus estudos tedricos, eles adaptaram um
modelo que foi originamente desenvolvido nos anos 1920 para descrever as separacdes ou fraciona-
mentos em colunas de destilacdo. As colunas de fracionamento, as quais foram empregadas inicial-
mente pelaindustria petrolifera para separar hidrocarbonetos similares, consistiam em pratostipo bolha
recoberta interconectados (ver Figura 30D-2) nos quais o equilibrio liquido-vapor era alcangado quan-
do a coluna operava sob regime de refluxo.

(continua)
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Coluna de prato em
forma de bolhas recobertas

Figura 30D-2 Pratosem uma
coluna de fracionamento.

Martin e Synge trataram a coluna cromatografica como se
fosse feita de uma série de pratos nos quais as condi¢des de equi-
librio sempre prevaleciam. Esse modelo de pratos é bem-sucedido
a0 explicar o formato gaussiano dos picos cromatogréficos, bem
como os fatores que influenciam as diferencas nas velocidades de
migracdo dos solutos. Contudo, 0 modelo de pratos ndo € bem-
sucedido ao tentar explicar o dlargamento das zonas por causa da
suposicao basica de que as condicBes de equilibrio prevalecem
através da coluna durante a elui¢do. Essa suposi¢do nunca poderia
ser vélida nas condi¢Bes dindmicas que existem em uma coluna
cromatogréafica, nas quais as fases estdo se movendo passando uma
sobre a outra em um ritmo que ndo oferece tempo suficiente para
gue o estado de equilibrio seja obtido.

Uma vez que o modelo de pratos ndo constitui uma repre-
sentagcdo muito boa de uma coluna cromatografica, sugerimos que
vocé (1) evite atribuir qualquer significado aos termos prato e
altura de prato e (2) veja esses termos como designadores da efi-
ciéncia da coluna que sdo mantidos por razdes histéricas somente
e ndo porque apresentem qualquer significado fisico. Infelizmen-
te, esses termos estéo téo entranhados na literatura cromatografi-
caque asuasubstituicdo por designactes mais apropriadas parece
improvavel, pelo menos no futuro proximo.

Determinacdo Experimental do Numero de Pratos em uma Coluna

O numero de pratos tedricos, N, e a altura de prato, H, sdo amplamente utilizados na literatura e pelos fa-
bricantes de instrumentos como uma medida do desempenho da coluna. A Figura 30-12 indica como N
pode ser determinado a partir de um cromatograma. Nesse caso, 0 tempo de retencdo do pico tg e alargu-
ra do pico na sua base W (em unidades de tempo) séo medidos. Pode-se mostrar (ver Destague 30-4) que
0 numero de pratos pode ser calculado pelarelacdo simples

(30-24)"

N = 16 f)?
- W

Para se obter H, 0 comprimento da coluna é medido e a Equacéo 30-23 é aplicada.

Figura 30-12 Determinacéo do
2

t
ndmero de pratos, N = 16 V—Tl .

T \\//
~< tr )\

. /\

[}

g /

38 |ty ! /N

S [ / \

8 ' / \

3 ' / \

720} —/-/(-W—b\—\—

11 Muitos sistemas de dados cromatogréficos empregam alargura a meia-altura, Wy, nesse caso N = 5,54(tr/W,y,)2
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DESTAQUE 30-4

Derivacao da Equacao 30-24

A variancia do pico mostrado na Figura 30-12 apresenta unidades de segundos ao quadrado porque a
abscissa é o tempo em segundos (ou algumas vezes em minutos). Essa variancia em base de tempo é
designada geralmente como 72 para se distinguir de o2, a qual tem unidades de centimetros ao quadra-
do. Os dois desvios padréo T e o estéo relacionados por

T=— (30-25)

em que L/t é avelocidade linear média de um soluto em centimetros por segundo.

A Figura 30-12 ilustra umaforma simples de se obter o valor aproximado de = a partir de um cro-
matograma experimental. As tangentes nos pontos de inflexdo em ambos os lados do pico cro-
matografico sdo extrapoladas de modo aformar um tridngulo com alinha de base. Pode-se mostrar que
a érea sob esse tridngulo é aproximadamente 96% da area total sob o pico. Na Secdo 6B-2, pode-se
observar gque cerca de 96% da &rea sob um pico gaussiano estd incluida entre mais ou menos dois
desvios padréo (+=20) do seu maximo. Assim, os interceptos mostrados na Figura 30-12 ocorrem a
aproximadamente =27 do maximo e W = 47, em que W é a grandeza da base do triangulo.
Substituindo essas relacdes na Equagdo 30-25 e rearranjando-a obtém-se

_Lw
T 4t

Substituindo o desta equacdo na Equacdo 30-23, temos

e
16t3

(30-26)
Para se obter N, substituimos na Equag&o 30-22 e rearranjamos para obter

N—16LR2
- T\W

Assim, N pode ser calculado a partir de duas medidas de tempo, tg e W; para obter H, o0 comprimento
do recheio da coluna L deve ser conhecido também.

Para se obter H, mede-se o comprimento da coluna L e aplica-se a Equagdo 30-23.

30E-6 Variaveis que Afetam a Eficiéncia da Coluna

O dargamento de banda reflete a perda de eficiéncia de uma coluna. Quanto mais lentos forem os proces-
sos de transferéncia de massa que ocorrem gquando o soluto migra através da coluna, maislarga sera abanda
na saida da coluna. Algumas das variaveis que afetam as vel ocidades de transferéncia de massa podem ser
controladas e exploradas para melhorar as separagdes. A Tabela 30-5 lista as variavels mais importantes.

O Efeito da Vazdo da Fase Movel

A extensdo do alargamento de uma banda depende do tempo que a fase mével esteja em contato com a
fase estacionaria, 0 qual por sua vez depende da vazdo da fase mével. Por essa razéo, os estudos sobre
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A velocidade linear e a vazio sio  EiCiéncia tém sido normalmente feitos determinando-se H (pela Equa-
duas quantidades diferentes, porem a0 30-26) como uma funcéo da velocidade da fase mével. Os gréficos
relacionadas. A velocidade linear para as cromatografias liquida e gasosa representados na Figura 30-13
& relacionada com a vazao através  s30 tipicos dos resultados obtidos nesses estudos. Enquanto ambos
da area da seccdo transversal e da  mogtrgm um minimo para H (ou um méximo em eficiéncia) a baixas
porosidade (coluna recheada) . . - T
da coluna (ver as Equacdes velocidades lineares, 0 minimo para cromatografia liquida gera menf[e
30-12 e 30-13). ocorre a vazdes que estdo bem abaixo daquelas para a cromatografia
gasosa. Freglientemente essas vazfes sao t&o baixas que 0 minimo valor
de H n&o é obtido em cromatografia liquida sob condi¢des normais de operagéo.

Geralmente os cromatogramas liquidos sdo obtidos a menores velocidades lineares que 0s cromato-
gramas gasosos. Além disso, como exposto na Figura 30-13, as aturas de pratos em colunas para a cro-
matografia liquida sdo pelo menos uma ordem de grandeza menor que aqueles encontrados em colunas
para a cromatografia gasosa. Contra essa vantagem esta o fato de que € impraticavel empregar-se colu-
nas para a cromatografia liquida mais longas que 25 ou 50 cm em decorréncia da alta queda de pressao.
Por outro lado, as colunas para a cromatografia gasosa podem apresentar comprimentos de 50 m ou supe-
rior. Conseqlientemente, o nimero total de pratos, e assim a eficiénciaglobal dacoluna, é em geral superior
para as colunas empregadas em cromatografia gasosa.

0,4

0,3
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€02
I

01

0 0,5 1,0 1,5
Velocidade linear, cm/s
(a) Cromatografia liquida

8,0

70
£ 60
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Figura 30-13 O efeito davazio da o N T R

fase moével sobre aaltura de prato para 0 20 40 60 8.0
@ cromatografie}ll’quidae (b) Velocidade linear, cm/s
para cromatografia gasosa. (b) Cromatografia gas-liquido

TABELA 30-5

Variaveis que Influenciam a Eficiéncia de uma Coluna
Variavel Simbolo Unidades Usuais
Velocidade linear da fase mével u cms?!
Coeficiente de difusio nafase movel* Dy cm2s 1
Coeficiente de difusio na fase estacionaria* Dg cmls 1
Fator de retencdo (ver Equagéo 30-18) k sem unidade
Diametro das particulas do recheio d, cm
Espessura da camada de liquido que recobre a fase estacionaria d cm

* Aumenta com a elevag8o da temperatura e com o decréscimo da viscosidade.
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Teoria do Alargamento de Banda

Nos ultimos 40 anos, uma quantidade enorme de trabal hos experimentais e tedricos tém sido dedicados ao
desenvolvimento de relagBes quantitativas que descrevam os efeitos das variaveis experimentais listadas na
Tabela 30-5 sobre a altura de prato para os vérios tipos de colunas. Talvez uma diizia de equacdes ou mais
tenha sido divulgada e aplicada com varios graus de sucesso para se calcular a altura de prato. Nenhuma
delas é inteiramente adequada para explicar as interagdes fisicas e 0s efeitos que levam ao alargamento de
zona e assim a baixas eficiéncias das colunas. Contudo, algumas dessas equacdes, emboraimperfeitas, tém
sido empregadas com freguéncia para mostrar uma direcdo para a melhoria do desempenho das colunas.
Uma delas é apresentada aqui.

A eficiéncia de uma coluna para cromatografia capilar e colunas recheadas operando a baixas vazdes
pode ser aproximada pela expressdo

B
H =1+ Cel+ Cyu (30-27)

em que H é a altura de prato em centimetros e u, a velocidade linear da fase mével em centimetros por
segundo.*2 A quantidade B € o coeficiente de difusdo longitudinal e Cg e Cy, S0 os coeficientesdetrans-
feréncia de massa para a fase estacionéria e mével, respectivamente.

A velocidades altas em colunas recheadas, nas quais os efeitos de fluxo predominam sobre a difuséo,
a eficiéncia pode ser aproximada por

B
H=A+_ + Cel (30-28)

em que A é um coeficiente que descreve os efeitos dos multiplos caminhos, como seré discutido mais tarde.
A Equacdo 30-28 é equivalente a bem conhecida equacdo de van Deemter, a qual, com fregiéncia, é
empregada para descrever a eficiéncia cromatografica.

O Termo de Difusdo Longitudinal B/u A difusd é um processo no
qua as espécies migram de uma regido mais concentrada de um meio
para uma mais diluida. A velocidade de migracéo é proporcional a dife-
rencade concentracdo entre as regides e ao coeficiente de difusdo Dy, das
espécies. Esse Ultimo, que constitui uma medida da mobilidade da subs-
téncia em um dado meio, € uma constante para uma dada espécie e igua
a velocidade de migrag&o sob um gradiente unitério de concentrag&o.

Em cromatografia, a difusdo longitudinal resulta ha migragdo do
soluto do centro da banda (na qual a concentracdo é maior) para as
regi®es mais diluidas de qualquer lado (isto é, na direcdo do fluxo e na
direcéo oposta do fluxo). A difusdo é uma fonte comum de alargamen-
to de banda em cromatografia gasosa, na qual a velocidade de difuséo
das moléculas é alta. O fendmeno € de pequena importancia em cro-
matografia liquida, na qual as velocidades de difusdo sdo muito
menores. A grandeza do termo B na Equacdo 30-27 é predominante-
mente determinado pelo coeficiente de difusdo Dy, do analito na fase
movel e é diretamente proporcional a essa constante.

Os estudos teoricos sobre o
alargamento de zona realizados em
1950 por engenheiros quimicos
holandeses levaram a equacao de
van Deemter, a qual pode ser
escrita na forma

H=A+B/lu+ Cu

em que as constantes A, B e C sao
os coeficientes do efeito de
maultiplos caminhos, da difusao
longitudinal e de transferéncia de
massa, respectivamente. Hoje,
consideramos a equacao de van
Deemter apropriada somente para
colunas recheadas operando a altas
vazdes. Para os outros casos, a
Equacéo 30-27 fornece geralmente
melhor descricao.

Como mostrado pela Equacdo 30-27, a contribui¢cdo da difusdo longitudinal na atura do prato €
inversamente proporcional avelocidade linear do eluente. Essa relagéo ndo € surpreendente, umavez que
0 analito permanece na coluna por um periodo mais breve quando a vazado € ata. Assim, a difusdo a par-
tir do centro da banda para as duas laterais tem menos tempo para ocorrer.

123, J. Hawkes, J. Chem. Educ., 1983, n. 60, p. 393.
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Os decréscimos iniciais em H mostrados em ambas as curvas na Figura 30-13 sdo conseguéncia
direta da difusdo longitudinal. Observe que o efeito € muito menos pronunciado em cromatografia
liguida em razdo das velocidades de difusdo muito menores em uma fase mével liquida. A diferenca
marcante nas alturas de prato indicadas pelas duas curvas na Figura 30-13 pode ser explicada também
considerando-se as velocidades relativas de difusdo longitudinal nas

» Os coeficientes de difusdo em .. , . . .
duas fases moveis. Isto € os coeficientes de difusdo em um meio

gases séo hormalmente cerca de

1.000 vezes maiores que 0s gasoso sdo de ordens de grandeza superiores que em um meio liquido.
coeficientes de difusio em Dessa forma, o alargamento de banda ocorre em uma extensdo muito
liquidos. maior em cromatografia gasosa que em cromatografia liquida.

O Termo de Transferéncia de Massa na Fase Estacionaria Cru Quando a fase estacionaria € um
liquido imobilizado, o coeficiente de transferéncia de massa € diretamente proporcional ao quadrado da
espessura do filme sobre as particulas, d?, e inversamente proporciona ao coeficiente de difusdo, Dg, do
soluto no filme. Esses efeitos podem ser compreendidos considerando-se que ambos reduzem a freqliéncia
média na qual as moléculas do analito atingem a interface onde a transferéncia para a fase mével pode
ocorrer. Isto é, com filmes mais espessos, as moléculas devem, em média, deslocar-se mais para atingir a
superficie e, com coeficientes de difusdo menores, elas se deslocam mais lentamente. O resultado é uma
velocidade de transferéncia de massa lenta, ocasionando um aumento na altura de prato.

Quando a fase estacionaria € uma superficie solida, o coeficiente de transferéncia de massa Cr € dire-
tamente proporcional ao tempo requerido para as espécies serem adsorvidas ou desorvidas, 0 que, por sua
vez, é inversamente proporcional a constante de primeira ordem para 0S processos.

O Termo de Transferéncia de Massa na Fase Movel Cyu Os processos de transferéncia de massa que
ocorrem na fase mével sdo suficientemente complexos para que ndo tenhamos ainda uma descricéo quan-
titativa completa. Contudo, temos uma boa compreensdo qualitativa das variaveis que afetam o alarga
mento de zona por causa deles e essa compreensdo tem levado a melhorias em todos os tipos de colunas
cromatograficas.

O coeficiente de transferéncia de massa na fase mével Cy, € inversamente proporcional ao coeficiente
de difusdo do analito na fase mével, Dy,. Para as colunas recheadas, Cy, é proporciona ao quadrado do
didmetro das particulas do material de recheio, d3. Para as colunas capilares, Cy, € proporciona ao quadrado
do didametro da coluna d? e € uma fungdo da vazéo.

A contribuicdo da transferéncia de massa ha fase movel para a altura de prato € o produto do coefi-
ciente de transferéncia de massa Cy, (0 qual € funcéo da vel ocidade do solvente), bem como da velocidade
do solvente por si mesmo. Desse modo, a contribui¢do liquida de Cyu para a atura de prato ndo € linear

em u (ver acurvaindicada por Cy,u na Figura 30-15), mas carrega uma
(?o”fﬁi‘c’) dependéncia complexa em relagéo a velocidade do solvente.

O dargamento de zona na fase mével é decorrente em parte de uma
guantidade enorme de caminhos, os quais uma molécula (ou ion) pode
percorrer para encontrar a sua saida de uma coluna recheada. Como
mostrado na Figura 30-14, as extensdes desses caminhos podem diferir
significativamente; assim, os tempos de residéncia na coluna para molé-
culas da mesma espécie sdo também varidveis. As moléculas do soluto
atingem o fina da coluna apds um certo intervalo de tempo, o que levaa
um aargamento de banda. Esse efeito dos multiplos caminhos, que as
vezes é denominado eddy diffusion, deveria ser independente da veloci-
dade do solvente se este ndo fosse parciadmente afetado pela difuséo
ordinaria, aqual leva as moléculas a ser transferidas de uma corrente que
Figura 30-14 Caminhostipicos segue um determinado caminho para outra que percorre outra rota. Se a
que duas mol éculas percorrem durante  yel ocidade de fluxo é muito baixa, um grande nlimero dessas transferén-
aeluigio. Observe que adistancia ciasvai ocorrer e cadamoléculavai experimentar numerosos caminhos ao
percorrida pela molécula 2 é maior que .
aquela percorrida pelamolécula 1. se dedlocar pela coluna, permanecendo um breve intervalo de tempo em
Assim, amolécula2 vai chegarenB  Cada um deles. Em consequiéncia, a velocidade com aqual cada molécu-
mais tarde que amolécula 1. la se move através da coluna tende a se aproximar da velocidade média.
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Dessa maneira, a velocidades baixas da fase mével, as moléculas ndo sdo significativamente dispersas pelo
efeito dos multiplos caminhos. A velocidades moderadas ou altas, contudo, ndo ha tempo suficiente para a
média por difusdo ocorrer e o alargamento de banda em razéo dos dife- <« Os caminhos da fase mével
rentes caminhos é observado. A vel ocidades suficientemente dltas, o efeito  através da coluna sdo numerosos e
dos caminhos mdiltiplos torna-se independente da vaz&o. tém diferentes comprimentos.

Superposto ao efeito dos multiplos caminhos esta aquel e devido as regides estagnadas da fase moével,
retida na fase estaciondria. Assim, quando um sblido serve como fase estacionéria, seus poros sao
preenchidos com volumes estaticos de fase mével. As moléculas do soluto devem entdo difundir-se
através dessas regi 0es estagnadas antes que a transferéncia entre afase mével em movimento e afase esta-
cionaria possa ocorrer. Essa situagdo ndo ocorre somente com as fases solidas estacionarias, mas também
com as fases liquidas imobilizadas sobre os solidos porosos porgue o liguido imaobilizado n&o preenche
completamente 0s poros.

A presenca de regifes estagnadas de fase movel reduz a velocidade do processo de troca e resulta em
uma contribui¢do para a atura de prato que € diretamente proporcional a velocidade dafase mével einver-
samente proporcional ao coeficiente de difusdo para o soluto na fase < Asregises estagnadas de
movel. Um acréscimo no volume interno acompanha entdo um aumento  solvente contribuem parao
no tamanho da particula. aumento de H.

O Efeito da Velocidade da Fase Moével nos Termos da Equacdo 30-27 A Figura 30-15 mostra a
variagdo dostrés termos na Equagdo 30-27 em funcdo da vel ocidade dafase mével. A curvaacima é asoma
desses vé&rios efeitos. Observe que existe umavazdo étimanaqual aaturado prato é minimae aeficiéncia
de separacdo € maxima.

Sumario dos Métodos de Reducdo do Alargamento de Banda Para < Paraas colunas recheadas, o
as colunas recheadas, uma varidvel que afeta a eficiéncia da coluna é o @argamento de banda &
diametro das particulas que constituem o recheio. Para as colunas capi- M"Mizado pelo diametro
lares, 0 didmetro da coluna por s mesmo € uma variavel importante. O pequeno das particulas. Para as

= . . colunas capilares, didmetros
efeito do didmetro de particula & demonstrado pelos dados apresentados  pequenos da propria coluna
na Figura 30-16 para a cromatografia gasosa. Um grafico semelhante  reduzem o alargamento de banda.
para a cromatografia liquida é mostrado na Figura 32-1. Para obter vantagem do efeito do didmetro da co-
luna, colunas cada vez mais finas tém sido empregadas ultimamente.

Em fases méveis gasosas, a vel ocidade de difusio longitudinal pode ser reduzida apreciavel mente pela
reducdo da temperatura e assim do coeficiente de difusdo. A consequiéncia é uma altura de prato significa-
tivamente menor a baixas temperaturas. Esse efeito ndo € em geral observado em cromatografia liquida
porgue a difusdo € lenta, de forma que o termo de difusdo longitudinal exerce um pequeno efeito sobre a
atura de prato global.

Em fases estaciondrias liquidas, a espessura da camada liquida < O coeficiente de difusdo D,
adsorvida deve ser minimizada umavez que Cg na Equacdo 30-27 épro-  €xerce um efeito maior em

porcional ao quadrado dessa variével. cromatografia gasosa gue
em cromatografia liquida.

- Ceu Figura 30-15 Contribuicéo dos
vérios termos de transferéncia de
massa para a atura de prato. Ceu surge
Cuu da velocidade de transferéncia de
massa para e da fase estacionaria; Cyu
vem da limitag&o na velocidade de
transferéncia de massa na fase mével;
e B/u esta associado com a difuséo
longitudinal.

Contribuicéo paraH, cm

B/u
[ [ [ [
Velocidade linear da fase mével, u, cm/s
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g 02— 0,6-0,8 mm
o
T
Figura 30-16 Oefdtodotamanho & 04-06mm
igura 30- 8
de particula na atura de prato para o 0.3-0,4 mm
. ©
colunas recheadas para a cromatografia s 01—
gasosa. Os nimeros a direita de cada g 0,25-0,3 mm
curva sao os didmetros das particul as. 0,1-0,15 mm
(De J. Boheman e J. H. Purnell,
in Gas Chromatography 1958, | | | |
D. H. Desty, Ed. NovaYork: 5 10 15 20
Academic Press, 1958.) Velocidade linear, cm/s
30E-7 Resolucao de uma Coluna
A resolucdo de uma coluna A resolucdo Ry de uma coluna nos diz quanto duas bandas se distan-
cromatografica & uma medida ciam uma em relacdo a outra em comparagdo com as suas larguras. A
quantitativa da sua habilidade em  resolucéo fornece uma medida quantitativa da habilidade da coluna em
jiarar os analitos A ¢ B. separar dois andlitos. O significado desse termo é ilustrado na Figura

30-17, que consiste em cromatogramas para as espéecies A e B em trés colunas com diferente poder de res-
olucdo. A resolucdo de cada coluna é definida como

R - Az 2A7 2[(tr)e — (tr)al
Wy W Wt W Wt W

(30-29)

2 2

em que os termos do lado direito s&o definidos na figura.

E evidente, a partir da Figura 30-17, que uma resolucgo de 1,5 fornece uma separacdo essencialmente
completade A e B, enquanto uma resolugéo de 0,75 ndo o faz. A umaresolucéo de 1,0, azonade A contém
aproximadamente 4% de B e azonade B, aproximadamente 4% deA. A umaresolucdo de 1,5, a sobreposi ¢ao
€ aproximadamente de 0,3%. A resolucdo para uma dada fase estacionaria pode ser melhorada aumentando-
se 0 comprimento da coluna e, dessa forma, o nimero de pratos. Uma conseqiiéncia adversa do aumento no
numero de pratos, contudo, € 0 acréscimo no tempo requerido para a separacdo dos componentes.

A B
Ry=0,75
0 ffE
A B
3 R=10
So e m e -=
3 l
? (tR)B 41/ 1
5 7] T AZ 1 R=15
/M X
‘ AR 7\
} N / }B\\
«IM4>} // } \\ // } \\
| \
' /I [ / | A\
0 UM
Figura 30-17 Separagio a N2y W2 N
A 5 ! e Wp—1 \ e——Wg—>1
trés valores de resol ugdo: ! ! ! !

Ry = 2AZ/(W,p + W). 0 ' Tempo, min
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O Efeito do Fator de Retencdo e do Fator de Seletividade sobre a Resoluc¢do

Uma equaco Util pode ser prontamente derivada para rel acionar aresolugdo de uma coluna com o nimero
de pratos que ela contém, bem como com os fatores de retencéo e de seletividade de um par de solutos na
coluna. Assim, pode ser demonstrado®? que, para os dois solutos A e B na Figura 30-17, aresoluc&o é dada

pela equacéo
- (e )

em que kg € o fator de retencdo da espécie que se move mais lentamente e «, o fator de seletividade. Essa
equacdo pode ser rearranjada para fornecer o nimero de pratos necessarios para se obter uma dada resol ugao:

el 5

O Efeito da Resolucdo no Tempo de Retencdo

Como mencionado anteriormente, ameta em cromatografia é obter-se amaior resolucéo possivel no menor
interval o de tempo possivel. Infelizmente, essas metas tendem a ser incompativei's e um compromisso entre
as duas é geramente necessario. O tempo (tg)g requerido para a eluicdo dos dois componentes na Figura
30-17 com uma resolucéo de R € dado por

(tRle =

2 2 3
1&%H< o >(1+k@ 503

u \a—1/ (ke)?

em que u € avelocidade linear da fase mével.

EXEMPLO 30-2

As substancias A e B apresentam tempo de retencdo de 16,40 e 17,63 min, respectivamente, em uma
coluna de 30,0 cm. Uma espécie ndo retida passa através da coluna em 1,30 min. As larguras de pico
(na base) para A e B sdo 1,11 e 1,21 min, respectivamente. Calcule (a) a resolucéo da coluna, (b) o
nimero médio de pratos na coluna, (c) a altura de prato, (d) o comprimento da coluna necessario para
se obter uma resolucéo de 1,5 e (€) o tempo necessario para se eluir a substancia B da coluna com Rg
igual al,5.

(&) Empregando-se a Equacdo 30-29, encontramos

_ 2(17,63 — 16,40)
o 111+121

1,06
(b) A Equagdo 30-24 permite o calculo de N

2 2
N = 16<16’40> = 3.493 e N = 16<17’63> = 3.397

111 1,21
3.493 + 3.397
g = —————— = 3.445
2
L 30,0
(c) H= N~ 3455 8,7 X 10~ 3cm

(continua)

B3Ver D. A. Skoog, F. J. Holler e T. A. Nieman, Principles of Instrumental Analysis, 5.ed., p. 689. Belmont, CA: Brooks/Cole, 1998.
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(d) kea ndo seateram muito com o aumento de N e L. Assim, substituindo N; e N, ha Equacdo 30-30
e dividindo uma das equacdes resultantes pela outra, obtém-se

R _ VN,
R VN,

em que os subscritos 1 e 2 referem-se a coluna origina e a mais longa, respectivamente. Substituindo
os valores apropriados para Ny, (R); e (Ry),, tém-se

1,06 \/3.445
15 VN,

15)?
N, = 3.445< ) =69 X 10°

1,06
Mas
L=NH=69X10°x 8,7 X 10-3=60cm
(e) Substituindo (Ry); e (Ry), ha Equacdo 30-32 e dividindo, temos
(t): _ (RI? _ 17,63 _ (1,06)2
tk (RIZ (. (19?2
(tg)2 = 35min

Portanto, para se obter uma resolucdo melhor, 0 comprimento da coluna e, conseqiientemente, o
tempo necessario para a separagdo devem ser dobrados.

Técnicas de Otimizacdao

As Equacdes 30-30 e 30-32 servem como guias para a escolha das condic¢des que levam a um grau de re-
solucéo desgjado com o minimo gasto de tempo. Um exame dessas equactes revela que cada uma delas é
constituida por trés partes. A primeira descreve a eficiéncia da coluna em termos de VN ou H. A segun-
da, que é um quociente que contém «, € um termo de seletividade que depende das propriedades dos dois
solutos. A terceira parte é o termo do fator de retencdo, o qual € um quociente contendo kg; 0 termo
depende das propriedades de ambos, o soluto e a coluna.

Variacado na Altura de Prato Como mostrado pela Equacéo 30-30, a resolucéo de uma coluna aumenta
com araiz quadrada do acréscimo do nimero de pratos que ela contém. Contudo, o Exemplo 30-2erevela
gue o aumento do nimero de pratos eleva o tempo de separacdo, a menos que 0 aumento possa ser feito
pelareducdo da altura de prato e ndo pelo aumento do comprimento da coluna.

Os métodos de minimizacdo da altura de prato, discutidos na Se¢do 30E-6, incluem a reducdo do
tamanho de particula do material de recheio, do didmetro da coluna e da espessura do filme liquido. A
otimizacdo da vazdo dafase movel também & (til.

Variacdo no Fator de Retencdo Freglentemente, uma separacdo pode ser melhorada significativamente
por meio da manipulacéo do fator de retencdo kg. O aumento de kg geralmente eleva a resolucdo (mas a
custa do tempo de eluicdo). Para determinar a faixa 6tima de valores para kg € conveniente que se escreva
a Equacdo 30-30 naforma
_ ks
A Q<1 v kB>
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e a Equagéo 30-32 como

1+ kg)®
(trle = Q' <( (kB)kZB)>

em que Q e Q' contém o restante dos termos nas duas equacdes. A Figura 30-18 mostraum grafico de R/Q
e (tr)s/Q’ em funcdo de kg, assumindo que Q e Q' permanecem aproximadamente constantes. E evidente
que os valores de kg maiores que cerca de 10 devem ser evitados porque fornecem um pequeno aumento
na resolucdo elevando significativamente o tempo requerido para a separacdo. O minimo na curva de
eluicdo-tempo ocorre akg = 2. Em geral, entdo, o valor 6timo de kg encontra-se entre 1 e 5.

Normamente, a maneira mais facil de melhorar a resolugdo é pela otimizagdo de k. Para as fases
moveis gasosas, k pode ser freqUentemente melhorado com a ateracdo da temperatura. Para as fa-
ses moveis liquidas, a alteracdo na composi¢cao do solvente, com freqiiéncia, permite a manipulacéo de k
para se obter melhores separacfes. Um exemplo de efeito drastico que uma alteracdo relativamente sim-
ples na composicdo do solvente pode ocasionar estd demonstrado na Figura 30-19. Nesse exemplo,
pequenas variagdes na razéo entre metanol e agua convertem os cromatogramas insatisfatorios (a e b)
em outros que apresentam picos bem separados para cada componente (c e d). Para a maioria dos casos,
0 cromatograma mostrado em (c) € o melhor, uma vez que este mostra uma resolucéo adequada em um
tempo menor. O fator de retencéo € influenciado também pela espessura do filme da fase estacionaria.

Variacao do Fator de Seletividade A otimizac&o de k e 0 aumento de N ndo séo suficientes parafornecer
uma separacdo satisfatéria de dois solutos em um tempo razoavel quando « se aproxima da unidade. Deve-
se, entdo, buscar uma forma de aumentar «, mantendo-se k na faixa de 1 a 10. Muitas opgdes estéo
disponiveis. Da mais para a menos desgjavel, considerando o0 que se pode conseguir e a conveniéncia, as
opcdes sdo (1) alteracdo da composicao dafase mével, (2) alteracdo datemperaturada coluna, (3) alteraco
na composi¢do da fase estacionaria e (4) utilizac8o de efeitos quimicos especiais.

Um exemplo do uso daopcéo 1 foi relatada para a separacéo de anisol (CgHsOCHj3) e benzeno.14 Com
uma fase mével constituida por uma mistura de 50% de &gua e metanol, k eraigual a 4,5 para o anisol e
4,7 para 0 benzeno, enquanto « eraigua a 1,04. A substituicéo da fase mével aguosa contendo 37% de
tetra-hidrofurano forneceu valoresde kiguaisa 3,9 e 4,7 eum valor de « de 1,20. A sobreposicéo dos picos
era significativa com o primeiro sistema solvente e desprezivel com o segundo.

Uma forma menos conveniente, mas em geral altamente efetiva de se melhorar «, mantendo-se os va-
lores de k na sua faixa 6tima, é aterar a composicéo da fase estacionéria. Paratirar vantagem dessa opcao,
amaioria dos laboratérios que realizam separacGes cromatograficas geralmente mantém diversas colunas
gue podem ser facilmente trocadas.

A elevacdo da temperatura causa normal mente um aumento de k, contudo, tem pouco efeito sobre os
valores de a« em cromatografia liquido-liquido e liquido-sdlido. Em contraste, na cromatografia por troca
idnica, os efeitos da temperatura podem ser grandes o suficiente para que valha a pena explorar essa opcao
antes de se buscar atroca do materia de recheio da coluna

- Resolugéo Rg
ol
’g - Tempo de
<l eluicao (tg)p Figura 30-18 Efeito do fator de
8 L retengéo kg sobre aresolucio Rse o
>t tempo de elui¢do (tg)g. Presume-se que

[ Q e Q' permanecem constantes com

variagdes em kg.
I T T T A T T AN O T
0 5,0 10,0 15,0

Fator de retencéo, kg

14, R. Snyder e J. J. Kirkland, Introduction to Modern Liquid Chromatography, 2.ed., p. 75. NovaYork: Wiley, 1979.
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Figura 30-19 O €efeito daalteracdo
do solvente nos cromatogramas.
Andlitos: (1) 9,10-antraquinong; (2)
2-metil-9,10-antraquinona;

(3) 2-€til-9,10-antraquinona; (4)
1,4-dimetil-9,10-antraquinong;

(5) 2-t-buti1-9,10-antraquinona.

Modelo molecular da 9,10-
antraguinona.

Figura 30-20 O problemageral da
eluicdo em cromatografia.
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Um ultimo método para melhorar a resolucdo consiste em incorpo-
rar a fase estacionaria espécies que complexam ou interagem com um
ou mais componentes da amostra. Um exemplo bem conhecido do uso
dessa opg&o ocorre quando um adsorvente impregnado com sal de prata
€ empregado para melhorar a separacdo de olefinas. A melhoria é con-
sequiéncia da formagdo de complexos entre os ions prata e 0s compos-
tos orgénicos insaturados.

O Problema Geral da Eluicéo

A Figura 30-20 mostra alguns cromatogramas hipotéticos para uma
mistura de seis componentes constituida por trés pares de componentes
com ampla diferenca de constantes de distribuico e, dessaforma, com
fatores de retencéo também bastante diferentes. No cromatograma (a),
as condic¢des foram gjustadas de forma que os fatores de retencdo para
os componentes 1 e 2 (k; ek,) estejam nafaixadtimade 1 a5. Contudo,

12 (@)
3 4
5 6
34
o 12 (b)
5 56
?
o
S
©
c
&
1,2 (c)
3 4
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os fatores para 0s outros componentes estdo longe do 6timo. Assim, as bandas correspondentes aos com-
ponentes 5 e 6 aparecem somente apos um longo intervalo de tempo; além disso, as bandas sdo téo largas
gue torna dificil a sua identificacdo de forma inequivoca.

Como mostrado no cromatograma (b), a ateracdo das condi¢Ges para se otimizar a separacdo dos
componentes 5 e 6 aproxima o0s picos dos quatro primeiros componentes de forma que sua resolugdo néo
seja satisfatéria. No entanto, o tempo de eluicéo éideal.

O fendmeno ilustrado na Figura 30-20 é encontrado com freqiiéncia o suficiente para receber um
nome: o problema geral de eluicdo. Uma solucdo comum para esse problema esta na alteracdo das
condicOes que determinam os valores de k a medida que a separacéo se processa. Essas ateragdes podem
ser realizadas em batelada ou de forma continua. Assim, para a mistura exibida na Figura 30-20, as con-
dicBes de saida podem ser aguelas que produzem o cromatograma (a). |mediatamente apds a eluicdo dos
componentes 1 e 2, as condicBes podem ser alteradas para aguelas que melhor separam os componentes 3
e 4 (como no cromatograma (c)). Com o aparecimento dos picos para esses componentes, a eluicdo pode
ser finalizada sob condic¢des empregadas para produzir o cromatograma (b). Freqlientemente, esse proce-
dimento leva a uma separacdo satisfatoria de todos os componentes da mistura em um tempo minimo.

Em cromatografia liquida, as ateracbes em k sdo produzidas pela variagdo da composicéo da fase
movel durante a eluicdo. Esse procedimento é denominado eluicédo por gradiente ou programacao de sol-
vente. A eluicdo sob condicdo de composicao constante da fase mével é chamada eluicéo isocratica. Em
cromatografia gasosa, a temperatura pode ser alterada em uma forma conhecida para modificar os valores
de k. Esse modo de programacao de temperatura pode auxiliar a encontrar as condic¢les 6timas para
muitas separagoes.

30E-8 Aplicacoes da Cromatografia

A cromatografia € uma ferramenta versétil e poderosa para separar espécies quimicas semelhantes. Além
disso, ela pode ser empregada para a identificagdo qualitativa e determinacdo quantitativa das espécies se-
paradas. Exemplos de aplicacdes dos vérios tipos de cromatografia sdo dados nos Capitulos 31 e 32.

EXERCICIOS NA WEB

Utilize o programa Google para realizar uma busca sobre cauda de picos
em cromatografia liquida de fase reversa. Descreva o fendmeno e discuta
as formas pelas quais a cauda pode ser minimizada. Faca, também, uma
busca sobre os efeitos da temperatura em cromatografia liquida. Descreva
como a temperatura influencia as separagdes cromatograficas. Com base
no que vocé aprendeu, a programacdo de temperatura poderia ser de
algum valor para auxiliar na separacao em cromatografia liquida? Por que
sim ou por que ndo?

QUESTOES E PROBLEMAS
*30-1. O que é um agente mascarante e como ele 30-5. Defina

funciona? *(a) euicdo.
30-2. Quais sdo os dois eventos que acompa (b) fase moével.
nham o processo de separacdo? *(c) fase estacion&ria.
*30-3. ldentifique trés métodos baseados na sepa- (d) razéo de particéo.
racéo mecanica de fase. *(€) tempo de retencéo.
30-4. Qua é a diferenca entre as estruturas de (f) fator de retencéo.
uma resina trocadora de ions &cida forte e *(g) fator de seletividade.

umafraca? (h) alturade prato.
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30-6

*30-7

30-8

*30-9

30-10
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. Liste as variaveis que levam ap adarga-
mento de zona em cromatografia.

. Qual é adiferenca entre as cromatografias
gés-liquido e liquido-liquido?

. Qual é adiferenca entre as cromatografias
liquido-liquido e liquido-solido?

. Descreva um método de determinacéo do
nimero de pratos em uma coluna.

. ldentifique dois métodos gerais para me-
lhorar a resolucéo de duas substancias em
uma coluna cromatogréfica.

*30-11. A constante de distribuicgo para X entre

n-hexano e agua é 9,6. Calcule a concen-
tracdo de X que resta na fase aquosa, apos
50,0 mL de uma soluc&o 0,150 mol L1 de
X terem sido extraidos com as seguintes
guantidades de n-hexano:

() umaporc¢ado de 40,0 mL.

(b) duas por¢des de 20,0 mL.

(¢) quatro porcdes de 10,0 mL.

(d) oito porcBes de 5,00 mL.

30-12. O coeficiente de distribuicio de Z entre
n-hexano e agua é 6,25. Calcular a por-
centagem de Z que resta em 25,0 mL de
&gua que era originalmente 0,0600 mol L
em Z, ap0s a extragdo com 0s seguintes
volumes de n-hexano:

() umaporc¢do de 25,0 mL.
(b) duas porcbesde 12,5 mL.
(c) cinco porcdes de 5,00 mL.
(d) dez porcbes de 2,50 mL.

*30-13. Qual é o volume de n-hexano necessario
para reduzir a concentracdo de X no Pro-
blema30-11a1,00 X 10* mol L1 se 25,0
mL de uma solucgdo 0,0500 mol Lt de X
forem extraidos com
(a) porcdesde 25,0 mL?

(b) porcdesde 10,0 mL?
(c) porcdesde 2,0 mL?

30-14. Qua é o volume de n-hexano necessario
para reduzir a concentracdo de Z no Pro-
blema30-12 21,00 X 10° mol L1 se 40,0
mL de uma solug&o 0,0200 mol L de Z
forem extraidos com
(a) porcdes de 50,0 mL de n-hexano?

(b) porcdes de 25,0 mL?
(c) porcdesde 10,0 mL?

*30-15. Qual é o valor minimo do coeficiente de
distribuicdo que permite aremocéo de 99%
de um soluto de 50,0 mL de &gua com
(@) duas extracbes com 25,0 mL de

tolueno?
(b) cinco extracbes com 10,0 mL de
tolueno?

30-16. Se 30,0 mL de &gua contendo 0,0500 mol

L1 de Q s30 extraidos com quatro porgdes

*30-17.

30-18.

de 10,0 mL de um solvente organico imis-
civel, qual é o valor minimo do coeficiente
de distribuicdo que permite atransferéncia
do soluto para a camada organica restando:
*(a) 1,00 X 104 mol L
(b) 1,00 X 103 mol L1
(c) 1,00 X 102 mol L1
Uma solugo aquosa de 0,150 mol L de
um é&cido fraco HA foi preparada a partir
do composto puro e trés aliquotas de 50,0
mL foram transferidas para balGes
volumétricos de 100,0 mL. A solucdo 1 foi
diluida a 100,0 mL com 1,0 mol L de
HCIO,; a solugdo 2, com 1,0 mol L™
de NaOH; e a solucdo 3, com &gua. Uma
aiguota de 25,0 mL de cada uma das
solugdes foram extraidas com 25,0 mL de
n-hexano. O extrato da solucdo 2 ndo con-
tinha nenhum traco detectavel de espécies
com A, indicando que a espécie A~ ndo é
solavel no solvente orgéanico. O extrato da
solucdo 1 ndo continha nenhum CIO; ou
HCIO,, mas tinha 0,0454 mol L1 de HA
(encontrado por re-extracdo com NaOH
padrdo e titulacdo de retorno com HCI
padrdo). O extrato da solugdo 3 continha
0,0225 mol L1 de HA. Pressuponha que o
HA n&o se dissocie ou se associe no sol-
vente organico e calcule
(a) arazéo de distribuicéo parao HA entre
os dois solventes.
(b) a concentracéo das espécies HA e A~
na solucao aguosa 3 apas a extracao.
(c) a constante de dissociacdo de HA em
agua.
Para determinar a constante de equilibrio
paraareacéo

I, + 2SCN™ = I(SCN); + I~

25,0 mL de uma solugdo aquosa 0,0100
mol L1 de |, foi extraida com 10,0 mL de
CHCl ;. Apds aextragdo, as medidas espec-
trofotométricas revelaram que a concen-
tracéo de |, na camada aquosa eraigual a
1,12 X 10 mol L~t. Uma solucdo aquosa
que era 0,0100 mol L1 em I, € 0,100 mol
L1 em KSCN foi preparada. Depois da
extracdo de 25,0 mL dessa solugdo com
10,0 mL de CHCI5, aconcentragéo del, na
camada de CHCI; foi determinada por
medidas espectrofotométricas como 1,02
X 103 mol L1,
(a) Qual éaconstante de distribuicdo do I,
entre CHCl; e H,0?
(b) Qual é a constante de formacdo do
[(SCN);?
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*30-19.

30-20.

*30-21.

30-22.

O conteddo total de cétions em aguas natu-

ras € freqlentemente determinado pela

troca dos cétions por ions hidrogénio, em-
pregando-se uma resina trocadora de ions
fortemente &cida; 25,0 mL de uma amostra

de &gua natural foram diluidos a 100 mL

com é&gua destilada e 2,0 g de uma resina

trocadora de cétions, adicionados. ApGs agi-
tacdo, amisturafoi filtrada e o sdlido retido
no papel-filtro foi lavado com trés porgdes
de 15,0 mL de &gua. O filtrado e as &guas
de lavagem requereram 15,3 mL de uma
solugdo 0,0202 mol Lt de NaOH paraobter

0 ponto final com verde de bromocresol.

(a) Cdcular o nimero de miliequivalentes
de cédtions presentes em exatamente
1,00 L daamostra. (Aqui, a massaequi-
valente de um cétion é a sua formula
grama, dividida pela sua carga.)

(b) Expresse os resultados em termos de
miligramas de CaCO; por litro.

Um &cido organico foi isolado e purificado

por recristalizacdo do seu sal de bério. Para

determinar o equivalente-grama do &cido,
uma amostra de 0,393 g do sa foi dis

solvido em cerca de 100 mL de agua. A

solucéo foi passada através de uma resina

trocadora de ions fortemente &cida e a co-
luna, lavada com agua; o eluato e as lava
gens foram titulados com 18,1 mL de uma

solugdo 0,006 mol L=t de NaOH até o

ponto final da fenolftaleina.

(a) Cdcular o equivalente-grama do acido
organico.

(b) Umacurvade titulagdo potenciométrica
da solucdo-resultante quando uma se-
gunda amostra foi tratada da mesma
forma revelou dois pontos finais: um
apH =5eooutroapH = 9. Qua éa
massa molar do é&cido?

Descreva a preparacéo de exatamente 2,00

L de umasolucgdo de HCI 0,1500 mol Lt a

partir de NaCl com grau de padréo prima-

rio utilizando umaresinatrocadora e ions.

Uma solugdo aquosa contendo MgCl, e

HCI foi analisada primeiramente titulando-

se uma aliquota de 25,00 mL até o ponto

final do verde de bromocresol com 18,96

mL de uma solucdo 0,02762 mol L de

NaOH. Uma aliquota de 10,00 mL foi

diluida a 50,00 mL com &gua destilada e

passada através de uma resina trocadora

de ions fortemente &cida. O eluato e as
lavagens requereram 36,54 mL da solucéo
de NaOH paraatingir o mesmo ponto final.

Determine as concentracbes molares de

HCI e MgCl, naamostra.

CAP. 30

*30-23.

30-24.

*30-25.

30-26.

*30-27.

30-28.
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Uma coluna tubular empregada em cro-
matografia gasosa tinha um didmetro
interno de 0,25 mm. Umavazéo de 1,0 mL
min~ foi empregada. Encontre a veloci-
dade linear em cm s™! na saida da coluna.
Uma coluna recheada de cromatografia
gasosa tinha um diémetro interno de 5,0
mm. A vazdo medida na saida da coluna
era de 50 mL minl. Se a porosidade da
coluna era de 0,45, qual era a velocidade
de fluxo linear encm s,

Os seguintes dados s80 para uma colunade
cromatografia liquida:

Comprimento do recheio 24,7cm

Vazdo 0,313 mL mint
" 1,37 mL

Ve 0,164 mL

O cromatograma de uma mistura das espé-
cies A, B, C e D forneceu os seguintes
dados:

Largura
do Pico
Tempo de naBase
Retenc¢éo, min (W), min
N3&o retido 3,1 —
A 54 0,41
B 13,3 1,07
C 14,1 1,16
D 21,6 1,72
Calcular

() o nimero de pratos de cada pico.

(b) amédia e o desvio padréo para N.

(c) adturade prato paraacoluna.

A partir dos dados do Problema 30-25, cal-

culeparaA,B,CeD

(a) o fator de retencao.

(b) aconstante de distribuicéo.

A partir dos dados do Problema 30-25, cal-

cule paraas espéciesB e C

(a) aresolucao.

(b) o fator de seletividade.

(c) o comprimento da coluna necesséario
para separar as duas espécies com uma
resolucdo de 1,5.

(d) o tempo necessario para separar as duas
espécies na coluna na parte (c).

A partir dos dados do Problema 30-25, cal-

cule paraas espéciesC e D

(a) aresolucéo.

(b) o comprimento da coluna necessério
para separar as duas espécies com uma
resolucdo de 1,5.
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*30-29. Os seguintes dados foram obtidos para a
cromatografia gés-liqguido em uma coluna

30-30.

*30-31.

30-32.

recheada de 40 cm:

Composto tg, Min W, min
Ar 1,9 —
Metilciclo-hexano 10,0 0,76
Metilciclo-hexeno 10,9 0,82
Tolueno 13,4 1,06
Calcular

(8 o nimero médio de pratos a partir dos

dados.

(b) o desvio padrao paraamédiaem (a).
(c) aaturamédiade prato da coluna.

Com relacéo ao Problema 30-29, calcular a
resolucdo para

(a) metilciclo-hexeno e metilciclo-hexano.
(b) metilciclo-hexeno e tolueno.

(c) metilciclo-hexano e tolueno.

Se aresolugéo de 1,5 for desejada na sepa-
racdo de metilciclo-hexano e metilciclo-
hexeno no Problema 30-29

(a) quantos pratos sdo necessarios?

(b) qual é o comprimento da coluna se o

mesmo recheio for empregado?

(¢) qual éotempo deretencdo para o metil-

ciclo-hexeno na coluna na parte (b)?

Se Vg e V), paraa coluna no Problema 30-
29 s80 19,6 e 62,6 mL, respectivamente, e

(0]

pico do ar ndo-retido aparece apos 1,9

min, calcular:
(a) ofator de retencéo para cada composto.
(b) a constante de distribuicdo para cada

composto.

(c) o fator de seletividade para 0 metilci-

clo-hexano e metilciclo-hexeno.

*30-33. A partir de estudos de distribuicdo, as es-
pécies M e N mostram as constantes de
distribuicdo agua/hexano de 5,93 e 6,11,

respectivamente (K

[M]of[Mlhed. As

duas espécies devem ser separadas por e ui-
¢d0 com o0 hexano em uma coluna recheada
com silica gel contendo &gua adsorvida. A
razéo VgV, parao recheio € 0,398.

(a) Calcular o fator de retencdo para cada

soluto.

(b) Calcular o fator de seletividade.
(c) Quantos pratos sd0 necessarios para se

obter umaresolucdo de 1,5?

(d) Qual deve ser o comprimento da co-

luna se a atura de prato do recheio é
1,9 X 1023 cm?

30-34.

30-35.

=
[=2]

(e) Se uma velocidade linear de 6,50 cm
min~ for empregada quanto tempo vai
demorar para se eluir as duas espécies?

Repita os célculos do Problema 30-33

presumindo que Ky = 5,81 e Ky

6,20.

Problema Desafiador. Um cromatograma

de uma mistura de dois componentes obti-

do em uma coluna de cromatografia

liquida de 25 cm é mostrado na figura. A

vazao foi de 0,40 mL min.

Resposta do detector
= [ =
o [e)] oo o N D
[ I I

N
I

o

(=]

10 20 30 40 50 60 70
Tempo, min

(a) Encontre os tempos nos quais 0s com-
ponentes A e B permanecem na fase
estacion&ria.

(b) Encontre os tempos de retencdo para
AeB.

(c) Determine os fatores de retencéo para
0s dois componentes.

(d) Encontre as larguras de cada pico
e aguelas a meia-altura para cada pico.

(e) Ache aresolucao para os dois picos.

(f) Encontre o nimero médio de pratos
paraa coluna

(g) Ache aalturamédiado prato.

(h) Qual comprimento de coluna seria ne-
cessario para se obter uma resolucéo
de1,75?

(i) Qual o tempo seria necessario para se
obter aresolucéo da parte (h)?

(j) Suponhaque o comprimento da coluna
seja estabelecido em 25 cm e que o
material de recheio sgja fixo. Quais
medidas vocé poderia tomar para au-
mentar a resolucdo de forma a obter
uma separacao ao nivel dalinha-base?

(k) Existem algumas medidas que vocé
poderia tomar para obter melhor sepa-
racdo em um periodo de tempo mais
curto com amesma colunada parte (j)?



CAPITULO 31

Cromatografia Gasosa

muitas colunas sao os feitos de aco inoxidavel.

ele contém uma breve discussdo sobre cromatografia gas-solido.

A cromatografia gasosa € uma das técnicas mais empregadas em analises qualitativas e quantitativas. Colunas capi-
lares séo utilizadas em determinacdes por cromatografia gasosa a temperaturas que excedem 400 °C. Aplicagoes a
essas altas temperaturas requerem fases estacionarias especiais e tubos que ndo se decompdem. Assim 0s tubos de

Este capitulo considera a cromatografia gasosa em detalhe, inclusive as colunas e as fases estacionarias que sao
mais amplamente utilizadas. Embora este capitulo esteja primariamente voltado para a cromatografia gas-liquido,

N a cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra vaporizada sao separados em conse-
gliéncia de sua particdo entre uma fase movel gasosa e uma fase estacionaria liquida ou solida
contida dentro da coluna.! Ao realizar-se uma separacdo por cromatografia gasosa, a amostra é
vaporizada e injetada na cabeca da coluna cromatografica. A eluicao € feita por um fluxo de fase moével
gasosa inerte. Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase movel nao interage com
as moléculas do analito; sua Gnica funcao é transportar o analito através da coluna.

Dois tipos de cromatografia gasosa sao encontrados: cromato-
grafia gas-liquido (CGL) e cromatografia gas-sélido (CGS). A cro-
matografia gas-liquido encontra amplo uso em todas as areas da
Ciéncia; seu nome é geralmente abreviado para cromatografia gaso-
sa (CG). A cromatografia gas-sélido € baseada em uma fase esta-
cionaria solida na qual a retencao dos analitos ocorre por adsor¢ao.
A cromatografia gas-sélido tem aplicacdo limitada em virtude da
retencdo semipermanente de moléculas polares ativas e efeito de
cauda severo nos picos de eluicao (como consequéncia da natureza
nao-linear do processo de adsorcao). Assim, essa técnica nao encon-
trou ampla aplicacdo exceto na separacdo de certas espécies
gasosas de baixo peso molecular; discutiremos esse método breve-
mente na Secao 31D.

Na cromatografia gas-liquido,

a fase movel € um gas, enquanto a
fase estacionaria € um liquido retido
na superficie de um solido inerte
por adsorcao ou ligacdo quimica.

Na cromatografia gas-sélido, a
fase movel &€ um gas, ao passo que
a fase estacionaria € um soélido

que retém os analitos por adsorcao
fisica. A cromatografia gas-sélido
permite a separac¢ao de gases de
baixa massa molecular, como os
componentes do ar, sulfeto de
hidrogénio, monéxido de carbono e
oxido de nitrogénio.

1Para um tratamento detalhado da CG, ver J. Willet, Gas Chromatography. Nova York: Wiley, 1987; R. L. Grob, Ed. Modern Pratice of Gas
Chromatography, 3. ed. Nova York: Wiley, 1995; R. P W. Scott, Introduction to Analytical Gas Chromatography, 2. ed. Nova York: Marcel

Dekker, 1997; H. M. McNair e J. M. Miller, Basic Gas Chromatography. NovaYork: Wiley, 1998.
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Wevevvvsvvevvvevevesyvvvvvy A cromatografia gas-liquido & baseada na particao do analito
entre a fase movel gasosa e uma fase liquida imobilizada na superficie
de um material solido inerte de recheio ou nas paredes de um tubo
capilar. O conceito de cromatografia gas-liquido foi enunciado pela
primeira vez em 1941 por Martin e Synge, que foram também respon-
saveis pelo desenvolvimento da cromatografia de particao liquido-
liquido. Contudo, mais de uma década se passou antes que o valor da
cromatografia gas-liquido fosse demonstrado experimentalmente e
Selo postal honrando osbioguimicos ~ que essa técnica passasse a ser empregada como uma ferramenta

-
2
E|

Archer J. P Martin (1910-2002) e rotineira no laboratorio. Em 1955, o primeiro instrumento comercial
Richard L. M. Synge (1914-1994), para a cromatografia gas-liquido surgiu no mercado. Desde essa
gue ganharam o Prémio Nobel de i . . _ . .

Quimica de 1952 pelas suas época, o crescimento nas aplicacdes dessa técnica tem sido fenome-
contribuigBes ao desenvolvimento nal. Atualmente, muitas centenas de milhares de cromatografos a gas
da cromatografia moderna. estdo em uso em todo o mundo.

INSTRUMENTOS PARA A CROMATOGRAFIA
31A| GAS-LIQUIDO

Muitas ateragdes e melhorias nos instrumentos para a cromatografia gasosa apareceram no mercado desde
0 seu lancamento comercial. Nos anos 1970, os integradores el etrénicos e os processadores de dados basea-
dos em computadores tornaram-se comuns. Os anos 1980 e 90 testemunharam o uso dos computadores
para o controle automati co da maioria dos parametros instrumentais, como atemperatura da coluna, vazdes
e ainjecdo da amostra; o desenvolvimento de instrumentos de alto desempenho a custos moderados e,
talvez o mais importante, o desenvolvimento das colunas tubulares abertas que séo capazes de separar 0s
componentes de misturas complexas de formarelativamente rapida. Hoje, cerca de 50 fabricantes de instru-
mentos oferecem cerca de 150 modelos diferentes de equipamentos cromatograficos a gas a precos que
variam de US$ 1.000 até mais de US$ 50.000. Os componentes bésicos de um instrumento tipico que per-
mite realizar a cromatografia gasosa séo mostrados na Figura 31-1 e sf0 brevemente descritos nesta se¢&o.

31A-1 Sistema de Gas de Arraste

A fase movel em cromatografia gasosa é denominada gas de arraste e deve ser quimicamente inerte. O
hélio é a fase mével gasosa mais comum, embora o argénio, o nitrogénio e o hidrogénio sgjam também
empregados. Esses gases estdo disponiveis em cilindros pressurizados. Reguladores de pressdo, manéme-
tros e medidores de vazdo sd0 necessarios para se controlar a vazao do gés.

Cilindro do M ostrador

gésde A l
arraste
A
1

Y

Regulador Sistema
de~ de dados
vazao
Y Coluna f f
S M I
I'| camarade — :
I . )
AMOStr a=—p—t— Inje(;éo da % Detector _:> (’;/leevdéggg .
I'| amostra :

Figura 31-1 Diagramade blocos L et e '
de um cromatégrafo a gés tipico. Forno Termostato
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As vazdes s8o normalmente controladas por um regulador de pressdo de dois estagios no cilindro do
gés e algum tipo de regulador de pressdo ou regulador de fluxo montado no cromatégrafo. As pressdes de
entrada situam-se na faixa de 10 a 50 psi (libras/polegada?) acima da pressdo ambiente, o que produz
vazdes de 25 a 150 mL min~t em colunas recheadas e de 1 a 25 mL min~! para as colunas capilares de tubo
aberto. Geralmente, admite-se que as vazdes serdo constantes se a pressao de entrada permanecer cons-
tante. As vazdes podem ser estabelecidas por meio de um rotdmetro colocado na cabega da coluna; esse
dispositivo ndo € tdo exato como um medidor de bolhas simples. Normamente, o0 medidor de vazéo esta
localizado no final da coluna, como indicado na Figura 30-1. Um filme de sab&o é formado no caminho
do gés quando um bulbo de borracha contendo uma solugdo aquosa de sab&o ou detergente € pressionado;
0 tempo necessério para que esse filme se mova entre duas graduagGes em uma bureta € medido e conver-
tido em vazdo volumétrica. Note que as vazdes e as velocidades lineares de fluxo sdo relacionadas pela
Equacdo 30-12 ou pela Equacdo 30-13.

31A-2 Sistema de Injecao da Amostra

A eficiéncia da coluna requer que a amostra sgja de tamanho adequado e introduzida como uma zona
“estreita’ de vapor; ainjecdo lenta ou de amostras muito volumosas causa 0 espalhamento das bandas e
uma resolucdo pobre. Seringas calibradas, sGo empregadas para ainjecdo de amostras liquidas por meio de
diafragmas ou septos de silicone em uma porta de admissdo da amostra aquecida localizada na cabeca da
coluna. A porta de admissio da amostra (Figura 31-2) ordinariamente é mantida a cerca de 50 °C acima do
ponto de ebulicdo do componente menos volétil da amostra. Para as colunas analiticas recheadas normais,
0 tamanho da amostra pode variar de poucos décimos de microlitro até 20 uL . As colunas capilares neces-
sitam de amostras menores por um fator de 100 ou maior. Um divisor de amostra é freglientemente
necessario com colunas capilares paradesviar paraa coluna uma pequenafragdo conhecida (1:100 a 1:500)
do volume injetado, enviando o restante para o descarte. Os cromatégrafos a gas comerciais desenhados
para empregar colunas capilares incorporam esses divisores; também permitem a injecdo sem divisdo de
fluxo quando colunas recheadas sdo empregadas.

Para o trabalho quantitativo, volumes de amostra mais reprodutiveis para ambos, liquidos e gases, s
obtidos por uma vavula de amostragem, como aquela exibida na Figura 31-3. Esses dispositivos possi-
bilitam uma reprodutibilidade relativa do volume injetado da amostra melhor que 0,5%. As amostras soli-
das so introduzidas como solucdes ou, aternativamente, sdo seladas em vials de parede fina que podem
ser inseridos na cabega da coluna e perfurados ou quebrados externamente.

Seringa
Septo —~ —— Septo de
g purga
Agulha ——
daseringa AP =025psi mL
vazéo
Céamarade
vaporizagéo | Gisde
é/ \g arraste
adi| B
Conector de . . ~
& ﬁ volume morto Figura 31-2 Vistadaseccio
igual azero transversal de umainjetor vaporizador
Coluna direto tipo microflash.



902 FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

Entrada do Eluente para Entrada do Eluente e
eluente acoluna eluente C _~amostra para
acoluna
A C B
B A
Figura 31-3 Vadvula de
amostragem tipo rotatoria: A vavula
permanece na posi¢ao (a) paraque * +
aalca ACB sgja preenchidacom a Entrada Saida Entrada Saida
amostra; na posi¢éo (b) aamostra é daamostra daamostra daamostra daamostra
introduzida na coluna. (@ (b)

31A-3 Configuracdes de Colunas e Fornos para as Colunas

Dois tipos gerais de colunas s80 encontrados em cromatografia gasosa: colunas recheadas e colunas
tubulares abertas, ou colunas capilar es. No passado, a ampla maioria das andlises cromatogréficas empre-
gava as colunas recheadas. Para a maioria das aplicagdes atuais, as colunas recheadas tém sido substituidas
pelas colunas tubulares abertas, mais eficientes e mais rapidas.

As colunas cromatograficas variam em comprimento desde menos que 2 m até 50 m ou mais. Sao
construidas de ago inoxidével, vidro, silica fundida ou Teflon. Para serem inseridas nos fornos para ter-
mostatizagdo, as colunas sdo geralmente enroladas em bobinas com didmetro de 10 a 30 cm (Figura 31-6).
Uma discussdo detalhada sobre as colunas, recheios de colunas e fases estacionarias pode ser encontrada
na Secdo 31B.

A temperatura da coluna é umavaridvel importante que deve ser controlada dentro de poucos décimos
de grau para se obter boa precisdo. Assim, a coluna é normal mente abrigada em um forno termostati zado.
A temperatura étima da coluna depende do ponto de ebulicdo da amostra e do grau de separacéo reque-
rido. Grosseiramente, uma temperatura igual ou ligeiramente superior ao ponto de ebulicdo médio da
amostra proporciona tempos de elui¢ao razoaveis (2 a 30 min). Para as amostras com uma ampla faixa de
ponto de ebulicdo, € freqlientemente desgjavel que se empregue uma programacao de temperatura, pela
qual atemperatura da coluna é aumentada, quer sgja continuamente quer em etapas, a medida que a sepa-
racdo se processa. A Figura 31-4 mostra a melhoria que se consegue em um cromatograma por meio da
programacéo de temperatura.

A programacio de temperatura Geralmente, a resolugao 6tima esta associada com uma temperatu-
em cromatografia gasosa envolve o faminima; o prego de se reduzir a temperatura, contudo, é um aumento
aumento da temperatura da coluna  no tempo de eluicéo e, portanto, no tempo necessario para se completar

JR[tinuamente ou em etapas aandlise. As Figuras 31-4a e 31-4b ilustram esse principio.
durante a eluicao.

31A-4 Sistemas de Deteccao

Dezenas de detectores tém sido investigados e empregados em separagdes cromatogréficas a gés. Des-
creveremos primeiramente as caracteristicas que sdo as mais desgjavel s para um detector em cromatografia
gasosa e entdo discutiremos os sistemas de deteccdo mais amplamente utilizados.

Caracteristicas de um Detector Ideal
O detector ideal para a cromatografia gasosa apresenta as seguintes caracteristicas:

1. Sensibilidade adequada. Em geral, as sensibilidades nos detectores atuais situam-se na faixa de 108 a

1071 g do solutors.
2. Boa estabilidade e reprodutibilidade.

3. Resposta linear aos solutos gque se estenda a véarias ordens de grandeza.
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Faixa de temperatura desde a ambiente até pelo menos 400 °C.

5. Um tempo de resposta curto e independente da vazéo.

©

Uma alta confiabilidade e facilidade de uso. O detector deve, na medida do possivel, tolerar a agéo de
operadores inexperientes.

Similaridade de resposta a todos os solutos ou, alternativamente, uma resposta altamente previsivel e
seletiva a uma ou mais classes de solutos.

N&o deve destruir a amostra.

E desnecessério dizer que nenhum detector existente atualmente exibe todas essas caracteristicas.

Alguns dos detectores mais comuns sdo listados na Tabela 31-1. Quatro dos detectores mais utilizados sdo

descritos nos paragrafos a seguir.

TABELA 31-1

Detectores para a Cromatografia Gasosa

Tipo Amostras a que sdo Aplicaveis Limite de Deteccdo Tipico
lonizagdo em chama Hidrocarbonetos 02pgst
Condutividade térmica Detector universal 500 pg/ mL~1
Captura de elétrons Compostos hal ogenados 5fgs?!
Espectrometro de massas Ajustavel aqualquer espécie 0,25-100 pg
Termidnico Compostos de nitrogénio e fosforo 0,1pgst(P)
1pgs t(N)
Condutividade eletrolitica Compostos contendo hal ogénios 05pgstCl
(Hall) enxofre ou nitrogénio 2pgs1s
4pgsiN
Fotoionizagdo Compostos ionizaveis pelaradiacéio UV 2pgsiC
Infravermelho com transformada de Fourier Compostos orgénicos 0,2—-40ng
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Detectores de lonizacao em Chama

O detector de ionizagdo em chama (DIC) é o mais empregado em aplicacdes da cromatografia gasosa em
geral. Em um detector como aquele ilustrado na Figura 31-5, o efluente da coluna é dirigido para uma
peguena chama de ar/hidrogénio. A maioria dos compostos organicos produz ions e elétrons quando
pirolizados a temperatura de uma chama ar/hidrogénio. A deteccéo envolve o monitoramento da corrente
produzida pela coleta desses portadores de carga. Poucas centenas de volts sdo aplicadas entre a ponta do
gueimador e um eletrodo, localizado acima da chama, serve para coletar os ions e elétrons. A corrente
resultante (~10712 A) é medida com um picoamperimetro.

A ionizagdo de compostos de carbono na chama é um processo ainda pouco compreendido, embora
tenha sido observado que o himero de ions produzidos é grosseiramente proporciona ao nimero de ato-
mos de carbono reduzidos na chama. Uma vez que o detector de ioniza¢8o em chama responde ao nimero
de atomos de carbono que entram no detector por unidade de tempo, ele é um dispositivo sensivel a massa
em vez da concentragcdo. Em consequiéncia, esse detector apresenta a vantagem de que a alteragéo davazéo
dafase movel exerce um pequeno efeito sobre a sua resposta.

Grupos funcionais como carbonila, acool, halogénicos e aminicos produzem poucos ou nenhum ion
na chama. Além disso, o detector € insensivel para gases ndo combustiveis como H,0, CO,, SO, e NO,.
Essas propriedades tornam o detector de ionizag&o em chama muito mais Util para a andlise de amostras
organicas, incluindo aquelas contaminadas com égua e com Oxidos de nitrogénio e enxofre.

O detector de ionizacdo exibe uma sensibilidade ata (~1012 g s7), larga faixa linear de resposta
(~107) e baixo ruido. Geralmente é robusto e facil de se usar. Uma desvantagem do detector de ionizagéo
em chama é que ele destroi a amostra durante a etapa de combust&o.

Detectores de Condutividade Térmica

O detector de condutividade térmica (DCT), que foi um dos primeiros detectores para cromatografia
gasosa, ainda encontra ampla aplicagdo. Esse dispositivo consiste em uma fonte aquecida el etricamente
cuja temperatura a poténcia el étrica constante depende da condutividade térmica do gés que a envolve. O
elemento aguecido pode ser um fio fino de platina, ouro ou tungsténio (Figura 31-6a) ou, alternativamente,
um pequeno termistor. A resisténcia el étrica desse elemento depende da condutividade térmica do gas. Os
detectores geminados sdo geralmente empregados, um deles esta localizado acima da cBmara de injecdo da
amostra e 0 outro imediatamente apds a coluna; aternativamente, a corrente de gas pode ser dividida

Detector de Coletor
ionizagéo ~—— removivel
em chama
~—___ Suporte
do coletor
| solador
Porcada
montagem
al do coletor
B —Ar
Chamaar —H,
Jato
aterrado =H,
Dentro das paredes
doforno
Figura 31-5 Um detector de
ionizacdo em chamatipico. (Cortesiada
Seidada _~ pico. (

Agilent Technologies, Palo Alto, CA.)
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Os detectores sd0 incorporados a dois bracos de um circuito de ponte (ver Figura 31-6) de formaque a con-
dutividade térmica do gas de arraste seja cancelada. Além disso, os efeitos de variagdo na temperatura,
pressdo e alimentagdo elétrica sGo minimizados. As condutividades térmicas do hélio e hidrogénio sdo
aproximadamente de seis a dez vezes maiores que aquelas da maioria dos compostos organicos. Assim,
mesmo pequenas quantidades de espéci es organi cas proporcionam um decréscimo rel ativamente grande na
condutividade térmica do efluente da coluna, 0 que resulta em um aumento apreciavel da temperatura do
detector. A deteccdo por condutividade térmica € menos satisfatéria quando se emprega gases cujas con-
dutividades se aproximam muito daquelas dos componentes da amostra.

As vantagens do detector de condutividade térmica estdo na sua simplicidade, na sua ampla faixa
dindmica linear (cerca de cinco ordens de grandeza), na sua resposta abrangente a espécies organicas e
inorganicas e na sua caracteristica ndo-destrutiva, que permite que os solutos sgjam coletados ap6s a
deteccdo. A principal limitaco dos detectores de condutividade térmica esta na sua sensibilidade relativa-
mente baixa. Outros tipos de detectores excedem essa sensibilidade por fatores de 10* a 10”.

Detectores de Captura de Elétrons

O detector de captura de elétrons (DCE) tornou-se um dos mais amplamente empregados para as
amostras ambientais em virtude de ele responder seletivamente aos compostos organicos contendo
hal ogénios, como pesticidas e bifenilas policloradas. Nesse detector, a amostra el uida de uma coluna passa
sobre uma fonte radiativa emissora b, geralmente niquel-63. Um elétron do emissor causa a ionizagdo do
gas carregador (frequientemente nitrogénio) e a producéo de uma rajada de elétrons. Na auséncia de espé-
cies organicas, produz-se uma corrente constante entre um par de eletrodos em decorréncia desse proces-
so de ionizac&o. Contudo, a corrente decresce significativamente na presenca de moléculas organicas que
contém grupos funcionais eletronegativos que tendem a capturar elétrons. Os compostos hal ogenados,
peroxidos, quinonas e grupos nitro sdo detectados com alta sensibilidade. O detector € insensivel a grupos
funcionais como aminas, alcodis e hidrocarbonetos.

—> Saida do
fluxo

T
Entrada do fluxo
(3

Referéncia Amostra

Fontede  —
alimentagdo —
Figura 31-6 Esquemade (a) uma
cela de um detector de condutividade
térmicae (b) de um arranjo de duas celas
de deteccéo da amostra e duas celas de
referéncia (de J. Hinshaw, LC-GC,

(b) 1990, n. 8, p. 298. Com permissdo.)

Amplificador

Amostra
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Os detectores de captura de el étrons sdo altamente sensiveis e apresentam a vantagem de néo alterar a
amostra significativamente (em contraste com o detector de ionizagcdo em chama, que consome a amostra).
Contudo, aresposta linear do detector é limitada a cerca de duas ordens de grandeza.

Espectrometria de Massas

Um dos detectores mais poderosos para a cromatografia gasosa € o espectrémetro de massas. A combi-
nacdo da cromatografia a gas e a espectrometria de massas é conhecida como CG-MS? (do portugués cro-
matografia gasosa e do inglés mass spectrometry). Como discutido no Capitulo 28, um espectrémetro de
massas mede a razdo massal/carga (nVz) de ions que sdo produzidos pela amostra. A maioria dos ions pro-
duzidos apresenta uma carga unitaria(z = 1), de forma que a maioria dos espectrometristas de massas re-
fere-se & medida de massa dos ions quando, na verdade, a razéo massa/carga € que é medida.

Um diagrama de blocos de um espectrdmetro de massas moleculares é mostrado na Figura 31-7. As
moléculas da amostra entram no espectrdmetro de massas pelo sistema de entrada. No caso de um CG, a
amostra esta naforma de vapor e a entrada deve ser interfaceada entre a pressdo atmosférica do sistemade
CG e abaixa pressdo (10~° a 1078) do sistema do espectrometro de massas. Um sistema complexo de vacuo
€ necessario paramanter a pressao baixa. No espectrdmetro de massas, as mol écul as da amostra entram em
umafonte de ionizagdo queionizaaamostra. Asfontes de ionizagdo para a espectrometria de massas mole-
culares sdo energéticas o suficiente para quebrar as ligacfes quimicas das moléculas da amostra, mas ndo
suficientemente energéticas para decompor as moléculas da amostra em seus &omos constituintes, assim
Ccomo acontece em espectrometria atdbmica (ver Capitulo 28).

As fontes de ionizagdo em CG/MS produzem fragmentos, os quais podem também ser ionizados.
Portanto, os ions das moléculas da amostra, denominados ions moleculares, ions de fragmentos e mol écu-
las ndo-ionizadas, saem da fonte de ionizagdo. As moléculas ndo-carregadas e os fragmentos sdo normal-
mente extraidos da fonte de ions através de bombas de vacuo empregadas para produzir o ambiente de
baixa pressdo. A proxima se¢do do espectrdmetro de massas € 0 estagio analisador. O analisador serve para
selecionar os ions de acordo com seus valores m/z, assim como na espectrometria de massas atdmicas (ver
Secdo 28F-2). Os ions separados sdo entdo detectados e um grafico contendo a intensidade do sinal gera-
do pelo ion versus m/z é produzido pelo sistema de dados.

O espectro de massas de uma molécula simples, CO,, é representado na Figura 31-8. Observe que
muitos ions de fragmentos estdo presentes. Quebrando-se uma ligagdo C—O no ion molecular levaafor-
mar CO* (m/z = 28) e O (m/z = 16). A perda de dois &omos de oxigénio levaa C* (m/z = 12).
Somente ions positivos estéo presentes nesse exemplo. Os ions negativos também podem ser produzidos
e detectados.

.Fof“e d~e Analisador Detg:tor
ionizagéo deions

A

Q Sistema

Entrada de dados

Sistema de vacuo

Figura 31-7 Diagrama de blocos de um espectrdmetro de massas. A amostraentrana
fonte de ionizagdo através de um sistema de entrada. As moléculas da amostra sdo
convertidas a ions e frequientemente fragmentadas na fonte de ionizag8o. Ent&o, os ions
passam para o analisador no qual s&0 separados de acordo com a suas razfes massa/carga.
A seguir, os ions separados atingem um detector de ions no qual produzem um sinal elétrico
gue é registrado e representado na forma de grafico pelo sistema de dados.

2Ver M. McMaster e C. McMaster, GC/MS: A Practical User’s Guide. NovaYork: Wiley-VCH, 1998.
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TABELA 31-2
Fonte de lonizacao para Espectrometria de Massas Moleculares
Tipo Basico Nome eAbreviatura M étodo de | onizagdo Tipo de Espectro
Fase gasosa Impacto de elétrons (1E) Elétrons energéticos Padrdo de fragmentagéo
lonizagdo quimica (1Q) {ons reagentes gasosos Adultos de prétons,
poucos fragmentos
Desorgéo Bombardeamento com &omos Feixe atbmico energético fons moleculares e
répidos (BAR) fragmentos
Desor¢éo/ionizagdo alaser assistida  F6tons de alta energia fons moleculares, jons com
por matriz (MALDI) cargas multiplas
lonizagdo por eletrospray (IES) Campo €l étrico produz aerossol fons com cargas mltiplas
carregado que se desolvata moleculares

Sistemas de Entrada Além das entradas de CG, as amostras podem ser introduzidas em um espectro-
metro de massas moleculares de diversas formas. Os solidos podem ser colocados na ponta de um bastéo,
inseridos na cAmara de vacuo e evaporados ou sublimados por aquecimento. Os liquidos podem ser intro-
duzidos através de entradas com fluxo controlado ou podem ser desorvidos de uma superficie sobre a qual
foram colocados, formando um filme fino. Geralmente, as amostras para espectrometria de massas devem
ser puras porgue a fragmentacdo que ocorre levaaumainterpretacdo muito dificil de espectros de misturas.
A cromatografia gasosa constitui uma forma ideal de introduzir misturas, pois 0s seus componentes sdo
separados pela CG antes da sua introducdo no espectrdmetro de massas.

Fontes de lonizacao Muitos tipos diferentes de fontes de ionizacdo estéo disponiveis para a espectrome-
tria de massas moleculares. As fontes empregadas com maior fregiiéncia sio listadas na Tabela31-2.2 Uma
das mais comuns é aguela de impacto de elétrons (IE). Nessa fonte, as moléculas sdo bombardeadas com
um feixe de elétrons de alta energia. Isso produz ions positivos, ions negativos e espécies neutras. Os ions
positivos sdo dirigidos para o analisador por repulsdo el etrostética.

Em IE, o feixe de elétrons € t&o energético que muitos fragmentos so produzidos. Esses fragmentos,
contudo, sdo muito Uteis na identificacdo das espécies moleculares que entram no espectrdmetro de mas-
sas. Somente 0 impacto de elétrons e aionizagdo quimica sdo empregados junto a CG-MS.

3 Para uma tabela mai's extensiva de fontes de ionizag&o, ver D. A. Skoog, F. J. Holler e T. A. Nieman, Principles of Instrumental Analysis, 5. ed.,
p. 500. Belmont, CA: Brooks/Cole, 1998.
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Analisadores O analisador de massas separa os ions de acordo com os valores de m/z. Os analisadores
mais comuns s30 listados na Tabela 31-3.# Os analisadores mais comuns para CG-EM sfo os filtros de
massa tipo quadrupolo e os que empregam armadilha de ions (ion trap). Os espectrdmetros de massas
de ataresolucéo utilizam o analisador de duplo foco, o analisador de ressonancia ciclotrénica ou 0 ana-
lisador de tempo de véo.

Detectores de lons Em muitos espectrdmetros, os ions sfo detectados apos colidirem com asuperficie de
um detector. As colisdes causam a emissao de elétrons, fétons ou outros ions. Estes podem ser medidos por
detectores de carga ou radiacdo. Por exemplo, um detector comum € o multiplicador de elétrons, que foi
descrito na Secdo 28F-3. No detector de ressonancia ciclotrénicade ions, estesinduzem um sinal cujas fre-
guéncias sdo inversamente relacionadas aos valores de m/z. As freqliéncias sdo decodificadas por técnicas
de transformada de Fourier.

O Instrumento Completo de CG-MS O esguema de um sistema completo de CG-MS é mostrado na
Figura31-9. A amostra € injetada no capilar da CG (ver Secdo 31B-1) e o efluente penetra em uma entrada
de um espectrémetro de massas tipo quadrupolo. As moléculas sdo fragmentadas e ionizadas pela fonte e
analisadas e detectadas pel o multiplicador de elétrons.

TABELA 31-3
Analisadores de Massas Comuns para a Espectrometria de Massas
Tipo Béasico Principio daAnélise
Setor magnético Deflex&o dos ions em um campo magnético. As trajetdrias dos ions dependem
do valor dem/z
Duplafocalizagdo Focalizagéo eletrostatica seguida de deflex8o por campo magnético. Astrgjetorias
dependem do valor de m/z.
Quadrupolo Movimentagdo do ion em campos cc e de radiofreqgiiéncia.
Somente certos val ores de m/z passam.
Armadilhade ions Retencéo de ions no espago definido por el etrodos anelares e casguete. O campo elétrico
(iontrap) € eta seqiiencialmente os ions de valores crescentes de m/z.
Ressonancia ciclotrénica Retencdo de ions em uma cela clibica sob influéncia da voltagem e do campo magnético.
deions A freqUéncia orbital esta relacionada ao inverso do valor de m/z.
Tempo de véo fons com energia cinética iguais entram em um tubo onde se movem livremente.

A velocidade e assim o tempo de chegada ao detector dependem da massa.

ﬂ] Porta de injecio

e

Silicafundida Regidoda  Regido do
Entrada fopte de analisador Multi p!icador i
do gés de fons de massas de elelztrons _Flgura 31-9 Esqut?rna de um
arraste i i i instrumento CG-MStipico capilar.
Sistema O efluente do CG passa para a entrada
 — de do espectrémetro de massas, no qual
Coluna de’ cG / I dados as moléculas de gés presentes sdo
Forno do cromatografo a gés \ fragmentadas, ionizadas, analisadas e

Linhade Lentesde detectadas.

transferéncia focalizagao

(b)

4Para uma discussdo mais extensiva sobre os analisadores de massas, ver referéncia 3, p. 514-518.
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Em CG-MS, o espectrébmetro de massas varre as massas repetidamente durante o experimento cro-
matogréfico. Se 0 cromatograma ocorre em dez minutos, por exemplo, e uma varredura é obtida a cada
segundo, 600 espectros de massas serdo registrados. Os dados podem ser analisados pel o sistema de dados
de diversas formas. Primeira, a abundancia dos ions em cada espectro pode ser somada e colocada em um
gréfico em fungdo do tempo para fornecer um cromatograma do total de ions. Esse gréfico é similar a
um cromatograma convencional. Pode-se também mostrar o espectro de massas em um tempo particular
durante o cromatograma para identificar-se as espécies que estéo eluindo naquele momento. Finalmente,
pode-se selecionar um valor anico de m/z e monitora-lo durante o experimento cromatogréfico, uma téc-
nica que € denominada monitoramento de ion selecionado.

Outros Tipos de Detectores

Outros detectores importantes para CG incluem o detector termidnico, o detector de condutividade
eletrolitica ou de efeito Hall e o detector de fotoionizag&o. O detector termidnico apresenta uma construgdo
similar ao DIC. No detector termiénico, os compostos contendo nitrogénio e fosforo produzem um aumen-
to da corrente em chamas nas quais um sal de metal alcalino € vaporizado. O detector termibnico é ampla-
mente empregado para pesticidas organofosforados e compostos farmacéuticos.

Nos detectores de condutividade eletrolitica, os compostos contendo halogénios, enxofre ou nitrogénio
s80 misturados com um gés reagente em um pegueno tubo de reacdo. Os produtos sdo entdo dissolvidos em
um liquido, o qual produz uma solugdo condutora. A alteragdo na condutividade resultante da presenca
de um composto ativo € medida. No detector de fotoionizagdo, as moléculas so fotoionizadas por radiacdo
ultravioleta. Os ions e elétrons produzidos sdo coletados com um par de eletrodos polarizados e a corrente
resultante € medida. O detector é freqlientemente usado para as moléculas aromaticas ou outras moléculas
gue sdo facilmente fotoionizaveis.

A cromatografia gasosa € geralmente acoplada a técnicas seletivas da espectroscopia ou eletroquimi-
ca. Discutimos CG-M S, porém a cromatografia gasosa pode ser combinadatambém com muitas outras téc-
nicas, como a espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
suprindo o quimico de ferramentas poderosas de identificagdo de componentes de misturas complexas.
Essas técnicas combinadas sdo muitas vezes chamadas métodos hifenados.®

Nos primeiros métodos hifenados, os eluatos da coluna cromato- B .

o - . Os métodos hifenados acoplam a
grafica eram coletados como fragOes separadas em um coletor resfriado | capacidade de separacéo da
e um detector ndo-destrutivo e ndo-seletivo era empregado paraindicar | cromatografia com a capacidade de
seu aparecimento. A composi¢do da fracdo era investigada por | deteccao qualitativa e quantitativa
ressonancia magnética nuclear, espectrometria no infravermelho ou de | d0s metodos espectrais.
massas ou medidas eletroanaliticas. Uma limitacdo séria a essa abordagem era a quantidade muito peque-
na (normal mente micromols) de soluto presente em uma fragéo.

A maioria dos métodos hifenados modernos monitora o efluente da coluna cromatogréafica continua-
mente por meio de métodos espectroscopicos. A combinacdo de duas técnicas baseadas em diferentes
principios pode levar a uma alta seletividade. Os instrumentos atuais de CG baseados no uso de computa-
dores incorporam grandes bases de dados para a comparacdo de espectros e identificagdo de compostos.

COLUNAS E FASES ESTACIONARIAS PARA
31B| A CROMATOGRAFIA GASOSA

Os estudos pioneiros em cromatografia gasosa foram realizados, no inicio dos anos 1950, em colunas re-
cheadas, nas quais a fase estacionaria era constituida de um filme fino de liquido retido por adsor¢do na
superficie de um suporte solido inerte finamente dividido. A partir de estudos tedricos feitos durante esse
periodo inicial, tornou-se aparente que as colunas ndo recheadas com didmetro de poucos décimos de

5 Para revisGes sobre métodos hifenados, ver C. L. Wilkins, Science, 1983, n. 222, p. 251; Anal. Chem., 1989, n. 59, p. 571A.
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milimetro poderiam proporcionar separactes superiores do que aguelas obtidas em colunas recheadas
guanto a velocidade e a eficiéncia da coluna. Nessas colunas capilares, a fase estacionéria € constituida
por um filme de liquido de espessuraigual a poucos décimos de micrdbmetro recobrindo uniformemente o
interior do tubo capilar. Nos anos 1950, essas colunas tubulares abertas foram construidas; as caracteristi-
cas do desempenho previsto foram confirmadas experimentalmente em varios laboratérios, com colunas
tubulares abertas contendo 300.000 pratos ou mais tendo sido descritas.®

A despeito dessas caracteristicas espetaculares de desempenho, as colunas capilares ndo ganharam
ampla aceitacdo e uso até mais de duas décadas ap0s a sua invengdo. As razdes para esse atraso foram
muitas, incluindo a peguena capacidade de amostra, fragilidade das colunas, problemas mecanicos
associados com aintroducéo da amostra e com a conexdo da coluna com o detector, dificuldades de reco-
brimento da coluna de forma reprodutivel, a vida curta de colunas preparadas de forma ineficiente, a
tendéncia das colunas de entupirem e as patentes, que restringiram o desenvolvimento comercial a um
anico fabricante. (A patente original expirou em 1977.) No final dos anos 1970 esses problemas tornaram-
se contornaveis e muitas companhias de instrumentos comecaram a oferecer colunas tubulares abertas a
um custo razoavel. Em conseqliéncia, temos visto um crescimento importante no uso de colunas capilares
desde essa época.

31B-1 Colunas Capilares ou Tubulares Abertas

As colunas tubulares abertas ou capilares sdo de dois tipos bésicos. coluna tubular aberta de parede
recoberta (TAPR) — WCOT, do inglés wall-coated open tubular — e colunas tubulares abertas revestidas
com suporte (TARS) — SCOT, do inglés support-coated open tubular.” A colunas de parede recoberta s30
simplesmente tubos capilares recobertos com uma fina camada de fase estacionéria. Nas colunas revestidas
com suporte, a superficie interna do capilar é revestida com um filme fino (~30 wm) de um material de
suporte, com terra diatomacea. Esse tipo de coluna retém uma quantidade de fase estacionéria muitas vezes
maior que uma coluna de parede recoberta e assim apresenta maior capacidade de amostra. Geralmente, a
eficiéncia de umacoluna TARS € menor que uma coluna TAPR, mas significativamente maior que a de uma
coluna recheada.

As primeiras colunas TAPR foram construidas de ago inoxidavel, aluminio, cobre ou pléstico.
Posteriormente, o vidro foi utilizado. Fregiientemente, o vidro é corroido com é&cido cloridrico gasoso,
solugdes aquosas fortes de &cido cloridrico ou hidrogeno fluoreto de potassio, o que proporciona uma
superficie rugosa que retém a fase estacionéria mais firmemente. As colunas capilares mais empregadas
sd0 as colunas tubulares abertas de silica fundida (CTAS) — FSOT, do inglés fused-silica open tubular.
Os capilares de silica fundida sdo puxados a partir de silica purificada especial que contém quantidades
minimas de 6xidos metalicos. Esses capilares apresentam paredes muito mais finas que os de vidro. Os
tubos tém sua resisténcia refor¢ada por meio do recobrimento externo de protecéo de poliimida, o qual é
aplicado a medida que o tubo capilar € puxado. As colunas resultantes sdo bastante flexiveis e podem ser

enroladas em bobinas com didmetros de poucas polegadas. Essas colu-

> Ascolunastubularesabertas — paq ety digponiveis comercialmente e oferecem muitas vantagens

desilica fundida (colunas CTAS

ou, em inglés, FSOT) o importantes como resisténcia fisica, reatividade muito menor em

correntemente as colunas mais relagdo aos componentes da amostra e flexibilidade. Paraamaioria das

amplamente utilizadas em CG. aplicactes, elas tém substituido as colunas de vidro antigas do tipo
TAPR.

6 Em 1987, o recorde mundial de comprimento para uma coluna aberta e de niimero de pratos tedricos foi estabelecido, como atestado no Livro
Guinness dos Recordes Mundiais, pela Chrompack International Corporation da Holanda. A coluna era de silica fundida puxada em uma Gnica
peca com didmetro interno de 0,32 mm e comprimento de 2.100 m ou 1,3 milhas. A coluna era recoberta com um filme de polidimetil siloxano de
0,1 m. Uma se¢&o de 1.300 m dessa coluna continha mais de 2 milh&es de pratos.

7 Para uma descric&o detal hada das colunas tubulares abertas, ver M. L. Lee, F. J. Yang e K. D. Bartle, Open Tubular Column Gas Chromatography:
Theory and Practice. NovaYork: Wiley, 1984.
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TABELA 31-4
Propriedades e Caracteristicas de Colunas Tipicas para CG

Tipo de Coluna

CTAS* TAPR' TARSH

(FSOT) (WCOT) (Scor) Recheada
Comprimento, m 10-100 10-100 10-100 1-6
Diametro interno, mm 0,1-0,3 0,25-0,75 0,5 2-4
Eficiéncia, prato/m 2.000-4.000 1.000—4.000 600-1.200 500-1.000
Tamanho da amostra, ng 10-75 10-1000 10-1000 10-108
Pressdo relativa Baixa Baixa Baixa Alta
Velocidade relativa Répida Répida Répida Lenta
E flexivel? Sim N&o N&o N&o
Estabilidade quimica Melhor > Pior

*Colunatubular aberta de silica fundida.

TColuna tubular aberta de parede recoberta.

*Coluna tubular aberta revestida com suporte (também chamada coluna tubular aberta com camada porosa (TACP — PLOT, do inglés
porous layer open tubular).

As colunas tubulares abertas de silica mais amplamente empregadas apresentam diémetros de 0,32 e
0,25 mm. As colunas de alta resolucéo sdo vendidas com diédmetros de 0,20 e 0,15 mm. Essas colunas séo
de uso mais complexo e sdo mais restritivas com relagdo aos sistemas de injecéo e detecgdo. Assim, um
divisor de amostra deve ser empregado parareduzir o tamanho da amostrainjetada na coluna e um sistema
de deteccdo mais sensivel com baixo tempo de resposta é necessario.

Recentemente, capilares de 530 um, algumas vezes denominados colunas megabore, tém surgido no
mercado. Essas colunas toleram amostras de tamanho similar aqueles para as colunas recheadas. As ca-
racteristicas de desempenho das colunas tubulares abertas megabore sdo tdo boas como aquelas de didme-
tros menores, porém sdo significativamente melhores que aguelas das colunas recheadas.

A Tabela 31-4 compara as caracteristicas de desempenho de colunas capilares de silica fundida com
outros tipos de colunas de parede recoberta, bem como com as de colunas com suporte revestido e re-
cheadas.

31B-2 Colunas Recheadas

As colunas recheadas sdo atualmente fabricadas de tubos de vidro ou metal; elas apresentam um compri-
mento tipico entre 2 e 3 m e didmetro interno de 2 a4 mm. Esses tubos s8o densamente recheados com um
material uniforme e finamente dividido, ou suporte solido, que é recoberto com uma camada fina (0,05 a
1 um) de fase estacionaria liquida. Os tubos sdo enrolados na forma de bobinas com diémetros aproxima-
dos de 15 cm para possibilitar uma termostatizacdo conveniente no forno.

Materiais Solidos de Suporte

O recheio, ou suporte sélido em uma colunarecheada, serve parafixar afase estacionérialiquida de forma
que a maior area superficial possivel esteja exposta a fase movel. O suporte ideal consiste em pequenas
particulas uniformes e esféricas com boa resisténcia mecanica e com uma area superficial de pelo menos
1 m?/g. Além disso, o material deve ser inerte a temperaturas elevadas e deve ser molhado uniformemente
pela fase liquida. Nenhuma substéncia que preencha perfeitamente todos esses critérios se encontra
disponivel.

Os recheios empregados inicialmente, e ainda os mais amplamente utilizados, para a cromatografia
gasosa eram preparados com terra diatomacea de ocorréncia natural, a qual consiste em esqueletos de
milhares de espécies de plantas unicelulares que habitaram os antigos lagos e mares. Esses materiais
de suporte sdo freqlientemente tratados quimicamente com dimetilclorosilano, o qual produz uma cama-
da de grupos metila. Esse tratamento reduz a tendéncia de o recheio absorver moléculas polares.
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Tamanho de Particulas dos Suportes

Como mostrado na Figura 30-16 (pagina 934), a eficiéncia de uma coluna cromatografica aumenta rapi-
damente com a diminui¢do do didmetro de particula do recheio. Contudo, a diferenca de pressdo requerida
para manter uma vaz&o aceitavel do gas de arraste varia de formainversa com o quadrado do diémetro de
particula; essa Ultima relacéo tem estabelecido os limites sobre o tamanho de particulas utilizado em cro-
matografia, porque ndo € conveniente empregar-se diferencas de pressdo maiores que cerca de 50 psi.
Como resultado, as particulas de suporte usuais sdo de 60 a 80 mesh (250 a 170 wm) ou de 80 a 100 mesh
(170 a 149 pm).

31B-3 Fases Estacionarias Liquidas

As propriedades desgjaveis de uma fase liquida imobilizada em uma coluna cromatogréafica gas-liquido
incluem (1) baixa volatilidade (idealmente, o ponto de ebulicdo do liquido deve ser pelo menos 100 °C
maior que a temperatura méxima de operacéo da coluna); (2) estabilidade térmica; (3) inércia quimica e
(4) caracteristicas de solvente apropriadas para que os valores de k e « (ver Secdo 30E-4) para 0s solutos
a serem resolvidos caiam dentro de uma faixa adequada.

Muitos liguidos tém sido propostos como fases estacionérias no desenvolvimento da cromatografia
gas-liquido. Atualmente menos de uma dizia sdo de uso comum. A escolha apropriada de uma fase esta-
cionaria é freqlientemente crucial para 0 sucesso de uma separacdo. Existem orientacfes qualitativas para
ef etuar-se essa escolha, porém, no final, amelhor fase estacionaria somente pode ser determinada de forma
experimental no laboratorio.

O tempo de retencéo para um analito na coluna depende da sua constante de distribuic&o que, por sua
vez, esta relacionada com a natureza quimica da fase estacionéria. Para separar 0s varios componentes de
uma amostra, suas constantes de distribuicdo devem ser suficientemente diferentes para possibilitar uma
separacdo bem definida. Ao mesmo tempo, essas constantes ndo devem ser extremamente grandes ou
extremamente pequenas porque: 0 primeiro caso leva os tempos de retencéo a valores proibitivos e, o
segundo, resulta em tempos de retencdo t&o curtos que as separagdes sdo incompl etas.

Para se obter um tempo de residéncia razoavel na coluna, um analito deve mostrar algum grau de
compatibilidade (solubilidade) com a fase estacionaria. Nesse caso, 0 principio segundo o qual “igual
dissolve igual” se aplica, onde “igual” refere-se a polaridade do anali-
to eado liquido imobilizado. A polaridade é o efeito de campo el étri-

» As polaridades de grupos . . . p i .
co na vizinhanca imediata da molécula e € medido pelo momento de

funcionais orgénicos na ordem

crescente sao: hidrocarbonetos
aliféticos < olefinas <
hidrocarbonetos arométicos <
haletos < sulfetos < éteres

< compostos hitro < ésteres,
aldeidos, cetonas < acodis,
aminas < sulfonas < sulfoxidos
< amidas < &cidos carboxilicos
< é&gua.

dipolo das espécies. As fases estacionarias polares contém grupos
como —CN, —CO e —OH. As fases estaciondrias do tipo hidrocar-
bonetos e os dialquil siloxanos sdo ndo-polares, enquanto as fases de
poliésteres sdo altamente polares. Os analitos polares incluem os
alcodis, acidos e aminas; 0s solutos de polaridade média englobam os
éteres, as cetonas e os aldeidos. Os hidrocarbonetos saturados sdo ndo-
polares. Geralmente, a polaridade da fase estacionaria deve igualar-se
a dos componentes da amostra. Quando se tem uma boa igualdade, a
ordem de elui¢do € determinada pelo ponto de ebulicdo dos eluentes.

Algumas Fases Estaciondrias Comuns

A Tabela 31-5 lista as fases estacionérias mais empregadas em colunas recheadas e colunas tubul ares aber-
tas de cromatografia gasosa na ordem crescente de polaridade. Esses sei's liquidos provavel mente podem
prover separaces satisfatérias para 90% ou mais das amostras encontradas pel os cientistas.
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TABELA 31-5
Algumas Fases Liquidas Estacionarias para a Cromatografia Gas-Liquido
Nome Comercial Temperatura
Fase Estacionéria Comum Maxima, °C Aplicagdes Comuns
Polidimetilsiloxano OV-1, SE-30 350 Fase ndo-polar de uso geral,
hidrocarbonetos arométicos,
polinucleares, esterdides, PCBs
5% fenil-polidimetil- OV-3, SE-52 350 Eteres metilicos de &cidos graxos,
siloxano alcaléides, drogas, compostos
hal ogenados
50% fenil-polidimetilsiloxano Oov-17 250 Drogas, esteroides, pesticidas, glicéis
50% trifluorpropil Ov-210 200 Aerométicos clorados, nitroarométicos,
polidimetilsiloxano benzenos alquil substituidos
Polietileno glicol Carbowax 20M 250 Acidos livres, alcodis, éteres, 6leos
essenciais, glicois
50% cianopropil- OV-275 240 Acidos gaxos poliinsaturados, &cidos
polidimetilsiloxano rosineos, acidos livres, alcotis

Cinco dos liquidos listados na Tabela 31-5 sdo polidimetilsiloxanos que apresentam a estrutura geral

No primeiro deles, polidimetilsiloxano, os grupos —R sdo todos —CH,;, definindo um liquido que é re-
lativamente ndo-polar. Nos outros polisiloxanos mostrados na tabela, uma fracdo dos grupos metilico
€ substituida por grupos funcionais como fenil (—CgHs), cianopropil(—C3sHgCN) e trifluoropropil
(—C3HgCF53). As porcentagens em cada caso referem-se a quantidade de substitui¢do de grupos metilico
pelo grupo indicado no nhome na cadeia do polisiloxano. Assim, por exemplo, 0 5% fenil-polidimetil-
siloxano apresenta um anel fenilico ligado a 5% do nimero de &omos de silicio no polimero. Essas subs-
tituicdes aumentam a polaridade dos liquidos em vérios graus.
A quinta entrada na Tabela 31-5 é um poalietileno glicol com estrutura

HO—CH,—CH,—(O—CHy—CH,),—OH

Esse composto encontra amplo uso na separacao de espécies polares.

Fases Estacionarias Ligadas e Com Ligacdes Entrecruzadas

As colunas comerciais s80 anunciadas como constituidas de fases estacionérias ligadas, com ligacGes
entrecruzadas, ou ambos. O propésito daligagdo e do entrecruzamento € a obtencdo de maior durabilidade
dafase estacionaria, que pode ser lixiviada pelo solvente quando o filme se torna contaminado. Com o uso,
colunas ndo tratadas perdem lentamente suas fases estacionérias devido ao “sangramento”, no qual uma
pequena quantidade de liquido imobilizado é arrastada para fora da coluna durante o processo de €l uicéo.
O sangramento € acentuado quando a coluna precisa ser lavada com um solvente para remover os conta-
minantes. A ligagdo quimica e as ligagdes entrecruzadas inibem o sangramento.

A ligacéo envolve anexar uma camada monomolecular da fase estacionéria a superficie de silica da
coluna por meio de uma ligagdo quimica. Para as colunas comerciais, a natureza da reacéo € uma pro-
priedade industrial.
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As ligacOes entrecruzadas sdo feitasin situ apds a colunater sido recoberta com um dos polimeros lis-
tados na Tabela 31-5. Uma forma de se obter as ligacBes entrecruzadas baseia-se ha incorporacéo de um
peroxido no liquido original. Quando o filme € aguecido, uma reacdo entre os grupos metilicos das cadeias
do polimero éiniciada por um mecanismo radicalar livre. As moléculas do polimero sdo entéo ligadas entre
s por ligagdes carbono—carbono. Os filmes resultantes sGo mais dificeis de serem extraidos e apresentam
maior estabilidade térmica que os filmes ndo tratados. As ligacdes entrecruzadas podem ser iniciadas tam-
bém por exposi¢do das colunas recobertas a radiagdo gama.

Espessura do Filme

As colunas comerciais contendo fases estacionérias cujas espessuras variam de 0,1 a5 um estdo dispo-
niveis. A espessura do filme afeta primariamente o carater da retencéo e a capacidade da coluna, como dis-
cutido na Secdo 30E-6. Os filmes espessos sdo empregados com compostos altamente volateis, porgue
esses filmes retém os solutos por um tempo mais longo, provendo assim maior intervalo de tempo para que
a separacao ocorra. Os filmes finos sdo Utels para separar as espécies de baixa volatilidade em um tempo
razoavel. Para muitas aplicagdes de colunas de 0,25 ou 0,32 mm, uma espessura de filme de 0,25 um é
recomendada. Nas colunas megabore, sdo geralmente empregados filmesde 1 a 1,5 um. Atualmente colu-
nas com filmes de 8 um de espessura est&o sendo comercializadas.

31C| APLICACOES DA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

A cromatografia gas-liquido pode ser aplicada as espécies rel ativamente vol éteis e termicamente estaveis
a temperaturas de até poucas centenas de graus Celsius. Um grande nimero de compostos de interesse
possui essas qualidades. Conseqlientemente, a cromatografia gasosa tem sido amplamente aplicada na se-
paracéo e determinacdo de componentes em variados tipos de amostras. A Figura 31-14 mostra os cro-
matogramas para algumas dessas aplicagoes.

Alcodis Alcal6ides Esterdides 4
2

3 2

sl

01234567 891011121314mn 0 1 2 3 4 5 6 7mn 012345678 91011min

(3@ (b) (©
_ _ Oleo de Figura 31-10
) Arométicos Alcodis em sementes Cromatogramas tipicos obtidos
4 clorados 1 sangue em colunas tubulares abertas
3 recobertas com (a)

polidimetilsiloxano, (b) 5%
(fenil-polidimetilsiloxano), (c)
50% (fenil-polimetilsiloxano),
(d) 50% (trifluorpropil-
: . M 3 po:?di _r:wetilsjllprno), (e
polietileno glicol e

_\1 L _I A A__Lf J (f) 50% (cianopropil-
012345678091011121314151617min 0 1 2 3 4 5 6mn 0123456 7809101112131415min  polidimetilsiloxano).

(d) (e 0 (Cortesiade J & W Scientific.)




SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH CAP. 31 Cromatografia Gasosa 915

31C-1 Analise Qualitativa

Os cromatogramas obtidos por CG sdo amplamente utilizados para se estabelecer a pureza de compostos
organicos. Os contaminantes, se presentes, sao revelados pelo aparecimento de picos adicionais; as areas
sob esses pi cos fornecem estimativas grosseiras da extensdo da contaminagdo. A técnica é também til para
se avaiar a eficiéncia dos processos de purificacdo.

Em teoria, os tempos de retencdo em CG deveriam ser Uteis para identificar-se os componentes em
misturas. Na verdade, contudo, a aplicabilidade desses dados € limitada pelo nimero de varidveis que
devem ser controladas para se obter resultados reprodutiveis. Contudo, a cromatografia gasosa prové um
meio excelente de confirmagdo da presenca ou auséncia de compostos suspeitos em uma mistura, supon-
do que uma amostra auténtica da substéncia esteja disponivel. Nenhum outro pico deve aparecer no
cromatograma da mistura em adicéo ao do composto conhecido e 0 aumento de intensidade de um pico
previamente existente deve ser observado. A evidéncia € particularmente convincente se o efeito puder ser
duplicado em colunas diferentes e a diferentes temperaturas. Por outro lado, porque um cromatograma
fornece uma informag&o Unica sobre cada espécie da mistura (o tempo de retencéo), a aplicacdo da téc-
nica na andlise qualitativa de amostras complexas de composi¢édo desconhecida € limitada.

Essalimitacdo tem sido contornada em sua maior parte pelaligacéo das colunas cromatograficas dire-
tamente a espectrébmetros ultravioleta, infravermelho e de massas. Os instrumentos hifenados resultantes
constituem ferramentas poderosas para a identificagéo de componentes de misturas complexas (ver Secéo
31A-4). Um exemplo do uso da espectrometria de massas combinada com a cromatografia gasosa para a
identificacdo de constituintes do sangue é dado no Destaque 31-1.

Embora um cromatograma possa néo levar aumaidentificagdo positiva das espéci es presentes em uma
amostra, este freqlientemente prové uma evidéncia segura da auséncia de umaespécie. Assim, seaamostra
falha em produzir um pico com o0 mesmo tempo de retencéo que um padréo obtido sob condic¢des idénti-
cas, isso é uma evidéncia forte de que o composto em questdo esté ausente (ou presente em concentracao
abaixo do limite de deteccdo do procedimento).

31C-2 Analise Quantitativa

A cromatografia gasosa deve seu enorme crescimento em parte a sua velocidade, simplicidade, custo re-
lativamente baixo e ampla aplicabilidade a separaces. E duvidoso, contudo, que a CG poderia ter se tor-
nado tdo amplamente utilizada, se ndo fosse capaz de fornecer informagdes quantitativas sobre as espécies
separadas.

A CG quantitativa esta baseada na comparacdo da altura ou da &rea de um pico analitico com aquele
de um ou mais padrfes. Se as condi¢des sdo controladas adequadamente, ambos os parédmetros variam li-
nearmente com a concentracdo. A area de um pico € independente dos efeitos de alargamento discutidos
anteriormente. Portanto, considerando esse fato, a area é um parémetro analitico mais satisfatorio que a
altura do pico. Contudo, as alturas de pico sdo medidas de forma mais fécil e, para os picos estreitos, mais
exata. A maioriados instrumentos cromatograficos modernos € equipada com computadores que fornecem
medidas de areas relativas. Se esse equipamento ndo esta disponivel, uma estimativa manual deve ser feita
Um método simples que funciona bem para os picos simétricos de largurarazoavel consiste em multiplicar
a altura do pico pela sua largura medida na metade da sua atura.

Calibracdo com Padroes

O método mais direto de analise cromatogréafica gasosa quantitativa envolve a preparacdo de uma série de
solugdes padrdo cuja composicao se aproxima daquela da amostra (método do padrdo externo). Os cro-
matogramas para 0s padrfes sao obtidos e as alturas dos picos ou suas areas sao empregadas em um gré-
fico em fungéo da concentragéo para se obter uma curvaanalitica. Um gréfico dos dados deve fornecer uma
linha reta passando pela origem; as andlises quantitativas sd0 baseadas nesse gréfico. A calibracéo deve ser
fregliente para maior exatidao.
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DESTAQUE 31-1
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Uso da CG-MS na Identificacdo de um Metabdlito de um Medicamento no Sangue®

Um paciente em coma estava sob suspeita de ter
ingerido uma dose excessiva de um medicamento,
a glutetimida (Doriden), tendo em vista um fras-
co vazio do medicamento encontrado préximo a
ele. Um cromatograma a gés foi obtido de um
extrato de plasma do seu sangue e dois picos
foram encontrados, como mostrado na Figura
31D-1. O tempo de retencdo para o pico 1 corre-
spondeu ao da glutetimida, mas o composto
responsavel pelo pico 2 ndo eraconhecido. A pos-
sibilidade de que o paciente tivesse ingerido outra
droga foi considerada. Contudo, o tempo de
retencdo para o pico 2 sob as condi¢des empre-
gadas ndo correspondia a nenhum outro medica-
mento acessivel ao paciente nem a qualquer droga
ilicita. Portanto, uma cromatografia acoplada a
espectrometria de massas foi utilizada para se
estabelecer a identidade do pico 2 e para confir-
mar aidentidade do pico 1 antes de se submeter o
paciente a qualquer tratamento.

O extrato de plasma foi submetido a uma
analise por CG-MS e 0 espectro de massas apre-
sentado na Figura 31D-2a confirmou que o pico
1 eradevido a glutetimida. Um pico no espectro
de massas com razdo massa-carga de 217 repre-
senta a razéo correta para o ion molecular da
glutetimida e o espectro de massas mostrou-se
igual aguele de uma amostra conhecida de glute-

timida. O espectro de massas do pico 2, contudo,
mostrou uma massa para o ion molecular na
raz8o massa-carga de 233, como pode ser visto
na Figura 31D-2b. Isso difere da massa molecu-
lar do ion da glutetimida por 16 unidades de
massa. V&rios outros picos no espectro de mas-
sas do pico 2 diferem daqueles da glutetimida
por 16 unidades de massa, indicando a incorpo-
racdo de oxigénio na molécula de glutetimida.
Isso levou os cientistas a acreditar que o pico 2
era devido a um metabdlito 4-hidroxi da droga
original (droga pai).

Estrutura e modelo molecular da glutetimida.

©
=
Kz
Q .
o ] Pico 2
g Pico 1
=
&
(]
£
Tempo
Figura 31D-1 Cromatograma a gés de um extrato de plasma sangiiineo de

uma vitima de superdosagem de medicamento . O pico 1 ocorreu a um tempo
de retencdo apropriado para ser identificado como a glutetimida, porém, o
composto responsavel pelo pico 2 era desconhecido até que foi feitauma CG-MS.

(continua)

8 De J. T. Watson, Introduction to Mass Spectrometry, 3. ed., p. 22-25. NovaYork: Lippincott-Raven, 1997.
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Figura 31D-2 (a) Espectro de
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massas obtido durante a elui¢do do pico
1 do cromatograma de CG da Figura
31D-1. Esse espectro de massas é
idéntico aquele da glutetimida. (b)
Espectro de massas obtido durante a
€eluicao do pico 2 do cromatograma
mostrado na Figura 31D-1. A
fragmentacdo dos dois compostos
produz ions que sdo separados no
espectrometro de massas. Cada pico do
espectro de massas aparece a uma razao
massa-carga (m/z) correspondente a
massa do fragmento para ions de carga
Unica. O picoA emm/z = 217 no
espectro de cima (a) corresponde a
massa molar da glutetimida e o espectro @
de massas é idéntico aguele de uma
amostra pura do composto. Dessa
forma, 0 espectro de massas identifica
conclusivamente 0 composto suspeito
como glutetimida. O pico B no espectro
de baixo (b) aparece aumam/z = 233,
exatamente 16 unidades de massa a
mais que a glutetimida. Essa evidéncia
sugere a presenca de um &omo extra de
oxigénio namolécula, que corresponde
ao metabdlito 4-hidroxi apresentado a
seguir. (De J. T. Watson, Introduction to
Mass Spectrometry, 3. ed., p. 24. 100
Filadéfia: Lippincott-Raven, 1997.
Com permissao.) (b)

Intensidade relativa

100

Intensidade relativa

A
217

150 200

B
233

150 200
m'z

Estrutura e modelo molecular do metabdlito 4-hidroxi.

Um derivado anidridico acético do material
do pico 2 foi ent&o preparado e descobriu-se que
este eraidéntico ao acetato derivado do 4-hidroxi-
2-¢til-2fenilglutarimida, 0 metabdlito mostrado ao
lado. Esse metabdlito € conhecido por exibir
efeitos tdxicos em animais. O paciente foi entdo
submetido a uma hemodidise, que removeu o
metabdlito polar mais rapidamente que a droga
menos polar que o originou. Rapidamente, o pa-
ciente recobrou a consciéncia.
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O Meétodo do Padrado Interno

A maior precisdo em CG quantitativa é obtida empregando-se padrdes internos porque as incertezas
introduzidas pela injecdo da amostra, vazéo e variagdes nas condi¢bes da coluna s&o minimizadas.
Nesse procedimento, uma quantidade cuidadosamente medida de um padr&o interno é introduzida em
cada padréo de calibracéo e na amostra (ver Seca@o 8C-3) e arazdo entre &rea do pico do analito (ou sua
altura de pico) e a &rea do pico do padrédo interno (ou sua altura) € utilizada como parémetro analitico
(ver Exemplo 31-1). Para que esse método seja bem-sucedido, é necessario que o pico do padrao inter-
no seja bem separado dos picos dos outros componentes da amostra. Contudo, deve aparecer proximo
ao pico do analito. Naturalmente, o padrdo interno deve estar ausente na amostra a ser analisada.
Empregando-se um padréo interno adequado, precisoes relativas de 0,5% a 1% tém sido relatadas.

EXEMPLO 31-1

Os picos cromatograficos podem ser influenciados por uma variedade de fatores instrumentais.
Podemos freqlientemente compensar as variagfes nesses fatores empregando o método do padrdo inter-
no. Nesse caso, adicionamos a mesma guantidade de padrao interno as misturas contendo quantidades
conhecidas do analito e as amostras de concentracéo desconhecida do analito. Calculamos entéo arazéo
entre a altura do pico (ou area) para o analito e aquela do padréo interno.

Os dados mostrados na tabela foram obtidos durante a determinacéo de um hidrocarboneto C; com
um composto semelhante adicionado a cada padréo e a amaostra como padrao interno.

Por centagem do Alturado Pico Alturado Pico para
Analito paraoAnalito o Padrdo Interno

0,05 18,8 50,0

0,10 48,1 64,1

0,15 63,4 55,1

0,20 63,2 427

0,25 93,6 53,8
Amostra 58,9 49,4

Elabore uma planilha de calculo para determinar as razfes das alturas dos picos do analito e do padréo
interno e faca um grafico dessas razdes versus a concentracdo do analito. Determine a concentracdo na
amostra e o seu desvio padréo.

A planilha é exposta na Figura 31-11. Os dados sdo inseridos nas colunas de A a C, como mostra-
do. Nas células D4 a D9, as raz8es das alturas dos picos sao calculadas pela formula apresentada na
célulade documentagdo A22. Um gréfico da curva de calibragdo também € exibido nafigura. A estatis-
ticadaregressdo linear é calculadanas células B11 a B20 usando a mesma abordagem descritana Secéo
8C-2. Osresultados estatisticos sdo cal culados pelas férmulas nas células de documentacéo A23 aA3L.
A porcentagem de analito na amostra foi determinada como (0,163 =0,008)%.




Célula B17=B16*VARP(A4:A8)
Célula B18=MEDIA(D4:D8)
Célula B19=insira 0 numero de replicatas
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A | B ] B | D | E | F | & |
1 | CG quantitativa empregando o método do padréo interno
2 Altura do pico| Altura do pico para | Razéo das alturas dos picos do
3 Porcentagem do analito para o analito| o padro interno | analito/padréo interno
4 0,050 18,8 a0.0 0.3a
5 0,100 481 G4,1 0,75
B 0,150 63,4 55,1 1,158
7 0,200 B3,2 427 1,48
g 0,260 956 53,8 1,74
2 | Amostra 63,9 48 4 1,19
10 | Equagéo de regressio
11 | Inclinagdo B,214515 200
12 | Intercepto 0.052202
13 | Concentragéo da amostra 0,163440 1.80 %
14 | Analise de erro o 1.E0 e
15 | Erro padréo em Y 0,0459E0 2 1.40 E
16 [N 5] 8
17 | Sy 0025 | 8 i A
Sy s 1,00
18 |y (razdo média) 1,1 =
19 [m 1] g 080 —F
20 | Desvio padréo em ¢ 0,007539 o 0F0
21 | Documentagéo da Planilha N 040
22 | Célula D4=B4/C4 ® 0o
23 | Célula B11=INCLINACAO(D4:48,A4:A8) :
24 | Célula B12=INTERCEPTO(D4:D8, Ad:A8) 0.00
25 |Célula B13=(D9-B12)/B11 pooo o00s0 0100 01500 02000 0250
26 | Célula B15=STEYX(D4:D8,A4:A8) Porcentagem do analito
27 | Célula B16=COUNT(A4:A8)
28
29
30
Eil

Figura 31-11

Célula B20=B15/B11*SQRT(B19+/B16+(D19-B18)*2)/((B11"2*B17))

DESTAQUE 31-2

Cromatografia Gasosa de Alta Velocidade®

Planilha parailustrar o método do padr&o interno para a determinagéo de um hidrocarboneto C; através de CG.

A cromatografia gasosa tem sempre focalizado a
obtencao de resolucdes cada vez maiores de forma
a separar misturas cada vez mais complexas. Em
muitas separacdes, as condicles sdo ateradas para
separar 0 par de componentes de separacdo mais
dificil, denominado par critico. Muitos dos com-
ponentes de interesse, sob essas condicdes, sdo
separados muito mais que 0 necessario. A idéia
basicada CG de alta velocidade é que, paramuitas

separagles de interesse, uma ata vel ocidade pode
ser obtida, embora em detrimento da seletividade e
da resolugéo.

A fim de visualizar como arranjar as con-
digdes para as separagOes de ata velocidade,
podemos escrever a Equacdo 30-17 como

L 1

(31-1)

(continua)

9 Para umarevisio, ver R. Sacks, H. Smith e M. Nowak, Anal. Chem., 1998, v. 70, p. 29A.
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em que k, é o fator de retencdo para o Ultimo
componente de interesse no cromatograma. Se
rearranjarmos a Equacado 31-1 e resolvermos para
o tempo de retencdo do Ultimo componente de
interesse, obtemos

IRZEX(1+kn) (31-2)

A Equacdo 31-2 nos diz que podemos obter uma
separacd0 mais rdpida empregando uma coluna
mais curta, vaz0es do gés de arraste maiores que as
usuais e fatores de retencéo pequenos. O preco a
ser pago é areducdo no poder de resolugdo, causa
da pelo aumento na largura da banda, e na capaci-
dade de pico reduzida (isto €, o nimero de picos
gue pode ser incluido em um cromatograma).
Sacks e co-autores, na Universidade de
Michigan,® tém desenvolvido a instrumentagdo e
avdiado as condicbes cromatograficas para ofti-
mizar a velocidade de separacdo a um custo mini-
mo em termos de resolucéo e capacidade de pico.
Eles desenvol veram sistemas para produzir colunas
sintonizaveis e para realizar uma programagéo de
temperatura de dta velocidade. Uma coluna sin-
tonizével € uma combinacdo seria de uma coluna

FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

polar e uma ndo-polar. A Figura 31D-3 mostra a
separacdo de 12 compostos antes do inicio da
rampa programada de temperatura e de 19 com-
postos apds 0 inicio da programacéo de temperatu-
ra. O tempo total necessario foi de 140 s. Esses
pesquisadores também tém utilizado a CG de dta
velocidade com deteccéo com espectrometria de
massas, incluindo a deteccéo por tempo de voo.tt

90 °C

14,15 17

24,25
18,20,21

28
23, 26/ .

30

13 19 22

| | | | | |
20 40 60 80 100 120
Tempo, s

Figura 31D-3 Cromatograma de alta vel ocidade obtido em
operagao isotérmica (30 °C) por 37 s seguida de umarampade
temperatura de 35 °C/min até 90 °C. (Reproduzida com
permissdo de H. Smith e R. D. Sacks, Anal. Chem., 1998,

v. 70, p. 4960. Copyright daAmerican Chemical Society).

140

31D

1. Ar; 2. Metano; 3. Dioxido de

CROMATOGRAFIA GAS-SOLIDO

carbono; 4. Etileno; 5. Etano

1
5

Y O S |
0 1 2 3 4 5
Figura 31-12 Cromatograma
tipico gés-solido empregando uma
coluna TACP.

6 min

A cromatografia gas-solido é baseada na adsor¢@o das substéncias
gasosas sobre as superficies solidas. Os coeficientes de distribuicéo
geralmente sd0 muito maiores que aqueles para a cromatografia gas-
liquido. Consequientemente, a cromatografia gas-solido é Util para a se-
paracdo de espécies que ndo sdo retidas pelas colunas gés-liquido, como
os componentes do ar, sulfeto de hidrogénio, dissulfeto de carbono, 6xi-
dos de nitrogénio, monoéxido de carbono e gases raros.

A cromatografia gas-solido é realizada com colunas recheadas ou
tubulares abertas. Para essa Ultima, uma camada fina do adsorvente é
fixada as paredes internas do capilar. Essas colunas so denominadas
algumas vezes colunas tubulares abertas com camada porosa, ou
colunas TACP (PLOT, em inglés, porous-layer open tubular). A Figura
31-12 mostra uma aplicacdo tipica de uma coluna TACP.

10H. Smith e R. D. Sacks, Anal. Chem., 1998, v. 70, p. 1960.
11C. Leonard e R. Sacks, Anal. Chem., 1999, v. 71, p. 5177.
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EXERCICIOS NA WEB

Dirija seu navegador para o endereco http://chemistry.brookscole.com/
skoogfac/. A partir do menu do Chapter Resources, selecione Web
Works. Localize a segdo do Capitulo 31 e vocé vai encontrar varias
conexdes com os fabricantes de instrumentos para a cromatografia
gasosa. Clique em uma dessas conexdes e investigue as caracteristicas
de um instrumento tipo premium de CG e de um instrumento de rotina.
Compare e mostre as diferencas dessas caracteristicas. Preste muita
atencdo, em sua comparacdo, ao tamanho do forno, a incerteza na tem-
peratura do forno, a capacidade da unidade em realizar a programacao
de temperatura, aos tipos de detectores disponiveis e aos tipos de sis-
temas de andlise de dados.

QUESTOES E PROBLEMAS

*31-1.

31-2.

*31-3.

31-4.

*31-5.
31-6.

*31-7.

31-8.

*31-9.

31-10.

*31-11.

31-12.

Quais sfo as diferencas entre a cromato-
grafia gés-liquido e gas-sdlido?

Quais tipos de misturas sdo separados por
cromatografia gés-solido?

Por que a cromatografia gés-solido néo é
extensivamente utilizada como a cromato-
grafia gés-liquido?

Como funciona um medidor de vazéo de
bolha de sab&o?

O que é um cromatograma?

O que significa programacdo de tempe-
ratura em cromatografia gés-liquido?
Descreva as diferencas fisicas entre as co-
lunas tubulares e as recheadas. Quais sdo
as vantagens e desvantagens de cada uma
delas?

Quais varidveis devem ser controladas
para se abter dados quantitativos satis-
fatorios de um cromatograma?

Qual é o material de recheio empregado
namaioriadas colunas para cromatografia
gasosa?

Descreva o principio no qua cada um dos
seguintes detectores para cromatografia ga-
sosa esta baseado: (a) condutividade térmi-
ca, (b) ionizagcdo em chama, (C) captura de
elétrons, (d) termidnico e (e) fotoionizacdo.
Quais sdo as principais vantagens e as
principais limitagcdes dos detectores lista-
dos no Problema 31-107?

O gue sdo métodos cromatograficos hife-
nados? Descreva brevemente trés métodos
hifenados.

*31-13. O que sdo colunas tubulares abertas tipo
megabore? Por que elas sdo empregadas?

31-14. Quais so as diferencas entre as seguintes

colunas tubulares abertas?
(a) colunas TACP.
(b) colunas TAPR.
(c) colunas TARS.

31-15. Quais propriedades uma fase liquida esta-
cionaria deve apresentar para ser utilizada
em cromatografia gasosa?

31-16. Quais sdo as vantagens das colunas capi-
lares de silica fundida quando comparadas
as colunas de vidro ou metal ?

*31-17.Qual é o efeito da espessura da fase esta-
cionaria nos cromatogramas a gés?

31-18. Por que as fases estaciondrias para croma:
tografia gasosa sfo freqlientemente ligadas e
interligadas (ligadas de forma entre cruza-
da)? O que significam esses termos?

*31-19. Liste as varidveis que levam a (a) alarga
mento de banda e (b) separacdo de bandas
em cromatografia gas-liquido.

31-20.Um método de determinagdo quantitativa
da concentragdo de constituintes de uma
amostra analisada por cromatografia gaso-
sa € a normalizacéo de &rea. Nesse proce-
dimento, a eluicdo completa de todos os
constituintes da amostra é necess&ria. A
area de cada pico é medida e corrigida
para a resposta do detector para os dife-
rentes eluatos. Essa correcdo envolve a
divisdo da &rea por um fator de correcao
empiricamente determinado. A concen-
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tracdo do analito € encontrada a partir da
razdo entre a sua area corrigida e a area
total corrigida de todos os picos. Para um
cromatograma contendo trés picos, as
areas relativas foram determinadas como
16,4; 45,2; e 30,2, na ordem do aumento
do tempo de retencdo. Calcule a porcen-
tagem de cada composto se as respostas
relativas do detector forem 0,60, 0,78 e
0,88, respectivamente.

*31-21.As areas sob 0s picos e as respostas rela-
tivas do detector sdo empregadas para
determinar as concentragdes de cinco es-
pécies em uma amostra. O método da

100%

Timol Componentes do

6leo essencial

Eugenol

Benzoato de metila Carvacrol

Carvona

Cinamaldeido

Linalol

Corrente total de ions, %

S Y S

11:43 18:23 25:03 31:43 38:23
Tempo de retengdo, min

Cromatograma a gas. (Reproduzido com permissdo de

normalizacdo de area descrito no Pro-
blema 31-20 é utilizado. As é&reas relati-
vas para 0s Cinco picos cromatograficos
sdo dadas na tabela. Também sdo mos-
tradas as respostas relativas do detector.
Calcule a porcentagem de cada compo-
nente na mistura.

Resposta
Area Relativa Relativa
Composto do Pico do Detector

A 32,5 0,70
B 20,7 0,72
C 60,1 0,75
D 30,2 0,73
E 18,3 0,78

31-22. Para os dados fornecidos no Exemplo 31-

1, compare o método dos padrdes externos
com 0 método do padrdo interno. Faca um
grafico da altura do pico do analito versus
a porcentagem do analito e determine a
sua quantidade na amostra empregando
o0s resultados para o padrdo interno. Seus
resultados sG0 mais precisos quando o
método do padrdo interno é utilizado? Se
forem, forneca algumas possiveis razdes
paraisso.

31-23. Problema Desafiador. O cinamaldeido é

0 componente responsavel pelo aroma de
canela. Também é um potente composto
antimicrébico presente nos Gleos essen-
ciais (ver M. Friedman, N. Kozukue e L.
A. Harden, J. Agric. Food Chem., 2000,
v. 48, p. 5702). A resposta de CG de uma
mistura artificial contendo seis compo-
nentes de 6leo essencia e benzoato de
metila como padrdo interno é mostrada
nafigura.

M. Friedman, N. Kozukuc eL. A. Harden; J. Agric. Fed.
Chem., 2000, v. 48, p. 570. Copyright daAmerican

Chemical Society.)

Corrente total de ions, %

(@ A seguinte figura é uma ampliacdo
idealizada de uma regido proxima ao
pico do cinamaldeido.

| i I | | | I [ I

18 182 184 186 188 19 192 194 196 198 20
Tempo, min

Cromatograma ampliado.

Determine o tempo de retencdo para o
cinamaldeido.

(b) A partir da figura na parte (a), deter-
mine o nimero de pratos tedricos para
acoluna.

(¢) A coluna de silica fundida apresentava
um didmetro de 0,25 mm por um com-
primento de 30 cm com um filme de
0,25 um de espessura. Determine a
altura equivalente de prato tedrico a par-
tir dos dados das partes (a) e (b).

(d) Os dados quantitativos foram aobtidos
empregando-se 0 benzoato de metila
como padrdo interno. Os seguintes re-
sultados foram obtidos para as curvas de
calibracdo de cinamaldeido, eugenol e
timol. Os valores abaixo de cada com-
ponente representam a area do pico do
componente dividida pela area do pico
do padrdo interno.
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Concentracao, Temp, °C Tempo, min % Cinamaldeido
mg da amostra/ _ , 25, inicial 90,9
200 L Cinamaldeido  Eugenol Timoal 20 20 877
0,50 0,4 40 882
0,65 18 60 87.9
0,75 1,0 0,8 60 20 72,2
1,10 1,2 40 63,1
1,25 2,0 60 69,1
1,30 30 100 20 66,1
1,50 15 40 57,6
1,90 31 2,0 4,6 60 63,1
2,50 4,0 58 140 20 64,4
Determine as equacbes das curvas de 28 231
calibraco para cada componente. In- 180 20 62’3
cluaosvalores de R%. 40 631
(e) A partir dos dados da parte (d) deter- 60 52’2
mine qual dos componentes apresentaa 200 20 63’1
maior sensibilidade para a curva de ca- 20 64’5
libracdo. Qual apresentaa menor? 60 633
(f) Uma amostra contendo os trés 6leos 210 20 74’9
essenciais da parte (d) fornece as areas 40 73’ 4
de pico relativas a area do padréo in- 60 774
terno: cinamaldeido, 2,6; eugenal, 0,9; -

timol, 3,8. Determine as concentragdes Utilize aANOVA para determinar se a

de cada um dos 6leos essenciais na temperatura exerce algum efeito sobre

amostra e os desvios padréo na concen- a decomposi¢cdo do cinamaldeido. Da

trac&o. mesma forma, estipule se o tempo de

(g) Um estudo foi feito sobre a decom- aquecimento tem algum efeito.

posicdo do cinamaldeido em éleo de (h) Com os dados da parte (g), presuma

canela. O dleo foi aguecido por diver- que a decomposicdo se inicie a 60 °C.

sos periodos a diferentes temperaturas. Teste a hipotese de que ndo had nenhum

Os dados a seguir foram obtidos. efeito da temperatura ou do tempo.



CAPITULO 32

Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tornou-se uma ferramenta analitica indispensavel. Os laboratorios
criminais e os programas de televisdo policiais e forenses, como CSI, CSI Miami, Crossing Jordan e Law and Order,
freqlientemente empregam a CLAE no processo de obtencdo de evidéncias criminais.

Este capitulo aborda a teoria e a pratica da CLAE, incluindo as cromatografias por adsorc¢éo, por troca ionica, por
excluséo, por afinidade e cromatografia quiral. A CLAE encontra aplicacdes ndo apenas em quimica forense, como
também em bioquimica, ciéncias ambientais, ciéncias dos alimentos, quimica farmacologica e em toxicologia.

Acromatograﬁa liquida de alta eficiéncia (CLAE) € o tipo mais versatil € mais amplamente empre-
gado de cromatografia por eluicao. Essa técnica € utilizada pelos quimicos para separar e deter-
minar espécies em uma grande variedade de materiais organicos, inorganicos e biologicos. Na cro-
matografia liquida, a fase movel & um solvente liquido, o qual contém a amostra na forma de uma
mistura de solutos. O tipo de cromatografia liquida de alta eficiéncia & geralmente definido pelo
mecanismo de separacdo ou pelo tipo de fase estacionaria. Estes incluem (1) particdo ou croma-
tografia liquido-liquido; (2) adsor¢ao ou cromatografia liquido-sélido; (3) troca idnica ou cro-
matografia de ions; (4) cromatografia por exclusdo; (5) cromatografia por afinidade; e (6)
cromatografia quiral.

Inicialmente, a cromatografia liquida era realizada em colunas de vidro com diametro interno de
talvez 10 a 50 mm. As colunas eram recheadas com particulas solidas recobertas com um liquido
adsorvido, que formava a fase estacionaria. Para assegurar vazdes razoaveis através desse tipo de fase
estacionaria, o tamanho das particulas solidas era mantido acima de 150 a 200 wm; mesmo assim,
as vazdes eram de poucos décimos de mililitro por minuto, na melhor das hipoteses. As tentativas de
acelerar esse procedimento classico por meio da aplicacao de vacuo ou pressdo nao foram efetivas
porque o aumento na vazao era acompanhado pela elevacao na altura de prato e pela redu¢ao da efi-
Ciéncia da coluna.

Bem cedo, durante o desenvolvimento da teoria da cromatografia liquida, foi reconhecido que
uma diminuicao significativa das alturas de prato poderia ser obtida se o tamanho das particulas do
recheio pudesse ser reduzido. Esse efeito &€ apontado pelos dados na Figura 32-1. Observe que o mi-
nimo mostrado na Figura 30-13a (pagina 930) nao € atingido em quaisquer dessas curvas. A razao
para essa diferenca é que a difusao em liquidos € muito mais lenta que em gases; conseqlientemente,
seu efeito na altura de prato somente & observado a vazdes muito pequenas.
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50
k=12 447 um
40+
=
E 34,9 um
T 30H
o
s
o
3 Figura 32-1 O €efeitodo
g 20 tamanho de particulado recheio e
= davazdo sobre a altura de prato
22,6 um em cromatografialiquida. (De R.
10— 13.24m E. Majors, J. Chromatogr. Sci.,
1973, v. 11, p. 92. Reproduzido
884M 61 um do Journal of Chromatographic
0 : : : : : : : : Science com permissio da Preston
0 1.0 2.0 3.0 4.0 Publications, uma divisio da
Velocidade linear, cm/s Preston Industries, Inc.)

Nao foi antes do final dos anos 1960 que se desenvolveu a tecnologia para produzir e utilizar
recheios com diametros de particulas tdo pequenos como 3 a 10 um. Essa tecnologia necessitou de
instrumentos capazes de fornecer pressées de bombeamento muito mais altas que os dispositivos
simples que os precederam. Simultaneamente, os detectores foram desenvolvidos para permitir o
monitoramento continuo dos efluentes das colunas. O termo cromatografia liquida de alta eficiéncia é
sempre empregado para distinguir essa tecnologia dos procedimentos cromatograficos realizados em
colunas simples que os precederam.! A cromatografia de coluna simples, contudo, ainda encontra
consideravel uso para propositos preparativos.

As aplicacdes dos tipos mais comuns de CLAE para varias espé- A cromatografia liquida de alta
cies de analitos sao mostradas na Figura 32-2. Observe que 0S | eficiencia, CLAE, & um tipo de
varios tipos de cromatografia liquida tendem a ser complementares | cromatografia que emprega uma
do ponto de vista das aplicacdes. Por exemplo, para os analitos com | fase movel liquida e uma fase

. L. _ estacionaria muito finamente
massas molares maiores que 10.000, um dos dois tipos de métodos dividida. Para se obter vazses
de exclusdo por tamanho € freqiientemente empregado: permeacao | satisfatorias, o liquido deve ser
em gel para as espécies nao-polares e filtracdo em gel para os com- | pressurizado a muitas centenas de
postos polares ou idnicos. Para as espécies ionicas de baixa massa | !Pras por polegada quadrada.
molar, a cromatografia por troca idnica € geralmente o método selecionado. As espécies pequenas
polares, mas nao-idnicas, sao separadas com melhor eficiéncia pelos métodos por particao.

32A| INSTRUMENTACAO

Pressbes de bombeamento de muitas aimosferas sdo requeridas para se obter vazdes razoaveis com
recheios na faixa de tamanho de 3 a 10 um, que é comum na cromatografia liquida moderna. Em conse-
guéncia dessas atas pressdes, 0 equipamento para a cromatografia liquida de alta eficiéncia tende a ser
consideravelmente mais complexo e caro do que aquele encontrado em outros tipos de cromatografia. A
Figura 32-3 apresenta um diagrama especificando os componentes importantes de um instrumento tipico
de CLAE.

1 Para uma discuss3o detalhada sobre os sistemas CLAE, ver L. R. Snyder e J. J. Kirkland, Introduction to Modern Liquid Chromatography, 3. ed.
NovaYork: Wiley, 1996; S. Lindsay, High Performance Liquid Chromatography. NovaYork: Wiley, 1992; R. P. W. Scott, Liquid Chromatography
for the Analyst. NovaYork: Marcel Dekker, 1995.
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Aumento da polaridade

==

InsolGvel em agua Soluvel em &gua
Né&o-polar I6nico
Polar n&o-iénico
102 ) Particéo
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— /(Particéo iGnica
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103 —
B
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[] 4 |—
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10°
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Figura 32-2 Aplicagdes da cromatografia liquida. Observe que os tipos de
cromatografia a direita do diagrama sdo mais adequados para os compostos polares.
As técnicas na parte de baixo do diagrama sdo mais adequadas para as espécies de alta
massa molecular. (De D. L. Saunders, in Chromatography, 3. ed., E. Heftmann, Ed.,

p. 81. NovaYork: Van Nostrand Reinhold, 1975.)

Fonte de
hélio regulada I
N\ )
Valvulade controle

= 1= =

Parao
Amortecedor descartg
de pulsos [—
Reservatorios / Vél;/ulla de Vévulade
de solvente Filtro conirole drenagem
Sparger o Bomba de entrada ag
entradal
l Seringa de preparagéo inicial

V&vulade mistura proporcional

Para o detector = —] r— e e
Coluna Regulador de Filtro
Transdutor

~_ contrapressdo
de presséo P

Véavuladeinjecdo

Figura 32-3 Diagrama de blocos mostrando os componentes tipicos de um sistema
para CLAE. (Cortesiada Perkin Elmer Corp. Norwalk, CT.)




SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH CAP.32 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia 927

32A-1 Reservatorios de Fase Movel e Sistemas
de Tratamento de Solventes

Um instrumento moderno de CLAE é equipado com um ou mais reservatorios de vidro, cada um deles tendo
500 mL ou mais de um solvente. Freglientemente sdo tomadas medidas para a remocao de gases dissolvidos
e de particulas presentes nos liquidos. Os primeiros produzem bolhas na coluna causando, assim, um aarga-
mento de banda; além disso, as bolhas e os particulados interferem no desempenho da maioria dos detectores.
Os desgaseificadores podem ser congtituidos por sistemas de aplicacéo de vacuo, sistemas de destilacdo, um
dispositivo de aguecimento e agitacdo ou, como mostrado na Figura 32-3, um sistema de sparging, no qual
0s gases dissolvidos sf0 arrastados para fora da solucéo por pequenas bo-
Ihas de um gas inerte que ndo € solivel na fase moével.

Uma elui¢do com um anico solvente ou com uma mistura de sol-
ventes de composicéo constante € isocr atica. Na eluicdo por gradiente,
dois (e as vezes mais) sistemas solventes que diferem significativamente
em polaridade sG0 empregados. A raz&o entre os dois solventes variaem

Sparging é o processo pelo qual os
gases dissolvidos sao arrastados
para fora de um solvente por
pequenas bolhas de um gas inerte e
insolavel.

Uma eluicao isocratica em CLAE é

uma forma pré-programada durante a separacéo, algumas vezes de forma
continua e por vezes em etapas. Como exposto na Figura 32-4, a eluicdo
por gradiente geralmente melhora a eficiéncia da separacdo, da mesma
forma que a programacdo de temperatura o faz na cromatografia gasosa.
Os instrumentos modernos de CLAE sdo equipados com valvulas que
introduzem liquidos a partir de dois ou mais reservatérios em proporcoes

aquela na qual a composicao do
solvente permanece constante.

Uma eluicdo por gradiente em
CLAE é aquela na qual a
composicao do solvente € alterada
continuamente ou em uma série

gue podem ser variadas continuamente (ver Figura 32-3).
9

de etapas.

(a) Eluicéo por gradiente

Identidade dos picos

Benzeno

. Monoclorobenzeno

. Ortodiclorobenzeno

. 1,2,3-triclorobenzeno

. 1,3,5-triclorobenzeno

. 1,2,4-triclorobenzeno

. 1,2,3,4-tetraclorobenzeno
1,2,4,5-tetraclorobenzeno
. Pentaclorobenzeno

. Hexaclorobenzeno

COWONOUIAWNR

=

(b) Eluic&o isocrética

Figura 32-4 Melhoriana
eficiéncia de separacao por eluicéo
por gradiente. (De J. J. Kirkland, Ed.,
Modern Practice of Liquid
Chromatography, p. 88. NovaYork:
Interscience, 1971.)

0 £ 10 15 20 25 30
Tempo de retengéo, min
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32A-2 Sistemas de Bombeamento

Os requisitos para as bombas de cromatografia liquida incluem (1) habilidade de gerar pressdes de até
6.000 psi (libras/polegadas quadradas), (2) saida livre de pulsacdo, (3) vazdes nafaixade 0,1 a10 mL/min,
(4) reprodutibilidade relativa da vazéo de 0,5% ou melhor e (5) resisténcia a corrosdo por uma grande var
riedade de solventes. As altas pressdes geradas pelas bombas de cromatografia liquida ndo representam
risco de explosdo porque os liquidos ndo sdo muito compressiveis. Assim, a ruptura de um componente
resulta somente em vazamento do solvente. Contudo, esse vazamento pode constituir um risco de incéndio
ou para o ambiente, dependendo do tipo de solvente.

Ha trés tipos principais de bomba: a de seringa acionada por rosca, a bomba reciproca e a bomba
pneumética de pressao constante. As bombas de seringa produzem uma saida livre de pulsagdo cuja vazéo
pode ser controlada facilmente; no entanto, elas apresentam peguena capacidade (~250 mL) e se tornam
inconvenientes quando é preciso trocar o solvente. A Figura 32-5 exibe o tipo de bomba mais amplamente
empregado, a bomba reciproca. Esse dispositivo consiste em uma camara pequena cilindrica que é
preenchida e esvaziada pela movimentagéo de ida e vinda de um pistdo. O movimento da bomba produz
um fluxo pulsado que deve ser atenuado posteriormente. As vantagens das bombas reciprocas incluem o
volume interno pequeno, alta pressdo de saida (até 10.000 psi), pronta adaptacéo a eluicdo por gradiente
e vazfes constantes, as quais sdo bastante independentes da queda de pressdo imposta pela coluna e da
viscosidade do solvente. A maioria dos cromatograf os comerciais modernos emprega bombas reciprocas.

Alguns instrumentos usam bombas pneuméticas, que, na sua forma mais simples, consistem em um
reservatério maledvel de solvente inserido em um vaso gque pode ser pressurizado por um gas comprimido.
As bombas desse tipo sdo simples, de baixo custo e livres de pulsagéo; porém, elas apresentam capacidade
e pressdo de saida limitadas e as vazfes sdo dependentes da viscosidade do solvente. Além disso, elas ndo
podem ser adaptadas para eluicéo por gradiente.

32A-3 Sistema de Injecao da Amostra

O método mais empregado de introdugdo da amostra em cromatografia liquida é baseado em um sistema
com alga de amostragem como aquele mostrado na Figura 32-6. Esses dispositivos sdo partes integradas
de alguns equipamentos de cromatografia liquida. Fregqlentemente as alcas intercambidveis estéo
disponiveis para permitir a escolha do volume da amostra de 5 a 500 uL. A repetibilidade relativa das
injecbes com uma alga de amostragem € de poucos décimos por cento. Muitos instrumentos de CLAE
incorporam auto-amostradores que operam em conjunto com injetores automaticos. Esses dispositivos
podem injetar volumes variaveis.

32A-4 Colunas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As colunas cromatogréficas sdo geralmente construidas de tubos de ago inoxidavel, emboratubos de vidro
ou Tygon sejam algumas vezes empregados em aplicagdes de baixa pressdo (< 600 psi). A maioria das

Motor x depulsos |

Vévulas de
controle
do fluxo

Pistdo reciproco

Figura 32-5 Umabomba reciproca
paraCLAE. | ———<— Solvente
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colunas apresenta comprimento na faixa de 10 a 30 cm e possuem
didmetrosinternos entre 2 e 5 mm. Os recheios das colunas tipicamente
apresentam particulas de didmetros entre 3 e 10 um. As colunas desse
tipo fornecem entre 40.000 e 60.000 pratos m~1. Recentemente, as
microcolunas tornaram-se disponiveis com diametros internos de 1 a
4,6 mm e comprimentos de 3 a 7,5 cm. Essas colunas, as quais sdo re-
cheadas com particulas de 3 a5 um, contém cerca de 100.000 pratos
m~1 e apresentam vantagens quanto a velocidade e consumo minimo
de solventes. Essa Ultima vantagem € de importancia significativa, pois
0s solventes de altissima pureza necessarios a cromatografia liquida
custam muito caro, tanto para ser adquiridos como para ser descartados
apos o0 uso. A Figura 32-7 ilustra a velocidade com a qual a separacéo
pode ser realizada nesse tipo de coluna. Nesse caso, oito componentes
de diversos tipos sdo separados em cercade 15 s. A coluna é de 4 cm
de comprimento e possui um didmetro interno de 4 mm, sendo rechea
da com particulas de 3 um.

O tipo mais comum de recheio para a cromatografia liquida é
preparado a partir de particulas de silica, as quais sdo sintetizadas
aglomerando-se particulas de silica de tamanho submicrométrico sob
condicbes que levam a formag&o de particulas maiores com didmetros
altamente uniformes. As particulas resultantes sdo geralmente recober-
tas com filmes organicos, os quais sdo quimicamente ou fisicamente li-
gados a superficie. Outros materiais de recheio incluem as particulas de
alumina, de polimeros porosos e resinas de troca iénica.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Carregamento
da amostra

Paraa
coluna

Dabomba

alternativa

Injecéo da

Para a
coluna

Dabomba

Saida
alternativa

Figura 32-6 Sistemacomalca
de amostragem para a cromatografia
liquida. (Cortesia da Beckman
Coulter, Fullerton, CA.)

Colunas de Protecdo ou de Guarda

Com freqliéncia, uma coluna curta de protegdo é posicionada a frente da coluna analitica com a finalidade
de aumentar a vida Util desta Ultima, removendo o material particulado e os contaminantes dos solventes.
Além disso, em cromatografialiquida, a coluna de protecéo serve para saturar afase mével com afase esta-
cionaria de forma que as perdas de fase estacionéria na coluna anal itica segam minimizadas. A composi ¢ao
da coluna de protecdo deve ser similar aquela da coluna analitica; o tamanho de particula, contudo, € nor-
malmente maior para minimizar a queda de presséo.

Termostato para Colunas

Para muitas aplicacdes, um controle rigoroso da temperatura ndo é necessario e as colunas operam a tem-
peratura ambiente. Freglientemente, contudo, obtém-se melhores cromatogramas mantendo-se a coluna a
temperatura constante dentro de poucos décimos de graus Celsius. A maioria dos instrumentos comerciais
esta equi pada com aguecedores que controlam a temperatura da coluna com toleréncia de poucos décimos

— Figura 32-7 Separagdo isocréticade ata

velocidade. DimensBes da coluna: comprimento de

4 cm, didmetro interno de 0,4 cm; recheio:

spherisorb 3 um; fase mével: 4,1 % de acetato de

4 etilaem n-hexano. Compostos: (1) p-xileno, (2)
anisol, (3) acetato de benzila, (4) ftalato de dioctila,
(5) ftalato de dipentila, (6) ftalato de dibutila, (7)
ftalato de dipropila, (8) ftalato de dietila. (DeR. P.
W. Scott, Small Bore Liquid Chromatography

Resposta do registrador
em unidades arbitrarias
[

R ‘ Columns: Their Properties and Uses, p. 156. Nova
| | | York: Wiley, 1984. Material utilizado com permisséo
0 5 10 15 de Wiley-Liss, Inc., umasubsidiéria da John Wiley

Tempo (s) & Sons, Inc.)
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de graus desde a temperatura préxima a ambiente até 150 °C. As colunas podem também ser munidas de
uma camisa de termostatizagéo pela qual flui a gua de um banho termostético de forma a promover um
controle preciso datemperatura.

CH,

Modelo molecular do p-xileno. Existem trés
isdbmeros do xileno: orto, meta e para. O paraxileno
€ utilizado na producéo de fibras artificiais.

O xilol éumamisturados trésisdmeros e

€ empregado como solvente.

CH,

32A-5 Detectores

Os detectores em CLAE devem apresentar um volume morto pequeno de forma a minimizar o alarga-
mento de banda extra coluna. O detector deve ser pegueno e compativel com avazéo de liquido. Nenhum
sistema de deteccdo universal de alta sensibilidade, como agueles encontrados para a cromatografia
gasosa, esta disponivel para a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Assim, o detector a ser emprega-
do vai depender da natureza da amostra. A Tabela 32-1 lista alguns dos detectores comuns e suas pro-
priedades.

Os detectores mais amplamente empregados em cromatografia liquida sdo baseados na absorc¢éo
da radiacdo ultravioleta ou visivel (Figura 32-8). Os fotdmetros e os espectrofotdmetros projetados
especificamente para uso com colunas cromatograficas estdo disponiveis comercialmente. O primeiro
geralmente faz uso das linhas a 254 nm e 280 nm de uma fonte de mercurio, porque muitos grupos fun-
cionais organicos absorvem nessa regiao. As fontes de deutério ou de filamento de tungsténio com fil-

TABELA 32-1

Desempenho dos Detectores para CLAE*

Disponivel LDTem Massa Faixa Linear¥

Detector para CLAE Comercialmente (tipico) (décadas)
Absorbéancia Sim 10 pg 34
Fluorescéncia Sim 10fg 5
Eletroquimico Sim 100 pg 45
indice de refragdo Sim 1ng 3
Condutividade Sim 100 pg-1 ng 5
Espectrometria de massas Sim <lpg 5
FTIR Sim lug 3
Espalhamento de luz Sim lpug 5
Atividade Optica Nao 1ng 4
Seletivo a elementos N&o 1ng 4-5
Fotoionizagdo N&o <lpg 4

*Do manual do fabricante, Handbook of Instrumental Techniques for Analytical Chemistry, F. Settle, Ed. Upper Saddle River, NJ:
Prentice-Hall, 1997; E. S. Yeung and R. E. Synovec, Anal. Chem., 1986, v. 58, p. 1237A.

TLimites de detecgfo (L D) expressos em massa sio dependentes do composto, instrumento e condigdes da CLAE; os valores fornecidos
s30 tipicos de sistemas comerciais, quando disponiveis.

*Valores tipicos extraidos da fonte citada.
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tros de interferéncia fornecem um meio simples de detectar as es- Dacoluna

pécies absorventes. Alguns dos instrumentos modernos sdo equi pados

com discos que contém varios filtros de interferéncia, os quais podem —al T

ser rapidamente trocados. Os detectores espectrofotométricos sdo Janelas de
consideravelmente mais versateis que os fotbmetros e sdo ampla- quartzo

mente empregados nos instrumentos de alto desempenho. Os instru-  Fonte Uy > Y Detector
mentos modernos usam arranjos lineares de fotodiodos que podem

adquirir um espectro completo a medida que o analito deixa a coluna.

O uso de uma combinacdo de CLAE com detector de espectrometria Lo

de massas esta atualmente tornando-se bastante popular. Esses sis-
temas de cromatografia liquida/espectrometria de massas podem
identificar os analitos que deixam a coluna de CLAE,? como discuti-
do no Destaque 32-1.

DESTAQUE 32-1

Cromatografia Liquida (CL)/Espectrometria de Massas (MS) e CL-MS-EM

Para o descarte

Figura 32-8 Um detector
UV-visivel para CLAE.

A combinacgo da cromatografia liquida com a es-
pectrometria de massas poderia ser vista como a
fusdo ideal entre a separagdo e a deteccdo. Assm
como na cromatografia gasosa, o espectréometro de
massas poderia identificar as espécies a medida
gue elas fossem eluidas da coluna cromatografica.
Contudo, existem dois problemas principais no
acoplamento dessas duas técnicas. Uma amostra
no estado gasoso € necessdria para a espectrome-
tria de massas, enquanto a saida de uma coluna de
CL é constituida por um soluto dissolvido em um
solvente. Em uma primeira etapa, o solvente deve
ser evaporado. Quando vaporizado, contudo, o sol-
vente da CL produz um volume de vapor que é
cerca de 10 a 1.000 vezes maior que o volume do
gas de arraste em cromatografia gasosa. Portanto, a
maior parte do solvente deve também ser removi-
da. Diversos dispositivos tém sido desenvolvidos
para resolver esse problema de remocéo do sol-
vente e para o interfaceamento da coluna de CL.
Hoje em dia, a abordagem mais popular é usar a
técnicadeionizacdo apressdo atmosféricade baixa
vazao. O diagrama de blocos de um sistemattipico
CL-MS (ou LC-MS, do inglés Liquid Chromato-
graphy-Mass Specrometry) € mostrado na Figura
32D-1. O sistema de CLAE é tipicamente um sis-
tema capilar de CL em nanoescala com vazdes na
faixa de uL/min. Alternativamente, algumas inter-
faces permitem vazdes tdo altas como de 1 a 2

mL/min, as quais sdo tipicas da CLAE conven-
cional. As fontes de ionizagdo mais comuns sao a
ionizacdo por eletrospray e a ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (ver Secdo 31A-4). A combi-
nacdo de CLAE e espectrometria de massas pro-
porciona uma alta seletividade, uma vez que picos
nado-resolvidos podem ser isolados monitorando-se
somente um valor de massa selecionado. A técnica
de CL-MS pode fornecer umaimpressdo digital de
um eluato em particular em vez de recorrer ao
tempo de eluicdo, como na CLAE convencional. A
combinacdo também pode fornecer a massa molar
e informacéo estrutural e uma andise quantitati-
va exata®

I
|
Sistema Fonte Analisador Detector i
CLAE de fons de massas defons !
I
: Sistema de vacuo 1
| R ————————— 1

Sistema

de dados

Figura 32D-1 Diagramade blocos de um sistema

CL-MS. O efluente da colunade CL € introduzido em uma
fonte de ionizagdo a pressdo atmosférica como um sistema
de eletrospray ou ionizagdo quimica. Os ions produzidos
s80 selecionados pelo analisador de massas e detectados
pelo detector de ions.

(continua)

2Ver R. Willoughby, E. Sheehan, S. Mitrovich, A Global View of LC/MS. Pittsburgh: Global View Publishing, 1998; W. M. A. Niessen, Liquid

Chromatography-Mass Spectrometry, 2 ed. NovaYork: Dekker, 1999.

3 Para uma revisio sobre os sistemas comerciais CL/MS, ver B. E. Erickson, Anal. Chem., 2000, v. 72, p. 711A.
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Para algumas misturas complexas, a combi-
nacdo da CL com MS ndo fornece uma reso-
lucdo suficiente. Nos anos mais recentes, tornou-
se factivel o acoplamento de dois ou mais ana-
lisadores de massas em conjunto em uma técni-
ca conhecida como espectrometria de massas
tandem.* Quando se combinaa CL com a espec-
trometria de massas tandem, o instrumento
recebe o nome de CL-MS-MS (ou LC-MS-
MS).5> Os espectrometros de massas tandem séo
do tipo de triplo quadrupolo (a célula de colisdo
também é um quadrupolo) ou espectrdmetros
com quadrupolo e armadilha de ions. Um sis-
tema de triplo quadrupolo de espectrometria de
massas é mostrado na Figura 32D-2. Nesse caso,
0 primeiro quadrupolo age como um filtro de
massas selecionando o ion de interesse. Esse ion
€ entdo fragmentado por colisdo com um gas
inerte em uma célula de colisdo. O sistema
quadrupolo final analisa os fragmentos produzi-
dos. O sistema de triplo quadrupolo pode operar
em outros modos. Por exemplo, se 0 primeiro
quadrupolo for operado como um filtro largo de
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massas de forma a transmitir amplafaixade ions
e se nenhum gas de colisdo estiver presente na
célula de colisdo, o instrumento esta operando
como um sistema CL-MS. O instrumento pode
ser operado, varrendo-se um ou ambos 0S
guadrupolos para produzir espectros de massas
dos fragmentos dos ions selecionados pelo
primeiro quadrupolo a medida que aquele qua-
drupolo é varrido.

Para se obter maior resolucdo que a que
poderia ser obtida com um quadrupolo, o anali-
sador de massas final em um sistema M S tandem
pode ser um espectrébmetro de massas de tempo
de vbo. Os espectrdmetros de massas de setor
também podem ser combinados para gerar Sis-
temas tandem. A ressonancia ciclotronica de ions
e 0s espectrémetros com armadilha de ions po-
dem ser operados de forma a prover ndo somente
dois estédgios, mas n estagios de andlise de massa.
Esses sistemas MS' promovem as etapas de
andlise sequencia mente com um Unico analisador
de massas. Esses tém sido combinados com sis-
temas CL em instrumentos CL-MS".

______________________________

Entrada

I I
I I
i Quadrupolo de < Quadrupolo I
| e [ 0 P i [ e b GO
' de massas de massas ]
I I
! Sistema de véacuo !

Figura 32D-2 Um sistema de espectrometria de massas tandem. Os ions
produzidos na fonte séo filtrados no primeiro quadrupolo de forma que somente o
ion selecionado passe para a célula de colisdo. Um gés de colisdo promove a
fragmentagdo do ion selecionado. Os fragmentos sdo selecionados pelo quadrupolo
analisador de massas e detectados. Geralmente, a célula de colisdo também é um
quadrupolo operado de forma que os fragmentos de ions sejam dirigidos parao

analisador de massas.

Outro tipo de detector, que tem encontrado uma considerével aplicacdo, é baseado na mudanca de
indice de refrag@o do solvente causada pelas moléculas do analito. Em contraste com a maioria dos outros
detectores listados na Tabela 32-1, o detector de indice de refracdo é de uso geral em vez de seletivo e
responde a presenca de todos os solutos. A desvantagem desse detector estd em sua sensibilidade limitada.
Muitos detectores el etroquimicos baseados em medidas potenciomeétricas, condutimeétricas e voltamétricas
foram também desenvolvidos. Um exemplo de detector amperométrico encontra-se na Figura 32-9.

4 Para uma descrico de espectrometros de massas tandem comerciais, ver D. Noble, Anal. Chem., 1995, v. 67, p. 265A.
5 Para desenvol vimentos recentes em CL/MS/MSS, ver R. Thomas, Spectroscopy, 2001, v. 16, p. 28.
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Para os €eletrodos de
referénciae
contra-eletrodos Para coluna

Blocos de Kel-F Espagador
usinados de Teflon

I\ Eletrodo de trabalho

Figura 32-9 Céulaamperométrica de camada
finaparaCLAE. lcm

CROMATOGRAFIA DE ALTA
32B| EFICIENCIA POR PARTICAO

Otipo de CLAE mais utilizado € a cromatografia por particéo, naqua | Na cromatografia por particio

a fase estacionaria € um segundo liquido que é imiscivel com o liquido | liquido-liquido, a fase estacionaria
da fase mével. A cromatografia por particido pode ser subdividida em | € um solvente que & imobilizado por
cromatogr afia liquido-liquido e cromatogr afia liquida com faseliga- | 29sCredo sobre a superficie das

da. A diferencaentre as duas estd naformacom aqual afase estacionéria fiiculas do rechelo.

€ imobilizada nas particulas de suporte do recheio. O liquido é imobi-
lizado por adsorg&o fisica em cromatografia liquido-liquido, enquanto ¢ | Na cromatografia liquida por
retido por meio de ligagBes quimicas na cromatografia |quida com fase Egt;tc'f::a:; ¢ Ear:: gfs:;'e Z:Z;iica
ligada. Inicialmente a cromatografia por particéo era exclusivamente do | que & imobilizada na superficie das
tipo liquido-liquido; atualmente, contudo, os métodos de fase ligadapre- | particulas do material de recheio
dominam por causa de sua maior estabilidade. Os recheios do tipo liqui- | por meio de ligacGes quimicas.
do-liquido est&o hoje em dia relegados a certas aplicacOes especiais.

32B-1 Recheios com Fases Ligadas

A maioria dos recheios com fase ligada séo preparados pela reacdo de um organoclorosilano com os gru-
pos —OH formados na superficie das particulas de silica por hidrélise a quente em écido cloridrico dilui-
do. O produto é um organosiloxano. A reacdo para um sitio SIOH sobre a superficie de uma particula pode
ser escrita como

CH3 CH3
—Si/—OH + CI—Si/—R — —Si/—O—Si<—R
A\ CHs \ CHs

em que R é geralmente um grupo octil ou octadecil de cadeia aberta. Outros grupos funcionais organicos
gue tém sido ligados as superficies de silicaincluem as aminas alifaticas, éteres e nitrilas, bem como hidro-
carbonetos arométicos. Assim, as fases estacionérias estdo disponiveis com muitas polaridades diferentes.
Os recheios com fases ligadas apresentam como vantagem uma estabilidade muito maior que as fases
estacionérias imobilizadas fisicamente. Com essas Ultimas, 0 recobrimento periddico das superficies do soli-
do é necessaria porque a fase estacionaria € dissolvida gradualmente pela passagem da fase mével. Além
disso, a eluicdo por gradiente ndo é vidvel com recheios tipo liquido-liquido, novamente por causa das per-
das por solubilizacdo na fase mével. A maior desvantagem dos recheios com fase ligada esta na sua capa-
cidade de amostra limitada (somente pequenas quantidades de amostra podem ser admitidas na coluna).



934 FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

32B-2 Recheios de Fases Normal e Reversa

Dois tipos de cromatografia por particdo podem ser distinguidos com base nas polaridades relativas da fase
estacionaria e mével. Os trabahos iniciais em cromatografia liquida foram baseados em fases estacionérias
altamente polares como o trietileno glicol ou dgua; um solvente relativamente néo-polar, como 0 hexano ou
Na cromatografia por particdo de o] éter_ i-propilico, serviaj er,1téo, como fase mével. Por razoes histéricas,
fase normal. a fase estacionaria e €SSetipo de cromatografia € atualmente chamado cromatogr afia de fase
polar e a fase movel, apolar. Na normal. Na cromatogr afia de fase reversa, a fase estacionéria é ndo-
cromatografia por particéo de polar, geralmente um hidrocarboneto, e a fase mével corresponde a um
fase reversa, a polaridade dessas g ysente relativamente polar (como agua, metanol, acetonitrila ou tetrai-
fases sao invertidas.
drofurano).®
Na cromatografia de fase normal, o componente menos polar é eluido primeiro; o aumento da polari-
dade dafase mével diminui o tempo de eluicdo. Em contraste, na cromatografia de fase reversa, o compo-
nente mais polar elui primeiro e o aumento da polaridade da fase mével eleva o tempo de eluicéo.

» Na cromatografia de fase Foi estimado que mais de _trés guartos de todas as separagﬁgs feitas
normal, o analito menos polar é por CLAE sdo atualmente realizadas em fase reversa com recheios com
eluido primeiro. Na cromatografia  fase ligada contendo octil ou octadecil siloxano. Com 0 uso dessas
de fase reversa, por ultimo. preparacdes, os grupos hidrocarbonetos de cadeia longa encontram-se

alinhados de forma paralela uns aos outros e perpendicular a superficie

da particula, gerando uma superficie ndo-polar que se assemelha a uma escova. A fase mével empregada

com esses rechei os é normalmente uma solug&o aguosa contendo varias concentracdes de solventes como
metanol, acetonitrila ou tetra-hidrofurano.

A cromatografia por par iénico € um subgrupo da cromatografia

(/2 em fase reversa no qual as espécies facilmente ionizaveis sdo sepa-

radas em colunas de fase reversa. Nesse tipo de cromatografia, um sal

}\ inorganico contendo um contra-ion organico de tamanho grande, como

: um ion de aménio quaternéario ou um sulfonato alquilico, € adicionado

z a fase mével como um reagente formador de par i6nico. Dois mecan-

ismos de separacdo sdo postulados. No primeiro, o contra-ion forma

z um par i6nico ndo carregado com um ion do soluto de carga oposta ha

: fase mével. Esse par ibnico particiona-se na fase nao-polar esta-

8 cionaria, gerando uma retencdo diferencial dos solutos com base na

3' afinidade do par i6nico pelas duas fases. Alternativamente, o contra-

) ion é retido fortemente pela fase estacionéria, normalmente neutra,

3 atribuindo carga aessafase. A separacéo de ions do soluto organico de

3 carga oposta ocorre por formacéo de complexos de pares i6nicos, 0s

solutos mais retidos formam os complexos mais fortes com afase esta-

Modelo molecular do octadecil- cionéria. Algumas separacdes excepcionais de compostos ifnicos e

siloxano n&o-iGnicos presentes na mesma amostra podem ser realizadas com

essa forma de cromatografia por particdo. A Figura 32-10 ilustra a separacdo de compostos ibnicos e

n&o-ibnicos utilizando sulfonatos alquilicos com cadeias de vérios comprimentos como agentes de for-

macdo de pares ibnicos. Observe que a mistura de sulfonatos alquilicos Cs_ e C,_ produz os melhores

resultados para a separacao.

32B-3 Escolha das Fases Movel e Estacionaria

O sucesso da cromatografia por particdo requer um equilibrio adequado entre as forcas intermol eculares
existentes entre os trés participantes no processo de separacdo — o0 analito e as fases movel e estacionéria

6 Para uma discussio detalhada sobre CLAE em fase reversa, ver A. M. Krstulovic e P. R. Brown, Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography. NovaYork: Wiley, 1982.
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Essas forgas intermolecul ares sdo descritas qualitativamente em termos
da polaridade relativa de cada um dos trés componentes. Em geral, as
polaridades dos grupos funcionais organicos na ordem crescente sdo:
hidrocarbonetos alifaticos < olefinas < hidrocarbonetos arométicos <
haletos < sulfetos < éteres < compostos nitro < ésteres ~ aldeidos ~ ce-
tonas < alcobis = aminas < sulfonas < sulféxidos < amidas < &cidos car-
boxilicos < agua.

Como regra, a maioria das separaces cromatograficas é realizada
igualando-se a polaridade do analito com aquela da fase estacionaria;
uma fase moével de polaridade consideravelmente diferente é entdo
empregada. Esse procedimento € mais bem-sucedido que outro no
gual as polaridades do analito e da fase mével sdo igualadas, sendo
diferentes daquela da fase estacionéria. Nesse caso, a fase estacionéria
geralmente ndo consegue competir com sucesso pel os componentes da
amostra; 0s tempos de retencdo tornam-se muito curtos para permitir
sua aplicacdo pratica. No outro extremo esta a situacdo na qual as
polaridades do analito e da fase estaciondria sdo muito parecidas;
assim, os tempos de retencdo tornam-se indesejavel mente ongos.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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<« A ordem de polaridade dos
solventes comuns utilizados como
fases méveis é dgua > acetonitrila
> metanol > etanol >
tetraidrofurano > propanol >
cicloexano > hexano.

Modelo molecular da acetonitrila. A
acetonitrila (CH3C=N) é amplamente
empregada como solvente orgénico. Seu
uso como fase mével em CL vem do
fato de que elaémaispolar que o
metanol, porém menos polar que a égua.
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Figura 32-10 Cromatogramasilustrando as separagdes de misturas de compostos idnicos e
nao-iénicos por cromatografia por par iénico. Compostos: (1) niacinamida, (2) pirodoxina, (3) riboflavina,
(4) tiamina. Em pH 3,5 a niacinamida esta fortemente ionizada, enquanto ariboflavina é ndo-iénica. A
piridoxina e a tiamina estéo fracamente ionizadas. Coluna: u-Bondapak, C;g, 4 mm X 30 cm. Fase movel:
(8 MeOH/H,0 com sulfonato de alquila C;; (b) MeOH/H,O com sulfonato de alquila Cs; (¢) MeOH/H,O
com umamistura 1:1 de sulfonato de alquilaCs_ e C,_. (Cortesia da Waters Corp., Milford, MA.)
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32B-4 Aplicacoes

A Figura 32-11 ilustra algumas aplicacdes tipicas da cromatografia por particdo em fase ligada para sepa-
rar os aditivos de bebidas refrigerantes e inseticidas organofosforados. A Tabela 32-2 ilustra a variedade de
amostras para as quais a técnica pode ser aplicada.

Identificag8o dos picos

1. Metil parathion
2. Ciodrin
3. Parathion
4. Dyfonato
5. Diazinon
6. EPN

3 7.Ronnel
8. Trithion

Figura 32-11 Aplicagdestipicasda Identificagao dos picos

) Rk 1 1. VitaminaC 2
cromatografia com fase ligada. (a) 2 2. Sacarina
Aditivos em refrigerantes. Coluna: 4,6 X 3 3 Cafeina N
250 mm recheada com material com fase 4. Benzoato de sdio

ligada polar (nitrila). Eluicéo isocrética
com 6% HOAc/94% H,0. Vazéo: 1,0
mL/min. (Cortesiade BTR Separations, 4
uma &filiada da DuPont ConAgra.) (b)

I nseticidas organofosforados. Coluna

4,5 X 250 mm recheada com particulas de
5 um com fase ligada de Cg. Elui¢ao por
gradiente: 67% CH3;0OH/33% H,0 até R R T
80% CH30H/20% H,0. Vazéo: 02 46 810 0 2 4 6 8 10
2 mL/min. Ambas aplicagdes empregaram
detectores UV a 254 nm.

(&  Tempo, min (b) Tempo, min

TABELA 32-2
Aplicagdes Tipicas da Cromatografia por Particao de Alta Eficiéncia
Campo Misturas Tipicas Separadas
Farmacéutico Antibidticos, sedativos, esterdides, analgésicos
Bioquimico Aminoécidos, proteinas, carboidratos, lipideos
Produtos alimenticios Adocantes artificials, antioxidantes, afl otoxinas, aditivos
Industrial quimico Arométicos condensados, tensoativos, propelentes, corantes
Poluentes Pesticidas, herbicidas, fendis, bifenilas policloradas (PCBs)
Quimico forense Drogas, venenos, acool no sangue, narcéticos
Médico clinico Acidos bilicos, metabdlitos de drogas, extratos de urina, estrgenos

CROMATOGRAFIA DE ALTA
32C| EFICIENCIA POR ADSORCAO

O trabalho pioneiro em cromatografia foi baseado na adsor¢éo dos analitos em uma superficie solida. A
fase estacionéria, nesse caso, € a superficie de um solido polar finamente dividido. Nesse tipo de recheio,
Em cromatografia por adsorcio, 0 analito compete com afase mével pelos sitios da superficie do recheio

os analitos sdo adsorvidos sobrea € a retencao resulta das forcas de adsorcao.
superficie de um recheio polar.
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32C-1 Fases Estacionaria e Movel

A silica finamente dividida e a alumina sdo as Unicas fases estacionarias empregadas extensivamente em
cromatografia por adsorcéo. A silica é preferida para a maioria (mas néo todas) das aplicacdes por causa
da sua ata capacidade de amostra e das suas varias formas Uteis. As caracteristicas de adsor¢éo das duas
substancias sao paralelas entre si. Para ambas, 0s tempos de retencdo tornam-se mais longos a medida que
a polaridade do analito aumenta.

Na cromatografia por adsor¢éo, a Unica variavel que afeta o coefi- <« Nacromatografia por adsorcéo,
ciente de distribuicio dos analitos é a composicio da fase mével (con- afase movel e constituida
trastando com a cromatografia de particio, na qual a polaridade dafase 9erdmente por um solvente

.. . . k . . organico ou por umamistura de
estaciondria também podg ser variada). Felizmente, uma variagdd g,y entes organicos; a fase
enorme na retencdo, e assim na resolucdo, acompanha as variagdes N0 estacionaria é composta por
sistema solvente, sendo, portanto, raro ndo se dispor de umafase mével particulas finamente divididas de
adequada. silicaou alumina.

32C-2 Aplicacoes da Cromatografia por Adsorcao

Atualmente, CLAE liquido-sdlido € utilizada extensivamente para a separacdo de compostos relativamente
ndo-polares insol iveis em &gua e com massas molares menores que cerca de 5.000. Uma vantagem em par-
ticular da cromatografia por adsorcdo, que ndo é compartilhada por outros métodos, esté na sua habilidade
de resolver as misturas isoméricas como aguel as de derivados para e metassubstituidos do benzeno.

32D| CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

Na Secéo 30D, descrevemos algumas das aplicacdes das resinas trocadoras de ions em separacdes anal iti-
cas. Além disso, esses materiais sdo Uteis como fases estacionarias para a cromatografia liquida, na qual
sd0 empregados para separar espécies carregadas.” Na maioria dos casos, medidas de condutividade sio
empregadas para detectar as espécies eluidas.

Atualmente ha dois tipos de cromatografia de ions em uso: baseada em supressor e de coluna Unica.
Elas diferem no método utilizado para prevenir gue a condutividade dos el etrdlitos el uentes interfiram com
a medida das condutividades dos analitos.

32D-1 Cromatografia de ions Baseada em Supressores

Os detectores de condutividade apresentam muitas propriedades de um detector ideal. Eles podem ser alta-
mente sensiveis, s80 universais para as espécies carregadas e, como regra, respondem de uma forma pre-
visivel as alteragbes na concentracéo. Além disso, esses detectores sao o )
de operacéo simples, de baixo custo de construcdo e de manutencio, ;uﬁodgd&tgggg cgrrgj;tlwdadee
féceis de serem mi niaturizados e, geral m_ente,_ operam por longos perio- Cromatogerqaﬁ A pOFr) trocaionica.
dos sem necessitar de manutencdo.A Unica limitagcdo no uso de detec-
tores de condutividade, que atrasou a difusdo da sua aplicacdo em cromatografia de ions até a metade da
décadade 1970, foi aalta concentracdo de eletrolito necessaria para a el uicéo da maioria dos ions dos ana-
litos em um tempo razoavel. Em conseqliéncia, a condutividade dos componentes da fase mével tendem a
se sobrepor a dos ions dos analitos, reduzindo, assim, a sensibilidade do detector.

Em 1975, o problema criado pela alta condutancia dos eluentes foi resolvido pelaintroducdo de uma
coluna supressora do eluente logo apds a coluna trocadora de fons.8 A coluna do supressor é recheada

7 Para uma revisdo curta sobre a cromatografia de fons, ver J. S. Fritz, Anal. Chem., 1987, v. 59, p. 335A; P. R. Haddad, Anal. Chem., 2001, v. 73,
p. 266A. Para uma descric&o detal hada do método, ver H. Small, lon Chromatography. NovaYork: Plenum Press, 1989; D. T. Gjerde e J. S. Fritz,
lon Chromatography, 3. ed. NovaYork: A. Heuthig, 2000.

8H. Small, T. S. Stevens e W. C. Bauman, Anal. Chem., 1975, v. 47, p. 1801.
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Figura 32-12 Cromatogramade

16 20

fons de uma mistura de cétions.

(Cortesiada Dionex, Sunnyvale, CA.)

24

com uma segunda resinatrocadora de ions que converte efetivamente os
ions do solvente de €l ui¢éo para espécies moleculares de ionizagdo limi-
tada sem afetar a condutividade dos ions dos analitos. Por exemplo,
guando se pretende separar e determinar cétions, o acido cloridrico é
selecionado como reagente eluente e a coluna de supressao é constitui-
da por uma resina trocadora de ions na forma hidroxida. O produto da
reacdo na coluna de supressdo € a agua. Isto é

H*(aq) + Cl~(aq) + resina"OH ™ (s) — resina"Cl~(s) + H,0O

Os cétions do analito ndo sdo retidos por essa segunda coluna.

Na separacdo de anions, o recheio supressor esta naformaécida de
uma resina trocadora de cétions e o0 agente de elui¢éo é constituido por
bicarbonato ou carbonato de sodio. A reagdo no supressor é

Nat*(ag) + HCO3(aq) + resina H*(s) — resina"Na'(s) + H,COs(aq)

O &cido carbbnico pouco dissociado ndo contribui significativamente
para a condutividade.

Uma inconveniéncia associada com as colunas supressoras origi-
nais era a necessidade de regenera-las periodicamente (tipicamente a
cada 8 ou 10 horas) para reconverter o recheio para a sua forma écida
ou basica. Recentemente, contudo, 0S supressores com micromem-
branas que operam continuamente tornaram-se disponiveis.® Por exem-

plo, quando o carbonato ou bicarbonato de sodio devem ser removidos, 0 eluente passa sobre uma serie de
membranas ultrafinas de trocadoras de cations que o0s separam de uma corrente de solucdo cida de regene-
racdo que flui continuamente na direcdo oposta. Os ions sodio do eluente sdo trocados com os ions
hidrogénio na superficie interna da membrana trocadora e entdo migram para outra superficie para serem

1. Si0% 2 ppm
2.F 0,4 ppm
3. Formiato 1 ppm
4.ClI- 2 ppm
5. NO3 2 ppm
6. Br- 2 ppm
7.NO3 4 ppm
3 4
2
7
1

6

| | | | |
0 5 10 15 20
Tempo, min

Figura 32-13 Cromatogramade

fons de uma mistura de anions.

(Cortesiada Dionex, Sunnyvale, CA.)

trocados com os ions hidrogénio do reagente regenerador. Os ions
hidrogénio da solucéo regeneradora migram na direcéo inversa preser-
vando, assim, a neutralidade el étrica

As Figuras 32-12 e 32-13 mostram as aplicagdes da cromatografia
de ions baseadas em uma coluna supressora e na deteccdo condu-
tométrica. Nessas aplicactes, os ions estdo presentes na faixa de partes
por milh&o; o volume da amostra foi de 50 L. em um caso e de 20 uL
no outro. O método € particularmente importante para a andlise de
anions porque ndo existe outro método rgpido e conveniente para
resolver as misturas desse tipo.

32D-2 Cromatografia de lons em Coluna Unica

Recentemente, a instrumentagdo comercial para a cromatografia de
ions, que ndo requer nenhuma coluna supressora, tornou-se disponivel.
Essa abordagem depende da pequena diferenca de condutividade entre
0s ions da amostra e os ions prevalentes do eluente. Para amplificar
essas diferencas, trocadores de baixa capacidade sdo empregados per-
mitindo a elui¢éo com solugBes com baixas concentracdes de el etrolitos.
Além disso, eluentes de baixa condutividade sio selecionados.°

9 Para uma descricéo desse dispositivo, ver G. O. Franklin, Amer. Lab., 1985, v. 3, p. 71.
10ver R. M. Becker, Anal. Chem., 1980, v. 52, p. 1510; J. R. Benson, Amer. Lab., 1985, v. 6, p. 30; T. Jupille, Amer. Lab., 1986, v. 5, p. 114.
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A cromatografia de ions com coluna Unica oferece a vantagem de
Nn&o requerer equipamentos especiais para a supressdo. Contudo, é um
método um pouco menos sensivel para determinar os anions que
0S métodos que empregam as colunas Supressoras.

CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO
32E| POR TAMANHO

A cromatografia por exclusdo por tamanho ou em gel é o mais recente
dos procedimentos cromatogréficos. Ela se constitui em uma técnica
poderosa particularmente aplicada as espécies de alta massa molar.'*

32E-1 Recheios de Colunas

Os recheios para a cromatografia por exclusdo por tamanho consistem
em particulas pequenas (~10 wm) de silica ou polimeros contendo uma
rede de poros uniformes dentro dos quais as moléculas do soluto e do
solvente podem difundir. Enquanto estdo ocupando os poros, as
moléculas estdo efetivamente presas e removidas do fluxo da fase
movel. O tempo de residéncia médio das moléculas do analito depende
do seu tamanho efetivo. As moléculas que sd0 muito maiores que o
tamanho médio dos poros do recheio sdo excluidas e assim nao sofrem
nenhuma retencdo; isto €, elas se deslocam através da coluna na vel oci-
dade dafase mével. As moléculas que sao apreciavel mente menores que
0s poros podem penetrar por meio do labirinto dos poros e sdo assim
retidos por tempos mais longos; elas sdo as Ultimas a ser eluidas. Entre
esses dois extremos estdo as moléculas de tamanho intermediério cuja
penetragdo média nos poros do recheio depende dos seus didmetros. O
fracionamento que ocorre dentro desse grupo esta diretamente rela-
cionado com o tamanho molecular e, em alguma extensdo, com aforma
da molécula. Observe que as separacdes por exclusdo por tamanho
diferem de outros tipos de cromatografia sob 0 aspecto de que nenhuma
interacdo fisica ou quimica entre os andlitos e a fase estacionaria esta
envolvida no processo. De fato, todos os esforgos sdo dirigidos no sen-
tido de se evitar essas interacdes, pois elas levam a uma degradacdo da
eficiéncia da coluna.

Muitos recheios para a exclusdo por tamanho estdo no mercado.
Alguns sdo hidrofilicos para ser empregados com fases méveis aquosss,
outros sdo hidrofébicos e empregados junto a solventes ndo-polares
organicos. A cromatografia baseada em recheios hidrofilicos é as vezes
denominada filtragdo em gel, a0 passo que as técnicas baseadas em
rechei os hidrofébicos sdo chamadas per meacéo em gel. Para ambos os
tipos de recheio, muitos didmetros de poros estdo disponiveis.
Geramente, um dado recheio pode acomodar uma faixa que vai de 2 a
2,5 décadas de massa molar. A massa molar média adequada para um
dado recheio pode ser t&o peguena como poucas centenas ou t&o grande
como varios milhdes de Daltons.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Na cromatografia de ions baseada
em supressor, a coluna do trocador

de Tons é seguida por uma coluna
supressora ou por uma
membrana supressora que
converte um eluente idnico em
espécies nao-idnicas que nao
interferem com a detecgao
condutométrica dos ions

dos analitos.

Na cromatografia por troca ionica
em coluna unica, os ions dos
analitos sao separados em um
trocador de tons de baixa
capacidade por meio de um eluente
de pequena forga idnica que nao
interfere com a deteccao
condutométrica dos fons

dos analitos.

Na cromatografia por exclusao
por tamanho, o fracionamento é
baseado no tamanho das moléculas.

A filtragdo em gel é um tipo de
cromatografia por excluséo por
tamanho na qual o recheio é
hidrofilico. E empregada para
separar as espécies polares.

A permeacao em gel € um tipo de
cromatografia por exclusao por
tamanho na qual o recheio é
hidrofébico. E utilizada na
separacao de espécies nao-polares.

Cranberry
,i-\bacaxi
Laranja Maca Padrbes
s F F S S G
F
G
G G
F S F
I I | 11 11 |
4 8 4 8 4 8 48 48
Tempo, min

Figura 32-14 Cromatograma por
filtraco em gel paraglicose (G),
frutose (F) e sacarose (S) em sucos
enlatados. (CortesadaBTR
Separations, uma &filiada da

DuPont ConAgra.)

11 Para monografias sobre esse assunto, ver Sze Exclusion Chromatography, B. J. Hunt e S. R. Holding, Eds. NovaYork: Chapman and Hall, 1988;
Handbook of Sze Exclusion Chromatography, C. S. Wu, Ed. NovaYork: Dekker, 1995; Column Handbook for Size Exclusion Chromatography,

C. S. Wu, Ed. San Diego: Academic Press, 1999.
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32E-2 Aplicacdes

As Figuras 32-14 e 32-15 ilustram aplicagdes tipicas da cromatografia
de exclusdo por tamanho. Nos cromatogramas mostrados na Figura
32-14, um recheio hidrofilico foi utilizado para excluir as massas mola-
res maiores que 1.000. Muitos aglcares presentes em suco enlatado pu-
deram ser separados. O cromatograma da Figura 32-15 foi obtido com
um recheio hidrofébico e o eluente foi o tetraidrofurano. A amostra era
de umaresina epdxi comercial naqual cada unidade do monémero tinha
uma massa molecular de 280 (n = nimero de unidades do monémero).
BTR Separations, uma afiliada da Outra aplicacdo importante da cromatografia por exclusdo por tama-
DuPont ConAgra.) nho est& na determinagdo rgpida da massa molecular ou dadistribuicéo de
massas moleculares de polimeros de cadelalonga ou de produtos naturais. A chave para essas determinacfes
estd na calibragdo exata da massa molecular. As calibraces podem ser redizadas pelo uso de padres de
massa molecular conhecida (método da posi¢éo do pico) ou pelo “método universa de calibracdo”. Esse Ulti-
mo esta baseado no principio de que o produto da viscosidade molecular intrinseca n e a massa molecular M
€ proporciona ao volume hidrodinamico (volume efetivo, incluindo a camada de solvatacdo). |dealmente, as
moléculas sdo separadas por cromatografia por exclusdo por tamanho de acordo com o volume hidrodinami-
co. Portanto, uma curva de calibragcdo universal pode ser obtida plotando-se um gréafico log [n ] versus o
volume de retencdo, V,, em que V, = t, X F. Alternativamente, uma calibracdo pode ser redlizada empre-
gando-se um detector sensivel & massa molar como o detector de espalhamento de luz a baixo angulo.

O Destague 32-2 ilustra como a cromatografia por exclusdo por tamanho pode ser empregada na se-
paracdo de fulerenos.

S5
1

— Permeacéo total”™

fe——Amin—— >4
Figura 32-15 Separagdo dos
componentes de uma resina epoxi
por permeacdo em gel. (Cortesiada

DESTAQUE 32-2

Buckyballs: A Separacao Cromatografica de Fulerenos

Nossas idéias a cerca da natureza da matéria séo
com fregiiéncia profundamente influenciadas por
descobertas feitas a0 acaso. Nenhum evento de
memoria recente tomou a imaginacao dos cientis-
tas e do publico tanto quanto a descoberta inespe-
rada em 1985 da molécula Cg,, em forma de bola
de futebol. Essa molécula, ilustrada na Figura
32D-3, a sua prima Cy, e outras moléculas simi-
lares descobertas desde 1985 sdo denominadas
fulerenos ou, mais comumente, buckyballs.’?2 Os
compostos sdo assim chamados em consideracéo a
um famoso arquiteto, R. Buckminster Fuller, que

Figura 32D-3 Buckminster fulereno, Cg.

projetou muitos edificios com cupulas geodésicas
apresentando a mesma estrutura hexagonal/pen-
tagonal como os buckyballs. Desde a sua desco-
berta, milhares de grupos de pesquisa em todo o
mundo tém estudado vérias propriedades fisicas e
gquimicas dessas moléculas muito estéveis. Elas
representam uma terceira forma alotropica do car-
bono, aém do grafite e do diamante.

LR, F. Curl eR. E. Smalley, Sci. Am., 1991, v. 265 n. 4, p. 54.

A preparagdo das buckyballs € quase trivial.
Quando um arco ca é formado entre dois eletrodos
de carbono em um fluxo de atmosfera de hélio, a
fuligem coletada é rica em Cgy € Cyp. Embora a
preparacdo sgja smples, a separacdo e a purifi-
cacdo de mais do que poucos miligramas de Cg
mostram-se demoradas e de ato custo. Quanti-
dades relativamente grandes de buckyballs tém
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sido separadas por cromatografia por exclusao por
tamanho.'® Os fulerenos sfo extraidos da fuligem,
preparada como descrito anteriormente, e injetados
em uma coluna de 199 mm X 30 cm, 500 A
Ultrastyragel (Waters Corp., Milford, MA), em-
pregando-se o tolueno como fase mével e deteccéo

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia 941

ultravioletalvisivel, apos a separacdo. Um cro-
matograma tipico € mostrado na Figura 32D-4. Os
picos ho cromatograma estdo rotulados com suas
identificacbes e tempos de retencao.

Observe que 0 Cgy €lui antes do Coy e dos
fulerenos superiores. 1sso vai contra o esperado; a

‘ Coo Cro
i (16,4 min) (17,5 min)
‘©
&
2
2
Q
< .
Fulerenos superiores
Figura 32D-4 Separacéo de
fulerenos. Tempo
S
CGO C70
© Cro
2l ||g
© —
g— C76
Co—Crs
D3=Crs
2
g | = Ca
Figura 32D-5 Cromatogramas a I le
do extrato total de fuligem (a) e da )
fracéo contendo os fulerenos
superiores (b) obtidos com uma c
coluna polimérica ODS e com fase s X S0
mével constituida de <o X l %
acetonitrilaitolueno. (Reproduzido X
com permissdo de F. DiedericheR. L.
Whetten, Acc. Chem. Res., 1995,

V. 25, p. 121. Copyright da
American Chemical Society.)

Tempo de retencéo, min

Tempo de retencéo, min

(@ (b)

(continua)

13M. S. Meier e J. P. Selegue, J. Org. Chem., 1992, v. 57, p. 1924; A. Gugel e K. Mullen, J. Chromatogr., 1993, v. 628, p. 23.
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molécula menor, Cg, deveria ser retida mais
intensamente que a C,, e os fulerenos superiores.
Tem sido sugerido que a interagcdo entre as
moléculas, o soluto e o gel acontece na superficie
deste em vez de ocorrer nos poros. Uma vez que
0 C, e os fulerenos superiores apresentam areas
superficials maiores que 0 Cgy, 0s fulerenos supe-
riores sdo retidos mais fortemente na superficie
do gel e, assim, sdo eluidos apds 0 Cgy. Com um
instrumento automatico, esse método de sepa
racdo pode ser empregado na preparagédo de
vérios gramas de Cg, com purezaigua a99,8% a
partir de 5 a 10 g de uma mistura de Cgga C;o em
um periodo de 24 horas. Essas quantidades de Cg
podem ser entdo usadas para estudar a quimica e

FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

a fisica de derivados dessas formas do carbono
interessantes e raras.

Atualmente, tem-se empregado extensiva-
mente a fase estacionéria ligada de silica octadecil
(SOD) na separacdo de fulerenos por CLAE.™ As
fases monomeéricas e poliméricas SOD tém sido
empregadas, produzindo maior seletividade quando
comparada a outras fases. A Figura 32D-5 mostra
uma separagao preparativa a partir do extrato total
de fuligem e dafracdo contendo os fulerenos supe-
riores em uma coluna de SOD polimérica. Essas
estéo entre as primeiras separacdes dos fulerenos
superiores individuais. Observe a excelente reso-
lucdo quando comparada com a separacdo por
exclusdo por tamanho da Figura 32D-4.

32F | CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE

A cromatografia por afinidade envolve aligacdo covalente de um reagente denominado ligante de afinidade
a um suporte sdlido.’> Os ligantes de afinidade tipicos sdo anticorpos, inibidores enziméticos ou outras
mol éculas que se ligam reversivamente e sel etivamente com as mol éculas do analito naamostra. Quando uma
amostra passa através da coluna, somente as mol éculas que se ligam sel etivamente ao ligante de afinidade sdo
retidas. As moléculas que ndo se ligam passam pela coluna juntamente com a fase movel. Apds a remocdo
das moléculas indesgjadas, os analitos retidos podem ser eluidos aterando-se as condicbes da fase moével.

A fase estacionaria para a cromatografia por afinidade € um sélido como a agarose ou microesferas de
vidro poroso no qual o ligante de afinidade é imobilizado. A fase mével em cromatografia por afinidade
desempenha dois papéis distintos. Primeiro, ela deve permitir uma forte ligagdo das moléculas do analito
com o ligante. Segundo, uma vez que as espécies indesgjavels tenham sido removidas, a fase mével deve
enfraguecer ou eliminar a interacdo entre 0 analito e o ligante de forma que o analito possa ser eluido.
Geramente as ateragdes no pH ou naforgaidnica sdo empregadas para se aterar as condic¢des de eluicdo
durante os dois estégios do processo.

A cromatografia por afinidade apresenta uma extraordinéria seletividade como sua vantagem princi-
pal. O seu principa uso é no isolamento de biomoléculas durante a etapa preparativa.

32G| CROMATOGRAFIA QUIRAL

Um avango enorme tem sido realizado nos Ultimos anos em relac&o a separagdo de compostos que sdo ima-
gens especul ares ndo-sobreponiveis um do outro, os chamados compostos quir ais. Essas imagens especu-
lares sd0 denominadas enantidmeros. Os aditivos na fase mével ou fases estaciondrias quirais
sAo requeridos para essas separacdes.’® A complexagdo preferencial entre o agente de resoluco quiral (adi-
tivo ou fase estacionaria) e um dos isdbmeros resulta na separagdo dos enantidmeros. O agente deresolucéo
quiral deve apresentar por si um caréter quiral para reconhecer a natureza quiral do soluto.

14K, Jinno, H. OhtaeY. Sato, in Separation of Fulerenes by Liquid Chromatography, K. Jinno, Ed. Ch. 3. Londres: Roya Society of Chemistry, 1999.

15 para detal hes sobre a cromatografia por afinidade, ver R. R. Walton, Anal. Chem., 1985, v. 57, p. 1097A; Handbook of Affinity Chromatography,
T. Kline, Ed. NovaYork: Dekker, 1993; Analytical Affinity Chromatography, I. M. Chaiken, Ed. Boca Raton, FL: CRC Press, 1987.

16 Chiral Separations: Aplications and Technology, S. Ahuja, Ed. Washington: American Chemical Society, 1996; S. Ahuja, Chiral Separations by
Chromatography, NovaYork: Oxford University Press, 2000.
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L A . . . 17
As fases estacionari asquirais tém recebido mai Or aencao. Nesse |y agente de resolucio quiral &

caso, um agente quiral é imobilizado sobre a superficie de um suporte | um aditivo da fase movel ou uma
sblido. Varias formas diferentes de interacdo podem ocorrer entre o | fase estacionaria quiral que
agente de resoluco quiral e o soluto.!® Em uma das formas, ainteragio | complexa preferenciaimente um

Z . ~ . dos enantidomeros.
dé-se em virtude de forcas de atragdo como agquelas existentes entre as
ligagBes 7, ligacbes de hidrogénio ou dipolos. Em outro tipo, o soluto pode se gjustar em cavidades quirais
na fase estacionéria para formar complexos de inclusdo. N&o importando como, a habilidade de separar
esses compostos muito semelhantes entre si € de extrema importancia em muitas areas. A Figura 32-16
mostra a separacdo de uma mistura racémica de um éster em uma fase estacionéria quiral. Observe a exce-
lente resolucdo obtida para os enantibmeros Re S.

R-1

Figura 32-16 Cromatogramade
uma misturaracémicade éster 1 de
N-(1-Naftil)leucina em uma fase
estaciondria quira de dinitrobenzeno-
leucina. Os enantiémeros R e Ssdo
muito bem separados. Coluna

4,6 X 50 mm; fase moével, 20% 2-
propanol em hexano; vazdo: 1,2
mL/min; detector UV a 254 nm.
(Reproduzido com permissdo de L. H.
Bluhm, Y. Wang eT. Li, Anal. Chem.,,
2000, v. 72, p. 5201. Copyright da
American Chemical Society.)

S1

0 0.5 1 15 2 25 3
Tempo de retengéo, min

COMPARAQAO ENTRE A CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
32H| ALTA EFICIENCIA E A CROMATOGRAFIA GASOSA

A Tabela 32-3 fornece uma comparacdo entre a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia
gas-liquido. Quando ambas podem ser aplicadas, a cromatografia gas-liquido oferece a vantagem da veloci-
dade e simplicidade do equipamento. Por outro lado, a cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser apli-
cada a substancias ndo-voléteis (incluindo os ions inorganicos) e a materiais termicamente instéveis,
enguanto a cromatografia gas-liquido ndo pode. Geramente os dois métodos sdo complementares.

TABELA 32-3
Comparacao entre a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e a Cromatografia Gas-Liquido

Caracteristicas de ambos os métodos
Eficientes, atamente seletivos, amplamente aplicados
Necessitam de uma pequena quantidade de amostra
Podem ser n&o destrutivos da amostra
Prontamente adaptados a andlise quantitativa
Vantagens daCLAE
Pode separar compostos ndo-voléteis e termicamente instaveis
Pode ser aplicada de forma geral aions inorgénicos
Vantagens da CG
Equipamento simples e de baixo custo
Répida
Resolugéo incomparével (com colunas capilares)
Fécil de ser interfaceada a espectrOmetros de massas

17 Parauma revisdo atual sobre as fases estaciondrias quirais, ver D. W. Armstrong e B. Zhang, Anal. Chem., 2001, v. 73, p. 557A.
18 Para uma revisdo sobre as interagdes quirais, ver M. C. Ringo e C. E. Evans, Anal. Chem., 1998, v. 70, p. 315A.
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EXERCICIOS NA WEB

Conecte-se a http://chemistry.brookscole.convskoogfac/. A partir do menu
das Chapter Resources, selecione WWeb Works e localize a se¢éo do Capitulo
32. Encontre a conexdo com arevistaLC-GC. A partir dapaginainicial da
LC-GC, procure por artigos sobre LC/MS. Encontre um artigo, escrito em
2001, que compare os analisadores de massas para aplicagbes de LC/MS.
Quais sfo as fontes de ionizagdo mais empregadas para LC/MS? Descreva
as diferencas na faixa de massas e na resolugdo entre os analisadores de
massas do tipo quadrupolo, tempo de v6o e aprisionamento de ions (trans-
formada de Fourier). Esses analisadores mostram diferencas com relacdo

ao uso

em andlises qualitativas e quantitativas?

QUESTOES E PROBLEMAS

32-1.

32-2.

32-3.

32-4.

*32-5.

32-6.

Liste ostipos de substancias para as quais 0s
seguintes métodos cromatogréaficos sdo mais
adequados
*(a) gas-liquido.
(b) particgo em liquido.
*(c) trocaibnica.
(d) adsorgéo em liquido.
*(€e) permeagdo em gel.
(f) filtracdo em gel.
*(g) gas-sdlido.
Defina
*(a) eluicdo isocrética.
(b) eluicdo por gradiente.
*(c) injecé@o com parada de fluxo.
(d) recheio de fase reversa.
*(e) recheio de fase normal.
(f) cromatografia por pares de ions.
*(g) cromatografia de ions.
(h) coluna supressora do eluente.
*(i) filtragdo em gel.
(1) permeacéo em gel.
Indigue a ordem pela qual os seguintes
compostos deverdo ser eluidos de uma co-
luna de CLAE contendo um recheio de
fase reversa:
*(a) benzeno, éter dietilico, n-hexano.

(b) acetona, dicloroetano, acetamida.
Indique aordem de €l ui¢&o para 0s seguintes
compostos e uma coluna de fase normal de
CLAE:

*(a) acetato de etila, &cido acético, dimeti-
lamina.

(b) propileno, hexano, benzeno, dicloro-

benzeno.
Descreva a diferenca fundamental entre as
cromatografias por adsor¢éo e por parti¢ao.
Descreva a diferenca fundamental entre as
cromatografias por troca idnica e por ex-
clusdo por tamanho.

*32-7.

32-8.

*32-9.

32-10.

*32-11.

32-12.

*32-13.

32-14.

Descreva a diferenca entre as cromato-
grafias por permeacdo em gel e por fil-
tracdo em gel.
Quais espécies podem ser separadas por
CLAE, mas ndo podem ser separadas
por CG?
Descreva os diversos tipos de bombas em-
pregados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Quais sdo as vantagens e des-
vantagens de cada um?
Descreva as diferencas entre as croma-
tografias de ions de coluna Unica e com
coluna de supressao.
A espectrometria de massas constitui um
sistema de deteccdo extremamente versétil
para a cromatografia gasosa. Contudo, o
interfaceamento de um sistema CLAE com
um espectrémetro de massas é uma tarefa
muito mais dificil. Descreva as razdes prin-
cipais pelas quais € mais dificil combinar a
CLAE com a espectrometria de massas do
gue a CG com a espectrometria de massas.
Quais detectores para CG listados na Tabela
31-1 so adequados para a CLAE? Por que
alguns deles sbo inadequados paraa CLAE?
O detector ideal para CG é descrito na Secéo
31A-4. Quais das oito caracterigticas de um
detector ideal para CG se aplicam aos de-
tectores para a CLAE? Que caracteristicas
adicionais deveriam se adicionadas parades-
crever um detector ideal paraa CLAE?
Embora a temperatura ndo exerca um gran-
de efeito sobre as separagdes em CLAE
como em CG, elatambém pode exercer um
papel importante. Discuta como a tempe-
ratura pode ou ndo influenciar as seguintes
separacies.
(&) uma separacdo de esterdides por cro-
matografia de fase reversa.
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*32-15.

32-16.

CAP.32

(b) uma separacdo de uma mistura de
isOmeros bastante semel hantes por cro-
matografia por adsor¢ao.

Em uma separacdo por CLAE, dois compo-

nentes apresentam tempos de retencdo que

diferem por 15 s. O primeiro pico elui apds

9,0 min e as larguras dos picos sao aproxi-

madamente iguais. O tempo morto ty, é de

65 s. Empregue uma planilha de cdculo

para encontrar 0 nimero minimo de pratos

tedricos necess&rio para obter 0s seguintes

valores de resolucdo, Ry 0,50; 0,75; 0,90;

1,0; 1,10; 1,25; 1,50; 1,75; 2,0; 2,5. Como

osresultadosiriam ser dterados sealargura

do pico 2 fosse duas vezes ado pico 1?

Um méodo de CLAE foi desenvolvido

paraa separacéo e determinagéo de ibupro-

fen em amostras de plasma de rato como
parte de um estudo do tempo de permanén-
cia da droga em animais de laboratorio.

Vé&ios padrdes foram cromatografados e

0s seguintes resultados obtidos:

Concentracéo de Area Relativa

Ibuprofen pg/mL do Pico
0,5 5,0
1,0 10,1
2,0 17,2
3,0 19,8
6,0 39,7
8,0 57,3
10,0 66,9
15,0 95,3

Depois, uma amostra de 10 mg/kg de
ibuprofen foi administrada por via ora a
um rato de laboratério. As amostras de
sangue foram retiradas a vérios intervalos
de tempo ap6s a administracdo da droga e
analisadas por CLAE. Os seguintes resul-
tados foram obtidos:

Tempo, h Areado Pico
0 0
0,5 91,3
1,0 80,2
15 52,1
2,0 38,5
30 24,2
4,0 21,2
6,0 18,5
8,0 15,2

Encontre a concentragcdo de ibuprofen no
plasma sanguiineo para cada intervalo de
tempo e faga um gréfico da concentragéo
versus tempo. Em bases porcentuais, em
qual periodo de meiahora (19, 29, 2 etc.) a
maior parte do ibuprofen é perdida?
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32-17. Problema Desafiador. Suponha por sim-

plicidade que a altura de prato em CLAE,
H, possa ser dada pela Equacdo 30-27 como
H=%+CEU+CMU=%+CU
emqueC = Cg + Cy.
(8) Empregando-se os célculos para encon-
trar o valor minimo paraH, mostrequea
velocidade ug; pode ser expressa como

u, = E
ot C
(b) Mostre que isso leva a um valor mini-

mo da altura de prato H,,, dado por
Hpin = 2VBC

(c) Sob certas condi¢cdes cromatogréficas,
Cg é desprezivel quando comparado
com Cy,. Para as colunas recheadas de
CL, Cy édado por

2

CM = L%
Dy
em que » € uma constante adimen-
siond, d, € o tamanho das particulas do
recheio da coluna e Dy, € o coeficiente
de difusdo na fase mével. O coeficien-

te B pode ser expresso como

B = 2yDy,

em que y €também uma constante adi-
mensional. Expresse uUg € Hpin em
termos de Dy, d, e das constantes adi-
mensionais y € w.

(d) Se as constantes adimensionais forem
préximas da unidade, mostre que Uy €
Hpmin pOdem ser expressos como

Ugt =~ Pu e
dp

(e) A partir das condi¢Bes na parte (d),
como a atura de prato poderia ser
reduzida de um terco? O que aconte-
ceria com a velocidade 6tima sob essas
condicdes? O que aconteceria com 0
nimero de pratos tedricos N para
0 mesmo comprimento da coluna?

(f) Para as condicbes na parte (€), como
VOCcé manteria 0 mesmo nuimero de
pratos tedricos mesmo reduzindo sua
altura de um terco?

(g) A discussdo anterior assume que O
alargamento de banda ocorre dentro da
coluna. Indique duas fontes de aarga
mento de banda extracol una que podem
contribuir também para a largura total
dos picosem CL.

Hpmin = dp



CAPITULO 33

Outros Métodos
de Separacao

A eletroforese capilar (EC) tem assumido um papel de importancia crescente na identificacéo forense de DNA. No desas-
tre do World Trade Center, os materiais coletados no local foram transportados em comboios e embarcados para Fresh
Lills Landfill no centro de Staten Island. Os restos mortais humanos foram entdo separados e utilizados na aquisi¢do de
provas de DNA. A eletroforese capilar foi a ferramenta mais empregada no processo de identificacdo. A EC € particular-
mente til quando se dispdoe de uma pequena quantidade de amostra e quando as amostras podem ter sido degradadas
com o tempo. A EC tem sido usada para a identificagdo de DNA em 0ss0s, sangue, sémen, saliva e cabelo.

Este capitulo trata de diversos métodos de separacao que nao podem ser classificados diretamente, incluindo a
cromatografia supercritica, a cromatografia em papel, a eletroforese capilar e o fracionamento por campo e fluxo. O
uso de EC para seqgtienciamento de DNA € o assunto de destaque na sec¢éo de eletroforese deste capitulo.

este capitulo, discutiremos varios outros métodos para realizar as separa¢des analiticas: cro-
matografia supercritica, cromatografia em camada delgada, cromatografia em papel, eletroforese
capilar e fracionamento por campo e fluxo.

33A| CROMATOGRAFIA SUPERCRITICA

A cromatografia supercritica (CS), na qual a fase mével é um fluido
supercritico, € uma técnica hibrida entre a cromatografia gasosa e liqui-
da que combina algumas das melhores caracteristicas de cada uma de-
las. Para certas aplicacOes, ela parece ser claramente superior a ambas,
acromatografia gés-liquido e a cromatografialiquida de alta eficiéncia.

Um fluido supercritico € um estado
fisico de uma substancia mantida
acima de sua temperatura critica.

33A-1 Propriedades Importantes dos Fluidos Supercriticos

o Um fluido supercritico é formado sempre que uma substancia é aque-

A temperatura critica é aquela id . d P . d
acima da qual uma substancianao  C1d@ acima da sua temperatura critica. Acima essa Femperatura, a
pode ser liquefeita. substéncia ndo pode mais ser condensada como um liquido aumentan-
do-se simplesmente a sua pressao. Por exempl o, o dioxido de carbono é

1T. L. Chester e J. D. Pinkston, Anal. Chem., 2002, v. 74, p. 2901; T .L. Chester e J. D. Pinkston, Anal. Chem., 2000, v. 72, p. 129R; T. L. Chester,
J. D. Pinkston e D. B. Raynie, Anal. Chem., 1998, v. 70, p. 301R; K. Anton e C. Berger, Eds., Supercritical Fluid Chromatography with Packed
Columns. Techniques and Applications. NovaYork: Dekker, 1998; M. Caude e D. Thiebaut, Eds., Practical Supercritical Fluid Chromatography
and Extraction. Amsterd&: Harwood, 2000.
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TABELA 33-1

Comparacao das Propriedades dos Fluidos Supercriticos, Liquidos e Gases*

Propriedade Gas (STP) Fluido Supercritico Liquido
Densidade, g/cm? (0,6-2) x 1073 02-05 06—2
Coeficiente de difusio cm? s—1 (1-4) x 1071 103 - 104 (0,2-2) X 1075
Viscosidade, gcm=ts™t (1-3) X 1074 (1-3) x 1074 (0,2-3) X 1072

* Dados somente em ordem de grandeza.

um fluido supercritico a temperaturas acima de 31 °C. Nesse estado, as moléculas do dioxido de carbono
atuam independentemente umas das outras, assim como fazem em um gas.

Como mostrado na Tabela 33-1, as propriedades de um fluido _ )
supercritico podem ser _radi camente diferentes das propriedades _tanto ;F;ir‘gfgis‘cg?g gﬁ;?afégggo a
daquelas do estado liquido como do gasoso. Por exemplo, a densidade 400 vezes aquela do seu estado
do fluido supercritico é tipicamente 200 a 400 vezes maior que ado gas gasoso e proxima ado seu estado
correspondente aproximando-se daquela do estado liquido. As pro- liquido.
priedades comparadas na Tabela 33-1 sdo aquelas importantes para as
cromatografias gasosa, liquida e supercritica.

Uma importante propriedade dos fluidos supercriticos relacionada com a sua alta densidade (0,2 a0,5
g/cm?d) € a sua habilidade de dissolver moléculas grandes ndo-voléteis. Por exemplo, o didxido de carbono
dissolvg prontamente n-alcanos_contendo entre 5 e 22 :ittomos de car- « Osfluidos supercriticos tendem
bono, di-n-alquilftal atos nos quais os grupos aquilacontém entre4 e 16 5 gjssolver as moléculas grandes
atomos de carbonos e varios hidrocarbonetos policiclicos arométicos ndo-voléteis.
constituidos por vérios anéis.?

As temperaturas criticas para os fluidos empregados em cromatografia variam amplamente, de cerca
de 30 °C até maiores que 200 °C. As temperaturas criticas mais baixas sdo vantajosas em cromatografia sob
muitos pontos de vista. Por essa razéo, a maioria dos trabalhos até o momento € focalizada nos fluidos
supercriticos mostrados na Tabela 33-2. Observe gue essas temperaturas e as pressies a essas temperaturas
situam-se bem dentro das condi¢des usuais da cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE).

33A-2 Instrumentacao e Variaveis Operacionais

Os instrumentos para a cromatografia supercritica sao similares aos cromatégrafos liquidos de alta eficién-
Cia, exceto que em CS a pressdo da coluna € medida e controlada. Muitos fabricantes iniciaram a comercia-
lizacGo de instrumentos para a cromatografia supercritica em meados dos anos 1980.3

TABELA 33-2
Propriedades de Alguns Fluidos Supercriticos
Temperatura Pressao Densidade no Densidade a 400

Fluido Critica, °C Critica, atm Ponto Critico, g/mL atm, g/mL
CO, 31,3 72,9 0,47 0,96
N,O 36,5 71,7 0,45 0,94
NH3 132,5 1125 0,24 0,40
n-Butano 152,0 375 0,23 0,50

Reproduzido com permisséo de M. L. Lee e K. E. Markides, Science, 1987, v. 235, p. 1345. Copyright American Association for the
Advancement of Science. Dados obtidos de Matheson Gas Data Book and CRC Handbook of Chemistry and Physics.

2 Alguns processos industriais importantes s3o baseados na alta sol ubilidade de espécies organicas em didxido de carbono supercritico. Por exemplo,
esse meio tem sido empregado para extrair a cafeina de gréos de café para produzir café descafeinado e para extrair a nicotina de tabaco de cigarros.

3 Para uma descricao de vérios instrumentos comerciais de CS, ver F. Wach, Anal. Chem., 1994, v. 66, p. 369A; B. Erikson, Anal. Chem., 1997,
V. 69, p. 683A.
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O Efeito da Pressdo

A densidade de um fluido supercritico aumenta rapidamente e de forma ndo-linear com a elevacéo da
pressdo. O aumento da densidade altera também os fatores de retencdo (k) e, assim, os tempos de €l ui¢éo.
Por exemplo, o tempo de eluicéo para o hexadecano decresce de 25 para5 min quando a pressao do didxi-
do de carbono aumenta de 70 a 90 atm. Um efeito similar ao da programacéo da temperatura na cro-
matografia gasosa e elui¢do por gradiente em CLAE pode ser obtido elevando-se linearmente a presséo da
_ _ coluna ou regulando-se a pressdo para se obter um aumento linear da
» A eluicgo por gradiente pode ser - densidade. A Figura 33-1 ilustra a melhoria nos cromatogramas obtidos
obtidaem CS aterando-se x - X s .
: . ~ por programacao de pressdo. A descompressédo dos fluidos amedidaque
sistematicamente a pressao da , .. .~
coluna ou a densidade do fluido eles se deslocam através da coluna pode originar variages de tempera-

supercritico. tura que podem afetar as separacdes e as medidas termodinamicas.

Colunas

As colunas recheadas e tubulares abertas sdo empregadas em cromatografia supercritica. As colunas re-
cheadas podem fornecer um nimero maior de pratos tedricos e manipular volumes grandes de amostras
que as colunas tubulares abertas. Por causa da baixa viscosidade do meio supercritico, os comprimentos
das colunas podem ser muito maiores que aguel es empregados em cromatografia liquida. As colunas com
comprimentos de 10 a 20 m com didmetro interno de 50 a 100 wm sdo comuns. Para as separacfes mais

> As colunas muito longas podem dificeis, as colunas com 60 m de comprimento ou mais longas tém sido

ser usadas em CS porque a utilizadas. As colunas recheadas podem ter acima de 100.000 pratos.
viscosidade dos fluidos As tubulares abertas sdo similares as colunas de silica fundida tubu-
supercriticos € muito baixa. lares abertas (FSOT) descritas na pagina 959.

A maior parte dos recobrimentos empregados em cromatografialiquida tem sido também utilizada em
cromatografia supercritica. Tipicamente, estes sdo constituidos de polisilanos (ver Segdo 31B-3) que sdo
ligados quimicamente a superficie das particulas de silica ou na parede interna de silica dos tubos capi-
lares. A espessura dos filmes é de 0,05 a 0,4 um.

Fases Moveis

A fase mével mais empregada em cromatografia supercritica é o dioxido de carbono. Este € um excelente
solvente para uma grande variedade de moléculas organicas ndo-polares. Além disso, transmite na regido
do ultravioleta e é inodoro, ndo-toxico, acessivel e de custo notavelmente baixo em relacdo a outros sol-

Amostra: 1. octanato de colesteril
2. decilato de colesteril
3. laurato de colesteril
4. miristato de colesteril
5. palmitato de colesteril
6. estearato de colesteril

Coluna: DB-1
Fase mével:  CO,
Temperatura: 90 °C
Detector: DIC
Gradiente linear
= de presséo de
2 3.000 a4.000 psi
g em 15 min
Figura 33-1 Oéfeitoda P | sobérico, 3.000 psi 1
programagdo de pressdo em b= 2345
cromatografia supercritica. Observe o g 6
menor tempo para o cromatograma 8
) ~ x o [vd
com gradiente de pressdo adireitaem _J
comparagdo com o cromatograma | |

isobérico aesquerda. (Cortesiade
0 5 10 15 0 5 10
Brownlee Labs., Santa Clara, CA.) Tempo, min Tempo, min
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ventes cromatograficos. Suatemperaturacriticade 31 °C e sua presséo de 73 atm a temperatura critica per-
mitem ampla selecdo de temperaturas e pressdes sem que se exceda os limites operacionais dos equipa-
mentos modernos de cromatografia de ata eficiéncia. Em a gumas aplicactes, os modificadores organicos
polares, como 0 metanol, sdo introduzidos a baixas concentracfes (= 1%) paramadificar osvaloresde alfa
dos analitos.

Inimeras outras substancias tém sido empregadas como fases méveis em cromatografia supercritica,
incluindo o metano, o pentano, o diclorodifluorometano, o dietil éter e o tetraidrofurano.

Detectores

A maior vantagem da cromatografia supercritica esta no fato de que os detectores universais da cromato-
grafia gés-liquido podem ser usados com essa técnica. Por exemplo, o conveniente detector de ionizagéo
em chama da cromatografia gas-liquido pode ser aplicado simplesmente permitindo que o fluido super-
critico de arraste se expanda através de um constritor e dai para uma chama ar-hidrogénio, na qual os ions
sdo formados a partir dos analitos e coletados pel os eletrodos polarizados, gerando uma corrente el étrica.

33A-3 Cromatografia Supercritica versus Outros
Métodos de Coluna

A informac&o na Tabela 33-1, bem como outros dados, revela que varias propriedades dos fluidos super-
criticos sdo intermediérias entre as propriedades dos gases e dos liquidos. Em consequiéncia, esse novo tipo
de cromatografia combina algumas das caracteristicas de ambas as cromatografias gasosa e liquida. Assim,
como ha cromatografia gasosa, a cromatografia supercritica é inerentemente mais rgpida que a cro-
matografia liquida por causa da baixa viscosidade e das altas velocidades de difusdo na fase movel.
Contudo, aatadifusibilidade levaao espalhamento longitudinal da banda, que é um fator significativo para
a cromatografia gasosa, mas ndo o é para a cromatografia liquida. Dessa forma, as difusibilidades e vis-
cosidades intermediérias dos fluidos supercriticos resultam em separagdes mais rapidas do que podem ser
obtidas com cromatografia liquida, as quais sGo acompanhadas por menor espalhamento de zona que o
encontrado em cromatografia gasosa.

A Figura 33-2 mostra o comportamento das alturas de prato H em funcéo da velocidade linear u em
cm/s para as cromatografias liquida de ata eficiéncia e supercritica. Em ambos os casos, 0 soluto era cons-
tituido por pireno e afase estacionéria era umafase reversa de actadecil silano mantidaa40 °C. A fase mével
para a CLAE era a acetonitrila e agua, enquanto a fase mével para a CS era o dioxido de carbono. Essas

0,080
0,070 —
CLAE
0,060 —
€ 0,050 —
1S
< o040 B
B :
< 0,030} | s
| 3X Figura 33-2 Caracteristicas de
0,020 |- : desempenho de umacolunade 5 um
| de ODS quando a eluigéo é feita por
0010 | ! - uma fase movel convencional (CLAE)
r— 4X —! e por didxido de carbono supercritico
0.000 L | | | | | (DCS). (DeD. R. Gere, Application

0 02 04 06 08 10 12 14 Note 800-3. Hewlett-Packard Corp.,

Velocidade linear média (T), cm/s PaoAlto, CA, 1983.)
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Modelo molecular da estrutura da bifenila, um hidrocarboneto aromético perigoso.
Este composto é utilizado como intermediario na produgéo de emulsificadores,
polidores, plasticos e muitos outros compostos. A bifenilatem sido usada como
meio de transferéncia de calor em fluidos de aguecimento, como carga de corantes
em téxteis e papel de copiadora e como solvente em preparacfes farmacéuticas.
Um papel impregnado com bifenila € empregado para embalar frutas citricas

de formaareduzir o ataque por fungos. A exposi¢éo a esse composto por curtos
interval os de tempo causairritagdo nos olhos e na pele e efeitos toxicos sobre 0
figado, rins e sistema nervoso. A exposicgao por longos periodos causou danos
aosrins em animais de laborat6rio e pode afetar o sistema nervoso central

em seres humanos.

condicdes forneceram aproximadamente o mesmo fator de retencao (k) paraambas as fases méveis. Observe
gue o minimo de atura de prato ocorreu a velocidades lineares de 0,13 cm/s com CLAE e 0,40 cm/s com a
CS. A consequéncia dessas diferencas € mostrada na Figura 33-3, em que essas mesmas condi¢des so
empregadas para a separacdo de pireno de bifenila. Observe que a separacéo em CLAE necessitou mais que
0 dobro do tempo necessario para a separacéo em CS.

Apesar dessas vantagens, a CS néo tem ganho ampla aceitagdo por causa da complexidade e do custo
da instrumentacdo e do pequeno nimero de aplicacles para as quais é considerada a Unica técnica capaz
de fornecer informagfes. Contudo, a CS ainda ocupa um espaco importante no mundo das separacfes e
estabel ece uma conexdo entre a cromatografia gasosa e a CLAE.

33A-4 Aplicacoes

A cromatografia supercritica parece apresentar um nicho potencial no espectro dos métodos cromatogréfi-
cos em coluna por causa da sua aplicabilidade auma classe de compostos paraaqual acromatografiagasosa
ou a cromatografialiquida ndo sdo adequadas. Esses compostos incluem as espécies que ndo sdo volateisou
gue sdo termicamente instavels e que, além disso, ndo contém grupos cromoforos que possam ser empre-
gados na sua deteccdo fotométrica. A separacdo desses compostos € possivel em cromatografia supercritica
» A CS com deteccio por a temperaturas abaixo de 100 °C; aém do mais, a deteccéo é realizada
ionizacéo em chamafuncionamuito  prontamente através de um detector de ionizagdo em chama altamente
bem para 0s composios néo-vol&els  sengfvel. E importante observar também que as colunas de CS apresen-
outermicamente INSAVESQUENaD o vantagem adicional de poderem ser mais facilmente interfaceadas

apresentam grupos cromaforos para h e
deteccio fotométrica aos espectrometros de massas que as colunas de cromatografia liquida.

33B| CROMATOGRAFIA PLANAR

Os métodos de cromatografia planar incluem a cromatografia em camada delgada (CCD), a cro-
matografia em papel (CP) e a€eletrocromatogr afia. Todas elas fazem uso de uma camada rel ativamente
fina de material que é auto-suportado ou que recobre uma superficie de vidro, plastico ou metal. A fase
movel movimenta-se através da fase estacionéria por agdo de capilaridade, algumas vezes assistida pela
gravidade ou por um potencial elétrico. A cromatografia planar foi inicialmente denominada cromatografia
bidimensional, muito embora esse termo atuamente signifique o acoplamento de duas técnicas cro-
matogréficas com mecanismos de separacdo diferentes.

Atualmente, amaior parte da cromatografia planar é baseada na técnica de camada delgada que € mais
rapida, apresenta uma melhor resolucdo e é mais sensivel que a cromatografia em papel. Esta se¢cdo € de-
dicada aos métodos de camada delgada. A eletrocromatografia capilar é descrita na Se¢do 33D.

33B-1 O Escopo da Cromatografia em Camada Delgada

Em termos tedricos, os tipos de fases méveis e estacionarias e aplicagdes, a cromatografia em camada delga-
daealiquidasio muito smilares. De fato, as placas de camada del gada podem ser empregadas com vantagem
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no desenvolvimento das condicfes 6timas para a separacdo por cromar
tografia liquidaem coluna. As vantagens de se empregar esse procedimen-
to sB0 a velocidade e 0 baixo custo dos experimentos exploratorios em
camada delgada. Alguns cromatografistas postulam que o0s experimentos
em camada del gada devemn sempre preceder os experimentos em coluna.

A cromatografia em camada delgada tornou-se a técnica de uso
geral na industria de medicamentos para todas as determinacdes de
pureza de produtos. Também encontra ampla utilizac&o nos laboratorios
clinicos e constitui a espinha dorsal de muitos estudos bioguimicos e
bioldgicos. Finalmente, encontra uso extensivo nos laboratérios indus-
triais.* Em consequiéncia dessas miltiplas areas de aplicagdo, a CCD
mantém-se como uma técnica muito importante

33B-2 Principios da Cromatografia em Camada Delgada

Tipicamente, as separacdes em camada del gada sfo realizadas sobre uma
placa de vidro que € recoberta com uma camada fina e aderente de
particul as finamente divididas. Essa camada constitui a fase estacionaria.
As particulas s80 similares aquel as descritas na discussdo sobre as croma:
tografias em coluna por adsorcéo, de particdo em fase normal e reversa,
troca idnica e exclusdo por tamanho. As fases moéveis sdo também simi-
lares aquel as empregadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia

Preparacdo das Placas de Camada Delgada

Uma placa de camada delgada é preparada pel o espalhamento de uma sus-
pensdo aquosa de um solido finamente pulverizado sobre uma superficie
de vidro ou pléstico limpa ou sobre uma lamina de microscopio. Fre-
guentemente, um agente € incorporado a suspensdo paramelhorar aadeséo
entre as particulas e destas com o vidro. A placa permanece em descanso
até que a camada sgja formada e estga fortemente aderida a superficie;
paraaguns usos, pode ser aquecida em um forno por vérias horas. Muitos
fabricantes oferecem placas pré-recobertas de diversostipos.

Desenvolvimento da Placa

O desenvolvimento da placa € o processo pelo qual a amostra é arras-
tada através da fase estacionéria pelafase movel. Essa operagdo é andlo-
ga a eluicdo na cromatografia liquida. A forma mais comum de desen-
volver uma placa é colocar uma gota da amostra préximo a uma extre-
midade da placa (muitas placas tém dimensbes de 5 X 20 ou 20 X 20
cm) e marcar sua posi¢do com um |pis. Apds a evaporacao do solvente
da amostra, a placa € colocada em um recipiente saturado com vapores
do solvente de desenvolvimento (desenvolvedor). Uma extremidade da
placa é imersa nesse solvente tomando-se cuidado para se evitar o con-
tato direto entre a amostra e o desenvolvedor (Figura 33-4). Depoisde o
desenvolvedor ter atravessado metade ou dois tercos do comprimento da
placa, esta é removida do recipiente e secada. As posi¢des dos compo-
nentes sdo determinadas de diversas formas.

Outros Métodos de Separacao
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Figura 33-3 Separacdo depirenoe

bifenil por (a) CLAE e (b) CS.

(Reproduzido com permissio de D. R.
Gere, Science, 1983, v. 222, p. 255.
Copyright da American Association

for the Advancement of Science.)

4Duas monografias dedicadas aos principios e aplicagbes da cromatografia em camada delgada s de B. Fried e J. Sherma, Thin Layer
Chromatography, 4. ed. NovaYork: Dekker, 1999; R. Hamilton e S. Hamilton, Thin Layer Chromatography. NovaYork: Wiley, 1987. Para as revisdes
recentes, ver J. Sherma, Anal. Chem., 2002, v. 74, p. 2653; J. Sherma, 2000, v. 72, p. 9R; C. F. Poolee S. K. Poole, Anal. Chem,, 1994, v. 66, p. 27A.
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Figura 33-4 (8 Camarade
desenvolvimento de fluxo ascendente.
(b) Camara de desenvolvimento de
fluxo horizontal naqual as amostras
s80 colocadas em ambas as
extremidades da placa e desenvolvidas
para o centro, dobrando, assim, o
nimero de amostras que podem ser
processadas.

Tampa

Amostra

Desenvolvedor M echa | |

Amostras

A Figura 33-5 ilustra a separacéo dos aminoacidos de uma mistura pelo desenvolvimento em duas
direcBes (cromatogr afia em camada delgada bidimensional). A amostra foi colocada em um canto de
uma placa quadrada, que foi desenvolvida na direcéo ascendente com o solvente A. Esse solvente foi entdo
removido por evaporacdo e a placa foi submetida a uma rotagdo de 90 graus e, a seguir, foi desenvolvida
com o solvente B. Ap6s a remocdo do solvente, as posi¢des dos aminoacidos foram determinadas por
aspersdo com ninidrina, um reagente que forma um produto de cor entre rosa e vermelha com aminoéaci-
dos. As manchas foram identificadas por comparacéo de suas posi¢des com aquelas de padrdes.

N\

@

Localizagao dos Analitos na Placa

Muitos métodos sdo empregados para se localizar os componentes da amostra ap0s a separacdo. Dois
métodos comuns que podem ser aplicados a muitas misturas orgéanicas envolvem a aspersdo com solucéo
de iodo ou é&cido sulfurico, ambos reagem com 0s compostos orga-
nicos formando produtos de cor amarela-escura. Muitos reagentes
especificos (como a ninidrina) sdo Uteis também para localizar as es-
pécies separadas.

Outra forma de deteccdo € baseada na incorporacéo de um material fluorescente nafase estacionéria.
Apbs o desenvolvimento, a placa é examinada sob a luz ultravioleta. Os componentes da amostra
suprimem a fluorescéncia do material de forma que toda a placa fluoresce, exceto os locais onde os com-
ponentes ndo-fluorescentes da amostra estéo |localizados.

O processo de localizar os analitos
em uma placa de camada delgada &
denominado visualizacao ou
revelacao.

33B-3 Cromatografia em Papel

As separacdes em cromatografia em papel sdo realizadas da mesma forma que em placas de camada del-
gada. Os papéis sao fabricados com celulose altamente purificada, com controle rigoroso da porosidade e
espessura. Esses papéis contém égua adsorvida suficiente para formar uma fase aquosa estacionéria.
Contudo, outros liquidos podem substituir a agua fornecendo diferentes tipos de fases estacionérias. Por

10

Solvente A ——3
o

Figura 33-5 Cromatogramaem camada delgada
bidimensional (silicagel) de alguns aminoéacidos. 4
Solvente A: tolueno/2-cloroetanol/piridina. Solvente
B: clorofrmio/acool benzilico/acido acético.

Aminoécidos: (1) &cido aspértico, (2) &cido Ponto inicial
A . . L. x de aplicacdo
glutémico, (3) sering, (4) B-alanina, (5) glicina, daamosra L2

(6) danina, (7) metionina, (8) valina, (9) isoleucina
e (10) cisteina.

Solvente B ———3>—
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exemplo, o papel tratado com silicone ou 6leo de parafina permite a realizacdo da cromatografia em papel
defasereversa, naqual afase mével € um solvente polar. Também, papéis especiais estdo disponiveis com-
ercidmente contendo um adsorvente ou uma resina trocadora de ions, possibilitando, assm, a cro-
matografia por adsorcao e por trocaiénica em papel.

33C| ELETROFORESE CAPILAR®

A eletroforese € um método de separacdo baseado nas velocidades de . .

. -~ .. , . o As separagoes por eletroforese sao
migracdo diferenciais de especies carregadas em um campo eletrico CC. | |- ceadas nas diferencas de
Essa técnica de separacéo para as amostras de tamanho macro foi | velocidade segundo as quais as
desenvolvida inicialmente por Arne Tiselius, um quimico sueco, N0S | espécies com carga migram em um
anos 1930, para o estudo de proteinas do soro sangiiineo, que ganhou o | c@mpo elétrico.
Prémio Nobel por esse trabalho.

A eletroforese em escala macro € aplicada a uma variedade de problemas envolvendo separacbes
analiticas dificeis: anions e cétions inorganicos, aminoacidos, catecolaminas, drogas, vitaminas, carboi-
dratos, peptideos, proteinas, &cidos nucléicos, nucleotideos, polinucleotideos e inimeras outras espécies.
Uma caracteristica particular marcante da el etroforese esta na sua habilidade Unica de separar moléculas
carregadas de interesse dos bioquimicos, bidlogos e quimicos clinicos. Por muitos anos, a eletroforese
tem sido o método mais empregado para a separacao de proteinas (enzimas, horménios, anticorpos) e &ci-
dos nucléicos (DNA, RNA), para os quais oferece uma resolucéo que ndo encontra paralel 0.6

Até o aparecimento da el etroforese capilar, as separactes ndo eram realizadas em colunas, mas Sim em
um meio plano estabilizado como papel ou um gel poroso semi-sdlido. Separacdes surpreendentes foram
realizadas nesses meios, porém a técnica era lenta, tediosa e necessitava de uma grande habilidade do ope-
rador. No inicio dos anos 1980, os cientistas comegaram a verificar a viabilidade de realizar as mesmas sep-
aracbes com microamostras em tubos capilares de silica fundida. Seus resultados mostraram-se promissores
em termos de resol ugdo, vel ocidade e potencia para automacdo. Em conseqiiéncia, aeletroforese capilar (EC)
tornou-se uma ferramenta importante para a solugcdo de ampla variedade de problemas analiticos envolvendo
separacoes e este serd 0 Unico tipo de eletroforese que vamos considerar.

33C-1 Instrumentacao para a Eletroforese Capilar

Como mostrado na Figura 33-6, ainstrumentag&o para a el etroforese capilar é simples.” Um capilar de sili-
ca fundida preenchido com um tamp&o, tipicamente com um didmetro interno entre 10 e 100 wm e com
comprimento de 40 a 100 cm, € estendido entre dois reservatérios de tampao que também contém el etro-
dos de platina. A introducdo da amostra é realizada em uma das extremidades e a detecgdo na outra. Um
potencial de 5 a 30 kV cc é aplicado entre os eletrodos. A polaridade < Osinstrumentos de dletroforese
dessa alta voltagem pode ser como indicado na Figura 33-6 ou pode ser  capilar s relativamente simples.
revertida para possibilitar uma separacdo répida de anions.

Capilar P2 :
Fonte de I !
atatensdo Figura 33-6 Diagrama
—17 esquematico de um sistema de
Reservatorios de solvente eletroforese capilar de zona.

5Para uma discussio suplementar sobre os principios, instrumentacdo e aplicagBes da eletroforese capilar, ver M. G. Khaledi, Ed., High-
Performance Capillary Electrophoresis: Theory, Techniques and Applications. Nova York: Wiley, 1998; P. Camilleri, Ed., Capillary
Electrophoresis: Theory and Practice. Boca Raton, FL: CRC Press, 1993; R. Weinberger, Practical Capillary Electrophoresis. Nova York:
Academic Press, 2000.

6Ver S. Hu e N. J. Dovichi, Anal Chem., 2002, v. 74, p. 2833; S. N. Krylov e N. J. Dovichi, Anal. Chem., 2000, v. 72, p. 111R.

7 Para uma revis3o sobre os detectores comerciais disponiveis na atuaidade, ver L. DeFrancesco, Anal. Chem., 2001, v. 73, p. 497A.
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A introducéo da amostra € freqlientemente realizada por injecéo sob pressdo, naqual uma extremidade
do capilar € inserida em um frasco contendo a amostra. O frasco é elevado por curto intervalo de tempo
acimado nivel do capilar paraforcar aamostra paradentro do tubo. Alternativamente, vacuo pode ser apli-
cado no tubo, na extremidade do detector. A introducdo também pode ser feita através de fluxo eletro-
osmatico, que seré descrito na proxima segao.

Umavez que, em muitostipos de el etrof orese, os analitos separados se movem passando por um ponto
comum, os detectores sdo similares no desenho e na funcdo agueles descritos para a CLAE. A Tabela
33-3 lista os diversos métodos de deteccdo que tém sido relatados para a eletroforese capilar. A segunda
coluna da tabela mostra os limites de deteccéo para esses detectores.

TABELA 33-3
Detectores para a Eletroforese Capilar
Limite de Deteccio Representativo*

Tipo de Detector (atomols detectados)
Espectrometria
Absorcéot 1-1,000
Fluorescéncia 1-0,01
Lentes térmicast 10
Ramant 1000
Quimiluminescénciat 1-0,0001
Espectrometria de massas 1-0,01
Eletroquimicos
Condutividadet 100
Potenciometriat 1
Amperometria 01

Fontes: B. Huang, J. J. Li, L. Zhang, J. K. Cheng, Anal. Chem, 1996, v. 68, p. 2366; S. C. Bedle, Anal. Chem., 1998, v. 70, p. 279R; S. N.
Krylov e N. J. Dovichi, Anal. Chem., 2000, v. 72, p. 111R; S. Hu e N. J. Dovichi, Anal. Chem., 2002, v. 74, p. 2833.

*Os limites de deteccfo cotados foram determinados com volumes injetados de 18 pL a10 nL.

TO limite de deteccdio em massafoi convertido a partir do limite de determinaggo em concentraggo empregando-se um volume deinjecdo de 1 nL.

Fluxo eletroosmético

- Y o ©
Figura 33-7 Distribuicdo de cargas

nainterface silica/capilar e o fluxo +3 7 + @ i W Y 2 A +
eletroosmatico resultante. (DeA. G.

Ewing, R. A. Wallingford e T. M. 0000000000000
Olefirowicz, Anal. Chem., 1989, " )

V. 61, p. 298A.) Superficie do capilar

33C-2 Fluxo Eletroosmotico

Uma caracteristica particular da eletroforese capilar consiste no fluxo eletroosmético. Quando uma alta
voltagem é aplicada por meio de um capilar de silica fundida contendo uma solugéo tamp&o, um fluxo
eletroosmético é geralmente produzido, causando uma migracdo do solvente em direcdo ao cétodo. A
velocidade de migragdo pode ser substancial. Por exemplo, foi verificado que um tamp&o 50 mmol L~ a
pH 8 flui através de um capilar de 50 cm em diregdo ao cétodo a aproximadamente 5 cm/min com um
potencial aplicado de 25 kV.8

8 J. D. Olechno, J. M. Y. Tso, J. Thayer e A. Wainright, Amer. Lab., 1990, v. 22, n. 17, p. 51.
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Como mostrado na Figura 33-7, a causa do fluxo eletroosmético é a dupla camada elétrica que se
desenvolve na interface silica/solucéo. A valores de pH maiores que 3, a parede interna do capilar de sili-
caencontra-se carregada negativamente em virtude daioniza¢&o dos grupos silandis (Si—OH) da sua super-
ficie. Os cétions do tampé&o congregam-se em uma dupla camada el étrica adjacente a superficie negativa
do capilar de silica. Os cations na camada difusa externa a dupla camada séo atraidos para o catodo, ou
eletrodo negativo, e uma vez que estdo solvatados arrastam o solvente com eles. Como pode-se observar
na Figura 33-8, a eletroosmose leva a um fluxo liquido da solucdo com um perfil plano através do tubo
porgue o fluxo origina-se em suas paredes. Esse perfil contrasta com o perfil laminar (parabdlico) obser-
vado em fluxos gerados por pressao encontrados na CLAE. Visto que o perfil é essencialmente plano, o
fluxo eletroosmético ndo contribui significativamente para o alargamento de banda, como o fluxo gerado
por pressdo o faz em cromatografia liquida

A vazdo do fluxo eletroosmatico é geralmente maior que a vel ocidade de migracdo eletroforética dos
jonsindividuais e torna-se efetivamente a bomba de fase mével da eletroforese capilar de zona. Mesmo que
os analitos migrem de acordo com as suas cargas dentro do capilar, a vazéo el etroosmética € normamente
suficiente para arrastar todas as espécies positivas, neutras e mesmo ne- ¢ perfil de um fluxo
gativas paraa mesma extremidade do capilar, de forma que todas podem  eletroosmético é aproximadamente
ser detectadas quando elas passam por um ponto comum (Figura 33-9). plano, o que minimiza o
O eletroferograma resultante mostra-se como um cromatograma, po- & a&gamento de banda.
rém com picos mais estreitos.

A eletroosmose é frequientemente desejavel em certos tipos de el etrof oreses capilares, mas ndo o € em
outros. O fluxo eletroosmatico pode ser minimizado por recobrimento da parede internado capilar com um
reagente como o trimetilclorosilano para eliminar os grupos silandis da superficie.

E— — P> | —— > —

€) (b)
Figura 33-8 Perfisde fluxo paraliquidos sob (@) fluxo eletroosmético e (b) fluxo induzido por diferenca de presséo.
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<\+ ) > Figura 33-9 Velocidades na presenca de um
. fluxo eletroosmatico. Os comprimentos das setas
- préximas aos ions indicam a grandeza de suas
a velocidades; a seta aponta paraadiregdo de
movimentag&o. O eletrodo negativo estaria
:_/ » adireita e o eletrodo positivo a esquerda dessa

se¢éo da solugdo.
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33C-3 As Bases para as Separacodes Eletroforéticas
A velocidade de migracdo v de um ion em um campo elétrico é dada por

\%
V:MeE:/-Le'E (33-1)

em que E é aforca do campo elétrico em volts por centimetro; V, a voltagem aplicada; L, o comprimento
do tubo entre os dois eletrodos; e w,., a mobilidade eletrofor ética, que é proporcional a carga do ion e
inversamente proporcional aforga de retardo por fricgdo sobre o ion. A forca de retardo por fricgdo sobre

um ion é determinada pel o tamanho e formato do ion e pela viscosidade
A mobilidade eletroforética é a

i : do meio.
razao entre a velocidade de . ,
migraco de um fon e 0 campo Tem sido demonstrado que o nimero de pratos N de uma coluna de
elétrico aplicado. eletroforese capilar é dado por
peV
N = 33-2
D (33-2)

em que D é o coeficiente de difusdo do soluto (cm?/s). Uma vez que a resolucdo aumenta com o nimero
de pratos, é desgjavel que se aplique atas voltagens para se obter separagbes com uma alta resolucéo.
Observe que, em eletroforese, ao contrério da situagcdo em cromatografia, 0 nimero de pratos ndo aumen-
ta com o comprimento da coluna.

Tipicamente, o nimero de pratos em eletroforese capilar é de 100.000 a 200.000 com as voltagens
usuais aplicadas.

33C-4 Aplicacdes da Eletroforese Capilar®

As separacOes eetroforéticas sdo redlizadas de diversas formas denominadas modos. Estes incluem a
focalizac@o isoelétrica, a isotacoforese e a eletroforese capilar de zona (ECZ). Consideramos agui
somente os modos da eletroforese capilar de zona na qual a composi¢éo do tampdo é constante através da
regido de separacdo. O campo aplicado leva cada um dos componentes idnicos distintos da mistura a
migrar de acordo com as suas proprias mobilidades e a separar-se em zonas, as quais podem ser comple-
tamente resolvidas ou podem ser parcia mente sobrepostas. As regifes compl etamente resolvidas apresen-
tam regides de tamp&o entre elas. A situagcdo € andloga a cromatografia de eluicdo em coluna, na qual as
regioes de fase movel estéo localizadas entre as zonas contendo os analitos separados.

Separacéo de lons Pequenos

Em muitas separacdes el etrof oréticas de ions peguenos, o menor tempo de andlise € obtido quando os ions
do analito movem-se na mesma direcéo do fluxo eletroosmético. Assim, para a separacdo de cétions, as
paredes do capilar ndo so tratadas e 0 movimento do fluxo eletroosmético e dos cétions se da em diregcdo
ao catodo. Contudo, para a separacéo de anions, o fluxo el etroosmaético é geralmente revertido pelo trata
mento das paredes do capilar com um sal de alquilaménio, como o brometo de trimetilaménio. Os ions
amonio positivamente carregados ligam-se a superficie negativamente carregada da silica criando uma
dupla camada negativamente carregada de solucdo, a qual € atraida para 0 anodo, revertendo o sentido do
fluxo eletroosmatico.

9 Para revisdes sobre as aplicacdes da eletroforese capilar e da eletrocromatografia, ver D. R. Baker, Capillary Electrophoresis: An Introduction.
Nova York: Wiley, 1995; Handbook of Capillary Electrophoresis, 2. ed., J. P. Landers, Ed. Boca Raton, FL: CRC Press, 1997; R. Weinberger,
Practical Capillary Electrophoresis. NovaYork: Academic Press, 2000; S. N. Krylov e N. J. Dovichi, Anal. Chem., 2000, v. 72, p. 111R; S. Hu e
N. J. Dovichi, Anal. Chem., 2002, v. 74, p. 2833.
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No passado, 0 método mais comum de analise de ions pequenos era a cromatografia por troca ioni-
ca. Para os cétions, as técnicas preferidas tém sido a espectroscopia de absor¢do e a espectroscopia de
emissdo em plasma indutivamente acoplado. Contudo, recentemente, os métodos eletroforéticos ca-
pilares tém comecado a competir com esses métodos tradicionais de andlise de pequenos ions. Muitas
razdes relevantes para a adocdo dos métodos eletroforéticos tém sido reconhecidas: menor custo
dos equipamentos, necessidade de menor quantidade de amostra, velocidade muito maior e melhor
resolucéo.

O custo inicial do equipamento e de manutencdo em eletroforese € em geral significativamente menor
gue em cromatografia liquida e espectroscopia atdmica. Assim, 0s instrumentos eletroforéticos comerciais
sdo vendidos na faixa de prego de US$ 10.000 a 65.000.1°

O volume das amostras em eletroforese situa-se na faixa de nano-

. . . . - <« Asamostras podem ter volumes
litros, enquanto microlitros ou volumes maiores G0 normamente e (cos nanalitros em
necessarios para outras técnicas de analise de ions pequenos. Assim, 0S  eletroforese capilar.
meétodos el etroforéticos sdo mais sensiveis que outros métodos em ter-
mos de massa (mas geralmente ndo em termos de concentragéo).

A Figura33-10ilustraavelocidade e resolucdo incomparavei s das separactes el etrof oréticas de anions
peguenos. Nesse caso, 30 anions foram separados de forma compl eta em apenas trés minutos. Tipicamente,
uma separagao por troca ionica de somente trés ou quatro anions poderia ser feita nesse curto intervalo de
tempo. A Figura 33-11 mostra ainda mais a velocidade na qual as separagdes podem ser realizadas. Nesse
caso, 19 cations foram separados em menos de dois minutos.

4
3
E 5
& 8
N
- 67 9. 13
% 2 10
q 1
o 14 16
= 17 20
2 1 |15 18 2
ko] 21 24 26
< ‘ 19 23 25 28 30
12 274 29
| | |
1,5 2,0 2,5 3,0
Tempo, min

Figura 33-10 Eletroferograma mostrando a separagéo de 30 anions. Diametro interno do capilar: 50 um (silica fundida).
Deteccdo: UV indireta, 254 nm. Picos: 1 = tiossulfato (4 ppm), 2 = brometo (4 ppm), 3 = cloreto (2 ppm), 4 = sulfato (4 ppm),
5 = nitrito (4 ppm), 6 = nitrato (4 ppm), 7 = molibdato (10 ppm), 8 = azida (4 ppm), 9 = tungstato (10 ppm), 10 =
monofluorfosfato (4 ppm), 11 = clorato (4 ppm), 12 = citrato (2 ppm), 13 = fluoreto (1 ppm), 14 = formiato (2 ppm), 15 =
fosfato (4 ppm), 16 = fosfito (4 ppm), 17 = clorito (4 ppm), 18 = galactarato (5 ppm), 19 = carbonato (4 ppm), 20 = acetato
(4 ppm), 21 = etanossulfonato (4 ppm), 22 = propionato (5 ppm), 23 = propanossulfato (4 ppm), 24 = butirato (5 ppm), 25 =
butanossulfato (4 ppm), 26 = valerato (5 ppm), 27 = benzoato (4 ppm), 28 = I-glutamato (5 ppm), 29 = pentanossulfonato

(4 ppm), 30 = d-gluconato (5 ppm). (Reproduzido com permissdo de W. A. Jones e P. Jandik, J. Chromatogr., 1991, v. 546,

p. 445, com permissdo da Elsevier Science.)

10Ver L. DeFrancesco, Anal. Chem., 2001, v. 73, p. 497A.
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Separacdes de Espécies Moleculares

Uma grande variedade de moléculas pequenas de herbicidas, pesticidas e farmacos que sdo ou que podem
ser convertidos aionstem sido separada e analisada por ECZ. A Figura 33-12 éilustrativa desse tipo de apli-
cacao; trés drogas antiinflamatodrias, que sdo derivados carboxilicos, sdo separadas em menos de 15 min.

As proteinas, os aminoécidos e os carboidratos tém sido todos separados em tempos minimos por
ECZ. No caso de carboidratos neutros, as separagtes sdo precedidas pela formagdo de complexos com
borato negativamente carregados. A separacdo de misturas de proteinas € ilustrada na Figura 33-13. O
Destague 33-1 discute o uso de arranjos de eletroforese capilar em sequienciamento de DNA.
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Figura 33-11 Separacdo de alcalinos, alcalinoterrosos e lantanideos. Capilar: 36,5 cm X 75 um de silicafundida, + 30 kV.
Injecdo: hidrostética, 20 s a 10 cm. Detecgdo: UV indireta, 214 nm. Picos: 1 = rubidio (2 ppm), 2 = potéssio (5 ppm),

3 = célcio (2 ppm), 4 = sadio (1 ppm), 5 = magnésio (1 ppm), 6 = litio (1 ppm), 7 = lanténio (5 ppm), 8 = cério (5 ppm),

9 = praseodimio (5 ppm), 10 = neodimio (5 ppm), 11 = samério (5 ppm), 12 = eurdpio (5 ppm), 13 = gadolinio (5 ppm),

14 = térbio (5 ppm), 15 = disprésio (5 ppm), 16 = hélmio (5 ppm), 17 = érbio (5 ppm), 18 = tdlio (5 ppm), 19 = itérbio

(5 ppm). (De P. Jandik, W. R. Jones, O. Weston e P. R. Brown, LC-GC, 1991, v. 9, p. 634. Com permissdo.)
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Figura 33-12 Separacdo de drogas pH = 8,4
antiinflamatorias por ECZ. Detecgo: UV a ‘H‘_ - A
215 nm. Analitos: (1) naproxen, (2) e |

ibuprofen, (3) tolmetin. (DeA. Wainright, J. Lol L L1
Microcolumn. Sep., 1990, v. 2, p. 166.
Reproduzido com permissdo da John Wiley 5 10 15
& Sons, Inc.) Tempo, min
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Resposta do detector
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Figura 33-13 Separagdo por ECZ de uma mistura-modelo de proteinas. Condigdes: tampéo pH = 2,7; detecgao por
absorbanciaa 214 nm; 22 kV, 10 uA. Os picos podem ser identificados na tabela a seguir.

Proteinas-modelo Separadas a pH 2,7

Ne do Pico Proteinas Massa M olecular Ponto | soelétrico, pH
1 Citocromo ¢ 12.400 10,7
2 Lisozima 14.100 111
3 Tripsina 24.000 10,1
4 Tripsinogeno 23.700 8,7
5 Inibidor datripsina 20.100 45

Naproxen

Ibuprofen

Tolmetin

M odelos moleculares das drogas antiinflamatdrias: naproxen, ibuprofen e tolmetin. Acredita-se que esses agentes
antiinflamat6rios ndo-esteroidais aliviam a dor pelainibicdo da sintese de prostaglandinas, as quais estdo envolvidas na percepgao
da dor e na producgo da febre e inflamagdo. O ibuprofen também é conhecido como Motrin, Advil e Nuprin. O naproxen sodico é
oAleve e o tolmetin é o Tolectin. Cada um deles tem sido empregado no tratamento dos sintomas da artrite e para aliviar ador
causada por gota, bursite, tendinite, tor¢des, distensdes e outras contusdes e cdlicas menstruais. O ibuprofen e o naproxen tém

venda livre nos Estados Unidos.

DESTAQUE 33-1

Arranjo de Eletroforese Capilar para o Seqiienciamento de DNA

Uma das maiores metas do projeto genoma
humano é determinar a ordem de ocorréncia das
quatro bases, adenina (A), citosina (C), guanina
(G) e timina (T), em moléculas de DNA. A

seqliéncia define o caodigo genético de um indi-
viduo. A necessidade de seqiienciar o DNA tem
impulsionado o desenvolvimento de muitos
instrumentos analiticos novos. Entre as aborda-

(continua)
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gens mais atraentes encontram-se os arranjos de
eletroforese capilar.* Nessa técnica, 96 capilares
s30 operados em paralelo. Os capilares sdo re-
cheados com uma matriz de separacdo, geral-
mente um gel de poliacrilamida linear. Os capi-
lares apresentam didmetros internos de 35 a 75
um e comprimento de 30 a 60 cm.

No sequienciamento, o DNA extraido de célu-
las é fragmentado por varios métodos. Dependen-
do da base terminal do fragmento, um de quatro
corantes fluorescentes é ligado aos varios frag-
mentos. A amostra contém muitos fragmentos de
diferentes tamanhos, cada um deles com um mar-
cador fluorescente. Sob influéncia do campo
eletroforético, os fragmentos de menor massa
molecular movem-se mais rapidamente e atingem
o detector antes dos segmentos de maior massa
molecular. A segquéncia do DNA é determinada
pela seqiiéncia de cor do corante dos fragmentos
eluidos. Um laser € empregado para excitagdo dos
corantes fluorescentes. Muitas técnicas diferentes
tém sido descritas para a deteccéo da fluorescén-
cia. Um dos métodos emprega um sistema de
varredura de forma que o feixe de capilares se
move em relacdo ao laser de excitagdo e um Sis-
tema de deteccao de quatro comprimentos de onda.
No sistema de deteccdo, ilustrado pela Figura
33D-1, um feixe de laser é focalizado sobre o
arranjo de capilares por uma lente. A imagem da
regido iluminada pelo laser é adquirida por um
detector CCD (ver Secéo 25A-4). Os filtros per-
mitem a selecdo do comprimento de onda para

FUNDAMENTOS DE QUIMICA ANALITICA - EDITORA THOMSON

detectar as quatro cores. A separacdo simulténea
de 11 fragmentos de DNA em 100 capilares tem
sido relatada.’? Outros desenhos incluem sistemas
de deteccdo tipo sheath-flow ou detectores que
empregam dois lasers de diodo para excitagdo. Os
instrumentos comerciais estdo disponiveis com
precos na faixa de US$ 85.000 até mais de US$
300.000.1% Os desenvolvimentos futuros devem
incluir a miniaturizagdo desses dispositivos pela
tecnologia de lab-on-a-chip e pelas melhorias nos
sistemas de deteccdo. Esses sistemas miniaturiza-
dos véo, eventualmente, tornar-se portéteis e
poderdo ser usados no campo. A eletroforese
capilar tem desempenhado um papel dos mais
importantes naidentificacdo dos restos mortais do
desastre do World Trade Center.

Opticade
focalizagdo

Lente de abertura——
grande

Filtros

- +

Figura 33D-1 Sistema de detec¢cdo em coluna através de
fluorescéncia excitada por laser para arranjos de eletroforese
capilar. Um laser é focalizado como uma linha sobre o
arranjo de capilares aum angulo de 45°. A fluorescéncia é
filtrada e detectada por uma camara de CCD empregando
uma lente de grande abertura. (Reproduzido com permissao
deK. Ueno eE. S. Yeung, Anal. Chem., 1994, v. 66, p.

1424. Copyright da American Chemical Society.)

33D| ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR

A eletrocromatografia capilar (ECC) é um hibrido da CLAE e da eletroforese capilar que oferece algu-
mas das melhores caracteristicas dos dois métodos.’* Como na CLAE, pode ser aplicada a separagéo de
espécies neutras. Como em EC, contudo, fornece separagdes atamente eficientes empregando microvo-
lumes de solucdo da amostra, sem a necessidade dos sistemas de bombeamento de alta pressdo necessérios
paraa CLAE. Em ECC, afase movel é transportada por meio de uma fase estacionaria por um fluxo eletro-
osmatico. Como mostrado na Figura 33-8, 0 bombeamento el etroosmatico produz um perfil plano em vez
do parabdlico, como o que resulta em um fluxo induzido por pressdo. O perfil plano do bombeamento
osmotico produz bandas estreitas e, assim, altas eficiéncias de separagao.

11 paraumarevisdo, ver |. Kheterpal e R. A. Mathies, Anal. Chem., 1999, v. 71, p. 31A.

12K. Ueno e E. S. Yeung, Anal. Chem., 1994, v. 66, p. 1424.

13 Para uma revis3o sobre 0s seqiienciadores comerciais, ver J. P Smith e V. Hinson-Smith, Anal. Chem., 2001, v. 73, p. 327A.
14 Para uma discuss3o sobre esse método, ver L. A. Colon, Y. Guo eA. Fermier, Anal. Chem., 1997, v. 69, p. 461A.
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33D-1 Eletrocromatografia em Coluna Recheada

A eletrocromatografia baseada em colunas recheadas é a menos madura das técnicas de el etrosseparagéo.
Nesse método, um solvente polar é geralmente impulsionado por fluxo el etroosmatico através de um capi-
lar recheado com uma fase reversa de CLAE. As separacdes dependem da distribuic&o dos analitos entre a
fase movel e afase estacionéria liquida retida no recheio. A Figura 33-14 mostra um eletrocromatograma
tipico de uma separacdo de 16 hidrocarbonetos poliaromaticos em um capilar de 33 cm de comprimento
com diametro interno de 75 um. A fase mével era constituida por uma solucdo 4 mmol L~ de borato de
sddio em acetonitrila. A fase estacionéria era composta por particulas de octadecilsilica de 3 um.

33D-2 Cromatografia Eletrocinética Capilar Micelar

Os métodos el etrof oréticos capilares que descrevemos até agora ndo podem ser aplicados a separacdo de
solutos ndo-carregados. Contudo, em 1984, Terabe e colaboradores!® descreveram uma modificacdo do
método que permitiu a separacéo de fendis aromaticos e nitrocompostos de baixo peso molecular com
equipamento similar aguele mostrado na Figura 33-6. Essa técnica envolve a introducéo de um tensoa-
tivo em nivel de concentragdo no qual forma micelas. As micelas formam-se em solugdo aguosa quan-
do a concentracdo de espécies iOnicas apresentando uma cauda longa de hidrocarboneto aumenta acima
da chamada concentracdo micelar critica (CMC). Nesse ponto, 0 tensoativo comeca a formar agrega-
dos esféricos constituidos por 40 a 100 ions com suas caudas de hidrocarbonetos voltadas para o inte-
rior do agregado e as suas extremidades carregadas expostas a gua na ) . »

. . . . As micelas sédo agregados esféricos
parte exterior. As micelas constituem uma segunda fase estavel que | L rhonetos no
pode incorporar os compostos ndo-polares no interior das particulas, | seu interior e extremidades
constituido por hidrocarbonetos, solubilizando, dessa forma, espécies | carregadas no exterior expostas a
néo-polares. Essa solubilizagdo é a mesma observada no dia-a-dia | 3gua. Ver nota de margem na
quando um material ou superficie gordurosa é lavada com uma | P3&ina 835
solucdo de detergente.

A eletroforese capilar realizada na presenca de micelas é chamada cromatografia eletrocinética
capilar micelar e recebe 0 acrénimo CECM (em inglés, MECC ou MEK C). Nessatécnica, 0os tensoativos

Figura 33-14 Eletrocromatograma
mostrando uma separagéo
eletrocromatogréfica de 16 HPAs (~10°
a108 mol L~ de cada composto). A
identificacdo dos picos &

(2) naftaleno, (2) acenaftaleno, (3)
acenafteno, (4) fluoreno, (5) fenantreno,
(6) antraceno, (7) fluoranteno, (8) pireno,
7 (9) benz[a]antraceno, (10) criseno,

11 (12) benzo[b]fluoranteno,

(12) benzo[K]fluoranteno,

13 (13) benzo[a]pireno,

(14) dibenz[a,h]antraceno,

8 9 (15) benzo[ghi]perileno e

34 16 (16) indeo

2 56 10 w1 [1,2,3-(:9] pireno. (Reproduzido com
L_J A permissdo de C. Yan, R. Dadoo, H. Zhao,
o I D. J. Rakestroaw e R. N. Zare, Anal.

' Chem., 1995, v. 67, p. 2026. Copyright

0 20 40 daAmerican Chemical Society.)
Tempo de retencéo, min

12

Fluorescénciarelativa —»

153, Terabe, K. Otsuka, K. Ichikawa, A. Tsuchiya e T. Ando, Anal. Chem., 1984, v. 56, p. 111; S. Terabe, K. Otsuka e T. Ando, Anal. Chem. 1985,
v. 57, p. 841. Ver também K. R. Nielsen e J. P. Foley, in Capillary Electrophoresis, P. Camilleri, Ed., Capitulo 4, Boca Raton, FL: CRC Press, 1993.
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s80 adicionados ao tamp&o de operacéo em quantidades que excedem a concentracdo micelar critica. Em
muitas aplicacdes descritas até 0 momento, o tensoativo empregado tem sido o dodecil sulfato de sodio
(DSS). A superficie de uma micela idnica desse tipo apresenta alta carga negativa, que lhe atribui alta
mobilidade eletroforética. Contudo, a maioria dos tampdes exibe um fluxo eletro-osmatico téo alto em
direcdo ao eletrodo negativo que as micelas também sio transportadas para aquele eletrodo, mas a uma
velocidade muito menor. Assim, durante o experimento, a mistura tampao consiste em uma fase aguosa
gue se move rapidamente e umafase micelar que se move mais lentamente. Quando uma amostra é intro-
duzida nesse sistema, 0os componentes se distribuem entre as fases aquosa e de hidrocarboneto do interior
das micelas. A posicdo do equilibrio resultante depende da polaridade dos solutos. Para 0s solutos polares,
a solucdo aquosa é favorecida; com os compostos ndo-polares, o ambiente formado pel os hidrocarbone-
tos é preferido.

O fenbmeno descrito € muito similar aguele que ocorre na cromatografia liquida de particdo em
coluna, exceto pelo fato de que a “fase estacionéria’ esta se movendo ao longo da extensdo da coluna
a uma velocidade muito menor que afase mével. O mecanismo de separacao € idéntico nos dois casos
e depende das diferencas entre as constantes de distribui¢éo dos analitos entre a fase aquosa moével e a
fase pseudo-estacionaria de hidrocarboneto. O processo €, na verdade, uma cromatografia; dai o no-
me cromatografia eletrocinética micelar. A Figura 33-15 ilustra duas separagdes tipicas realizadas
por CECM.

A cromatografia capilar na presenca de micelas parece ter um futuro promissor. Uma vantagem
dessa técnica hibrida sobre a CLAE esté na eficiéncia da coluna (100.000 pratos ou mais). Além disso,
a alteracdo da segunda fase em CECM é simples, envolvendo apenas a alteracdo da composicao mice-
lar do tamp&o. Em contraste, em CLAE, a segunda fase somente pode ser alterada pela troca do tipo de
recheio da coluna.

7
{0,004 au |3

6

8
1
- ML L e J, \ — (AU ]

0 5 10 15 0 5 10 15 15
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Resposta do detector
Resposta do detector
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Figura 33-15 SeparacOes tipicas por CECM. (&) Alguns compostos-teste: 1 = metanol, 2 = resorcinol, 3 = fenal, 4 = p-
nitroanilina, 5 = nitrobenzeno, 6 = tolueno, 7 = 2-naftol, 8 = Sudan I11; capilar com 50 wm de didmetro interno, 500 mm até o
detector; voltagem aplicada, ca. 15 kV; detecgéo por absorcdo de UV a 210 nm. (b) Andlise de um medicamento paraagripe: 1 =
acetoaminofen, 2 = cafeina, 3 = sulpirina, 4 = naproxen, 5 = guaifenesina, 10 = noscapina, 11 = clorofeniramina e tipepiding;
voltagem aplicada, 20 kV; capilar igual ao do item anterior; deteccdo por absor¢do de UV a 220 nm. (De S. Terabe, Trends Anal.
Chem., 1989, v. 8, p. 129.)
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33E| FRACIONAMENTO POR CAMPO E FLUXO

O fracionamento por campo e fluxo (FCF) — em inglés FFF, field-flow
fractionation — descreve um grupo de técnicas analiticas que tém-se tor-
nado bastante Uteis para a separacdo e caracterizacdo de matérias em
suspensdo como polimeros, particulas grandes e col6ides. Embora o
conceito do FCF tenha sido primeiramente descrito por Giddings em
1966,6 apenas recentemente suas vantagens sobre outros métodos e
suas aplicacOes préticas foram demonstradas.t’

33E-1 Mecanismos de Separacao

Modelo molecular da cafeina. A

As separacOes em FCF ocorrem em um canal estreito e plano como 0 c4teina estimula o cortex cerebral por
mostrado na Figura 33-16. O canal tem comprimento tipico de 25 a100 inibigso de umaenzimaque inativa
cmede 1l a3cmdelargura A espessura da estrutura planar € normal- umacertaformade trifosfato de
mente de 50 a 500 um. O cana é geralmente recortado em um 2denosina amoléculaque supre

. . . - energia. A cafeina é encontrada no
espacador fino que € inserido entre duas paredes. Um campo elétrico, café, ché e bebidastipo cola.
térmico ou centrifugo € aplicado perpendicularmente a diregdo do fluxo.
Alternativamente, um fluxo transversal perpendicular ao fluxo principal pode ser empregado.

Na prética, aamostra € injetada na entrada do canal. O campo externo é aplicado logo apés através da
face do canal, como ilustrado na Figura 33-16. Na presenca do campo, 0s componentes da amostra migram
em direcdo a parede de acumulacéo a uma vel ocidade determinada pelaintensidade dainteracéo do com-
ponente com o campo. Os componentes da amostra rapidamente atingem uma distribui¢ao de concentracéo
estacionaria proximo a parede de acumulacdo, como pode ser visto na Figura 33-17. A espessura média da
camada do componente, |, est4 relacionada com o coeficiente de difusdo D da molécula e a velocidade,
induzida pelo campo em direcdo a parede, u. Quanto mais rapidamente o componente se move no campo,
mais fina sera a camada préxima a parede. Quanto maior for o coeficiente de difusdo, maior sera a espes-
surada camada. Umavez que os componentes tém valores de D e u diferentes, a espessura média da cama-
davai variar entre os componentes.

Uma vez que os componentes tenham atingido seus perfis estaciondrios proximo a parede de acumu-
lacdo, o fluxo no cana é iniciado. O fluxo é laminar, resultando em um perfil parabdlico, como mostrado
aesguerda naFigura33-17. O fluxo principal de arraste apresenta sua maior vel ocidade no centro do canal
e a sua menor velocidade proximo as paredes. Os componentes que interagem mais fortemente com o
campo sdo comprimidos muito proximos a parede, como exposto pelo componente A na Figura 33-18.

Campo

~—— Saidapara
o detector

Figura 33-16 Diagrama

Espacador esquemético de um canal de FCF
inserido entre duas paredes. Um
campo externo (el étrico, térmico,
centrifugo) € aplicado
perpendicularmente & direcéo do fluxo.

16, C. Giddings, Sep. Sci. 1966, v. 1, p. 123.
17 Para uma revis3o sobre os métodos FCF, ver J. C. Giddings, Anal. Chem., 1995, v. 67, p. 592A.
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Figura 33-17 Quando o campo é aplicado
em FCF, os componentes migram paraa
parede de acumulagdo, na qual um perfil _ y=w
exponencial de concentragdo existe, como Perfil

visto adireita. Os componentes se estendem ¥ parabdlico do
por uma distanciay para dentro do canal. fluxo

A espessuramédiadacamadaéigud al, w
que difere para cada componente. O fluxo +
principal do canal é entdo iniciado e o perfil v\ Y
parabdlico do fluxo do solvente de eluicdo Parede de acumulacéo /
apresentado adireita e 4

Eixo do campo

Figura 33-18 Ostrés componentesA, B e
C s8o mostrados no estado comprimido contra
aparede de acumulagdo em FCF em )
quantidades diferentes em razéo das diferentes Campo aplicado
intensidades de interacdo com o campo
externo. Quando o fluxo inicia-se, o

componente A experimenta a menor

) Perfil do fluxo
vel ocidade do solvente. O componente B v
projeta-se mais no candl, no qual experimenta Fluxo i B . C.,
uma velocidade de fluxo maior. O componente A 2o %o
C, que interage menos com 0 campo, AR ected sincnoto

experimenta a maior velocidade de fluxo do
solvente e, assim, é deslocado mais
rapidamente pelo fluxo.

Nesse caso, eles sdo eluidos pelo solvente que se move lentamente nas proximidades da parede. Os com-
ponentes B e C projetam-se mais no canal e experimentam uma regido de maior velocidade do solvente. A
ordem de eluicdo, portanto, é C, depois B e entdo A. Os componentes que sdo separados por FCF fluem
através de um detector de absor¢do de ultravioleta-visivel, de indice de refracdo ou fluorescéncia, loca-
lizado ao final do canal.

33E-2 Métodos de Fracionamento por Campo e Fluxo

As subtécnicas de FCF diferentes resultam da aplicagdo de diferentes tipos de campos ou gradientes.'8
Até 0 momento, os métodos que tém sido empregados sdo FCF por sedimentacéo, campos elétrico, tér-
mico e por fluxo.

No fracionamento por campo e
fluxo, os componentes que i ) ) o )
interagem mais fortemente com o A FCF por sedimentac&o é de longe a forma mais utilizada. Nessa téc-
CamF;O zp'icado Sléo f’i”%idoz Pa“’; a  nica, o cana é enrolado e colocado dentro de uma centrifuga. Os com-
parede de acumulacao. Um fluxo de - - ~ —

BE st clul os componentes que se ponentes com mai or~massa e_denSI d~ade sdo dirigi do§ paraa parede,p_el a
projetam no canal antes daqueles forca de sedimentacéo (centrifugacdo) e eluem por Ultimo. As espécies
que foram comprimidos proximo de massa menor sdo eluidas primeiro. Existe uma seletividade alta entre
ib2rede de acumulaggo. as particulas de tamanhos diferentes em FCF por sedimentacso. A sep-
aracdo de peguenas esferas de poliestireno de varios didmetros em FCF por sedimentacdo é mostrada na

Figura 33-19.

Fracionamento por Campo e Fluxo por Sedimentacéo

18 Para uma discussfo sobre os varios métodos de FCF, ver J. C. Giddings, Unified Separation Science, Capitulo 9. NovaYork: Wiley, 1991; M. E.
Schimpf, K. Caldwell e J. C. Giddings, Eds., Field-Flow Fractionation Handbook. NovaYork: Wiley, 2000.
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0,360 um 0,494 um

0,272 um
0,198

0,862 wm

0,652

Figura 33-19 Fractograma
ilustrando a separacdo de pequenas
esferas de poliestireno de vérios

diémetros em FCF por sedimentaggo.
O fluxo no canal foi de 2 mL/min.
(Cortesiada FFFractionation, LLC,
Salt Lake City, UT.)

0 15 30 45 60
Tempo, min

Uma vez que as forgas centrifugas sdo relativamente fracas para as moléculas pequenas, a FCF por
sedimentagdo € mais aplicada para moléculas com peso molecular acima de 10°. Os sistemas como
polimeros, macromoléculas bioldgicas, colbides naturais e industriais, emulsbes e particulas subcelulares
parecem ser adequadas para a separacdo em FCF por sedimentac&o.

Fracionamento por Campo Elétrico e Fluxo

Em FCF elétrica, um campo elétrico € aplicado perperdicularmente a direcdo do fluxo. A retencéo e a se-
paracdo ocorrem com base na carga elétrica. As espécies com maior carga sdo dirigidas com mais eficién-
cia para a parede de acumulacdo. As espécies de menor carga ndo sao tao compactadas e projetam-se mais
para aregido de maior velocidade. Dessa forma, as espécies de menor carga sdo eluidas primeiro e as de
maior carga sdo mais retidas.

Em virtude de os campos elétricos serem muito intensos, mesmo o0s ions pequenos podem estar
sujeitos a separacdo por FCF elétrica. Contudo, os efeitos de eletrélise tém limitado as aplicacdes desse
método a separagdo de misturas de proteinas e outras moléculas grandes.

Fracionamento por Campo Térmico e Fluxo

Em FCF térmico, um campo térmico é empregado perpendicularmente a direcdo do fluxo pelaformagéo de
um gradiente de temperatura através do cana de FCF. A diferenca de temperatura induz a difusdo térmica,
na qual a velocidade de movimentacdo esté relacionada com o coeficiente de difusdo térmica das espécies.

A FCF térmica é particularmente adequada para a separacéo de polimeros sintéticos com pesos mole-
culares nafaixa de 10° a 107. A técnica apresenta vantagens significativas em relacdo a cromatografia por
exclusdo por tamanho para os polimeros com altos pesos moleculares. Contudo, os polimeros com baixos
pesos moleculares parecem ser mais bem separados por métodos por exclusdo por tamanho. Além dos
polimeros, particulas e colides tém sido separados por FCF térmica.'®

Fracionamento por Campo de Fluxo e Fluxo

Talvez atécnicamais versatil de todas as subtécnicas de FCF sgjaa FCF de fluxo, na qual um campo exter-
no é substituido por um fluxo lento, transversal ao liquido de arraste. O fluxo perpendicular transporta
material para a parede de acumulagéo de uma forma ndo seletiva. No entanto, as espessuras das camadas
de estado estacionério sdo diferentes para 0s varios componentes porgue elas dependem néo sb da veloci-
dade de transporte, mas também da difusdo molecular. As distribuicdes exponenciais de diferentes espes-
suras sdo formadas, assim como na FCF normal.

9P, M. Shiundu, G. Liu e J. C. Giddings, Anal. Chem., 1995, v. 67, p. 2705.
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A FCF de fluxo tem sido aplicada na separacdo de proteinas, polimeros sintéticos e uma variedade de
particulas coloidais. A Figura 33-20 ilustra a separacdo de trés proteinas por FCF de fluxo. A repetibili-
dade é mostrada pelos fractogramas para trés injecdes.

33E-3 Vantagens do Fracionamento por Campo e Fluxo
sobre os Métodos Cromatograficos

O fracionamento por campo e fluxo parece apresentar muitas vantagens sobre os métodos cromatografi-
cos comuns para algumas aplicagbes. Primeiro, nenhum material de recheio ou fase estacionéria é
necessario para que a separacdo ocorra. Em alguns sistemas cromatogréficos, podem existir interagdes
indesgjaveis entre o material de recheio ou a fase estaciondria com os constituintes da amostra. Alguns
solventes ou materiais da amostra adsorvem ou reagem com a fase estacionaria ou com seu suporte. As
macromoléculas e particulas sdo particularmente sujeitas a esses tipos de interacdes adversas.

A geometriae os perfis de fluxo envolvidos em FCF séo muito bem caracterizados. Da mesmaforma,
os efeitos de muitos campos externos podem ser prontamente modelados. Em consequiéncia, previsdes
tedricas muito exatas da retencéo e altura de prato podem ser feitas em FCF. Em comparag&o, as previ-
sbes em cromatografia ainda sdo bastante imprecisas.

Finalmente, o campo externo governa a retencdo em FCF. Com FCF elétrica, centrifuga e de fluxo,
as forcas perpendiculares podem ser variadas rapidamente e de forma programada no tempo. 1sso intro-
duz certa versatilidade na FCF que permite sua adaptacdo a diferentes tipos de amostras. |gualmente, os
métodos podem ser prontamente otimizados em relacdo a resolucéo e ao tempo de separacdo.

Embora o fracionamento por campo e fluxo seja a mais recente contribuicédo aos métodos de sepa-
racdo analiticos, este tem-se mostrado ser altamente complementar a cromatografia. Os métodos FCF séo
mais adequados, no presente, para particulas e macromoléculas, as quais, na sua maioria, situam-se fora
da faixa de massa molecular dos métodos cromatograficos. No entanto, os métodos cromatogréaficos sao
claramente superiores para as substancias de baixa massa molecular.

y-Globulina

Resposta

Tiroglobulina

Figura 33-20 Separacdo detrés
proteinas por FCF de fluxo. Trés
injectes distintas so apresentadas. No
experimento mostrado, a amostra foi
concentrada no inicio do canal por um
fluxo oposto. (Reproduzido com
permissdo de H. Leg, S. K. R. Williams
eJ. C. Giddings, Anal. Chem., 1998,

v. 70, p. 2495. Copyright daAmerican
Chemical Society.)

Tempo, min
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EXERCICIOS NA WEB

Conecte-se a nossa pagina na Web no enderego http://www.thomsonlear-
ning.com.br. A partir do menu do Chapter Resources, escolha WWeb Works.
Localize a se¢do do Capitulo 33 e clique no link com a pagina da Agilent
Technologies na Web. Encontre o resumo da aplicag&o intitulada Analysis
of human rhinovirus (virus comum da gripe) in virals preparations by
CZE. Que tipo de detector foi empregado nesse estudo? Que tipo de
injecdo foi utilizado e por quanto tempo elafoi aplicada? Qual foi avolta
gem aplicada? Qual detrdlito foi empregado?

QUESTOES E PROBLEMAS

33-1.

33-2.

*33-3.

33-4.

*33-5.

33-6.

*33-7.

33-8.

*33-9.

Liste os tipos de substéncias para as quais
cada um dos seguintes métodos de sepa
racdo sdo mais adequados:
*(a) cromatografia com fluido supercritico.

(b) cromatografia em camada delgada.
*(c) eletroforese capilar de zona.

(d) FCF térmica.
*(e) FCF defluxo.

(f) cromatografia eletrocinética capilar

micelar.

Defina
*(a) fluido supercritico.

(b) ponto critico.
*(c) cromatografia em camada delgada bi-

dimensional.

(d) mobilidade eletroforética.
*(€) concentracdo micelar critica.

(f) FCF por sedimentacéo.
Quais propriedades de um fluido supercriti-
CO s&o importantes em cromatografia?
De que forma os instrumentos para a cro-
matografia com fluido supercritico diferem
dagueles para(a) aCLAE e (b) aCG.
Descreva o efeito da pressdo em cromato-
gramas com fluidos supercriticos.
Liste algumas vantagens do CO, supercriti-
co como fase mével em separaches cro-
matograficas.
Qual é a propriedade importante dos fluidos
supercriticos relacionada com as suas densi-
dades.
Compare a cromatografia com fluido super-
critico com outros méodos de cromato-
grafiaem coluna.
Para o didxido de carbono supercritico, pre-
veja 0 efeito que cada uma das seguintes
alteracOes tera no tempo de eluicdo em um
experimento de CS.
(& Aumento da vazdo (a temperatura e

pressdo constantes).

33-10.

*33-11.

33-12.

*33-13.

33-14.

*33-15.

33-16.

*33-17.

(b) Aumento da pressdo (a temperatura e
vazao constantes).

(c) Aumento da temperatura (a pressdo e
vazao constantes).

O que é um fluxo eletro-osmético? Por que

ocorre?

Sugira uma forma pela qual o fluxo eletro-

osmoético possa ser eliminado.

Por que o pH afeta a separacéo de amino&

cidos em eletroforese?

Qual é o principio de separacdo em eletro-

forese capilar de zona?

Certo cétion inorgénico apresenta uma

mobilidade eletroforética de 4,31 X 10

cm? s V-1, Esse mesmo ion mostra um

coeficiente de difusdo de 9,8 X 10 cm?

s. Se esse ion for separado por eletro-

forese capilar de zona em um capilar de

50,0 cm, qual seria 0 niumero de pratos

esperado nas seguintes voltagens aplicadas

(& 50kv?

(b) 10,0kV?

(c) 30,0kv?

O andlito catiénico do Problema 33-14 foi

separado por eletroforese capilar de zona

em um capilar de 50,0 cm a 10,0 kV. Sob

essas condicdes de separacdo, a velocidade

linear do fluxo eletroosmético foi de 0,85

mm s em direcdo ao cétodo. Se o detector

foi colocado a 40,0 cm da extremidade de

injecdo do capilar, quantos minutos foram

necessarios para que o cdation do analito

atingisse o detector apés a aplicacdo do

campo?

Qual é o principio da cromatografia eletro-

cinética micelar? Como €la difere da ele-

troforese capilar de zona?

Descreva a maior vantagem da cromato-

grafia eletrocinética capilar sobre a cro-

matografia liquida convencional.
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33-18.

*33-19.

33-20.

33-21.
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Trés proteinas grandes estdo ionizadas a
um pH no qual uma separacdo por FCF
eétrica é efetuada. Se os ions sdo designa-
dos como A%+, B* e C%, preveja a ordem
de eluicéo.

O que determina a ordem de eluicdo em
FCF por sedimentacéo?

Liste as maiores vantagens e as limitagctes
da FCF quando comparada aos métodos
cromatogréficos.

Problema Desafiador. A doxorrubicina
(DOX) é uma antraciclina amplamente
empregada e que é efetiva no tratamento da
leucemia e do cancer de seio (A. B. Ander-
son, C. M. Ciriaks, K. M. Fuller e E. A.
Ariaga, Anal. Chem., 2003, v. 75, p. 8). In-
felizmente, efeitos colaterais como intoxi-
cacdo hepatica e resisténcia a droga tém
sido relatados. Em estudos recentes, An-
derson et a. empregaram a fluorescéncia
induzida por laser (FIL) como forma de
deteccdo em eletroforese capilar para in-
vestigar os metabolitos da DOX em células
Unicas e em fragbes subcelulares. Os se-
guintes resultados sdo similares aos obti-
dos por Anderson et a. na quantificacdo de
dexorrubicina por FIL. As éreas dos picos
de EC foram medidas em func&o da con-
centracdo de DOX para construir uma
curva anditica.

Concentragéo de DOX,
nmol L~ Areado Pico

0,10 0,10
1,00 0,80
5,00 452

10,00 8,32

20,00 15,7

30,00 26,2

50,00 41,5

(a) Encontre a equagdo para a curva ana-
litica e os desvios padrdo para a incli-
nacdo e para o intercepto. Encontre o
valor de R?.

(b) Rearranje a equacdo encontrada na
parte (a) para expressar a concentracéo
em termos da &rea medida.

(c) O limite de deteccdo para a DOX foi
determinado como 3 X 107 mol L.
Se o0 volume era de 100 pL qua € o
limite de deteccdo em mols?

(d) Duas amostras de concentragdo des-
conhecidas de DOX foram injetadas e
as areas dos picos iguais a 11,3 € 6,97
foram obtidas. Quais sdo as concen-
tragdes e seus desvios padréo?

(e) Sob certascondicgdes, o pico referente a
DOX requer 300 s para atingir o detec-
tor de FIL. Qual seria 0 tempo neces-
s&rio se a voltagem aplicada fosse
dobrada? Quanto tempo seria necessa-
rio se o comprimento do capilar fosse
dobrado e a voltagem aplicada mantida
igual?

(f) O capilar empregado na parte (€) sob
condic¢Bes normais apresenta um nime-
ro de pratosigual a 100.000. Qual seria
o valor de N se o comprimento do capi-
lar fosse dobrado e a voltagem mantida
constante? Qual seriao valor de N sea
voltagem fosse dobrada e o compri-
mento do capilar mantido constante?

(g) Paraum capilar de 40,6 cm de compri-
mento e de didmetro interno de 50 wm,
gual seria a atura de prato para um
capilar com N = 100.000?

(h) Para 0 mesmo capilar descrito na parte
(g) qual é a variancia o para um pico
tipico?
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