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RESUMO

Atualmente a cromatografia € o método mais utilizado pelos quimicos orgénicos para
separar compostos, € também o meétodo mais utilizado em pesquisas para o
desenvolvimento de novos instrumentos para compor o cromatografo, sempre
visando melhor desempenho durante andlise e obtendo uma melhor performance
do cromatdgrafo cada dia melhor, e com isso resultados cada vez mais confiaveis.
Cromatografia € uma técnica utilizada para a separacdo dos componentes de uma
mistura. A separacdo cromatografica € baseada na distribuicAo dos componentes
entre uma fase estaciondria e uma fase movel. Esta separagdo resulta das
diferencas de velocidade dos componentes arrastados pela fase modvel devido
as diferentes interacbes com a fase estacionaria. Os principais métodos
cromatogréaficos sdo: cromatografia em papel, cromatografia de camada delgada,
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A sele¢éo do
método a ser empregado depende do material a ser utilizado. O objetivo deste
estudo bibliogréfico sobre cromatografia, métodos e instrumentos € mostrar os tipos
de cromatografia existentes, qual a utilizacdo de cada um desses métodos, dando
énfase em cromatografia gasosa, mostrando também os instrumentos que comp&em
um cromatografo e seu funcionamento.

Palavras-chave: Cromatografia, Cromatografia Gasosa, CLAE.



ABSTRACT

Chromatography is an analytical method for the separation of mixture components.
The cromatographic separation is based on the different partition of the components
to be separeted between the mobile phase and the stationary phase. The principal
chromatographic forms are: paper chromatography,thin layer chromatography, gas
liquid chromatography and high performance liquid chromatography (HPLC). The
chromatographic form is selected in accordance to the material to be analysed
The objective of this bibliographical study on chromatography, methods and
instruments is to show the existing types of chromatography, which the use of each
one of these methods, giving emphasis in gaseous chromatography, also showing
the instruments that compose a chromatograph showing its functioning. Currently the
chromatography is the method most used for organic chemistries to separate its
composites, therefore that it is the method more used in research for the
development of new instruments to compose the chromatograph, always aiming at
performance during its more good it analyzes and getting a performance of the
chromatograph each better day, and with this its more trustworthy results each time.

Keywords: chromatography, gas liquid chromatography, HPLC.
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1. INTRODUCAO

A cromatografia constitui-se atualmente em um conjunto de técnicas de
separacdo com forte carater interdisciplinar. Em suas diferentes formas tem
encontrado aplicagcbes em praticamente todas as areas do conhecimento nas quais
a andlise qualitativa e ou quantitativa de espécies quimicas deva ser realizada. As
aplicacdes da técnica envolvem muitas areas distintas, incluindo:

= Quimica Analitica, Orgéanica, Inorganica e Fisico-Quimica;
* Bioquimica;

» Geoquimica;

=  Seguranca,;

= Quimica Forense;

» Toxicologia;

= Ciéncias do espaco;

= Alimentos;

= Meio Ambiente;

= Controle de Qualidade.

“A cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo. Ela
estd fundamentada na migracdo diferencial dos componentes
de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes,
entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase estacionaria”
(DEGANI,1998).

Atualmente existem muitos métodos analiticos que conseguem dar varias
respostas em algumas analises, mas a cromatografia sem via de duvidas € uma dos
melhores métodos analiticos que existe na atualidade, pelo fato da cromatografia
conseguir separar, qualificar e quantificar o seu analito. Os quimicos organicos estdo
cada vez mais investindo em pesquisas usando a cromatografia, pois esta técnica
evoluiu muito rapidamente a partir da década 50 e 60, e hoje € um método usado no

mundo inteiro.



14

A cromatografia foi descoberta por um botanico russo chamado Michael
Semenovich Tswett, em 1900, que descobriu essa metodologia depois de fazer uma
experiéncia com uma bureta empacotada com carbonato de célcio, para poder
separar os pigmentos de uma folha de um vegetal, esse pigmento foi arrastado por
um solvente orgénico, criando no carbonato de célcio bandas coloridas. Esta técnica
recebeu o nome de andlise cromatografica. A homenclatura cromatografia tem um
significado que é Chroma, do grego cor e grafein, grafia. A figura 1 mostra

separacao dos pigmentos da folha de um vegetal.

[ .-' " r—' N "

Figura 1- Separacédo dos pigmentos da folha de um vegetal
(Fonte: http:// hplcbrasil.blogspot.com/2008_10_01_archive.htm)

A figura 2 mostra 0 processo de separagdo de misturas, que acontece pela
passagem de uma mistura através de duas fases: uma estacionéria (fixa) e outra
movel. A grande variabilidade de combinacdes entre a fase movel e estacionaria faz

com que a cromatografia tenha uma série de técnicas diferenciadas.

Figura 2 - Processos de separacdo de misturas
(Fonte: http://www.jornallivre.com.br/images_enviadas/tudo-sobre-a-cromatografiacro-

ipg)
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Dentro do método analitico cromatografico existem quatro tipos de
cromatografia: cromatografia liquida, cromatografia gasosa, cromatografia de
camada fina ou planar e cromatografia em papel, e cada método tem a sua forma de
separacdo. O que elas possuem em comum € a propriedade de fracionar uma
mistura complexa de substancias usando a diferenca de caracteristicas quimica
entre os componentes da mistura, o que faz com que eles interajam diferencialmente
com uma fase estacionaria (FE) e com uma fase movel (FM). A interacdo dos
componentes da mistura (soluto) com estas duas fases € influenciado por diferentes
forgas intermoleculares, incluindo idnica, bipolar, apolar, e especificos efeitos de
afinidade e solubilidade. De acordo com o modo de separagcdo tem-se uma
adsorcéo, particdo (absorgcdo), troca ibnica, afinidade e excluséo, sendo que as
interac6es mais frequentes entre o soluto e a fase estacionéria sédo a adsorcéo, a
particdo e a troca ibnica (ZEFERINO,2001).

Na cromatografia de adsor¢cédo, duas substancias séo ligadas por uma
interface onde n&o ocorre solubilizacdo. A fase estacionéaria é sélida e a fase movel
pode ser liquida ou gasosa. Baseia-se nas atracdes eletrostaticas ou dipolares da
superficie da fase estacionaria pelas moléculas da substancia a separar.

Na cromatografia de particdo a fase estacionaria é liquida. Este processo é
baseado na diferente solubilidade dos componentes da mistura nas duas fases
liquidas. A figura 3 mostra uma comparag¢ao com a interacao por adsorcéo e particdo

(absorgéo).

ABsorcdao ADsorc¢ao

Mecanismo de Separacao

Figura 3 — Mecanismo de separac¢ao por adsor¢éo e absorcao.
(Fonte: Introducao a Métodos Cromatograficos, Carol H. Collins, Gilberto L. Braga, Pierina
S. Bonato)
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Tendo em conta as polaridades relativas das fases moéveis e estacionaria, a
cromatografia de particdo é dividida em duas categorias:
= Cromatografia de fase normal
» Cromatografia de fase reversa
No inicio por tradicdo, na cromatografia liquida, a fase estacionaria era polar
(dgua,metanol).Por razdes historicas essa cromatografia € referida como
cromatografia de fase normal. A cromatografia de fase reversa é uma cromatografia
de particdo liquido — liquido na qual a fase estacionaria € mais apolar que a fase
movel (COLLINS, 1993). A figura 4 mostra o comportamento da cromatografia com

fase normal comparada com a fase reversa.

Fase Normal Fase Reversa
AA A ||[_Aas
f. mével peq. polaridade f. movel alta polaridade
AAA
f. mével polaridade média f. mével polaridade média
tempo

Figura 4 — Cromatografia com fase normal e fase reversa polaridade dos solutos A>B>C.
(Fonte: Zeferino. M.A.- Determinacgédo de pesticidas em amostras bioldgicas por CLAE com injecédo
direta da amostra)

Na cromatografia de troca ibnica a fase estacionaria € altamente carregada,
sendo que 0s componentes com cargas de sinais contrarios a estas sao
seletivamente adsorvidos da fase moével. Os componentes adsorvidos podem ser
subsequentemente eluidos, por deslocamento com outros ions, com 0 mesmo tipo
de carga, porém com maior forca de interacdo com a fase estacionaria. A figura 5

mostra 0 mecanismo de separacgao por troca iénica.



Mecanismo de separacao por troca idnica
Mistura de amino acido

©0
O
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Cations imobilizados ser atraidos pelos
cations imohilizados

555655
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Fuxo da solugdo ®®

®

Separagdo dos amino
acidos negativos

— OO0V

Figura 5 - Mecanismo de separacao por troca idnica (troca anidnica)
(Fonte: http://lwww.zampbioworld.org/material/biochemistry/biochem054/ion_exch.jpg)

1.1 CLASSIFICACAO DOS METODOS CROMATOGRAFICOS
Os critérios de classificagcdo dos métodos cromatograficos variam de autor
para autor, 0s métodos mais comuns sao:

e Cromatografia em coluna onde a reagéo ocorre dentro de um tubo de

vidro ou metal.

e Cromatografia planar onde geralmente uma placa de vidro ou metal
impregnada com fase estacionaria ou entdo uma folha de papel de filtro

embebida com um solvente apropriado.

Dependendo da fase moével que vocé utilizada a cromatografia em coluna

pode ser classificada em trés grupos:
e Cromatografia liquida, quando a fase mével for um liquido.
e Cromatografia gasosa, quando a fase mével for um gas.

e Cromatografia com fluidos supercriticos, quando a fase moével for um

gas ou liquido no estado super critico.
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A figura 6 mostra um esquema com 0s tipos de cromatografia conforme a

fase moével e a fase estacionaria.

COLUNA
FLUIDO |

GASOSA

PLANAR

Figura 6 — Tipos de cromatografia
(Fonte: Lancas, 1993)

1.1.1 Cromatografia em Papel

Cromatografia em papel € uma técnica de particdo liquido-liquido, estando
um deles fixado em um suporte sélido. Baseia-se na diferenca de solubilidade das
substancias, sendo geralmente a 4gua um dos liquidos, a particdo ocorre devido a
presenca de agua em celulose, esse método é mais utilizado para separagdo de
compostos polares. As figuras 7a e 7b mostram, respectivamente, uma
cromatografia em papel com tinta, realizada em uma cuba de vidro e com material

alternativo, garrafa PET, para ser aplicado no ensino médio.
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a) Mancha

7 de tinta
: /

CROMATOGRAFIAY 7
EVMIPARELDE
FILTRO

\\\\“ |

Fotos: PLIESSNIG, A

b)

Figura 7- Figura A e B cromatografia em papel
(Fonte:http://portaldoprofessor.mec.gov.br/storage/discovirtual/aulas/1664/imagens/cromatografia_foto

S.jpg)

1.1.2 Cromatografia de camada delgada

Na cromatografia planar de camada delgada, a fase estacionaria é
suportada sobre uma placa plana. Nesse caso, a fase mével desloca-se através da
fase estacionaria por acéo da capilaridade ou sob a influéncia da gravidade. Util em
separacao de compostos polares. Encontra-se bastante difundida devido a sua
facilidade experimental e ao seu baixo custo. E uma técnica de adsor¢éo liquido-
sélido. A separagdo ocorre pela diferenca de afinidade dos compostos de uma
mistura pela fase estacionaria. A figura 8 mostra uma cromatografia em camada

delgada.
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Fator de
retengao - — Linha de chegada da
Fase movel
Rf= D1/D2 s
b ta
D2
D1
Nivel Maximo
de fase movel . . ., . .TT™ Pontodeaplicagio
N da amostra

Figura 8 — Cromatografia em camada delgada.
(Fonte:http://server2.ig.ufrj.br/~joab/igb201/tutorial/cromatografia/cromatografia_em_pap
el.html)

1.1.3 Cromatografia liquida classica

A cromatografia liquida classica é uma técnica muito utilizada para
isolamento de produtos naturais e purificagdo de produtos de reagfes quimicas. Na
fase estacionaria é utilizado um adsorvente como silica, celulose ou alumina, que
servem simplesmente como um suporte da fase estacionaria. Suportes
quimicamente modificados também estdo sendo muito utilizados, sendo o processo
de separacgdo misto. O suporte é fixado em tubos de vidro de véarios diametros, que
contenha uma torneira na sua extremidade. A fase movel (liquida) movimenta-se
continuamente através da coluna contendo a fase estacionaria (solido). O soluto
interage com a fase estacionaria e movel por adsorcdo, particdo, exclusédo
molecular, ou troca ionica.

A cromatografia liquida tem a necessidade extrema de que sua amostra
solubilize na fase movel, e que possa ter uma possivel interacdo com a fase
estacionaria. A espécie quimica a ser analisada sofre uma grande influencia da fase
estacionaria, e ao mesmo tempo as propriedades desta sdo continuamente
influenciadas pela fase mével. A figura 9 mostra uma cromatografia liquida de coluna
(CIOLA, 1973).
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Figura 9 — Cromatografia liquida classica de coluna
(Fonte: http://madeincarla.files.wordpress.com/2007/11/coluna.jpg)

1.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE (HPLC)

A CLAE utiliza uma presséo alta para forcar a passagem do solvente pelas
colunas contendo particulas muito finas que proporcionam separa¢cfes muito
eficientes. O avanco desse método analitico foi o desenvolvimento e a utilizacdo de
suportes com particulas diminutas responséaveis pela alta eficiéncia, com isso o uso
de bombas de alta pressédo é necessario para que ocorra a eluicdo da fase mével
(CIOLA, 2003).

A bomba deve proporcionar ao sistema vazéo continua sem pulsos com alta
reprodutibilidade, possibilitando a eluicdo da fase moével a um fluxo
adequado. Todas as bombas para cromatdgrafo de alta resolucdo apresentam as
mesmas caracteristicas como pressao de 500 atm e vazdo que varia de 0,005 a
5ml/min.

As valvulas de injecdo usadas possuem uma alca de amostragem para a
introdugcdo da amostra com uma seringa e duas posicoes, uma para O
preenchimento da alca e outra para sua liberacdo para a coluna. Existem alcas de
diversos volumes, sendo utilizadas geralmente alcas na faixa de 2,0 - 50 pyL para

injecdes analiticas e 2 a 10 mL para preparativas. O sistema de injecdo ocorre
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através de valvulas especiais, que injetam sua amostra com precisdo e exatidao.

Para fazer a analise cromatografica sédo necessarios ho minimo 2 microlitros
de seu analito. A valvula deve ter uma rotacéo rapida, pois se demorar em rotacionar
ocorre um aumento de pressao, parando o sistema. A figura 10 mostra uma valvula

de injegéo.

Figura 10 — Valvula de injecdo de um cromatografo
(Fonte:http:/iwww.linde.com/International/Web/LG/Br/like35lgspgbr.nsf/docbyalias/anal_gasch
rom)

A andlise por CLAE é efetuada dentro de uma coluna de metal que é
preparada para suportar uma pressdo de 500 atm. Existe na CLAE dois tipos de
colunas, sendo uma chamada de coluna analitica e a outra coluna preparativa.

A coluna analitica é usada para fazer analise de pequena quantidade de
material, e também € usada para qualificar e quantificar uma amostra. A fase
estacionaria fica impregnada dentro da coluna, e geralmente é constituida de silica
ou seus derivados com granulometria de 3,5,7 ou 10 micra. A queda de pressao que
acontece dentro da coluna devido a mesma ser extremamente empacotada.

Coluna preparativa € uma coluna de uso industrial, por isso seu tamanho
varia muito e dependendo do processo ela pode chegar até 4 metros de
comprimento, com isso ela pode aguentar centenas de atm. Sua fase estacionaria é
constituida de silica com granulometria entre 7 a 10 micra e € utilizada em inddstrias
farmacéuticas, industria bélicas, e interesses cientificos. A figura 11 mostra tipos de

coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 11 - Colunas cromatograficas para CLAE
(Fonte: http://quiprona.wordpress.com/2009/05/21/separacoes-por-hplc-i-cuidados)

Existem varios tipos de detector, s6 cabe ao analista saber o tipo de detector
a ser usado. O detector do HPLC vai ser o que vai detectar a chegado de um
composto, também podemos dizer que ele é: “os olhos do cromatégrafo”,
conseguindo converter mudancas de concentracdo na fase moével. Os detectores

usados em HPLC séao:

e Espectrofotdbmetros UV/VIS;

Eletroquimico;

indice de refracéo;

Fluorescéncia;

Condutividade.

Para escolha de um detector ideal para sua analise devemos optar para
aquele que tem a melhor sensibilidade, melhor seletividade, precisdo, exatidao,
inexatiddo. a) Sensibilidade é aquele que consegue capturar um maior sinal
produzido por uma unidade de concentragdo. b) Seletividade consegue separar um
composto do outro com maior facilidade, dando picos melhores. c) Precisdo €&
guando se faz repetibilidade do composto e o valor tem um desvio muito pequeno. d)
Exatiddo quando comparado os picos com padréo utilizado fica préximo ao padrao

verdadeiro.

A CLAE tem sido utilizada em varias areas da ciéncia, no acompanhamento

de sinteses, em analises de pesticidas, feromonios, no isolamento de produtos
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naturais e sintéticos e na producéo e controle de qualidade de medicamentos, dentre
tantas outras aplicagdes. A figura 12 mostra um grafico de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, na parte a) é a separacdo da margarina e na parte b) separacdo da

maionese.

7 o

Margarina

b)

Maionese

Figura 12 Cromatogramas obtidos por CLAE de amostras de (a) margarina e (b) maionese.
Condicdes: fase mdvel acetonitrila: agua (7:3 v/v), fluxo 1 ml/min, detector de fluorescéncia, coluna
Cis,(24cmx 4,6mm d.i). com particulas de 5 mm.

(Fonte: http://www.scielo.br/scielo)

A figura 13 mostra um fluxograma do equipamento de cromatografia liquida

de alta eficiéncia.

HPLC Column
e —— Chromatogram
‘ Posks = Veliow, Red, e
A\ o
Injector
AutoSampler
Sample Manager
P 2
) :
I Computer Data Station
Solvent ) - -

(Mobile Phase) g Sample
Reservoir

Pump
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Figura 13 — Fluxograma para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Fonte:http:/Mww.comsol.com/shared/images/stories/waters_corp_hplc_systems/ht
ml/figure2.jpg)
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A figura 14 mostra a foto de um cromatografo de cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

Figura 14 — Cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Fonte: http://www.biochem.uwo.ca/BICF/BICF-instrumentation.html)

2. CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa € uma das mais importantes técnicas analiticas
disponiveis atualmente. Na cromatografia gasosa a amostra € transportada por uma
corrente de gas através de uma coluna empacotada com um sélido recoberta com
uma pelicula de um liquido. Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetividade
para separar os componentes de misturas, a cromatografia de gas é uma das
ferramentas mais importantes para separacdo e identificagcdo de compostos
organicos volatil. A figura 15 mostra um esquema simples de um cromatografo

gasoso.
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Figura 15 — Cromatografo gasoso
(Fonte:http:/iwww.linde.com/International/Web/LG/Br/like35lgspgbr.nsf/docbyalias/anal_gasch
rom)

Dentro da cromatografia gasosa o processo fisico de separacdo divide a
amostra em componentes individuais. Para ocorrer essa separacdo temos que ter
uma fase moével gasosa e a outra fase estacionaria liquida ou solida. A figura 16

ilustra a separagdo dos analitos no interior de uma coluna cromatografica.

st}

Figura 16 — Interior de uma coluna cromatografica
(Fonte:http:/iwww.linde.com/International/Web/LG/Br/like35lgspgbr.nsf/docbyalias/anal_gasch
rom)
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O gas de arraste que serve para arrastar as moléculas dentro da coluna,
tem que ser um gas inerte, ou seja, esse gas nao pode reagir em hipétese alguma
com seu analito. Primeiramente deve-se introduzir a mistura de prova ou amostra em
uma corrente de gés inerte, normalmente hidrogénio, hélio, nitrogénio ou argdnio,
que atuardo como gas de arrastre. A escolha do géas de arrastre depende do tipo de
detector que é utilizado e dos componentes a determinar (CIOLA, 1973).

As amostras liquidas vaporizam-se antes da injecdo no gas de arrastre. O
fluxo de gés passa pela coluna empacotada através da qual os componentes da
amostra se deslocam a velocidades influenciadas pelo grau de interagdo de cada
componente com a fase estacionaria ndo volatil. As substancias que tém a maior
interacdo com a fase estaciondria sdo retidas por mais tempo e, por tanto,
separadas daquelas de menor interacdo. A medida que as substancias eluem da
coluna podem ser quantificadas por um detector e/ou tomadas para outra analise
(LANGAS, 1993).

A cromatografia gasosa classifica-se, de acordo com a natureza da fase
estacionaria, em cromatografia gas-sélido (CGS) e cromatografia gas-liquido (CGL).
A fase estacionaria pode ser um solido (CGS) ou um ligquido imobilizado sobre um
suporte inerte (CGL), sendo que a CGL é a mais versétil e seletiva forma de
cromatografia a gas, devido a grande diversidade de fases liquidas disponiveis.

Na cromatografia gas liquido a fase estacionaria € uma pelicula delgada, a
qual recobre um sdlido inerte denominado suporte. A separagdo ocorre quando as
moléculas entram na coluna, e a molécula que apresenta maior solubilidade seletiva
com a fase estacionaria, permanece mais tempo dentro da coluna ocorrendo assim
a separacao da molécula (LANCAS,1993).

Na cromatografia gés solido, a fase estacionaria € um sélido que adsorvera
as moléculas. Sendo assim, a molécula que tiver maior interagdo com a fase
estacionaria, deve demorar mais para percolar a coluna analitica e ter& um maior
tempo de retencdo dentro da coluna, em seguida as moléculas séo identificadas
pelo detector.

A figura 17 vai mostra como a amostra vai separar-se dentro da coluna,

sendo que os pontos vermelhos tendo uma maior interacdo com a fase moével.
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Figura 17- Separacéao dentro da coluna
(Fonte: www.sofiltro.com.br/imagens/home/gases4.jpg)

2.1 COLUNA DE CROMATOGRAFIA GASOSA

A escolha da coluna apropriada € uma das etapas mais importantes no
processo cromatografico, uma vez que € nela que a separagdo desejada ir4 ocorrer.
Atualmente para a escolha de uma coluna cromatogréfica € bem complexa pois a
busca de uma coluna ideal ndo se limita aquela que simplesmente separa o0s
componentes em estudo, mas sim aquela que além de separar, consiga separar em
um espaco de tempo curto, picos simétricos, reprodutiveis, linha de base estavel e
condigdes Otimas de operacao (LANCAS,1993).

A coluna cromatografica € um tubo longo que tem a fase estacionaria, e
essa coluna pode ser de vérios tipos de materiais, sendo que este material ndo pode

interagir com o analito a ser analisado.
Existem dois tipos de coluna para cromatografia gasosa:
e Coluna capilar;

e Coluna empacotada.
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2.1.1 Coluna capilar

[0

As colunas para cromatografia gasosa nas quais o suporte solido

[0

recoberto por uma fina camada de fase liquida, sendo que este conjunto
acondicionado de forma bastante coesa em um tubo cromatogréfico.

Ao usar uma coluna longa e de diametro interno estreito Langas conseguiu
um caminho aberto sem restricbes, para o gas de arraste e as moléculas da amostra
ao longo do tubo da coluna. Uma vez que agora a fase liquida é distribuida na forma
de um filme fino o qual recobre a parede interna da coluna, a difusédo das moléculas
dentro e fora desta fase sera muito maior do que no caso da coluna empacotada
(LANCAS, 1993).

A grande maioria das analises é realizadas em colunas capilares estreitas e
compridas, feitas de silica fundida e recoberta com poliimida, para suportar e
proteger a coluna da umidade atmosférica. As colunas capilares oferecem maior
resolucdo, menores tempos de analises e maior sensibilidade (HARRIS, 2008).

A figura 18 mostra a) coluna cromatogréfica, e mostra também b) interior da
coluna capilar, para cromatografia gasosa.

a) Coluna capilar
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b) Interior da coluna capilar

Continuous Tubing

Guard Column Liquid Phase

Figura 18 - Colunas capilar para cromatografia gasosa
(Fonte: http://www.frankelanalitica.com.br/restek_coluna_gc.html)

2.1.2 Coluna empacotada

Em cromatografia gas-sélido a fase estacionaria € um sdlido acondicionado
dentro de uma coluna; a separacdo dos componentes presentes na amostra em
estudo dependera da adsorcdo seletiva nas particulas do suporte. Esta técnica tem
sido mais largamente utilizada na analise de gases e compostos de baixo ponto de
ebulicdo. Apesar disto, em diversos casos, especialmente na andlise de poluentes
ao nivel de tracos, o uso de adsorventes tem mostrado melhores resultados que
aqueles obtidos empregando-se cromatografia gas - liquido (particdo) (LANCAS,
1993).

As colunas empacotadas contem particulas finas de um suporte soélido
recoberto com fase estacionaria liquida nédo volatil, ou o préprio solido pode ser a
fase estacionaria, as colunas empacotadas possuem uma maior capacidade de
amostra, produzindo entretanto picos mais largos, tempo de tens&o maiores e

menores resolucdo (Harris, 2008).
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Figura 19 - Coluna eacotaa

(Fonte: www.cromacon.com.br/images/img_cg_acess.jpg)

2.1.3 Avaliacao de colunas

Todas as colunas adquiridas prontas ou preparadas pelo usuario devem

ser avaliadas antes de serem usadas, tanto em analises de rotina como em

pesquisa.

gque podem ser

Esta avaliacdo é feita através da andlise dos parédmetros cromatograficos,

calculados com os dados experimentais obtidos em um

cromatograma tipico, apés a injecdo de amostras conhecidas como mostra a figura

20.

Tempo de retencio
]V xRr2
N J 7
=

tR1

Injeco

Tempo
¢ 1+ 2 3 4 5 6 7 @8

Figura 20 — Cromatograma ilustrando tempo de retencéo
(Fonte: http://www.cepis.org.pe/tutorial 1/p/monimedi/index.html)
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O tempo de retencdo de um soluto, tr1 € 0 tempo gasto desde o momento da
injecdo até a saida do maximo do pico. O tempo de retencdo de um soluto ndo
retido, tu; € o tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatografico
desde a injecdo até a saida da coluna. Estes valores sdo obtidos diretamente do
cromatograma quando o sistema possui um integrador eletronico (COLLINS, 1997).

O tempo de retencdo ajustado, t'r, € 0 tempo real que as moléculas do
soluto ficam retidas na fase estacionéria, calculado pela expressédo (1). A figura 21

mostra o tempo tr N0 cromatograma.

i =il - (1)

Figura 21 — Tempo de retencéo ajustado.
(Fonte: Naves,H.J 1980).

Onde: tr — Tempo de retencdo , tw — Tempo minimo de retencdo de um
composto que ndo interaja com a fase estacionaria e tg’ — Tempo de retencéo
ajustado.

O fator de retencdo K, diz respeito a reten¢cdo do soluto e € determinado
pela razdo dos tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na fase

estacionaria e percorrendo a coluna na fase movel , de acordo com a expressao (2):

K=(tr -tm)/tu = tr/ty )

Os valores de K devem variar entre 2 e 10 para dois componentes . Valores

maiores que 10 significam uma forte interacdo do soluto com a fase estacionéria e,

consequentemente, um longo tempo de andlise. Por outro lado, valores de K
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menores que 2 implicam em pouca interacdo com a fase estacionéaria, o que pode
ser prejudicial & andlise (ZEFERINO, 2001).
A resolugdo, Rs, é a medida quantitativa do grau de separacdo entre dois

picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a expressao (3):

Rs = 2[(tR2 = tRl)/(Wbl + sz)] =1,177 [(tRz = tR1) / (Wh1 + th)] (3)

Onde:
tr1 € tro = tempo de retencéo de dois picos adjacentes;
Whp1 e Wy, = largura dos picos na base em unidade de tempo;

Wh1 € Wy, = largura dos picos a meia altura , em unidades de tempo.

Valores de Rs = 1 tem-se 98% de separagéo; Rs = 1,25 tem-se 99,5% de
separacdo e Rs maior ou igual a 1,5 sdo considerados ideais, com 100% de
separacgdo, ou seja, as duas substancias tém uma separagéo até a linha basica; fato
importante em analises quantitativas, pois a medida exata da area depende da
resolucéo total das substancias envolvidas (COLLINS, 2006).

Outro parametro cromatogréfico relacionado com a separagdo de dois picos
adjacentes é o fator de separagdo, o, que é calculado pela razdo entre os
respectivos fatores de retengdo, K, ( analito mais retido) e K; (analito menos
retido) que sdo, por sua vez, relacionados aos tempos de retengdo ajustados

conforme a expressao (4).

a = Ky/ Ky = th/tr (4)

O fator de separacdo mede a seletividade de um sistema cromatogréfico.
Assim, quanto mais seletivamente a fase estacionaria retiver o segundo componente
que esta sendo analisado, maior sera o fator de separacdo. Se a = 1, ndo existem
diferencas termodinamicas entre os dois componentes em um dado sistema e eles
ndo podem ser separados. Entretanto, quando o > 1 n&o significa que 0s picos estéo
totalmente separados, porque eles podem ser largos e estarem parcialmente

sobrepostos. Consequentemente, ndo somente com valores elevados de o se
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consegue separacdo, € necessario também que o0s picos estejam estreitos
(COLLINS, 1997).

Um dos parametros utilizados para avaliar a eficiéncia de uma coluna € o
ndamero de pratos, N . Um prato é equivalente a uma etapa onde se atinge um
equilibrio termodindmico entre a fase movel, a fase estacionaria, e o analito que esta

sendo analisado e é calculado pela equacgéo (5) (CIOLA, 1973).

N =16 (tr/ Wp)*> = 5,545(tg /Wp)? (5)

No cromatograma, a eficiéncia é observada através do formato do pico.
Quanto mais estreito for o pico cromatogréafico, maior a eficiéncia da coluna na
andlise do analito em estudo. Este conceito de niumero de pratos somente € valido
para cromatogramas obtidos isotérmicamente e em condi¢des isocraticas, e ele é
calculado a partir do cromatograma da figura 22 (CIOLA,1973).

A expressdo 5 so6 é valida para picos simétricos. Para bandas assimétricas
aumentam—se os erros no célculo de N e a eficiéncia ndo pode ser expressa por
este valor. E necessario entéo, calcular o fator de assimetria do pico, As, medido a
10% da altura do pico como mostra a figura 22. O valor de As ideal deve ficar no
intervalo de 0,9 a 1,2. Valores de até 1,6 sdo aceitaveis, porém valores maiores que
estes devem ser evitados e as colunas descartadas, indicando problemas na sua
preparacdo (ZEFERINO, 2001).

FATOR DE ASSMETRIA _CB

DO PICC

Figura 22 — Medida e calculo do fator de assimetria do pico.
(Fonte: Langas,1993)
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2.2 SISTEMA DE INJECAO DA AMOSTRA

A injecdo da amostra deve ser feita de tal maneira que se obtenha uma
banda Unica e estreita, sendo que falhas nas técnicas de injecdo podem causar
assimetria nos picos. A quantidade de amostra injetada ndo deve ultrapassar a
capacidade da coluna, determinada pela quantidade de fase estacionaria. Deve
também ser reprodutivel para tornar possivel a analise quantitativa. A eficiéncia de
uma coluna € influenciada pelo volume de amostra injetada; uma diminuicdo no
volume da amostra influencia os tempos de retencdo. Assim, picos com assimetria
frontal terdo um maior tempo de retengdo & medida em que o volume da amostra
injetada aumenta: o inverso ocorre para picos com caudas. O sistema de injecéo
deve ser aquecido em uma temperatura suficiente para que ocorra a vaporizagao de
toda a amostra (BONATO, 1997).

Uma boa técnica para injecdo de uma amostra liquida em analise
cromatografia, € por meio de uma micro seringa. Depois de limpar a seringa varias
vezes com solvente, fazemos uma sequéncia de admissdes na seringa: inicialmente
ar, depois solventes, novamente ar, entdo a amostra e finalmente mais ar. Quando a
agulha é inserida através de um septo de borracha para dentro da entrada de
injecao do cromatégrafo, que esta aquecida, a amostra ndo evapora imediatamente,
pois ndo ha nenhuma amostra na agulha. Se houvesse amostra na agulha, os
componentes mais volateis evaporariam antes da amostra ser injetada. A bolha de
ar atrds da amostra na seringa evita que a amostra e os solventes se misturem. O
solvente retira qualquer amostra que possa estar retida na agulha e a bolha final de
ar expele todo solvente da agulha. Muitos sistemas autométicos de introducdo de
amostra propiciam esta injecdo em forma de “sanduiche” (Harris, 2008). A figura 23

ilustra um micro seringa para cromatografo gasosa.

w

W

:

e =5

==
=

Hamilton 5uL Autosampler Syringe

Figura 23 - Micro - Seringa para cromatografia
(Fonte: http://portuguese.alibaba.com/product-gs/micro-sample-syringe-260572130.html)
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A figura 24 explica passo a passo como fazer a inje¢cdo de uma amostra em
um cromatografo gasoso, Ponta da agulha da microseringa € introduzida no inicio da
coluna, amostra injectada € vaporizada instantaneamente no inicio da coluna, “Plug”
de vapor de amostra forcado pelo gas de arraste a fluir pela coluna, volume

injectado depende da coluna, do detector e do estado fisico da amostra.

Figura 24 - Sistema de instrumentac&o para injecdo da amostra
(Fonte: http://portuguese.alibaba.com/product-gs/micro-sample-syringe-260572130.html)

Na figura 25 esta mostrando uma nova tecnologia em injecao de amostra €
um injetor automatico, esse equipamento consegue fazer todas as injecbes sempre

no mesmo volume e na mesma velocidade.

Figura 25 - Injetor automatico isolado e acoplado ao cromatografo gasoso
(Fonte:http://ww.ibtec.org.br/site/content/internas/index.php?request=tamp_one&group=2&session=
Laborat%)
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2.3 GAS DE ARRASTE

A funcéo do gas de arraste é levar a amostra injetada ao detector passando
pela coluna onde a separacéo vai ocorrer.

O géas de arraste tem que ser um gas inerte, ou seja, um gas que nao vai
reagir com seu analito, e que sé vai ter o papel de fazer com que sua substancia
percorra toda a coluna e chegue no detector. O gas mais utilizado em cromatografia
€ 0 Helio, sendo compativel com a maioria dos detectores. Para um detector de
ionizacdo de chama, o Nitrogénio permite um limite de deteccdo menor que o He.
Existem alguns problemas em se usar o hidrogénio, ele pode reagir cataliticamente
com compostos insaturados na superficie metalica e ndo pode ser usado com um
detector de espectrometria de massa, pois o0 hidrogénio ndo seja usado como gas de
arraste, € que ele forma misturas explosivas com o ar quando sua concentracdo é
superior a 4% em volume (HARRIS, 2008). A figura 26 mostra tipos diferentes de

cilindros de gases.

Figura 26 - Cilindros de gas de arraste
(Fonte: http://img.alibaba.com/photo/262326960/GB5099_Standard_Gas_Cylinder.jpg)

A figura 27 mostra um sistema completo de alimentacdo do gas de arraste
para um cromatografo gasoso.
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Figura 27- Alimentacao do géas de arraste
(Fonte: http://in3.dem.ist.utl.pt/labcombustion/EMEEcourse/presentations/pres3.pps)

2.4 SISTEMA DE DETECCAO

A funcdo do detector em um sistema cromatografico é acusar a presenca e
medir a quantidade de componentes no efluente da coluna. De acordo com a forma
de resposta os detectores podem ser classificados em integrais ou diferenciais. Os
detectores diferenciais medem a diferenca instantdnea na composicdo do efluente
da coluna, enquanto que os integrais medem a quantidade acumulada do
componente da amostra que chega ao detector. Os detectores podem ser sensiveis
a concentracdo ou a massa de um dado analito. Os detectores sensiveis a massa
apresentam resposta proporcional a quantidade do componente que chega ao
detector por unidade de tempo, enquanto que 0s sensiveis a concentracdo
apresentam resposta proporcional a concentragdo de um componente da amostra
na fase movel.

Com relagdo a seletividade, os detectores podem ser universais, seletivos ou
especificos. Os detectores universais respondem a todos os compostos presentes
no efluente da coluna, com excecédo da fase mével, os seletivos respondem a uma
determinado grupo de componentes presentes na fase mdvel, enquanto que os
especificos respondem a um Unico componente ou a um numero limitado de
componentes de caracteristicas quimicas similares(LANCAS,1993).

O detector deve ser escolhido de acordo com que vocé ird analisar, também

deve ter algumas caracteristicas muito importantes, como sensibilidade elevada,
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baixo nivel de ruidos, tempo de resposta excelente ampla faixa de linearidade, e que
consiga captar uma quantidade minima de composto, pois cada detector tem um
composto quimico que tem a maior afinidade com o composto, e também deve se
analisar a seletividade, sensibilidade, ruido, quantidade minima de deteccao, e sua
faixa linear. Os detectores que a seguir vao ser mostrados sdo: condutividade

térmica, ionizacdo de chama, captura eletrdnica, termiénico e fotométrico de chama.

2.4.1 Detector por condutividade térmica- TCD

S&o detectores de respostas universais, respondem na presenca de todos 0s
compostos organicos sensiveis a concentracdo. Seu funcionamento baseia-se no
principio de que um corpo quente perde calor a uma velocidade que depende da
composicdo dos gases que o circundam. Assim, a velocidade de perda de calor
pode ser usada como uma medida de composi¢céo do gas.

Neste detector, o corpo quente é um conjunto de filamentos de metal (platina,
tungsténio, niquel) dentro de um bloco metalico. A linha de gases € montada de
forma que somente o gas de arraste passe por uma das celas contendo os
filamentos, enquanto que o efluente da coluna passa pela outra. Os filamentos
aquecidos, séo ligados formando uma ponte de Wheatstone, e perdem calor de
maneira constante quando somente o gas de arraste passa pelas duas celas. Essa
perda de calor gera um sinal constante que é registrado na forma de linha de base.
Quando h& moléculas da amostra saindo da coluna junto com o gés de arraste,
ocorre a perda de calor pelo filamento nesta cela, em uma velocidade menor,
gerando um sinal (BONATO, 1997).

No passado, os detectores de condutividade térmica eram provavelmente os
mais utilizados em cromatografia gasosa, pois sdo simples e universal e ainda
respondem a todos os analitos. Infelizmente, a condutividade térmica ndo é
suficientemente sensivel para detectar quantidades diminutas do analito eluido de
coluna capilares com menos que 0,53 mm de diametro. Os detectores de
condutividade térmica continuam a serem usados em colunas com 0,53 mm de
diametro e em colunas empacotadas. E comum dividirmos o gas de arraste em dois
fluxos, um através da coluna analitica e outro através de uma coluna de referencia.
Cada fluxo passa por um filamento diferente, ou alternadamente por um Udnico

filamento. A resisténcia do filamento da amostra é medida em relac&o a do filamento
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da referencia, a coluna de referéncia diminui as diferengca do fluxo quando a
temperatura varia. A sensibilidade aumenta com o quadrado da corrente do
filamento. No entanto, a corrente maxima recomendada nédo deve ser ultrapassada a
fim de evitar a queima do filamento. O filamento nunca deve permanecer ligado
quando o gas de arraste ndo estivar ligado (HARRIS, 2008). A figura 28 ilustra um

detector de condutividade térmica.

Célula de referéncia

N

N . /
Filamento (: § (\_ __)

I i

Entrada de Ga&s ><

Figura 28 — Detector de condutividade térmica
(Fonte: Bonato, 1997)

2.4.2 Detector por ionizagao de chama - FID

Esse detector é bastante popular devido a alta sensibilidade e resposta
quase universal, apesar de responder a propriedade do soluto; é sensivel ao fluxo
de massa passando por ele em um determinado tempo. O gas de arraste chega ao
detector e uma chama produzida pela combustéo de ar e hidrogénio queima e ioniza
algumas das moléculas presentes nesta corrente gasosa, impurezas presentes no
gas de arraste, produtos originados das sangrias da coluna e septo. Quando
moléculas da amostra presentes no gas de arraste chegam ao detector, elas séo
gueimadas na chama, ocorre a formacdo de ions, que sdo coletados para um
eletrodo. A quantidade de ions formados quando a amostra esta presente no gas

eluente € muito maior que a quantidade formada quando somente o gas de arraste



41

estd sendo queimado. A corrente gerada é convertida em voltagem, amplificada e
captada pelo registrador (BONATO, 1997).

No detector de ionizacdo de chama o eluato é queimado em uma mistura de
Hidrogénio e ar. Os a&tomos de carbono (exceto aqueles provenientes de carbonilas
ou carboxilas) produzem radicais CH, que acredita formarem ions de CHO* e
elétrons na chama. Apenas 1 em cerca de 100000 atomos de carbono produz um
ion, mas a producdo de ions é proporcional ao numero de &tomos de carbono
suscetiveis que entram na chama. Na auséncia de analito, aproximadamente 10
ampéres fluem entre a extremidade do queimador e do coletor, que é mantido de
+200 a 300 V em relacdo & extremidade do queimador. Os analitos eluidos
produzem uma corrente de aproximadamente 10™? ampéres, que é convertida em
diferenca de potencial, amplificada, filtrada para remocdo de ruidos de alta
frequéncia e, finalmente, convertida em sinal digital (HARRIS, 2008). A figura 29
explica todos os componentes do detector por ionizagdo de chama.
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Figura 29: Detector de ionizacdo de chama
(Fonte : Bonato, 1997)
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2.4.3 Detector de captura de elétrons

Este detector é seletivo, respondendo muito bem a halogénios orgéanicos
conjugados, nitrilas, nitratos e organometalicos. E praticamente insensivel a
hidrocarbonetos, alcodis e cetonas. A sensibilidade seletiva a haletos faz com este
detector seja particularmente (til na analise de pesticidas clorados. Quando o gas de
arraste (N,) passa pelo detector, € ionizada por particulas beta emitidas por fontes
de 3H ou %3Ni. Os elétrons produzidos neste processo séo coletados em um anodo,
gerando uma corrente que é amplificada por um eletrémetro, resultando na linha de
base. Moléculas eluindo da coluna, capazes de capturar elétrons, diminuem esta
corrente, gerando um sinal proporcional a sua concentragcdo (BONATO, 1997).

A maioria dos outros detectores conhecidos, diferentes dos de ionizagéo de
chama e condutividade térmica, respondem somente a certas classes de analito. O
detector de captura de elétrons é sensivel a moléculas que contenham halogénios,
carbonilas conjugadas, nitrilas, nitrocompostos e compostos organometalicos, mas é
relativamente insensivel a hidorcarbonetos, alcodis e cetonas. O gas de arraste ou 0
gas complementar deve ser o N, ou a mistura de 5% de metano em argdnio. A
umidade diminui a sensibilidade. O gas que entra no detector é ionizado por elétrons
de alta energia (“raios beta”) emitidos de uma lamina que contém o isétopo
radioativo 3Ni. Os elétrons formados dessa maneira sao atraidos para o anodo,
produzindo uma pequena corrente estavel. Quando as moléculas do analito, com
uma alta afinidade por elétrons, entram no detector, elas capturam alguns dos
elétrons. De modo a manter a corrente elétrica constante, o detector responde
variando a freqiéncia dos pulsos de potencial elétrico entre o anodo e o catodo. O
detector de captura e elétrons € extremamente sensivel, com um limite de deteccéo
comparavel com os detectores pro espectrometria de massa com monitoramento
seletivo de ions (HARRIS, 2008). A figura 30 ilustra um detector por captura de

elétrons.
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Figura 30 - Detector por captura de elétrons
(Fonte: Bonato,1997)

2.4.4 Detector termidnico — Detector de chama alcalina

Os detectores termidnicos sédo detectores por ionizacdo em chama, onde
utilizam-se sais de metais alcalinos em um plasma pela aplicagcdo de um potencial
elétrico adequado em um fluxo de ar e hidrogénio. Nestes detectores existe uma
pérola de um sal de metal alcalino (brometo de césio ou sulfato de rubidio),
eletricamente aquecido e colocado entre o queimador e o eletrodo coletor. A fonte é
mantida em um potencial negativo para evitar a perda dos ions do metal alcalino, e
para anular a resposta do detector no modo de ionizagdo de chama. Na regido de
pérola existe a chama ou um plasma suportados pelo fluxo de ar e hidrogénio. A
acao catalitica do metal alcalino em composto contendo nitrogénio ou foésforo forma
fons com carga negativa, que sdo coletados no anodo (eletrodo coletor) para
produzir uma corrente (BONATO, 1997).

O detector termibnico € um detector de ionizacdo, onde, pela adicdo de um
sal de metal alcalino (o rubidio) na chama, observa-se um incremento na resposta
do detector para certos elementos, tais como fésforo, nitrogénio, enxofre, boro, como
também para alguns metais, por exemplo, estanho, antiménio, arsénio e chumbo. A

seletividade da resposta do detector € dependente da chama, da temperatura e da
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composicao do sal. Medidas precisas dos gases da chama sdo essenciais para a
sensibilidade do detector. Esse detector € muito utilizado em andlises ambientais e
biomédicas para deteccdo de residuos de pesticidas e drogas, onde alta
sensibilidade e seletividade séo parametros necessarios. A seletividade do TSD se
deve ao fato que somente ions procedentes da ionizagdo da amostra, com potencial
igual ou menor que o potencial de ionizagdo dos atomos de rubidio, contribuirdo
para corrente elétrica (BONATO ,1997). A figura 31 explica todos os componentes

dos detector termidnico.
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Figura 31- Detector termiénico ou de chama alcalina
(Fonte: Bonato,1997)
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2.4.5 Detector fotométrico de chama

O detector fotométrico de chama (FPD) permite medi¢cdes sensiveis e
seletivas de enxofre volatil, compostos de fésforo chumbo e ferro. O principio de
deteccdo é a formacdo de espécies de enxofre excitado (S,;*) e HOP* em uma
chama. Quando o eluato passa pela chama ar-H,, como no detector por ionizagao
de chama os atomos excitados emitem luz caracteristica. Um tubo fotomultiplicador
mede a emissdo de quimiluminescéncia caracteristica dessas espécies. O filtro
Optico pode ser trocado para permitir ao fotomultiplicador visualizar luz de 394 nm
para a medicdo de enxofre ou 526 nm para fosforo. A resposta do detector ao
fosforo € linear, ao passo que a resposta ao enxofre depende da concentragéo.
Normalmente utiliza-se (N2) como gas de arrastre. A figura 32 mostra um detector

fotométrico de chama.
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Figura 32: Detector fotométrico de chama
(Fonte: http://www.linde.com/International/Web/LG/Br/like35lgspgbr.nsf/docbyalias/anal_gaschrom)
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3. CONCLUSAO

Na busca para desenvolver uma técnica que conseguisse a separacao de
compostos presentes em uma planta, Tswett descobriu a cromatografia uma das
maiores técnicas aplicadas hoje em dia, sendo que atualmente este método é muito
empregado na identificacdo e separagédo de muitosS compostos organicos.

Assim, a cromatografia representa o mais relevante conjunto de técnicas
analiticas disponiveis no momento para a andlise de substancias quimicas nos mais
diferentes ambientes e matrizes, principalmente na botanica, na industria
farmacéutica, na quimica forense e no monitoramento das reacdes de sintese.

A importancia principal deste trabalho foi enfatizar a cromatografia gasosa, e
mostrar os outros metodos de cromatografias exitentes. Porém para uma andlise
quantitativa e qualitativa confidavel a cromatografia precisa recorrer a outras
técnicas,com espectrometria de massa, espectrometria por absorcdo de
infravermelho.

Em um sistema de andlise de substancias quimicas é muito importante
assegurar que a técnica em pratica funciona adequadamente dentro das condi¢des
necessarias, pois a andlise cromatografica de uma matriz que contenha mais do
que uma substancia quimica, em geral envolve muitas etapas de manipulagdo para
0 preparo das amostras, a fim de garantir a qualidade dos resultados obtidos.

Este trabalho apenas apresentou um estudo introdutério dos principais tipos
de cromatografia atualmente disponivel para analise instrumental, dos mais

diferentes produtos que a cromatografia consegue analisar.
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