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R E S U M O

- Derivatizacdo P6s-Coluna de Espécies Hidroliticas de Cr(II) .

Foi desenvolvido um método rapido e sensivel para de
terminacado de espécies hidroliticas de Cr(III) - tais como mo
nomero, dimero e trimero - presentes em concentracdes baixas

em solucgoes aquosas.

Para a separacdo destas espécies utilizamos uma colu
na de Kel-F de 0,4 x 5cm, recheada com uma resina de troca ca
tidonica #ortemente acida, Bio Rad AG 50W x-4 (<400 mesh). Os
eluentes usados foram Ca(Cl0,), 0,3; 0,5 e l,Omol.ﬂJ, todos
em acido perclorico pH 2,0, que eluem asneépécies monomérica,

dimérica e trimérica respectivamente.

A deteccdo e a quantificacdo das espécies hidroliti
cas de Cr(III) foram obtidas através de uma reacgdo pds-coluna

realizada pelo acoplamento da coluna com um sistema de fluxo

continuo, no qual foram adicionados ao efluente da coluna os

reagentes pés—éoluna, uma solucgao de Ce(IV) para a bxidagéo
do Cr (III) para Cr(VI) e uma solucdao do agente complexante, a
1l,5-difenilcarbazida (DFC). O complexo resultante, Cr (VI) -
DFC, foi detectado espectrofotometricamente a 540nm. Os cro-

matogramas assim obtidos foram comparados com os obtidos sem

a reagao pos-coluna (detecgdo a 415nm).

O processo de reagao pds-coluna produz um alargamen-—
to da banda provocado por efeitos extra-coluna (diametro in
terno do tubo reator, tempo de residéncia, etc.), mas reduz

sensivelmente o limite de deteccdo das espécies hidroliticas

de Cr(III).

&



AB S TRACT

~ POST — COLUMN DERIVATIZATION OF HYDROLYTIC SPECIES OF cx (I,

A fast and sensitive method for the = determination
of hydrolytic species of Cr(III) — such as monomer, dimer
and trimer — present in low concentrations in aqueous solu-.

tions was developed.

For the separation of these species, a column ofv
Kel-F with dimensions of 0,4 x 5cm, packed with a strong acid
cation—éxchange4;esiﬁ, Bio Rad AG 50W x-4 (<400 mesh) was u£g;
lized. The eluent used was Ca(ClO4), at concentrations | of
0,3; 0,5 and 1,0 mol..L"1 , all in perchloric acid, pH 2,0, which
elute the monomeric, the diperic and the trimeric species,

respectively.

The detection and quantification of thé hydrolytic
species of Cr(III) were carried out through a post-column re-
action by coupling the column with a continuous flow system
wherein the following post-éolumn reagents were added to the
effluent: a Ce(IV) solution to oxidize the Cf(III) to _Cr(VI)
and:a complexing agent, 1,5-diphenylcarbazide (DPC). The re-

sulting complex, Cr(VI) - DPC was detected spectrofotometri-




cally at 540nm. The chromatograms thus obtained were compa-
red with those obtained without the post—-column reaction

(detection at 415nm).

The post-column reaction process éives rise to a band
broadening caused by extra-column effects (internél diameter
of the reactor tube, residence time, etc.), but appreciably
.reduces the detection limit of the hydrolytic species of

Cr(III).
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CAPITTULO 1

1, INTRODUCAO

1.1. CROMATOGRAFIA POR TRCCA IONICA

NA cromatografia €& uma técnida de separacao, quantifi
cacdo e identificacao de componentes de uma amostra, sendo
-que no caso de'identificacéo élg nio é totalmente confiavel.
Nesta técnica, os componentes a serem separados-séo distribuil
dos entre dués fases; uma delas-é a fase estécionéria e a oﬁ~
tra é a fase mdvel a qual percola através da fase estaciona
ria. O procésso cromatografico ocorre como um resultado de
repetidaé etapas de sofgéo/desorcao durante o movimento dos
éomponentes da amostra ao longé da fase estacionaria e a sepa
racao é.devida a diferencas nas constantes de distribuicao

“dos componentes individuais ‘da amostra.

A fase movel pode ser gasosa ou liguida. Na cromato
grafia gasosa, a fase movel & um gds, enguanto na cromatogra

fia liquida, a fase mdovel é um liquido.

Varios materiais tém sido usados como fase estacio
naria, de acordo com o tipo de amostra que se deseja separar.
Assim, pode~se classificar a cromatografia liquida em cinco

categorias; a cromatografia por partigao, por adsorcao, por
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exclusa@o, por bioafinidade e por troca idnica.

Neste capitulo serd considerada apenas um tipo =~ de
cromatografia ligquida em coluna, a cromatografia por troca i

nica, Jja que foi este o tipo de cromatogréfia empregado neste

trabalho.

A cromatografia por troca ionica é utilizada na ana
lise de compostés idénicos ou ionizaveis, especialmente ~ em
'aplicagaes inorganicas e bioguimicas. Alguns'éomponentes,big
quimicos, como aminodcidos, proteinas e acidos nucleicos, que
s3o termicamente instaveis ou nio volateis, n3do podem sef se-~
'parados-por cromatografia gasosa; no entanto podem ser separa
dos através de cromatografia por troca idnica, .bastando para
isso escolher. um pH adequadoqura a fase movel aquosa, onde
estes compostos se encontram na forma iénizada; Além desses,
outros compoétos podem ser separados por este tipo de cromato

grafia, como por exemplo, acidos carboxilicos e aclcares, bem

como cations e anions inorganicos.

Espééies hidroliticas de Cr(III) podem ser separadas
empregéndo—se cromatografia por troca idnica. A maioria dos
métodés citados na literatura emprega / este tipo de cromatg
. 4 .
grafia (1-10). Neste tipo Ae cromatografia, a fase estacio -
naria possui grﬁpos carregados poéitivq‘ou negativamente, os
quais retém espécies com carga contraria.

" Um trocador catidnico possui grupos com cargé negati
va que retém seletivamente espééies catidnicas. Neste casé;
a fase.estaéionéria tem carga;negétiva e possul um contra-ion

de carga positiva, para preservar a neutralidade elétrica.

Ocorre uma competicdo entre os ions da amostra e ocontra-ion,
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também presente na fase mdvel, pelos sitios carregados da f£fa

se estacionaria.

7

O equilibrio idnico para trocadores catidnicos pode

- ser representado-da seguinte maneira:

R - sojNa? .+  M* (solucdo) —> R - SO3M' + Na'(so-
' ‘ . lucao)

Onde: Mt - cation

R’ - matriz do trocador.

O~coeficiente de distribuicdo (K), pode ser representado por:

[R - 503 M'1 [Na']

[R - so3 Nat] [mMh)

sendo funcdo de alguns parametros experimentais, como PHE,
raio idonico, porosidade das particulas que compoem a fase es-

tacionaria, forga idnica, temperatura, etc.

O tamanho das particulas que constituem a fase esta
.cionaria possibilita destinguir dois tipos de cromatografia
por troca idnica. Na cromatografia classica emprega-se pa;ti
culas maiores que 40um, e no caso de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, CLAE, emprega-se particulas de menor dia-

metro.

‘Na cromatografia por troca idnica classica, os mate-
riais mais utilizados sdo polimeros sintéticos orgdnicos, de
nominados como resinas, capazes de trocar Ions (11). Este ma

terial & composto de uma matriz orgdnica porosa, onde encon
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tram-se ligados grupos ionizaveis (acidos ou basicos).

A capacidade de fréca de_uma'resipa, é definida como
o nimeros de sitios de £roca da matriz (equivalentes) pbr pe;
so de nuateriai. Estes wvalores estdao tipicamente na faixa de
3-5 meq/grama de resina (12). A éapaéidade de resinasv forte
- mente acidas ou basicas é indepehdente do pH da fase movel,
enquanto que, emiresinas fraqamente acidas ou basicas o pH in

fluencia bastante na capacidade de troca.

A seletividade depende principalmente.da carga i6ni
ca e raio idnico dos ions hidratados, bem como o grau de en-—
trecruzamento da resina. Ions‘divalentes sdao mais atraidos
pela resina que ions monovalehtes. Diferentes ions de mesma

carga tipicamente terao afinidade inversamente proporcional a
‘/« - -

seus, raios ionicos-hidratados. Para cations monovalentes e di

valentes a ordem de afinidade para um trocador. catidnico for-

-

temente acido é&;

Lit< vt < Na* < wH! < K* < RO* < csT < AgT

Cﬁ2+< ca?*< Ni%?t < ca?t < sr?t < pp?t< Ba?t.

Para anions a seletividade varia de acordorcom o tipo de resi

na estudado. A ordem de afinidade para um‘trocador anidnico

-

fortemente basico &:
F~ < acetato” < formato” < Cl™ < Br~ < I < NO;, < SO, < citra

o o
to .

0 grau de entrecruzamento estd relacionado com a ri-
gidez da resina e com o tamanho dos poros; quanto maior for

o grau de entrecruzamento, expresso em porcentagem de divinil
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benzeno empregado na copolimerizacdo do estireno, menor serao
os poros das particulas e maior a rigidez mecanica (11). Para

cations monovalentes, quanto maior o grau de entrecruzamento

maior a seletividade.

Além destes materiais baseados nos polimeros de esti
reno divinilbenzeno existem outros empregados em cromatografia
por troca idnica classica, como por exemplo, celulose, dextra

na, gel de acrilamida e trocadores inorg@nicos.

Na CLAE os materiais mais utiliéados como fase esta
cionaria sao. resinas basead_aé em ‘poliestireno—divinilbenz;eno,
cujo diametro das particulas sdo menores (10um), que as utili
zadés por troca idnica classica; particulas peliculares de si

lica ou esferas de vidro recobertas ou ligadas superficial -

mente com trocadores idnicos e particulas porosas de - silica
de pequeno diametro (5-10um) com fase quimicamente ligada a

trocadores idnicos, o que resulta em um material mais resis

tente a pressao.

1.2. ESPECIES HIDROLITICAS DE Cr(111)

1.2.1. METODOS DE PREPARACAO

Espécies hidroliticas de Cr(III) sao obtidas a par-

tir de refluxo de soluc¢des aquosas de sais de acido forte
(perclorato, sulfato, nitrato, cloreto), de adicao de base a
estes sais, de oxidacdo do Cr(II) ou através da dissolucao
de cromatos irradiados com neutrons. Neste Gltimo caso obtém

- ’ ' 51 v
~-se espécies marcadas com Cr.
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Uma solucdo contendo um destes sais de Cr(III), quan
do refluxada, leva & formacio de uma mistura de espécies poli
méricas constituidas de Atomos de cromo ligados por pontes

"OH" e carga positiva elevada.

Foi verificédo (1) que o refluxo deAuma solucao de
perclorato de crbmo provocava uma diminuig¢do na quantidade
'do mon8mero com uma consequente formacdao de dimero e trimero.
Apds uma hora de refluxo a quéntidade do dimero chegou a ' um
- maximojy enguanto que, para obtér—se um miximo de espécie tri—-
mérica havia necéssidade de varias horas de refluxo. A . adi

¢8o de hidréxido de sbédio antes do refluxo favoreceu a forma

cao de uma maior quantidade de dimero e trimero.

~

Thompson e Connick (8) e Finholt- et al. (9) também

empregaram o refluxo de solug¢des de perclorato é}nitrato de

cromo para obten¢dd destas espécies hidroliticas.

'O.método da adicao de hidrdxido para preparacao de:
misturaS‘de‘espécieS-hidroliticas dé Cr(III) foi empregado
por Stunzi (11), O método consta na adicao de hidrodxido de
sbdio a uma solucado de perclorato de cromo, o qﬁe promove a

polimerizacdo. A equacio abaixo mostra a formacio do dimero:

20r (H,0)6 3% ——> [ Cr, (0H), (H0) %% + 2m30%.

#

Fatores como a quantiddde e forma de adi¢do do hidroxido pare
cem ser importantes com respeito a quantidade relativa dos

- produtos formados (1,10).

Outra maneira de preparacido de espécies hidroliti

cas de Cr(III), levando a uma predomindncia da espécie diméri
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ca, € através da oxidacéb do Cr(II) a Cr(iII) por'OXigénio. o)
Cr(II) pode ser obtidd a partif’de sais de Cr(III) através da
reducao eietrolitica (2,3,14), ou utilizando o redutorrv de-
Jones (15,16), ou ainda, através da reducao de_Cr(VI) empre

- gando o© mesmo redutor de Jones (17,18).

I3

O redutor de Jones consta de zinco amalgamado com
cloreto de mercurio(II) em meio acido (19). A finalidade de.
amilgama & evitar a evolucdo excessiva de hidrogénio. Entre

tanto, isto faz com que haja uma perda na capacidade redutora

do zinco.

- 0 Cr(II) obtido nos processos de reducdo é oxidado
a Cr(1I1I) pelo oxigénio (19) e.encontraése? principalmente na
forma dimérica; a percentagem desta espécie depende de diver

sos fatores,

acr®* + o0, + amt —= 4ce?t + 2Hj0.
} <
como por exemplo, a percentagem de mercirio no amalgama, pure

za do zinco, tamanho das particulas de zinco, etc.

Um outro método muito utilizado para preparacdo das
- » « < » . » 5 1 - - . -~
-especies hidroliticas de gr(III) e atraves da dissolucao

de cromatos irradiados com neutrons (5,6).

1.2.2,. ESTRUTURA

O mondmero possui estrutura octaédrica com 6 molécu

~las de agua na esfera de coordenacdo (20,21), como esta indi-

cado no desenho abaixo.
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' 3+
H,0
] /OH2
H20 Cr OH2
Hz '
H20

. - Este.lon possui um comportamento hidrolitico em solu
bl .

cdo, caracterizado por reacdes de polimerizacdo  cineticamen

te lentas, produzindo espécies poliméricas de carga elevada.

A formacéo'do dimero foi sugerida por Hall e Eyring
(22) para explicar a queda na relacio Mo/Cr em solucées | de -
nitrato de cromo.refluxada por varias horaé, em titulacSes
condutométricas com paramolibidato de amdnio (20). Neste tra
~ balho a titulacdo foi efetuada na mistura e ndo.nas espécies
separadas.'*Posteriormente,.Laswick e Plane (1) e Ardbn e Li-’
nenberqg (3) empregaram este ﬁéfodo para determinar a relacao
Mo/Cr das duas espécies separadas por cromatografia, chegando

a conclusao de que as espécies hidroliticas possuiam 2 e 3

atomos de cromo.

Estas conclusdes foram confirmadas por medidas crios
“cbpicas, adicionando mondmero e dimero separadamente a um sol

vente puro. Assim, para uma determinada concentracdo de cro
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mo, o dimero provocou um abaixamento do ponto de congelamen-—
to do solvente puro igual i metade daquele provocado pelo mo
nomero.

Thompson e Connidk (8) e Ardon e'Linenberg (3) dete£
minaram o grau de polimerizacao pafa aé espécies separadas
'por cromatografia e os dados obtidos sugeriram que a segunda
espécie  eluida nos métodos de separacdo empregados, ou a espé
cie~produzida em maior quantidade empregando o redﬁtor de Jo-

nes, era um dimero. A terceira espécie eluida foi  proposta

como sendo um trimero.

‘Finholt et al. (9) determinaram o numero de hiaréxi
dos por atomo de crdmo, analiséndo_a solucao ihicial qguanto
a congentracao de ions HY livres inicialmente e de cromo por_‘
oxidacio com peroxido de hidrogénio em piesenca de hidroxido
de sdodio. O conteGdo de alcali foi determinado por titulacao.

com acido cloridrico..

Prosseguindd os estudos, Finholt et al..(9) _deterﬁif
naram a cérga por atomo de cromo e a carga'por espécie das
duas espécies separadas por cromatografia. Os resultados ob-
tidos (carga 4+ para o dimero e 5+ para o trimero), fornece
ram duas estruturas possiveis para o dimero, ambas coﬁ carga
final 4+. Estudos posteridres-(l4), empregando;BO mostraram
que o dimero possui 2 ponteé:"OH" ligando os dois atomos de

cromo, como indica a seguinte estrutura:



.10

4+

Hp

@)

H20

H20, OH2

\

H,0 OHz

\-‘
/

H20 H20

¥

Através de medidas de suscetibilidade magnética e de
ressonidncia paramagnética eletrdnica. foram propostas '~ (8,9)

duas estruturas para o trimero:

| | 5 +
H>O H>0
2 H 2
Hzo\ /O\ /OH2
. /Cr\/Cr\
H,0 OH . OH2
HO

N

Héoff//// \\\\\\

H,0

H
OH,




ou:

H20.

Hz0

H,O0 = H20 H 20

/Ck
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5+
H H
) o - OHp

Cr Cr

Hz

(0] 0] 2
H H
o) o)

Hz Hz20

Medidas de pKa realizadas por Stunzi (13) revelaram

que a primeira estrutura explica a menor acidez do trimero em

relacdo ao dimero, como pode-se verificar na Tabela 1.1.

TABELA 1.1. Valores de pKa para as espécies hidroliticas de

Cr(1IIi) (13).
Monomero Dimero . Trimero Tetra3mero
3,68 : 4,35 2,55
6,04 5,63 5,08

6,0

trutura:

Para o tetramero, Stunzi (13) sugere a seguinte es-—
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HoO 6+

Ho0 !
HO |~ OH
| e
H0” | oH,
OH2

baseado em valores de pKa (Tabela 1.1.), estabilidade em aci-
do perclérico e dados sobre quebra e sintese de tetrimero mar

DR 51
cado com Cr.

1.2.3. SEPARACAO

A primeira séparacio foi obtida por Laswick e Plane
(1) em SOiugGes de perclorato de cromo submetidas a refluxo,
empregando resina de troca catidnica. A espécie com um atomo
d; cromo (mondmero) foi eluida com acido perclorico 1 mol.lf%
perclorato de lantanio 0,02 e 0,2 mol.L—1 em pH 2 foi utiliza
do para a eluicao de duas outras espécies denominpadas deydimg
ro e trimero. Verificaram ainda, a presenca de outras espé-
cies com maior grau de polimerizacido retidas pela resina, de

vido a coloracdo verde remanescente, no topo da coluna, apds
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o término da analise.

Ardon e Plane (2), empregando o mesmo método de ana
lise, separaram os produtos da oxidacao de solucoes de Cr (II)com
oxigénio, verificando que a espécie produzida por este método
tinha o mesmo comporﬁamento que a seqgunda espécie eluida por

Laswick e Plane.

Finholt et al. (9) desenvolveram dois métodos croma
tograficos para a separacao de espécies obtidas de refluxo de

solugoes de nitrato ou perclorato de cromo, ou a partir da

oxidacao do Cr(II).

No primeiro método as espécies foram eluidas com per

clorato de bario 0,5 mol.L ' em &cido perclorico = 2 ‘mol.L %

Quando utilizou resina com particulas pequenas (denominada co
loidal) verificaram a sepafagéo de 5 bandas; no entanto, o em
prego de resinas com particulas maiores (63-150um) resultou

na separacao de trés espécies, e novamente observou a reten

cao de espécies poliméricas no topo da coluna.

O método de eluicio em cromatografia por troca idni-

ca tem a desvantagem de fornecer as espécies em uma solugao

‘do eluente, o que muitas veges pode interferir nos métodos

analiticosﬁdfilizados. Para evitar este problema, Finhol;(et
al. (9) separou trés espécies empregando deslocamento com per
clorato de tério. Neste caso, o tdrio desloca as trés espé-
cies com velocidades diferentes e fica retido pela resina.
No final da analise tem-se as espécies em uma solucao que con
tém apenas ions HT como estranhos (no comeco dé analise a re

sina estava na forma H+). A desvantagem deste método é gue

dificilmente a segunda banda & obtida pura porgue estara sem
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pre contaminada com a primeira ou terceira banda.

Thompson e Connick (8) também empregaram deslocamen
to com perclorato de tdOrio ou eluicdao com perclorato de cal-
cio para a separacdao de trés espécies denominadas . mondmero,

dimero e trimero.

Collins et al. (7) e GutlichAe Harbottle (4) emp:g
garam acido perélérico 4 mol.L_1 para a eluicao do monomero
e dcido cloridrico 5 mol.L”} para a eluigéd dd dimero. Agqui
também as espécies poliméricas ficam retidas pela resina. Es

te método foi extensivamente utilizado nos Ultimos anos em es

- . 51
tudos de cromatos irradiados com neutrons e dopados com Cr
(5,6,23,24).

Bonato (10) desenvolveu recentemente trés métodos
cromatograficos para a separacdo de espécies de Cr(III). O

primeiro método, denominado méfpdo do nitrato de calcio, em=
prega resina AG 50W x-4, particulas com didmetro de 38-75 um,
e solug?es de nitrato de cilcio e nitrato de lantanio para a
'separacéo de 5 espécies. Foi verificado, através de uma sé-—
rié de experimentos, que neste método o mondmero, dimero e
trimefo eluem como 3 picos separados; o tetra@mero e pentamero
eluem juntos no quarto pico: enquanto que outros polimeros £i
- cam retidos pelé resina. Este método € simples e de baixo
cusio.

0 segundo método utiliza cromatografia liquida de al
ta eficiéncia com colunas de 4,6 # 200 mm recheadas com Parﬁi
sil 10.SCX,.particulas de 10 ym, é solucdes de nitrato de cal

cio para eluic3o de 5 picos. E§ um método rapido e de boa re-—

solucdo, no entanto, requer equipamentos e fase estacionaria
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de alto custo.

O terceiro método utiliza colunas de didmetro inter—
- no reduzido (2mm) recheadas com a mesma fase estacionaria em
pregada no segundo método. Neste caso emprega-se solucdes de

perclorato de calcio ou perclorato de lant3nio para a separa

"cao de 4 picos.

A literatura cita a éspectroscopia de absorcéo no vi_
sivel e radioatividade como métodos de deteccio dos picos elu
idos (1,4,7-10,13). A espectroscopia de absorcdao no visivel
(1,8,9,13) mostra-se inconveniente para identificag¢dao das es-
pécies dé‘Cr(III) pois os espectros destas espécies sao muito
semelhantes, como pode-se verificar na Figura 1l.l. Se uma es
pécie/estiver_contaminada com pequenas proporcoes das outras,r'

: através do espectro ela pode ser julgada como scndo pura.
30,0 —
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- 1 . - . - TRIMER
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o ] . \ -
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Figura 1.1. Espectro de absorcdo no visivel das espg
cies hidroliticas de Cr(III) (8).
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A deteccgao pelo-métédo'radioanalitico também n3o
identifica as espécieS'eluidés'mas € um método altamente sen-
sivel sendo que a quantidade das substancias utilizadas & coﬁ'
frequéncia, extremamente pequena (na ordem de nanograma ou me
nos), porqué através da radiacao as substancias radioativas

podem ser detectadas em quantidades muito pequenas.

Este método de analise utiliza cromatografia de tro
ca idnica para a separacao das espécies de cromo marcadas com
51 - . - - ' -

Cr. As especies eluidas sao coletadas em fracoes, e em se-
guida mede-se a radioatividade presente em cada fracao, bem
como a atividade presente na resina, apds o término da anali
se (4,7,10). A figura 1.2. mostra esse modo de deteccao para

as espécies hidroliticas de Cr (III) por cromatografia de tro-

ca idonica (10).

o ﬁétodo radioanalitico de analise usando o método
do nitrato de calcio épresenta a desvantagem de consumir mui-
fb'tempo,'uma vez que as fracgdes séoncoletadas, o gue ¢ gasta
aproximadamente 3 horas (ver Figura 1.2.), sem contar o tempo
para a célibrécao do detector de NaI(Tl) e na contagem das

fracoes coletadas.

O uso de reagoOes gquimicas em cromatografia 1liquida,

com propositos de deteccao tem aumentado muito nos ultimos
dez anos. Muitos trabalhos tém sido publicados a - ~respeito
desta técnica de analise (25-40). A técnica de derivatizacio

pos~-coluna foli usada com sucesso durante muitos anos em combi
nacdo com cromatografia classica em coluna, para analise co-
mercial de aminoacidos (35). Os aminoacidos incolores, ao

efluirem da coluna cromatografica, reagem com a ninhidrina
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Fiqura 1.2. Separacao de espécies de Cr(III) empre -
gando o método do nitrato de calcio (10).

Fase estacionaria:, AG 50W x-4. Volume da amostra:

50 uL; Volume das fracbes coletadas: 2mL. Dimensdes

da coluna: 0,6 x 2cm. Vazao da fase movel: O,SmLy

min.

Detectoxr de NaI(Tl).
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para formar compostos coloridos que absorVem'a 570 nm, poden

do ser analisados por meio de um detector UV-visivel.

‘Existem varias alternativas que possibilitam a reali
zacdo de uma derivatizac3do, de acordo com o objetivo que se
quer alcancar, e pode ser conduzida por um grande numero de -

procedimentos, como se encontra esquematizado na Figura 1.3.

DERIVATIZACAO
Pré-coluna Pés-coluna ‘
1 [ )
EM LINHA MANUAL EM LINHA . MANUAL
- [INJETOR ""_i DERIVAT IZAC AOC = INJETOR - '*:' r‘INJETORj
| ] | 1
ry ! | l H ! | ' I M
| DERIVATIZACAO | r--INJETOR-=—= | COLUN ' | coLunA ! :
I I R A b l ! ! \;
| COLIUNA |, COLUNA | |DERIVATIZAGAD ' 1 /DER/VAr/ZAMo
| | ! I 1 | | ! ]
L- DETECTOR — - -DETECTOR — -4 L DETECTOR —- LDETECTOR-
Figqura 1.3. Procedimentos cromatograficos para deri-
vatizacdo quimica pré e pos-coluna.
Porém, o acoplamento de reacgOes com propositos de
deteccdo 3 colunas de cromatografia liquida requer uma  aten

cao cuidadosa no que se refere a selecdo da reagado e ao de—
sempenho do equipamento. Isto ocorre pofque podem surgir sé
rios efeitos extra coluna qﬁe serdo discutidos posteriofmente
fitém 1.5.), o que iimita o uso de tais reagOes em cromatogra

fia liquida.
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No entanto, quando o problema maior para uma = dada
~aplicacao estad relacionado com a sensibilidade e/ou especifi-

cidade na deteccao, esta técnica mostra-se-altamente potente.

1.3, OBJETIVOS

Embora a hidrSlise e polimerizacdo de ions metalicos
de transicao, em solucdo aquosa, ocorram naturalmente, - as

quantidades destes ions nas aguas naturais é tipicamente mui-

to pequena.

- Portanto, had interesse na andlise destas espécies
(especiacdo), e para tal é necessario recorrer a’ procedimen-
tos mais sensiveis para detectar quantidades pequenas destas

espécies em solucao.

No caso particular de espécies hidroliticas : de
Cr (ITI)>; na presenca ou nao de Cr(VI), & impossivel até o mo-
meﬁto analisé—lgs separadamente numa amostra. O desenvolvimég
to de um procedimento adequado possibilitara a analise de}ca—'

da espécie de Cr(III) (mondmero, dimero, trimero, etc.) sepa

radamente.

Este érabaiho tem como objetivo maior desenvolver um
método de deteccao das espééies'de Cr(III) separadas a nivel
de tracgos, espectrofotometficamente, através de uma derivati-
zacao poOs-coluha, em fluxo éontinuo. A formacao de complexos
altamente coloridos apds uma separacdo cromatografica, pode
causar um grande aumento na sensibilidade de deteccao de cada

uma destas espécies.
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Apds a separacao cromatografica, faremoé uso do réa—
"gente colorimétrico 1,5-difenilcarbazida (DFC), posterior a
etapa de oxidaééo de cada uma das espécies de Cr(III). . Este:
reagente reaqe-somente com o estado de oxidagao seis do me-—

tal, permitindo especiad¢do apds a separacdo cromatografica.

Os métodos cromatograficos que estao sendo  utiliza
dos em nosso trabalho s3o os ja desenvolvidos em trabalhos an
teriores (10) do nosso laboratdério e, em principio :- poderao

ser usados sem modificacao.

"0 diagrama geral que descreve o sistema que foi de-
senvolvido em nossa pesquisa de laboratdrio se encontra esque

matizado na Figura 1l.4.

AMOSTRA AQUOSA
DE Cr (lll)

(A) Separagdo Cromatogrdfica

ESPECIES DE Cr (IIl)
- SEPARADAS: M,D,Tetc

(B) Oxidagdo e Formagdo do
Complexo Cr(VI)-DFC

DETECCAO ESPECTROFOTOMETRICA
A = 540'nm

PICOS COM O Cr
NA FORMA Cr(VI) -DFC

Figura 1.4. Diagrama deral de separacdo e derivatiza

cao das espécies de Cr(IITI).
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1.4, DERIVATIZAGAO PRE- E POS-COLUNA

1.4.1. A TECNICA PRE-COLUNA

A técnica de derivatizacdo pré-coluna, antes dé sepa
ragaobcromatOgréfica, pode ser realizada manualmente antes da
amostra ser introduzida no sistema cromatogréfico, e/ou dire-
tamente em linha como parte db sistema cromatografico, como

' éstad esquematizado na Figura 1.3.

Dentre as razbes nas guais algumas amostras nao po-
dem ser injetadas diretamente numa coluna de cromatografia ,
requerendo antes um tratamento adicional, podemos citar as se

guintes:
»

- A amostra deve ser constituida de uma solucdo homg:
génea em um‘solvente nao mais forte que a fase movel usada pa
ra efetuar a separa¢ao. Amostras contendo sdlidos ou materi
aié‘particulados, duas fases liquidas e amostras ~dissolvida’s
em solventes fortes usualmente dao pobre sgparagéo e, em al—

guns casos, pode até causar danos a coluna (12).

- Para possibilitar uma sensibilidade adequada como
’ T « L] -
por exemplo, a analise de tracos, que sempre reguer uma pre-—

concentracao da amostra.

- Amostras muito complexas contendo varios componen-

tes que podem ocasionar danos a coluna.

Outras amostras podem ainda apresentar problemas em
termos de sensibilidade do detector. Por exemplo, a absorti-

vidade de compostos - chave na amostra pode ser muito baixa
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para que possa ser medida com um detector fotométrico, ou en
tao os compostos de interesse podem estar sobrepostos no cro
-matograma final pela interferéncia dos varios compostos conti

dos na amostra.

Neste tipo de dérivatizagéo pré=coluna, a amostra ,
antes de ser injetada, primeiramente reage com um reagente
apropriado produzindo'cémpostos derivatizados de interesse
que, gquando-selecionados, poderéo dar uma boa resposﬁa no de-
tector, com relacdo a outros componentes da amostra. A amos-
tra assim derivatizada pode entdo ser injetada para separacao

final pot cromatografia liduida ou gasosa.

.1.4.2. A TECNICA POS~-COLUNA

'Tal como a técnica pré—colﬁna, a derivatizacdo pOs-
-coluna pode ser realizada em linha, onde os reagentes -~“-sao
misturados ao efluente em fluxo continuo ou segmentado poxr
bolhas de gas, ou manualmente, coletando-se o efluente em fra
¢bes. A técnica de derivatizacdo pds-coluna é geralmenté
utilizada gquando a amostra de interesse possui propriedades
pobres de deteccao. Além de melhorar as propriedades de de -
‘teccdo, a ;eacéo quimica efétuada pode também aumentar a sele

tividade do método analitico total.

- Um esquema geral de um sistema CLAE acoplado com de
tector de reacdo pos-coluna em linha & dado na Figura 1.5. A
bomba Bl é usada para impulsionar o(s) eluente(s). Logo apds
os compostos serem separados pela coluna analitica, CA, of(s)
réagente(;) pés-coluna sdo adicionados com a bomba B2 através

de uma conveniente mistura. Finalmente, o fluxo combinado &
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passado através de um reator apropriado até alcancar o detec-—

tor.

fi]e
i

Bl CA B2

Figura 1.5. Esquema de um sistema CLAE acoplado com
reator pds-coluna.

E - eluente. Bl - bomﬁa 1. CA - coluna analitica.

j C - conector. B2 - bomba 2. RP - reagente pos—-coluna
{ | R, - reator pos-coluna. D - Detector. R - registra -

t

dor. I - injetor ..

Vérias‘séo as véntagens de se utilizar a derivatiza-
céb pds—-coluna. E negligenciavel a formacao de ' sub-produtos
nos reatores pos—-coluna; a reac¢do nao necessita ser completa

- e totalmente definida, além do mais, os produtos da reacao
ndo precisam ser estaveis e, por ultimo diferentes principios
de deteccdo podem ser usados em série. O Gnico requisito exi

gido é quanto a reprodutibilidade da reagdo.
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As desvantag§ns sSo a possibilidade se surgirem pro-
blemas de mis£ura do(s) reagente(s) pés—qoluna com 0 efluente
devido ao bombeamento imperféito;c;compromisso. entre o(s)
solvente (s) usado(s) para efetuar a separacao e o meio da rgé
cao; sérias perdas da resolucao cromatogréfica causada ﬁélo
alargamento da banda no reator e a interferéncia de excesso

‘de reagentes no sinal dos produtos da reacgao.

- Existem formas de reduzir as desvantagens acima men-—

cionadas pelo uso de diferentes tipos de reatores, especifi
cos para cada reacgdo particular. Eles serao discutidos - no
. : .

item 1.5.

1.4.3. COMPARACAO ENTRE AS DUAS TECNICAS

A tabela 1.2. (41) apresenta uma comparac¢ao mais de-

talhada das duas técnicas de derivatizacdo pré- e pds-coluna.

1,5, TIPOS DE REATORES PGS-COLUNA

_'uA escolha de um reator para uma reagao particular de
pende principalmente da cinética da reacdo. Em principio.
trés diferentes tipos de reatores podem ser distinguidos, ou
seja, oOs reatores tubulares abertos (retos, espiralados ou en
trelacados) (RTA), 65 reatores recheados homogéneos (RRHo) e
heterogéneos (RRHe) e os reatores tubulares para fluxo segmen

tado (RTFSY.

O alargamento da banda causado pelo reator depende
principalmente das condig¢les de fluxo no reator e pode ser de

duzido'para os dois primeiros tipos de reatores " mencionados
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‘acima, através do uso de equacOes relativamente simples.

1.5.1. REATORES TUBULARES ABERTOS (RTAi

. 830 construidos de ag¢o inox ou tubos de politetra;
fluoroetileno (Teflon). O espiralamehto ou "entrelacamento
vtem un efeito positivo no decréscimo do alargamento da banda.
Baseando—se em prihciﬁios cléssicos de fluxo dinémiéo, é pos?
sivel predizer a dependé&ncia do alargaﬁento'da'banda em.unidg
des de tempo (§,) sobre os varios parémeﬁros de fluxo e geome

tria. A equacéo 1.1. (30), descreve esta dependéncia.

. 2 0.5
. t : ~
8y = (K x & x dy ) (equacao 1.1.)
96 D - : ‘
m ,
onde: K = constante cujos valores se situam no intervalo
(0 <Ks51l), e.cujo valor para tubos abertos e 1.
t, = tempo médio de residéncia no reator (s).

d, = diametrd interno do tubo (cm).

D = coeficiente de difusdo da amostra no fluido reacio
"nal (cm?/s).

Desta equacdo, podemos concluir que o uso de “tubos

.
de didmetro interno reduzido provocara um menor alargamento
da banda, -0 que, por outro lado produzirada uma queda de  pres

sdo (AP), dada pela equacao 1.2, de Poissuille (30).

2
512 n x F x"tvm

AP = > - ' (equagao 1.2.) "
S X dt
onde: n = viscosidade do fluido que atravessa o reator (P)
F = velocidade total de fluxo volumétrico no reator

(mL/s)
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AP = queda de pressao (atm)

1.5.2. REATORES RECHEADOS HOMOGENEOS (ﬁRHo) E HETERO
GENEOS (RRHe)

Os reatores recheados homogéneos (RRHO) ééo construi
dos de colunas de vidro ou de acb inox e recheados com parti-
¢ulas pedquenas de vidro, inertes e nao porosas. O 'alargameg
fo da banda em unidades de tempo (§;) é dado pela equacao

1.3. (30).

t. x h x a 0.5:

8 = | v E_) (equacédo 1.3.)
. L
onde: h = altura reduzida do niumero de pratos tedricos cu -
jds valores estao situados entre 2 e 6 e depen=-
dem da qualidade do recheio.
dp = didmetro mé&dio das particulas (um).
L. = comprimento do reator (cm).

Dessa eqﬁacao'fica evidenciado que o alargamento da
banda é reduzido utilizando-se particulas pequenas e/ou aumen
tando o comprimento do reator, para um tempo de - residéncia
constante. 'A queda de pres§5o (AP) sobre o reator estda rela-
cionada com 6s mesmos parametros mencionados na equacao 1.3.,

sendo dada peia equagéo.1.4. (30).

: n X L2 v
AP = 5 (equacao 1.4.)
Ky x t, x d, ' :
onde: K, = constante de permeabilidade cujo~valor esta si -
tuado entre 0,001 é 0,002,
n = viscosidade do fluido que atravessa O reator (P).
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Este tipo de reator & indicado tanto para tempos de

reacdo intermediiarios (cerca de 0,5 - 4,0 minutos), como para
reacoes lentas usando sistemas de fluxo segmentado (item
1.5.3.).

Os reatores.recheados heterogéneos (RRHe) também sao
construidos de colunas de vidrolou de ac¢o inox, recheados com
materiais que participam na reacéo,.tal como um suporte quimi
camente carregado no dﬁal o) récarregamento é sempre efetuado
apds o esgotamento, ou um material catalitico que possa ser

usado sobre um longo periodo de tempo.

i

O uso destes reatores tém algumas vantagens sobre os
homogéneos no caso do reagente ser somente util na forma sOli
da, quando é muito caro (reacbes enzimaticas) e, também, para

simplificar o sistema de deteccao.

Trabalhos antefiores no cémpo de reatores de fase sO
lida heterogéneos envolvem a deteccéo de tiois e dissulfetos
nos quais os compostos de interesselliberta um cromoforo do
material de recheio da coluna do reator e a absorbancia do
crom6foro é lida (42). Alguns exemplos de mateiiais cataliti
cos sdo frocadores idnicos, superficies de @etal carregado e

enzimas imobilizadas.

hécentemente, Ruter et al. (27,43) desenvolveram um
réator de fase sélida de didxido de chumbo para oxidacao deé

Cr(IITI), eluidas da coluna analitica, a cromato.
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1.5.3. REATORES TUBULARES PARA FLUXO SEGMENTADO
(RTFS)

E indicado'paré reacoes leﬁtas (até 20 mihutos);paré
reacoes de dués fases‘ou.de extracdao. Foi introduzido - por
Skeegs (44) e tem sido extensivamente usado em autoanaiisado—
- res. E baseado na segmentacdo de um fluxo liquido com bolhas
de ar introduzidas dentro do sistema a certos intervalos de
tempo. 0 objetiyo da segmentacdo & na reducao da difusao axi
dl da zona da amostra e consequente minimizacdao do alargamen-—

to da banda.

i

Algumas tentativas tém sido feitas para descrever um
sistema de reacdo através da segmentacdo de ar. A variancia

da distribuicdo do tempo de residéncia pode ser descrita como

-
A

dada pela equacao 1.5. (45,46).

2 .
2 2m x d xL X «x L
86,3 = = (equacédo 1.5.)

onde: a = espessura da camada liquida sobre a parede do tu-

bo (cm),
= comprimento do tubo (cm).
_=-raio do tubo (cﬁ).

comprimento de um segmento do liquido (cm).

O = Ho H
IIV

= velocidade de fluxo volumétrica (mL/s).

Esta equac¢ao 1.5. mostra que valores pequenos Asid
podem ser obtidos usando pequenos segmentos de liquido, obti
dos por meio de uma alta frequéncia de bolhas de ar. O ' uso

de tubos curtos, alta velocidade de fluxo e tubos de diametro
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interno reduzido sao também recomendados.

Snyder (47,48) propds uma descricao mais tedrica pa-
ra o fendmeno da dispersdo em fluxo segmentado, em que a va
ridncia em unidades de tempo para um fluxo segmentado,  atra-

vés de tubos abertos, & dada pela equagao 1.6.

‘ 2/3 .
) 0,2 a6 + v )™ ¥
ASTtr =( 5 —) + X
?¥x b x ¢ n
2/3 2/3
2,35 (3 + nvy) /s 2/ x .t |
( ) (equacdo 1.6.)
2/3
n / X @ x dgq
onde: dy = didmetro interno do tubo do reator_(cm)_
[0) = vazao do liquido através do reator (mL/s).
n = frequéncia de segmentacéo (s7h.
vVg = volume de uma bolha de gés.(mL),
C - n = viscosidade da mistura de reacao (P).
T = tensao superficiais da mistura (dyna/cm).
Dr = coeficiente de difusio de tracos de substancias
em agua (cmzlsh
Experimentalmente, os termos mais importantes sao

dt' Q0 e n. No entanto, as iﬁfluéncias de n, 6,'Dr e tempo de
réacéo precisam ser considerados. Em situacbOes com alta ten-
sao‘supefficial, surfactantes sao comumente usados. Outros
fatores tais como conecg¢des, espiralamento dos tubos de rea-

cdo e segmentacdc imediata do efluente da coluna tém inflteén

cia pronunciada sobre o alargamento da banda.
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Deelder e Hendricks (45), afirmam que a maior ° poxr
' ¢ao ‘do alargamgnto total da banda é determinada pela peca em
"T", onde os fluxos se misturam, é pelo separador de fase ‘ou
debulhador, necessério para produzir um fluxo homogéneo atra

vés do detector, do que pelo proprio reator pdés-coluna.

1.5.4. APLICACOES DE REATORES POS-COLUNA"

A tabela 1.3. (30) menciona alguns exemplos de apli-
cacoes tipicas utilizando os diversos tipos de reatores des
critos anteriormente bem como os modos de deteccdo, ja wutili

zados para CLAE.

TABELA 1.3. Alguns exemplos de reatores pds—-coluna usados em

B CLAE (30).

COMPOSTOS - . . REAGENTES : " REATOR DETECCAO
Aminoacidos ' ' o-ftaldeido RTA F
- S ' * ) . RR - F
Carbamatos . NaOH, o-ftaldeidos RTA F
Hidroxiperoxidos = NaI | RR uv
Compostos Organo- .

sulfuricos Pd(Ii)-calceina RTFS F
onde: F = fluorescente

UV = ultravioleta

Uma grande variedade de ions metdlicos tém sido enri
quecidos e determinados a nivel de tracos utilizando CLAE aco

plada a reatores pos-coluna. Cassidy e Elchuk (39) determina
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ram Mn (IT), Ni(II), Co (II), Cu(II), 2Zn(II), Pb(II) e lantani-
~deos (III) a nivel de pg/mL,efetuando’primeiro uma separacio
destes ions sobre um trocador de ions fortemente &cido de fa-
se ligada (5 e 10um); e de fase normal (17um), utilizéndo um
reator de ago inox de volume morto desprezivel para - misturar

o efluente com os reagentes pos-coluna, vermelho de alizari

na, PAR e arsenazo I.

A eficiéncia da separacdao destes ions foi'testada se
paradamente utilizando—se trocadores idnicos de fase ligada e
de fase“pormal. Trocadores iodonicos de fase ligadd mostraram
algumas - vantagens sobre resinas convencionais, no entanto é
necessario o uso de fases ligadas de alta capacidade. ™ Para
separacao de iohs métélicqs, resinas cbhvencionais de estire
no-diéiﬁilbenieno sdo guase tdo efiéientes quanto trocadores

de fase ligada, a temperatura ambiente.

Fritz e Storyv (38) utilizaram CLAE para separagao
de varios ions metdlicos sobre resinas macroreticulares de
troca ib6nica de baixa capacidade. Depois de separados, . Os

ions metalicos eluidos da coluna foram determinados pela adi-
¢ao em linha de reagentes derivatizantes pos-coluna atraves

de uma mistura em "T"  de volume morto desprezivel.

Ruter et al. (27)‘ﬁtiiizaram recentemente um sistema
semelhante‘para determinacao de Cr(III) e Cr(VI) a nivel de
ng/mL. As espécies de Cr(III) eluidas da coluna analitica
foram oxidadas a cromato através de um reator de fase solida
de diéxido de chumbo (43), e entdo detectadas espectrofotome

tricamente com a 1,5-difenilcarbazida, a 540 nm. O método

de separacdo utiliza CLAE de troca ionica com coluna de 4,6
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x 250mm recheada.cmnSpherisorbbDS I1, particulas de Sum, ‘ e
. solugoes tampﬁes de acetato‘de'sédio.(pH 4,0), de concentra
¢6es var iadas para.a eluicdo das éspécies de Cr(III). O li-
mite de deteccao para o Cr(VI) foi de 0,lug/mL e para o
Cr(111) de 0,1lug/mL, usanao um volumevda amostra de lOOﬁL. é
artigo & pouco claro a respeito de como as espécies hidroliti
cas de Cr(IIT) sao oxidadas simultaneamente no reafor de di-
6xido de chumbo, como também nao faz reféréncia aos cromato

gramas das espécies de Cr(III) separadas.
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CAPITULGO 2

PARTE EXPERIMENTAL

MATERITAIS

2.1.1. REAGENTES

. Todas as solugdes utilizadas com os reagentes mencio

nados abaixo foram preparadas com agua deionizada, lavando-se

previamente todos os materiais de vidro com solucdo alcddlica

de hidrdxido de sbédio, agua destilada e entdo deionizada.

- REAGENTES (PA)

Acetona

Acido perciérico
Acido sulfirico
Biftaléto dé potassio
Dicromato de potéssib

~ Dicromato de sodio

1,5-difenilcarbazida

Hidroxido de soédio
Iodeto de potassio

Oxido de calcio

FABRICANTE
Grupo Quimica
Malinckrodt
Merck

Reagen

The G. Frederick
Smith Chemical Co.

Baker Analyzed

The G. Frederick
Smith Chemical Cec.

Ecibra Reagentes
Merck

Carlo Erba
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REAGENTES ) ' FABRI‘CANTE'-

Peroxido de hidrogénio Baker Analyzed
Sulfato Cérico : Carlo Erba
Tetraborato de sédio Fisher Scientific -Compa

ny

2.1.2. SOLUCAO DE Cr(vi) 1000ug/mL

Foram préparadas solucoes padrao estoqﬁeckalOOOug/mL
‘de Cr(VI) em acido perclorico 0,10M. Esta solucao foi prepa-
rada comjKZCr207(100% de pureza), considerada como padréq pri
mario (49). Para tal dissolveu-se 2,8290g de K ,Er,0, (seco
. por 2 horas a 150°C) em béguer de 100mL, ad1c1onou—se 8,59mL
de acido perclérico concentrado e, apds a transferéncia quan-
titaﬁiva para um baldo volumétrico de um.litro, éompletou—se

o volume com agua.

2.1.3. SOLUGCAO DE Cr(IIIi 1000 ug/mL

A solucdo padrdo estoque de Cr(III) foi obtida por
reducdo de 500mL da solucéo de dicromato de potassio contendo

1000 ug/mL de Cr (VI) em HClO, O, lOM com peréxido de " hidroge

nio 30% (v/v) em presenca de acido percldérico (50). A redu-
cdo foi realizada adicionando-se 3,31mL de écido perclorico
a 500mL de solucéo de Cr(VI) e 2,92mL (duas vezes O neceséé
rio) de peroxido de hiaroqénio,.com resfriémento da solugao

em banho de gelo para minimizar a polimerizacao do Cr(III).

A solucdo obtida apdés a reducdo apresentou pH aproxi

madamente igual a 1 e coloracgao violeta, correspondente a es-—
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i 24 . . .
pécie monomérica Cr(H,O), .  No processo de reducao de Cr(VI)

‘a Cr(III) ocorre a formacao de oxigénio, como indicado na rea
cao (19):

2 o

+ 3+
Cr?_O7 + 3H202 + 8H —=n 2Cr

+ 30, + 7H,O.

O oxigénio, bem como o excesso de peroxido de hidro-
génio; foram eliminados borbulhando-se nitrogénio durante 12
horas, sob agitacao constante. A seguir, esta solucao foi
Aeixada.em contato "com negro de platina, que‘catalisa a de-—
composicdo de peroxido de hidrogé&nio, por 4 horas, sob agita-
¢do, e posteriormente, filtrada em membranas de polissulfona

com poros de 10um, ‘para eliminacdao das particulas de platina.

2.1.4. MISTURA DE ESPECIES DE Cr(III)

Amostras qoﬁtendo uma mistura'de'espécies de Cr(III)
foram preparadas a partir de uma: solucao de perclorato de cig
mo.O,l'mol/L, bH 1, a qual foi obtida a partir de - dicrqmaté
de potéséio por reducao com per6xido de hidrogénio, em presen
ca de acido perclérico, utilizando-se o mesmo procedimento an

teriormente mencionado.

Foi empregado o método da adicio de.hidréxido (13)
para preparacao da mistura de espécies hidroliﬁicas “de Cr
kIII).  0 método consta na adicio de hidrdéxido de sédio a uma
solucao de perclqrato de cromo, 0 que promove a polimeriza-

cdo.. A quantidade e a forma de adicdo do hidrdxido tém in

e

fluéncia com respeiﬁo a quantidade de produtos formados (1 ,

10).
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Adicionamos a uma aliquota da solucdo de perclorato
" de cromo 0,1 mol/L, hidroxido de sbédio 3 mol/L até pH 4. Op-
famos por esta versao do método qﬁe‘produz'uma mistura . mais

homogénea das espécies de interesse (10).

2.1.5. REAGENTES POS-COLUNA

Os reagentes pés—coiuna e as concentrac¢des mais ade-
guados utilizados no nosso trabalho para a oxidacao e comple
xacdo em linha das espécies hidroliticas de Cr(III) "eluidas
da coluna cromatografica foram obtidas com base em trabalhos
anterioiés (51-53), que determinaram sequencialmente Cr(VI) e
Cr(IIT) (mondOmero); usando a.técnica de Injecgao em Fluxo Con-

tinuo,(IFC) baseados na reacao do Cr (VI) com a 1,5~-difenilcar

bazida, DFC, em meio acido.
Os reagentes pos-coluna utilizados foram:

a) Sulfato Cérico

Vérios‘séo os agentes oxidantes due poaem sér usados
para a oxidacdo do Cr(III). Os procedimentos usualmente ado-
tados envolvem a oxidacao do Cr(iII) a Cr(VI) com permangana
to (54,55) ou com persulféto, usando AgNO; como catalisador
(54,56,57). Como o permangéndté absorve préximo ao A zx do
complexo Cr-DFC, ele nao pode ser usado em nosso procedimento
pos-coluna em linha. Resulﬁados obtidos com uma solucao de -
persulfato de potassio (Kzszoé)' com AgNO,; como catalisador
(52), mostraram resultados nio reprodutiveis em linha, embora

a reacdo seija de cinética relativamente rapida. Sob as mes-

mas condicoes experimentais, o Ce(IV) mostrou-se malis conveni
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ente sob cqndic'c')es din3micas (52).

Neéte trabalho, as éolﬁgées de Ce(IV) foram prepara.
das a partir de solucdao estoque de Ce(iV)AO,ZS%'(m/V)em H,S0,
0,20 mol/L, estivel por varias semanas (15).. Uma aliquota
 dessa solucao eséoque foi diluida na proporcao de 1/10 (v/v),
adicionando-se acido sulfiirico suficiente para obter uma con-
centracao analitica final de 0,07mol/L. Este procedimento

previne a hidrdlise do Ce(1IV).

b) 1,5-difenilcarbazida (DFC)

- 7 'Um grande numero de trabalhos utilizém espectrosco
pia de eﬁiéséo e absorc¢ao atdomica como procedimentos analiti-
cos para‘especiagéo de ions cromo (58-63). Trabalhos mais
recentes (64-66) utilizam.métodos e/ou aparelhagens menos so-
fisticados,.baseados‘na alta sensibilidade e seletividade da
1,5-difenilcdarbazida como procedimento espectrofotométrico pa

ra a determinacio colorimétrica de tracos de cromo (51-55).

O mecanismo da reacio Cr(VI) - DFC e. a composigéd
do produto resultante, de forte coloragao purpura tem sido
objeto de pesquisa nos ultimos anos (67). Trabalhos relativa
'mente recentes tém revelado que a espécie colorida € um quela
-to do Cr(III) (formado pela reducgao do Cr(VI) pela difenilcar
bazida e difenilcarbazona). Esta reagao pode ser descrita co

mo:
' 2 3
2Cros” + 3H,L + 8H' — & Cr(HL)) + Cr ' + HyL + 8H,0 ,

onde Cr(HLJ; é o quelato, H,L & a difenilcarbazona e H,L é a

difenilcarbazida (68).
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A reacao entre Cr(VI)’e a DFC é dépehdeﬁteck)pH(SS);
’Q procedimento estatico convencional (54,55) usa H, SO, entre
0,05 e 0,10M, o} éue proporciona'uﬁ meio adequado para o. com-—
pleto desenvolvimento da cor do complexo Cr(VI) - DFC. _ De
acordo com a literatura (55), em concentracdoes de acido meno-
res que 0,0SM a cor nao se desénvolve‘imediatamente.e, para

concentracoes de acido acima de 0,10M, o complexo & instavel.

Estudos da reacao Cr(VI) - DFC em linha " mostraram
gque a sensibilidade do método varia com o acido e sua concen
- tracao, nas mesmas condigOes experimentais. A sensibilidade
diminui muito quando se usa baixas concentracoes de acido com

a DFC, sendo este fato mais pronunciado para o HC1l (51).

i - Embora o procedimento convencional (54,55) utilize
HZSOA e o procedimento'em linha (IFC) (51-53) HNO3 0,80M uti
lizamos em nosso trabalho HC1O, 0, 80M porgque as solucgoes: do
eluente tem um ion comum com este &cido, e preveniriamos inde
Séjaveis reacgoes de precipitacdo com o ion calcio que fossé
eluido da coluna.cromatografica, por efeito de saturacao ..da
‘resina, caso utilizassemos ©.H,80,.

’

“

Como ambos os métodos, o estatico convencional (54,
55) e o de injecdo em fluxo continuo (IFC) (51-53), utilizam
concentracdes de DFC a 0,05% (m/v), resolvemos usar esta con-

centracao de DFC para as nossas condigoes de trabalho.

" pevido a pouca solubilidade em agua, a DFC foi ini -
cialmente dissolvida em 25mL de acetona e entdo transferida
quantitativamente para um bal3o volumétrico de 250mL, comple
tando-se o volume com Agua. Por ser .sensivel a luz, a solu

¢do de DFC era sempre mantida em frasco escuro envolto em pa-
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pel aluminio (55).

Todos os reagentes‘pés—cpluné utilizados forém fil-
frados; previamente conllfiltro Acrodisc de 0,45um de Eamanﬁo
de poros, da Gelman Science, ja que a cela de absorgéo' utili
zada no detector possuia orificios de entrada de diameﬁro in-
terno reduzido (0,23mm) , onde qﬁalquer impureza sd6lida pode-

ria obstruir o caminho da solucgao.

2.1.6. FASES MOVEIS

_ Utilizamos solugdes de perclorato de calcio 0,3; 0,5
e 1,0mol/L a pH 2,0 para a separacdo das espécies hidroliti
cas de Cr(III) monomero, dimefo e trimero, respectivamente ,
vbaseahdb—;g)ém trabalhos énteriores'(lo) realizados em nosso
laboratério. Nele desenvolvéﬁi;é um noQo método'para a sepa-
racao das varias espécies de Cr(III) marcadas com SICr,‘ deno _
minado "método do nitrato de célcio".. Este método emprega re
sina AG 50W x-4, com particulas ae didmetro de 38-~75uym, e so-
lucdes de nitrato de calcio em vérias'conéentraéaes a pH 2,0

para eluicdo do mondmero, dimero e trimero, bem como nitrato

de lantanio para eluicdo do tetramero e pentamero.

‘Neste trabalho, as solucgdes do eluente perclorato de
cdlcio foram obtidas a partir do Oxido de calcio (96% pureza)
e acido perclodrico concentrédo (70%), estequiometricaménte a

partir da reacao:

Ca0 + 2HClO, ——» Ca(ClO,), + H,0.

0 pH das solucoes foram ajustados com o pHmetro da

Metrohm, modelo E-512, calibrado inicialmente com solucoes
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tampdo de tetraﬁoraté de sédié (pH 9,18) e biftalatd de Apo—
tassio- (pH 4,02). Apos o ajuste do ?H das solucoes foi feita
uma transferéncia quantitativa para baloes volumétricos de
1000ml, e, em seguida, as solucées foram submetidas ao ultra
-som por 15 minutos paraveliminacéo de gases. As solu§6es fo
ram filtradas utilizando-se filtro Millipore com tamanho de

poros de 10um.

2,1.7. A RESINA AG 50W x-4

Utilizamos como fase estacionaria para a  separacao
das espécies hidroliticas de Cr(III) (mondmero, dimero e tri-
mero), a resina de troca catidnica da Bio Rad AG 50W x-4 (<400
mesh) . Esta resina € um trocador de cations fortemente acidg

p . : _

- . -~ . + .
‘formado por grupos de troca de acido sulfonico ($SO3~H') 1li-

gados ao polimero estireno-aivinilbenzeno.

Antes de ser utilizada na preparacgao da coluna, esta
resina foi submetida a um pré tratamento quimico, para se eli
minar as possiveis impurezas (agentes redutores) presentes ,

de acordo com o seguinte procedimento (10):

- 100g de resina foram lavadas 3 vezes com 200mL de

agua deionizada;

- Adicdo de 200mL de NaOH 0,1M e 20mL de peroxido de

hidrogénio 1% em NaOH 0,1M;

- Lavagens com porgdes de 200mL de agua deionizada
até pH neutro, para eliminacdo de peroxido de hi-

-drogénio e base;
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-.Adicao de lOna,de\diéromato de sbdio 0,2M e 200mL
de HClO, 0, 1M. Fracdes de 200mL de HClO, 0,1M fo
ram adicionados até toda a coloracao  amarela de di

cromato de sodio desaparecer;

~ Novas lavagens com 200mL de'égua deionizada ate pH

neutro.

Apés o tratamento, testou~se a presencga de HZOZ, re-
colhendo-se uma fracdao da fase liquida sobrenadante, sobre a
qual adicionou-se algumas gotas de H,SO, e uma pequena quanti

dade de iodeto de potassio, de acordo com a reac¢ao abaixo

(69):

2KI + H,0, + H,80, —> I, + K,S0, + 2H,0,
repetiu-se o procedimento até nao se detectar H,0,com iodeto.

Um outro teste qualitativo foi realizado com solucgao

de permanganato em sdblucao acida de écordq com a reacao (69):
2KMnOu + 3H2'SOl+ + 5H2C5 —_— KZSQ+ + ZMHSQ+ + 502 + 8H20.

Para se evitar reagées colaterais indesejaveis duran
te a separacéo das espécies de cromo, como por exemplo, tra-
¢os de H,O0, absorvidos na resina'que podem provocar a redugao
dp Cr (VI) durante a eluicao da amostra, submeteu-se a resina
a um outro tratamento, na coluna, antes de se injetar a amos-
tra. Este tratamento foi feito eluindo-se 0,5mL de dicromato
de sddio ©,2M, 5mL de HC10, 0,05M e Agua deionizada suficien

te para toda a coloragd@o amarela do dicromato desaparecer.
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Apds a eluicdo das espécies foram realizadas lava-
_gens alternadas da resina, na coluna, com 10mL de HC10, iM,
necessarios para regenerar a coluna. Por ultimo, a resina

foi lavada com agua deionizada para retirar o HCl0, 4M. A se
guir foram feitos testes qualitativos quanto a saturagcao ' da
resina referentes aos ions calcio da fase mdvel, coletando-se

fragoes eluidas da coluna com sulfato e fosfato, os quais fo-

ram repetidos até nio ocorrer mais precipitacdo com os ions
calcio.
2.2. COLUNA
A coluna utilizada (Figura 2.1.).tem dimenséo' de
50 x 4mm & construida de Kel-F, um derivado de substituigao

do politetrafluoroetileno (Teflon), inerte aos solventes uti-
lizados paré efetuar a separacao das espécies de Cr(III). Con
tém em ambas as extremidades internas um disco de polietileno
poroso. A dimenséo da coluna foi escolhida com o iﬂtuito de
se efetuar separagéés‘mais rapidas com menos consumo de eluen

' tes e fase estacionaria.

O material da qual a coluna & construida possibilita

visualizar os vazios gue pddem ocorrer depois do enchimento
ou ap0s algum tempo de uso. Esta coluna foi recheada com a
resina AG 50W x-4 (<400 mesh) previamente tratada conforme

item 2.1.7., sob pressdo manual, para se evitar a quebra das

particulas.

~



TUBO DE AGO INOX

KEL~F (di= 4mm)

SO mm

TUBO DE ACO INOX

©

Figura 2.1. - Coluna de Kel-F.

2.3. INSTRUMENTOS.

2.3.1. SISTEMA CROMATOGRAFICO

A figura 2.2., esquematiza o sistema cromatogréficb
éﬁe foi utilizado em nosso ‘trabalho. O sistema consta de 3
reservatéfios de solventes, A, B e C, interligados a um sele-
tor contendo uma valvula que éeleciona o(s) solvente(s) a se
fém empregados na separagéo das espécies hidroliticas de

Cr(III).

A bomba responsavel pela manutencdo da vazao da fase
moével & da Milton Roy Company, modelo 396/2396, designada pa-

ra produzir fluxo liquidb em quantidades precisas contra pres



sdes elevadas. O injetor utilizado & da Rheodyﬁe, —modelo
7125, de aco inox, o qual se encontra.conectado a bomba e a
coluna através-das posicoes 2 e 3'respectiVamente‘ (Figura

2.2). A amostra é introduzida no injetor sob pressao manual
por meio de uma seringa de vidro de 1,0mL, nas posicoes 1 e 4
onde se encontra uma alga (loop) de égo inox de yolume de

50uL.
PH= 2,0

RESERVATORIOS

) T DE SOLVENTES

CalClOg)y ColCLO,), Ca{ClOg), i
0.3 M O.5M T.OM '

INJETOR - Et

Y

- COLUNA

SELETOR
DE - .
SOLVENTE
< DERIVATIZACAC
BOMB A DETECTOR
: 540nm REGIS TRADOR]
L]
Figura 2.2. - Esquema da Separacao Cromatografica
das Espécies de Cr(III) com Derivatizacao Pos—-colu
na. '
A injecdo da amostra na coluna ocorre por rotacao da
valvula, onde a fasé mdvel passa agora a percorrer as posi-

cbes 1-2, atravessa a alca (loop), forcando a amostra para o
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interior da coluna por meio da conecc¢ao 4-3, como se encontra

~esquematizado na Figura 2.2.1.

Nos experimentds realiéadosAcom dérivatizacéo pés—qg'
luna em linha e separagio espectrofotométrica das esbécies a
415 nm, a ampstra foi introduzida na coluna através do inje-
. tor da Rheodyne, através de um loop de aco inox de 50uL de vo

lume interno.

BOMBA

COLUNA

 Figura 2.2.1. = Injetor na posicao de injecao.

2.3.2. SISTEMA DE INJECAO EM FLUXO CONTINUO

. A Figura 2.3. indica. o sistema de injecao em fluxo
continuo utilizado para estabelecer as concentragoes mais

apropriadas para posterior utilizacdo em reagao pos-coluna.

! No método de injecdo em fluxo continuo (IFC), as amos

tras foram injetadas na linha da 1,5-difenilcarbazida (emmeio
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Onde: B

BM

TB

acido) por meio de um injetor tipo proporcional modificado
{70,71) .
i HLOO m _] i 0,70m K
! 1 ’ ’ | i
HCLO, 0.80 M '
4 BM — o BR
/WM D
DFC 0.05% c _ 540 nm
Ce {IV) r-[§—1
1 1
| [%] M 'S
Cr (1 c L_TB__ ] i L -
ou BANHO
Cr (V1)
8 - LIXO
- -
Figura 2.3. - Sistema de Injec¢ao em fluxo continuo
utilizado para determinacdo de Cr(VI) e Cr(III) em

linha (51-53).

- bomba peristaltica; C - conector de acrilico;
- bobina de mistura; LB - bobina de oxidagao;

- temperatura do banho ( oC); Vi = volume injetado;

F//injetor; BR - bobina de reacao; -

- espectrofotSmefro; R - registrador.

~2.3.3. SISTEMA POS~COLUNA

Considerando-se trabalhos anteriores (51-53,61,62),

montou-se um sistema pds-coluna para determinacdo de Cr (VI)

com a l1,5-difenilcarbazida, conforme Figura 2.4. O sistema
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consta de uma bomba peristaltica da Milax.y para bombeamento
dos reagentes, utilizando-se tubos de Tygon mérca Technicon
'(pret-o — preto). Os reagentes e o efluente cqnfluerﬁ a 180°
em conectores de acrilico (70) e ago inox. Como linhas de
transmissio e bobinas de mistura e de reagéntes foram utiliza
dos tubos de polietiléno e Teflon de 0,8mm e 0,.3mm de diérﬁe—-

tro interno respectivamente.

O didmetro interno médio dos tubos foi determinado
com base na massa de agua a 25°C contida nos tubos de Teflon

de 5,0 metros de comprimento, e de polietileno de 4,0 metros.

L . 500m | 0,70m

N
. ! I L
‘Cr{ill} DA COLUNA [--==---
1
Ce(1V)
! ﬁ BR 5
- ' [ MWWA
_HCLO4 0.80M : "Ca 540nm
' BM
. o
. DFC 005% _ qjc
» [ 1,OO m : LIXO
B ' *l
Figura 2.4. - Sistema pds-coluna utilizado para ‘de-

terminacao de Cr (VI) com a 1,5-difenilcarbazida.
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Onde: B - bomba beristéltica; BO - bobina. onde ocorre a oxi=-

dacdo; TB - temperatura do banho (OC); C - conector de

acrilicq; Ca - conector de aco inox; BM - bobina de
mistura; BR - bobina de reégéo; D - detector; R - re-
gistrador.

2.3.4. DETECTORES ESPECTROFOTOMETRICOS

Os testes preliminares do método de injecao em fluxo
continuo (IFC) (51-53), Figura 2.3., e da separagao cromato-
gréfica das espécies de Cr(III), foram realizados com o detec
tor da Micronal, modelo B34211, com uma cela de fluxo de acri
lico construida em nossas oficinas. Foi feita uma modifica
cio da mesma quanto .ao caminho o6tico (Figura 2.5., o qual
foi revestido com uﬁ tubo de aco in;x de 2,5mm de didmetro in
ternpf A inténgéo é elimiﬁar pelo ﬁenos parcialmente, as ing-
meras bolhas que poderiam surgir durante as analises e _ que

prejudicam o andamento do trabalho.

Devido a problemas de ajhste otico do aparelho Micré'
nal, apos a troca da lampada de tungsténio, este foi substi-
tuido nos trabalhos seguintes por um espectrofotdmetro Schoef
fel, modelo 770, com volume da cela de 8uL, ou um espectrofo

tometro Waters, modelo 481,*com volume da cela de 1luL-.

Para a deteccao direta das espécies de Cr(III) o com
primento de onda usado foi 415 nm enquanto que a detecg¢ao do

complexo Cr - DFC foi efetuada a 540 nm.
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CA P I1TULO 3

3. RESULTADOS

3.1. SEPARAGAO DE ESPECIES HIDROLITICAS DE Cr(II11) COM DE
,TECCAQ ESPECTROFOTOMETRICA A 415 nm,

b éspeqtro.de absorcdo das espécies hidroliticas de
Cr(Iix) gsté relacionado com transig6eé d-d no metal, que sao
proibidas pelas regras - de ﬁecénica quantica (72), e portanto,“
os valores de absortividade moiar,gl; séo'baixos. A Tabela
3.1. da os valores Q¢ » max € & para as espécies hidroliticas
de Cr(III) em solucdo aquosa, relatados por Stunzi e Marti
(135. Dessa Tabela,‘parece que um comprimento de onda de 415'
nm permité detectar a presenca de todas as espécies hidroiiti

cas de Cr(III).

Sgpdo’assim, tentamos empregar a espectroscopia por
absorgao go visivel a 415nm para indentificar diretamente as
especies separadas. Para tal foram injetados na coluna‘(FigE
r; 2.1. pag. 52), contendo a resina de troca catidnica AG
50W x-4, 501L de uma mistura de espécies hidroliticas de

Cr(111), utilizando perclorato de calcio como eluente.

'Ovcromatogréma da Figuré 3.1. ilustra que a identifi

cacao das espécies é bastante dificil, sendo somente a espé-
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cie monomérica fécilmerrte visuaiizada, devido a sua aita éog
- centracao neste sistema, onde existeﬁ_ions estranhos da fase
movel intefferindo nos métodos de analise. - Assim ficou com -
provédo que & dificil detectar éstas espécies hidroliticas
de Cr(IXII) utilizando espectroscopia de absorcao em 415hm co-

mo método de deteccao.

TABELA 3.1. Valores de A - e & para as espécies hidroliti -
cas de Cr(III) (13). |

-1 -1 .
ESPECIE X max £(M cm por ion de Cr)

Mondmero . 575 : 13,2
" 408 : 15,5
Dimero ‘ . 582 . 17,4
417 ) 20,4
Trimero o 584 - 19,2
425 ¢ 30,5
Tetramero ' 580 - g 15,6
426 30,3
Hexamero 585 18,6
a&“  . - 426 N . 29,0
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I
1 * 1 A1 e
0 16 36 60 min.
. Figura 3.1. - Deteccdo de espécies hidroliticas de

Cr(IrI) a 415nm.

Fase estacionaria: AG 50W x-4, (<400 mesh); }
Fase movels: Ca(Cloq)20,3M, 0,5M e 1,0M em pH 2;
Vazdo da fase mdvel: 0,5mL/min; Dimensao da coluna:

50 x 4mma Volume da amostra: 50uL. Detector: Espec-

 trofotdmetro Schoeffel, cela de 8uL.
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3.2 . DETERMINACAC ESPECTROFOTOMETRICA DE Cr(VI) POR REA-
cAo coM A 1,5-DIFENILCARBAZIDA COM INJEGAQO EM _FLUXO
CONTINUO (IFC).

Considerando-se trabalhos anteriores (51-53) e coﬁ

o intuito de estabelecer as melhores,condigaés para a reécéo

de Cr(VI) com a‘1,5—difenilcarbazida (DFC) usando acido per -

clorico para manter a acidez, em vez de acido sulfurico (54 ,

55), para evifar problemas com a eventual presenca de ions
2+

Ca , ja discutido anteriormente (2.1.5.) montou-se um siste

ma de reacdo em fluxo continuo (Figura 2.3.).

“ As solugdes de Cr (VI) foraﬁ'preparadas a partir da
solucao éstoque de lOOOpg/mL eISOuL foram_injetados em con-
fluéncia com as solugSes de HC10, O,BOM e DFC 0,05%. Com de-—
teccao a 540nm usando o.detecfdr espectrofotométrico Micronal
(com cela d€ 58,9uL, Figura 2.5) foram obtidos os sinais re-
gistrados na Figura 3;2. A Pigura 3.3. indica a curva de ca
iibracéo obtida para Q;(vi) em funcao da.média das  alturas

(h) dos picos.

3,3, DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE Cr(I11) POR OXI-
DACAO coM Ce(1V) E REACAO coM 1,5-DIFENILCARBAZIDA ,
EM SISTEMA DE INJEGAO EM FLUXO CONTINUO (IFC).

) Ao sistema descrito na seccao anteriof, adicionou-se
a linha\contendo Ce(SOy)Z‘O,OZS% (m/v) para efetuar a oxida
géo‘de Cr(III) a Cr(VI). A reacdo de oxidagao se processa em
um reator tubular aberto, BO, denpminédo bobina de oxidacao,

construido de 5,0 metros de pblitetrafluoroetileno de formato

espiralado com diametro interno de 0,3mm, o que acarretara
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Fiéura 3.2. - Sinais IFC tipicos, de determinacodes

de Cr (VI) com DFC, injetando-se cada amostra em re-

plicata. O sistema de IFC encontra-se descrito na
Figura 2.3.
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-2 -]
Absorb.= 1,0 x 10 + 1,0 x 10 [crvi)](pg/mL)

1 I 1 1 1 1 1 1 i 1

o6 10 1.4 8 22 26 30 34 38 4.2
[crivi] (pg/mL)

Figura 3.3. — Curva padrao de Cr(VI) utilizando o

sistema IFC descrito na Figura 2.3.
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num menor alargamento da banda, entretanto, induzindo uma
‘maior queda de pressdao, como é indicado pela equacao 1.2.
(pag. 31).

As sdlches de Cr(III) foram preparadas a pértir da
solucdo estoque de 1000ug/mL. As injecdes de cada solﬁgéo fo
- ram realizadas 4 vezes, obtendo bs sinais mostrados na Figu-
ra 3.4, dando como resultado a curva de calibrac¢do mostrada

na Figura 3.5.

3.4. A DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO Cr(II1), MONO-
'MERO, POR REAGAO PGS-COLUNA EM LINHA.

Considerando-se trabalhos anteriores'(lo, 51-53) mon
tou-se um sistema cromatografico com reacio pos-coluna em li-
nha em f£luxo continuo,.denomihado derivatizacio pbés-coluna em
linha, para a determinacao espectrofétométrica de Cr(III) a.
- partir de sua oxidacdo a Cr(VI) com CeXiV) para reagir com a

1,5-difenilcarbazida. (DFC), confo}me Figura 2.2.

o) acoplémento da coluna cromatogréfica com O sistg
ma de reacao pés—colﬁna (Figura’2”43 foi realizado utilizando
-se um tubo de.PTFE. As espécies de Cr(III) eluidas encon-
tram o reagente pds-coluna, Ce(IV), por meio de um éonector
de aco inox e a reacao se procéssa na bobina}de oxidacao, »é

45°c. Apds oxidacdo o Cr (VI) reage com a DFC. O complexo

resultante & detectado em 540nm.

Os reagentes pds-coluna foram bombeados por meio de
uma bomba peristaltica da Milan, usando-se tubos de bombeamen
to de Tygon, marca Technicon. Nas condi¢oes de trabalho a ve

locidade de fluxo de reagentes pos-coluna, amostra e solven-
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Figura 2.3. '
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Figura 3.5. - Curva padrao de Cr(III) utilizando o

sistema IFC descrito na Figura 2.3.
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tes foi de O,SmL/min.

-

Uma curva padrd@o para o Cr(III) monomero foi obtida
usando—-se este sistema cromatografico pds-coluna com as se-

guintes condi¢Ges de trabalho para a reacao pés-coluﬁa;

- Volume de solugao de Cr(III) injetado de 501L;

- HCl0, 0,80M em confluéncia com a solucdo de DFC
0,05% (m/V);

- Ce(SOy), 0,025% (m/V) em H,SO4 0,07M;
- Velocidade de fluxo de 0,5mL/min;

- Temperatura de 45°¢ para oxidagao de Cr(III) em 1li
nha;

- Ca(Cqu)z 0, 3M como eluente.

Amostras de Cxr (III) preparadas por diluigao da solu
cao estoque 0,1nol/L foram 1njetadas na. coluna Acromatogréfi
ca, iniciando as deternxlnagoes pelas amostras mais diluidas.
A Figura 3.6 ilustra os cromatogramas obtidos por reacao pés¥
- —-coluna em linha»de varias amostras de Cr(III). A deteccao
foi realizada a 540ﬁm com o espectrofotometro Waters, modelo
481. A sensibilidade em unidades de absogbéncia (U.AL) .foi
variada de acordo cém a concentracao da amostra como se encon
tra indicado na Figura 3.6, e posteriormente usada para cor-

rigir as areas obtidas.

A conversao do sinal do detector em dados numéricos
foi realizada através da medida da area do pico, pelo método

da triangulacio:

Area =
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Figura 3.6.a. - Determinacéo de Cr({VI) com 1,5-difenilcar-
bazida pela técnica de derivatizagdo pds-coluna em linha.
As concentracoes de Cr{(III) injetado e as sensibilidades

usadas sao mostradas na Tabela 3.2.
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15 30 O t5 30 min

] 15 30 min

Figura 3.6.b. - Ver Figura 3.6.a.
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onde: Area area dc:»pico.(mmz)

H = altura do pico (mm) medida da linha da base a

interseccao das duas linhas tangentes traca-

» - das ao iongo dos lados do pico.

B = largura do pico na base (mm), medida pela in-
tersecgao das duas linhas tangentes com a 1i

nha da base.

A Tabela 3.2. ilustra os calculos das areas e das
areas corrigidas pela sensibilidade para os picos A a I das

Figuras 3.6.a. e 3.6.b. utilizando o método da triangulacao.

TABELA 3.2. Calculo da area e da area corrigida dos picos das

Figuras 3.6.a. e 3.6.b. utilizando o método da
triéngqlagéo. |
;
CROMATO- [Cr (IIT)] _- - Sens. H B AREA  AREA
GRAMA (mol/L) (U.A.) (mm) (mm) (mm’) CORR.

. ' . (mmz)
Fa 1,0 x 1073 0,20 ~ 105 24 1260  252,0
H 7,0 x 107% 0,20 96 24 1152 °~ 230,4
G 5,0 x 107% 0,10 120 24 1440  144,0
F 3,0 x 107" 0,05 125 23 1438 71,9
E 1,0 x 107" 0,02 130 22 1430 . 28,6
D 1,0 x 107° 0,01 56 25 700 7,0
c 9,0 x 107° 0,005 65 26 845 4,2
B 7,0 x 10°° 0,005 52 26 676 3,4
A 5,0 x10° 0,005 34 28 476 2,4
Area Corr, - representa a irea relativa dos picos, corrigidos

pela sensibilidade da deteccao.
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As Figuras 3.7. e 318.imostram as curvas de calibra

cio do Cr(III), utilizando a técnica de derivatizagdo pds-co .

luna em linha para determinacido de Cr(VI) com a 1,5-difenil -

carbazida (DFC) usando os dados da Tabela 3.2. A curva de ca

- : : - - -3 .
libragao, de uma concentracao de 1,0 x 10 > a 1,0 x 10mol/L

é descrita pela equacao: |

‘Area Corr. = (4,7 + 2,7 x lOSICr(III)](mol.EJ))(mm?)

com um coeficiente de correlagdao, r = 0,9804. Para concentra

coes de 5,0 x 10° a 9,0 x 10 °mol/1L. , a curva de calibra-

cao é:
: ‘ » 5 -1 2
Area Corr. = (0,2 + 4,5 x 10 [Cr(III)] (mol.L )) (mm )

com um coeficiente de correlacao, r = 0,9979.

O limite pratico de determinacdao € 5,0 x 107°®

mol/L
com uma. sensibilidade de 0,005 U.A. sendo gue amostras mais
diluidas apresentam picos com a relatdo sinal/ruido igual ou

menor a um.

3.5, DETERMINACAO ESPECTROFQOTOMETRICA DE_ESPECIES HIDRO -
LITICAS DE Cxr(I111) POR REAGAO POS-COLUNA EM LINHA.

]

Misturas contendo espécies hidroliticas de Cr(fII)
foram separadas por cromatografia de troca idnica empregando
a resina AG 50W x-4 (#400 mesh), em uma coluna de Kel-F de
50 x 4mm. A eluicdo das espécies monoméricas (M), diméricas
(D) e triméricas (T) foi realizada com solucoes de perclorato
de calcio 0,3; 0,5 e i,Omol/L respectivamente, a pH 2,0. A

mudanca de eluentes foi efetuada por meio de uma valvula sele
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Area Corr.{mm?)

300"

drea Corr.s (4,7 + 2,7 x10° [cr(111)] (mol/L)) (mm?)

1504

&

1000
[crizzz)] x 105 (mol. L™")

Figura 3.7. = Curva de calibracao do Cr(III) com a
1,5-difenilcarbazida utilizando a técnica pos-coluna

em linha.
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a

1,5-Difenilcarbazida utilizando a técnica pds-coluna
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tora denominada seletox de solventes (Figura 2.2.).

As espécies eluidas foram determinadas espectrofoto
metricamente a 540nm, com a 1,5-difenilcarbazida (DFC) atra-
vés do uso de reagoes pds-coluna em linha, utilizando o siste

ma descrito na Figura 2.4.
As condigoes utilizadas foram:

- Volume de solugao de Cr(III) injetado de 50uL;
- Velocidade de fluxo da fase movel de 0,5mL/min;

- Velocidade de fluxo dos reagentes pds-coluna de
' 0,5mL/min;

.= Comprimento da bobina de oxidacao (BO) de 5,0m;

- Temperatﬁra de 450C>para a oxidag¢do do Cr(III) em
linha; ’

- Comprimento de onda de 540nmj

- EspectrofotOmetro Waters.

As amostras contendo as‘espécies hidroliticas de
Cr(III) foram preparadas empregaﬁdo o método da adigao de Hi-
droxido, conforme descrito na secdo 2;1.4: Hidréxido'de sodio
3mol/L foi adicionado gota a gota a cada uma de trés solu-
coes de perclorato de cromo de 1;0 X 1dh% 1,0 x 104* e 1,0 x
lo—ﬁol/L,'preéaradaS por rédugéo de uma solucdao de dicromato

de potassio, até pH 4.

~ As Figuras 3.9., 3;10. e 3.11. mostram cromatogrg
mas tipicos obtidos injetando-se 50uL das respectivas amos-
tras contendo uma mistura de espécies de Cr(III). No final
de cada anéliée verificou-se uma coloracao verde remanescente
no'fopo da coluna indicando a presenca de polimeros ndo elui

dos.
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30 . 60 90 120 min

Figura 3.9. - Determinacdo espectrofotométrica de es

pécies hidroliticas de Cr(III) por reacao pds-coluna

em linha. Amostra preparada de . uma- ::solugao de
Ccr(clo, ), 1,0 x 1073mol/L. Volume injetado: 50uL

Eluentes: M - Ca(Cl_OL‘)2 0,3 mol/L pH 2.
D - Ca(cClo,), 0,5 mol/L pH 2.
T - Ca(Clo,), 1,0 mol/L pH 2.

Sensibilidade (U.A.): 1,06(M); 0,5(D) e 0,5(T).
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Y

Figura 3.10. - Determinacdo espectrofotométrica de
espécies hidroliticas de Cr(III) por reacao pds-colu
‘na em linha. Amostra preparada de uma solugao de
Cr(Clo,); 1,0 x 10" mol/L. Volume injetado: 50 L.
Eluentes: M - Ca(Cl0,), 0,3 mol/L pH . 2.

D - cCa(Cloy), 0,5 mol/L pH 2.

T --'Cag(Cl.O“)2 1,0 mol/L pH 2.
Sensibilidade (U.A.): 0,5(M); 0,10(D) e 0,10(T).
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60 90 min

Figura 3.11. — Determinacao espectrofotométrica de

espécies hidroliticas de Cr(III) por reacao pos-colu

"na em linha.

Amostra preparada de uma solugao de

"Cr(Clo,); 1,0.x 10'5mol/L..Volumexinjetado: 50uL.

Eluentes: M -
D_
T -
Sensibilidade

Ca(cClo,), 0,3mol/L pH 2.
Ca(Cl04), 0,5mol/L pH 2
ca(clo,), 1,0mol/L pH 2
(uU.a.): 0,05(M); 0,05(D) e 0,05(T).
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A Tabela 3.3. mostra os calculos das éreés, das. éx_;ea»s
'corrigidas pela sensibilidade e da cémpbsigao de cada uma das
espécies dé Cr'(li‘[II) mondmero (M), dimero(D) e trimero(T) obti-
dos dos cromaﬁogramas das Figuras '3.9., 3.10 e 3.11.- As mis
turas de espécies de Cxr (III) obtidas a partir de solugées de
Cr(rri) 1,0 x 10—3, 1,0 x lO-ue.l,O x 107> mol.L ' foram denomi

nadas X, Y e Z respectivamente.
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C A PI1TULO &

&y, DISCUSSAQ DOS RESULTADOS

4,1, A DETERMINAGAQ ESPECTROFOTOMETRICADE CxWD E c¢r(111)
POR IFC,

®

A determinacgdo espectrofotométriqa de Cr(VI) com a
1,5—difénilcarbazida (DFC), usando a técnica de injecgao em
fluxo coﬁtinuo e acido perClériéo para manter a acidez, mos-
trou resultados reprodutivéis em linha, como esta indicado na
Figu;a'3.2.- A curva padrao para o Cr(VI) (Figura 3.3.), obti
"da usando-se o sistema IFC descrito na Figura 2.3., com um
volume injetado de 50uL e acido perclériéo 0,8 em confluén-
cia com a solucdo de DFCVO,OS%(m/v), é linear até pelo menos
4,0ug.mL'l (Absorb. = 1,1 x 102 + l,O}{IO_HCr(VI)](ug.mL_l)

com coeficiente de correlacdo r = 0,9993).

- néomparando—sé,estes dados com os fornecidos pelo mé-
todo estétiéo convencional (54,55), que usa H;S0, para manter
; acidez, e cuja curva de calibracdo & linear pelo menos ateé
1,2ug.mL—1 (Absorb. = 1,2 x 102+ 7,4 x 10_1[Cr(VI)](ug.mL_l)
com coeficiente de correlacéo r = 0,9982), observa-se que a
-determinacéo de Cr(VI) é mais precisa pelo método IFC, embora
o método convencional tenha uma concentragao minima —detecté-

vel menor.
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Trabalhos anteriores.(51-53), utilizando o método IFC
para determinacgoes de Cr%VI)'cdm a 1,5-difenilcarbazida (DFC),
HNOg3 O,BOM para manter a acidezbe um volume injetado de 164uL.
mostraram resultados semelhantes (Absorb. = 6,7‘ X 10_3+ 2,8
X 10—1[Cr(,VI)‘](ug'.mL_1) com coeficiente de correlacdor =0,9998),
com um limite de detecgao menor, comparados COm OS NOSSOS re-
sultados. Podemos concluir, portanto, que o auﬁento da altu-
ra do pico (sinal IFC) e, consequentemente, O limite de dé—.
teccdo do método pao & proporcional ao aumento do volume de
amostra injetado (Vi) para todos os intervalos de concentra-

cao de Cr(Vi).

Para o Cr (III), a curva padrao obtida (Figura 3.5),
usando-sé& o sistema IFC desérito na Figura‘3.3, com - volume
injetado de 50uL, HClO, 0,80M em confludncia com a solucdo de
DFC 0,05%(m/v) e solucdo de Ce(SO4), 0,025%(m/v) em  H,SOy,
0,07M para efetuar a.oxidagéo do Cr(III) para Cr(VvI), é li-

-4

near até pelo menos Q,Oug.mL'l(Absorb. =9,5 x 10 '+ 8,1 x

10"2[Cr(III)](ug.mﬂd)ccnncoeficiente<kacorrelagéqxf=0,9956).

Comparando-se estes dados com oS fornecidosvpelo mes
ﬁo métedo (51-53), (Vi = 164uL; HNO3 0,80M em confluéncia com
“a solucao de DFC 0,05% (m/v) e solucdo de Ce(SOy)2 0,025% (m/v)
em HZSOM'0;67M), e cuja curva padrdo é linear até ll,Oug.mL—1
(Absorb. = 3,7 x 1073+ 1,2 x 107} [Cx(III)] (sg.mL '), coefi-
Ciente de corrélacéo r = 0,9981), concluimos uma vez mais que
o limite de deteccdo do método ndo & proporcional ao aumento
do volume de amostra injetado (Vi), embora possa afetar a pre

cisdo do método.
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4,2, A DETERMINAGAQ ESPECTROFOTOMETRICA DO cx(111) MONGME
- RO, POR REAGAO P(OS-COLUNA EM LINHA.

NesteAprocedhnento tornbu—se necessario substituir o
" tubo de polietileno que cohstitui a bobiné de oxidacao v'(BO)
por um tubo de Teflon de diametro interno reduzido (0,3mm) e
.comprimento de b5,0m, conforme Figura 3.4, com o objétivo de
se obter um menor alargamento da banda. ﬁo entanto, sabemos
que o uso de tubos de diametro interno reduzido-proauz uma
gueda de pressao (AP) consideriavel, o gue ocasionara, por sua
AVez, problemas nas linhas de transmissdo, bobina de oxidacéao

(BO) , bobina de mistura (BM) e bobina de reacdo (BR).

Com o intuito de sanar este problema foram utiliza-

dos dois conectores de aco inox(Ca), como se encontra esquema

tizado na Figura 2.4. O primeiro conector de aco inox foi
utilizado no encontro das linhas do efluente da coluna
(Cxr (III) eluido da coluna analitica) com a linha do agente

oxidante, o Ce(lV), e o segundo conector foi usado no encon-
tro dos fluxos do agente complexante (DFC em meio de = HC1O,)

com o fluxo proveniente da bobina de oxidacao (BO).

As curvas padrab,.Para o Cr(III) mondmero, obtidas
pelo acopléménto da coluna cromatografica com o sisteﬁa de
reacao pods-coluna em linha (Flgura 2.4.), com um volume 1nje~
tado de Cr(III) de SOUL, perclorato de calcio 0,3M como eluen
te e as mesmas condigOes de trabalho citadas anteriormente
(item 4.1.) para os reagentes pds-coluna, sdo mostradas nas

Figuras 3.7. e 3.8.

A Figura 3.7, representa a curva de calibracao de

. - _5 -3 -1
Cr(III) na faixa de concentragdo de 1,0 x 10a21,0x10 mol.L ,
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referentes aos cromatogramas ‘D, E, F, G, He I, das F.igufas
"3.6.ae 3.6.b.sendodescrita pela equac.éio : Area corr. = (4,7 +
2,7 x 105 [Cr(iII)] (mol.L’]))mm2 , com coeficiente de correla-
cio r = 0,9804, onde Area corr. 'representa a area medida no
cromatograma corricjida pela sensibilidade de deteccao oﬁ mais
especificamente, a area ajustada pelo valor da atenua¢dao no

detectoxr espectrofotométrico.

A Figura 3.8. representa a curva de calibracéo, _para
COnCentraQGes de Cr(III) na faixa de ‘5,0"x '1\0—2.9;().";(:10-?1101.L_1
referentes aos cromatogramas A, B e C da Figura 3.6.a, sendo
descrlta pela equacao Area corr. = (0,2 + 4,5 x 10 [Cr(‘III)]

(mol.L—5 )mmz, com coeficiente de correlacao r = 0,9979.

A tabela 3.2, fornece os dados das areas relativas -
dos cromatogramas A, B, C, b, E, F, G, He I, das - Figuras
3.6.a e 3.6.b, ajustados pela sensibilidade de deteccdo .(Area

corr.), em funcdo da concentracdao de Cr(III) injetado na colu

na analitica.

‘A curva que engloba todos estes valores & mostrada
na Figura 4.1, sendo descrita pela equacdo: Area corr.= (2,9

+ 2,7 x 10° [Cr(III)] (mol.I_f']))mm2 com r = 0,9871.

*

i,3. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE ESPECIES HIDROLT
TICAS DE cr(111) MONOMERO, DIMERO E TRIMERO, POR REA
cE0 POS-COLUNA EM LINHA.

Neste procedimento foram preparadas trés misturas de

espec:Les hldrolltlcas de Cr(III), denominadas de X, Y e Z, -a
-4

partlr de solucoes de Cr(IIi) 1,0 x 10 3; 1,0 x 10 e 1,0 X

-1
10 mol.L , respectivamente. Estas amostras foram prepara-
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Area corr. {mm®)

1

Area corr. = (2,9 +2,7 x10° Cer(111)] (mol.LU"") ) (mm?)
300-
2004
100
D
[
2 -
1 1

]
pd . - 500 L, fooo
. . , CCr{IiI}ax 107 (mol. L]

Figura 4.1. — Curva de calibracdo do Cr (III) monome-

ro, com a 1,5-difenilcarbazida utilizando a técnica
pds-coluna em linha.
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' das empregando-se o m&todo da adigdo de hidrdéxido descrito no

_item 2.1.4.

A eluicao das espéciés monomérica (M), dimérica (D)
e tfimérica (T) foi éfetuada com Ca(Cl0,),” 0,3; 0,5 e 1,6
mol.L ™ 'a pH 2, respeétivamente, e as. fragBes eluidas foram
detectadas espeétrofotometricamente, apésv reagao pos-coluna
" em linha com a _l,S—difenilcarbazida, a 540mm, utilizando o

‘sistema descrito na Figura 2.4.

As Figuras 3.9; 3.10 e 3.11. mostram os cromatdgra—
mas tipicos _obtidos injetando-se 50uL de cada uma das mistu-
ras X, 'YAe Z de espécies hidroliticas de Cr(III), em funcao
do tempd de eluicdao em _minutos. A tabela43.3 nos fornece as
areas dos picos, calcﬁlada.s utilizando o.método da triangula-
cao, a area relativa dos picos',: ajustados pela s‘ensibiZ‘Lidade
da deteccdo (Area corrigida) e a porcentagem de cada espécie
de Cr (III) nas misturé.s X, Ye Z. Neste caso a porcentagem
foi calculédé supondo>ﬂque'cada uma das mistﬁras X, Ye 2 con-
tem soménte as es'pécAie's monomérica, dimérica e trimérica, uma
. vez que trabalhos anteriores (10), utilizando espécies hidro-
1itic_a'sude Cr(III) marcadas com 51Cr, com nitrato de calcio
em diferentes concentrac&')e? como eluente, indicam que a guan-

tidade de polimeros retidos pela resina é inferior a 1%.

As quantidades das eAspécies monomérica (M), diméri
ca (D) e trimérica (T) nas misturas X, Y e Z decrescem na or-
"dem: %M > %D >3%T, sendo este fato mais pronunciado na mistu_:;a
Y, preparada a partir de uma solugao de Cr(ClOL})3 1,0 x 107"

1

mol.L ', como se pode verificar nos dados da tabela 3.3.
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Dados fornecidos 'pela literaturé .(10)' utilizando uma

‘solugdo de Cr(clo,), 0,1lmol.L} contendo mondmero marcado com
51Cr, e usando o métédo da adic¢ao de hidroxido ‘para prepara -
c3o .da amostra indicam uma dis‘tribﬁicao de espécies diferen
tes da observada por. nds, onde a porc'entagem do dimero obtida
(76,3%) foi bem maior gue a de moanéro (19,0%) re esta maior
que a do trimero (3,8%), ou seja, a ordem decrescente das

espécies foram: $D >> M > 3T.

Em nosso caso, as concentracgoes das solucgdes de
Cr(IIXI) foram menores e sempre obtivemos maiores quantigiades
‘de monaxﬁero.' N3o foi feito um estudo sobre a influéncia da
diluic3o nas quantidades das espécies, no entanto, podemos
concluir qué o método. & viavel e de relativamente pouco cus

to.
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CcC A PI TULO 5

5. CONCLUSOES

A separacao de espécies hidroliticas de Cr(III) .foi
realizada atravéé de uma coluna cromatografica feita de um tu
bo de Kel-F, de 50 x 4mm recheada com uma resina de troca ca-
tiahica fortemente écida da Bié Rad AG SOW x—-4 (< 400 mesh)
utilizando como eluenées splucées de Ca(Clq+b ’em concentra-

cdes de 0,3; 0,5 e l,Ombl.letbdas em acido perclorico pH 2,0

A deteccdo e quantificacdo das espécies hidroliticas
separadas — mondmero, dimero e trimero respectivamente -— fo

ram obtidas usando um detector espectrofotométrico.

Quando o detector foi acoplado diretamente a coluna,
os picOs foram registrados em 415nm, a quantidade minima de -

tectavel foi 0,1lmol.L%!

0 limite de deteccao € reduzido gquando as espécies
de Cr(III) sao oxidadas, em linha, a Cr(VI), antes da reacgao
com a 1,5~difenilcarbazida (DFC). O complexo Cr(VI)- DFC é
médido a 540nm. O limite pratico de deteccao neste caso -.é.

1,0 x 10'5mpl.L21

A andlise de .tr@s amostras nos forneceu distribui-

¢coes de'espécies onde $M > %D > 3T.
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O tempo necessario para eluicio e deteccdo das 3 es-
pécies foi de aproximadamente 100 minutos, mesmo tempo reque-
rido pelo método radioanalitico somente para a coleta das fra

‘¢oes eluidas da coluna.

O processo de reacao pos-coluna produz um alargamen-
td da banda provocado por efeitos extra-coluna (diametro in
terno do tubo reatof, ’ tempo de residéncia, etc.), mas reduz
sensivelmente o limite de deteccdo das espécies hidfoliticas

de Cr(I1II1I1).
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