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RESUNO
DESENVOLVIHENTO DE METODOS CROMATOGRAFI1COS PARA A

SEPARACEO DE ESPéCIES HIDROLfTiCAS DE Cr{1ll1)

Orientador: Kenneth E. Collins
, Instituto de Quimica -~ Universidade Estadual de Campinas
Calxa Postal = 6154 - 13081 Campinas -SP - Brasil
Tege de Dgﬁtorado - 1386

A hidrdlise de Cr(Hzﬂig* fornece espécies po}iméricas
com carga elevada, para‘as quais n¥%o existe, na literatura, mé-
todos adequados para andlise de rotina. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho fol desenvolver métodos cromatograficos para seren
utilizados na separacdo destas espécies. “

0 primeirc método ampfega tregina AG 50U X-4, particulas
com di8metro deb38—75_um, e solugles de nitrato de cédlcio e ni-
érato de lant8nio, para a sepafagﬁo de 5 pilcos. Este método é
simples, de baixo custo, podendo ser empregado em laboratdrios
sem sofisticacgio.

0 segun@o método utiliia cromatografia liquida de alta
eficiéncla,rcom.colunas de 4.6 x 200 mm recheadas com Partisilmlo
sSCX¥, partfcuias de 10_um, o solucgBes de nitrato de cédlcio para
eluigio de 5 picos. E um mé&todo rdpido e de boa resolugdo, no en-
tanto, requer equipamentos e fase estacionéria.de alto custo.

NHo terceiro método utiliza-se colunas de dismetro Iin-
terno reduzido (2 mm) recheadas com a mesma fasé estacionéria em-~
pregada no sgegundo méﬁodo. Neste caso emprega~se solugles de per-
clorato de cdélclo ou perclorato de lant8nio para a separag¥o de 4.

picos. A diminuigio do diSmetro Interno lmplica em uma redugdo no

custo operacional.



ABSTRACT
DEVELOPHENT OF CHROMATOGRAPHIC METHODS. FOR THE
SEPARATION OF HYDROLYTIC SPECIES OF Cr(l}l}
s Plerina Buell Bonato
Adivigor: Kenneth E. Collins
Instituto de Quimica - Universidade Egstadual de Campinas
Caixa Postal = 6154 - 13081 Campinas - SP -~ Brasil
Doctorate thesis - 1986
The hydrolysls of Cr(HéD)2+ yieida.po}ym@ric speclies,
with high charge, for which thefe—are no satié;actory methods for
their routine analysis In the litersture. The present work des-—
cribezs the development of three chromatographlic methods which may
be used for the routine separation of theose specles,

The first method uses Bio-Rad AG 50W X-4 cation exchan-
ge resin (38 - 75 _unm particle dlameter) with scolutlions of calcium
nitrate and lanthanum nitrate as eluents. Five peaks have been
separated by this method. The method i= slmpie,‘chgap and can be
used in laboratories with minimal chfomatographic equipment.

The second ig a HPLC methad which usea a 4.6 x 200 mm
column packed with Partisil 1OSCX,'particies of 10 _aum, and cal-
cium nitrate solutions for elution of flve peaks; This method i=
fast and has good resclution, but requirez the availability of
expensive equipment and stationary phases.

The third methed uses columns of 2 mm internél diame-
ter, packed with the zame staticnary phase used |In the second
method. Solutions of calcium perchlorate and lanthanum perchloré—
te were used to separate four peaks. The only obvious advantage
of the reduced diameter columns for separatign of Cr(l1ll> species

ig a reduction of operational cost.



capiTuLO 1

£SPéCIES HIDROLITICAS DE Cr(lll)
1.1 intreodugio

A hidfé}ise de_cétionsfé bastante importante na separa-
¢Ho de fons metdlicos, através d; precipitac®io de hidrdéxidos, no
eatudo do efeito de fonslmetélic;s em organismos vivos, ou ailnda,
no estudo de sistemas onde estes cétions est¥o presentes em pe-
quenas concentragBes, como por exemplo, em dguas naturals. HNeste
dltimo caso, reagles de hidrdiise afetam s adsorgHo db metal na
superficie do mater{a} particulado, a solubilidade de doxidos e

hidréxidos do metal e a2 oxidacg3ic ou reduc¢lo a outros estadoz de
valéncia (1).

‘Sende assim, as reacBes de hidrdlise t&m sido grande
objeto de estudo: no entanto, torna-se diffctl a determinag3o da
identidade e estabilidade dos produtos de hidrdlise, devido a
formag¢do de hidféxidos complexos polinucleares e também porque a
faixa de pH em que se pode estudar estes produtos & limitada pela
precipttacio de dxidos ou hidrdxidos do cdtion. Outra complicagHo
no estudo de reagBes hidrolfticas de cétions é a répida intercon-
vers3o das easpéclies formadas, em algune sistemas, o que torna di-
ffcil a aplicag¥o de métodos adequados para a determinaglo de
suas estruturas, constantes de hidrélise, etc. (2).

Optou~se pelo estudo dos produtos hidrolfiticos de
Cr(Ill), pole neste caso) tem-se esgpéciea estdvels por perfodos
de tempo que possibilitam a aplicag¥o de uma variedade de téchiu

cas de anslise. Dados sobre os produtos de hidrélise de Cr(Ill)
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poder3o serwir para esclarecer duvidas sobre outros sisgtemas con
malores dif tculdades de estudo. Além disso, informac&es 6btidas
neste trabalho ser¥o empregadas em outros que est¥o sendo desen-
wvolvidos neste laboratdrio, como por exemple, dopagem de cromabtos
s6lidos, cinética das rea¢les de espécies hidrolf{ticas de
Cr(1ll), recozimento de sélidos contendo vidrias espécies de cro-
mo, etc.

O estﬁdo destas espéciés hidrolfticas requer métodos
adequados de separagdo, jd que ﬁéo é possfvel, até o presente,
sintetizd-1as de forma pﬁra; obtém-se sempre uma solugio contendo
uma mistura dag espé;ies. Este trabalho teve como &nfase malor o
desenvolvimento de métodos cromatogréficos para a separaglo des-—
tag espécles, viato que, na iiteratura, a grande wmaioria dos tra-
balhos trata apenasAda separacg¥o de Cr(l1ll) e Cr(VI) (3-8). So-
mente a partir de 1358 comegou-~se a desenvolver métodos de =sepa-
récﬁo de espécies hidrolfticas de Cr(lll}, apesar de vidrios tra-
balhos, desde o infcio do sdculo, sugerirem a formagic de espd-—
cies poliméricas para explicar medidas de concentiragio de fons
H' (10-13) e dados sobre o abaixamento do ponto de congelamento

de solucBes de nitrato de cromo (14).

1.2 Preparacﬁb de espécies hidrolfticas de Cr(ll1l)

A hidrdélise e polimerizag3o de fons metdlicos em solu-
¢83o agquosa ocorre naturalmente, no entanto, a quantidade de pro-
dutos formados € muito pequena; hd necessidade de procedimentos
adequados para preparar quantidades suficientes destas espécies,
para poderem ser detectadas peias métodog de andliege.

. A obten¢do de espécies hidroliticas de Cr(ill) & feita

a partir de sals de cromo (I111) (nitrato, cloreto, sulfato e per-—



3

clorato) atr-avds de refluxo, adicHo de hidroxidos, ou através da
oxidac3o de Cr(ll), Estas espécles também podem ser obtldas por
meio da dissoclugdc de cromatos irradlados com néutrons; neste ca-
s0, obtom-Be especies marcadas con SlCr. A ubtitiz=agH%o de nitrato
e perclorato de cromo & preferfvel, ji& que n3o hd indicacg¥o da
formagdo de complexos de substituic¢l¥o de &gua, pelo @nion corres-
pondente, n= esfera de coordenagdo do cation (13,13). !’cms do i~
po Cr{(H20) 5(:312*.9 Cr‘(Hzﬁ)dCl; {16} e andlogos para série de sul-
fato (17) =%o bastante conhecido;.

Uma soluglo de um d@ste‘s gals de Cr{lll) quando reflu-
xada leva 3 formagdo de uma mistura de espécies poliméricas cons-
titufdas de &tomos de cromo ligados por pontes "OH” e carga posi-
tiva elevada. A ospédcie de partida, com um dnlco _:—’:tomé de cr‘omé =
carga Bf ¢ cdenominada mondmero. Dimero e irfimero s3o espécies com
2 e 3 dtomo= de d<romo e carga 4+ e 5+, respectivamente. Tetramero
& .a espécie com 4 dtomos de cromo e carga 6+. As fdérmulas s¥o in-

dicadas abalxo (18):

“Monbmero - Cr(H,0) g+ )
Dfmero - [Cr.(OH).(H.0) 17"
T2 2°%278
54+
Trimero ) - [Cr3(0OH) 4(H0) g3
6+
Teirimero . - [Cry (OH)g (Hp0) 1413

A medida em que aumenta o grau de polimerizagico ocorre
um aumento na carga posltiva da espécie. Az estruturas propéatas
seriico discut.idas posteriocormente.

Laswick e Plane (13) verificaranm que com o roefluxo de
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uma solugic de percliorato de cromo havia uma diminuigdo na guan-
tidade de monSmero com uma consesquente formacHo de dimero e tLrf-
mero. Apdés cerca de uma hora de refluxo 2 quantidade de dimero
chegou a um méximo, enquanto que, para obter-se um miximo da es-
pécie trimérica havia necessidade de virias horas de refluxo. A
adi¢¥o de hidrdxido de sddio antes do refluxo favoreceu a forma-
c¥o de uma malor quantidade de dimoro e trimerc. UOs metodos em-
pregados para a geparagdo dasg espécias neste trabalhc e em outros
geric discut ldos postericrmentas 

Thompson (2,205 g Finholt (21,22) tanbénm empregaram O
refluxo de molugles de percloratoc e nitrato de cromo para obten-
cHo destas especles hidrol fticas.

¥als recentemente, Stunzi {(18,23) preparou misturas de
espécies hidrolfticas de Cr(Ill} através da adic%ﬁ de 1 equiva-
lente de hidroéxido de sédic 2 sclugfo do mondmero, sem necessida-
dé de refluxo.

Schaal e Faucherre (12) sugeriram a seguinte reagdo pa~

ra explicar a formag3o da espécie dimérica apds alcalinlizag¥o de

gsolucBes de nitrato de crome:

- 4
2 cr* + 2 OH™ j=——— (CrpO) +  HyO

Outra maneira de prepara¢Zo de espécies hidrolfticas
de Cr(11l1), e neste caso, tendo-se uma predominincia da espécle
dimérica, é através da oxldaglo do Cr(Ill} a Cr(ill) por oxigénio.

O Cr(ll) pode ser obtidc a partir de soliugles de sals
de Cr{l11l}) através de reduglo eletrolftica (24-26}, ou utilizando
o redutor de Jones (2,20,21,27), ou ainda, através da reduqﬁb de
Cr(Vl) empregando o mesmo redutor de Jones (28,29}, 0 redutor de

Jones consta em zinco amalgamado com cloreto de mercuriec (11 em
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meio acido (30-33). A finalidade do mercirio na amdlgama & evitar
a evolugio excessliva de hidrogénio. Entretanto, 1szto faz com gue’

haja uma perda na capacidade redutora do zinco.

e B G LLLY obtido nos processos de redugdo. &  facltlmente . ...

oxidado a Cr(lll} pelo oxigénioc (31}:

4 cr? 4 0y, + awt === acr® + 2 HPE

Q Cr{(111) formado no p;ocesso de oxidacgdc encontra-se
principalmente na forma dimérica;—a porcentagem desta espécle de-
pende de diwversos fa@crea, como por exemplo, porcentagem de mer-—
cirio na amalgama, pureza do zinco, tamanho das partfculas de
zinco, etc.

U mecanizmo de formaclc do dimero a partir da oxidagdo
de Cr (Il) tem s{do motivo de bastante estudo, empregando-se va-
rfas agentes oxidantes: 113+, HC10, HCIO (24>, Pb(1V) (34) o
Cr(VI) (35).

Os mecanismos propostos sugerem a formag¢¥o do interme—

diario Cr(IV) que ent¥o reage com Cr(ll} formando o dimero (24).

Cr - 2 e s Cr(1V)

+ Crilv) - d{mero

Hegedus e Hailm (35) usando espdécies marcadas com EnCr sugerem uma
modificac¢do do mecanismo acima, empregande Cr(Vi}) como agente
oxidante, para explicar a distribuic3o de radioatividade nos pro-

dutoz formados:



-

Slerviy  +  Crdlly —= Slgrvy + cro*
Slen oy + crtn — Meravy + erot - gox
cravy  + “lerdt - 20%

Slercivy + cr<11>m>510r2(0mg*

Cr(IV)  + Cr(l1) ——» Cry(Oma*

Hota - Has fdérmulas do dfmero nd¥o foram consideradas aa

moléculias de Agua.

Espéciés hidrolfticas de Cr(lIll) também foram obtidas
a-partlr da dissolugio de cromatos irradiados com néutrons
(37-41).

Adams @ colaboradores (42) obtiveram espécies dimsdrica
e trimerica em experimentos de reduclo de cromatos - com perdxido
de hidrogéntio em meio dcido (4cido percléricel. 0 dfmero também
foi obtido por Ardon e Bieicher (43) empregando a redugio de

Cr{V1) com pordxidoe de hidrogénio.
1.3 Separaclo de eapécies hidrolfticaa de Cr(111)

Espécies hidrolfticas de Cr(lll} possuem carga positi-
va, e portanto, podem ser separadas enmpregando-se cromatografia
por tfoca iBnica. Na verdade, £odos os métodos citados na litera-
tura empregam este tipo de cromatografia.

A prim@ifa separacio foil obtida por Laswick e Plane
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{19) em solucBes de perclorato de cromo submetida a refluxo, em—
pregando res ina de troca catifnica. A espécle com unm dtomo de
cromo {(mon&mero) fol eluida com dcido poercldérice 1 mol/l; perclo-
rato de lant 8nio 0.02 e 0.2 mol/l em pH = 2 foi utllizado para a
eluicBo de duaz outras espécies denominadas de dimero e trimero.
Verificaram ainda, a presenga de outras especles com malor grau
de polimeri=ac¢do retidas pela resina, devide & coloragdeo verde
remanascentﬁa no‘topo da colﬁna, agds o térmiqp da andliaze.

Ar-don e Plane (24} empfegando O MeEmO método de andlise
gsepararam os produtos daraxida¢§o de scolugBes de Cr(ll) com oxi-
génio, verificande que a espécie produzida por este método tinha
o mesmo comportamento cromatogréfico que a segunda espécle elulda
por Laswick e Plane. |

Finholt (21,22} desenv&lveu‘dois métodos cromatografi-
cos para a separa¢io de espécies obtidas a partir do refluxo de
séiucﬁes de nitrato ou perclorato de cromo, ou a partir da oxida-
¢%o de Cr(lI).

0O primeiro método consta na eluig¥o das espécles com
perclorato e bério 0.5 mol/l em écido percldérico 2 mol/1. Quando
utilizou resina com particulas pequenas (denominada coloidal) ve-
rificou a2 separacio de 5 bandas; no entanto, o emprego de resina
com partfculas maiores (63-130 . um) resultou na separacdo de trés
ospécies e novamente observou a retencdc de espécles peliméricas
no topo da coluna.

Esmte tipo de cromatografia tem a,desvaniagem de forne-
cer ag espocies em umavso}ucﬁo do eluente, o que muitas vezes,
pode interferir nos métodos analfticos utilizados posteriormente.
Para evitar este problema, Finholt separou trés espéclies  empre-
gando deslocamento com perclorato de tdrio. Neste caso, © téflo

desloca az trés espéclies com velocldades diferentes e fica retide
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pela resina. No final da andlise tem-se as espécies em uma solu-
¢¥o que contém apenas fons H® como estranhos (no comego da andli-

*
se a resina . estava na forma H ).

banda & obtida pura porque estarid sempre contaminada com a ﬁri—
meira ou terceira banda.

Thonpaon (2,20) também empregou deslocamento com per-—
clorato de tdric ou elulgdo com'%ercierato de cdlcio para a seo-
parac¢do de trés especles denominé@as como sendo o monbmero, dime-—
ro e trimero. |

Acido perclérico 2 mol/l & 5 meol/1 fol utllizado por
Adams o colaboradores {(42) para separar trés egpécies cobtidas da
reac¢o de Cr(V1) com perdxido de hidrcg@nic,Aem colunas recheadas
com resina de partficulas de 75 a.iao_nm; as separagles foram efe-—
tuadas a 02C., Além destas espécies de Cr(lll) separaram também
CE(VI} com dAcido perclérico 0.1 mol/l.

Em outro procedimento empregou-se dcido percldrico 4
mol/1 para elui¢do do mondmero e dcido clorfdricoe 5 mol/l para
eluicHo do dimero (37,38). Agui témbém.‘aa espécies poliméricas
ficam retidaé peia resina. Este método fol extensivamente utili-
zado nos (ltimos anos em estudos de cromatos irradiados com néu-
trons e dopagens cemﬁqtk‘(38—40,44).

Mals recentemente, Stunzi (18,23} sepérou seig ospécies
empregande Sephadex S5PC-25 e soiuc&es.de percliorato de sdédio e
1ftio como eluentes. Este tipo de fase estacionéria retém as es-—
pécies mais fracamente; e portanto, torna-se mais ficil eluf~las.

Estes métodos cromatogréficos citados na literatura ex-—
plicam porque pouca informac¢3oc é disponivel sobre espécies com

maior grau de polimerizagdo. Somente em 13983 surgiu um método ca-

paz de separar espécies com grau de polimeriza¢do malor QUQ trés
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(18). Além dissco, as informag8es scbre o método de separag3o nes-

te trabalho n3o s¥o multo claras, tornando diffcil sua reprodu-—

c3o.
1.4 Determina¢do da estrutura das espéclies hidrolfticas
. de Cr(lID)
O nonbmero possui estrutura octaédrica com seis molécu~
lags de dgua na esfera de coordenac3o (45,46), como indicado na

figura abaixo:

3+
HoO
////OHg
Ho0 Cr OH2
H20
H20

Este monbmero sofre reages de hidrdlise formando espécies poli-
mérlicas de carga elevada. A estrutura destas espécles tem sido
motivo de muito estudo, no entahto, até¢ recentemente, apenas a
estrutura do dimero e trimero haviam sido determinadas, devide a
falta de métodos de separagio adequados.

Hall e Eyring (13) sugeriram a forma¢3o de dfimero e
trimero para explicar a queda na relagfo Mo/Cr em solug¢les de ni-
trato de cromo refluxada por véarias horas, em titulagBes conduto—
métricas com paramolibdato de ambnio (45). Esta substéncia reage

apenas nag posi¢gBes onde ha sgua como ligante; lligagles gque for-
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mam pontes entre os atomos de cromo s¥o deixadas intéctas. Assim,
o nimero de pontes de oxigénio entre atomos de cromo pode ser de—

terminado, «como por exemplo, no caso de nitrato de cromo:

v

& (NHH0,, + 7 Cr(Hy0)g(NO3)3
7 (NHj)3Cr(MoOsH)g + 15 NHgNO3 + 6 HNOz + 18 Hp0

A condutincia aumenta éﬁé a relago MHo/Cr ser igual a
&£/1 devido a um aumento ﬁa concentracldce de {fons H* . uando atin-—
ge-se o ponto final o excesso do titulante reage com os fons
H‘*causanda uma diminuicdo na condutlncia da solugio.

NHeste trabalho a titulagio fol efetuada na mistura e
ndo nag espdcies separadas. Laswick e Plane (193A8 Finholt (212
empregaram este éétodo para determinar a relag3o Mo/Cr das duas
espécies seoparadas por cromatografia, chegande a conclusdo de que
possuliam 2 @ 3 dtomos de cromo.

0 grau de pelimerizacHo também fol determinade empre-—
gando medidas crioscépicas. Adicionando-se um solutc a um dado
solvente ocorra-o abaixamento do ponto de congelamento desse
solvente puro, que depende apenas do nimero de particulas. Assim,
para uma determinada coﬁcentraqﬁc de cromo o dimero irda provocar
um abailxamento do pontb de congélamento igual a metade daquele
provocado pelo monbmero.

Thompson (2,20}, Finholt (21 e Ardon e Linenberg (25)
determinaram © grau de polimerizag3c para as espdécies separadas
por crmmatografia. A partir dos dados obtidos sugeriram que a se-
gunda especie elufda nos métodos de separaglo empregados, 6u a
esgpécie produzida em maior guantidade empregando o redﬁtor de Jo-

negs era um dimero. A terceira espécise fol proposta como sendo um
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trimero.

Finholt (21,22) determinou o nimero de hidréxidos por.
sdtomo de cromo segunde o método descrito a segulr: a soluglo era
cromo (oxidagcio com perdxido de hidrogénio em presenga de hidrdé—
xido de sédio). O contelddo de dlcali foi determinado por titula-

¢330 com dcido clorfdrico e determinou-se o ndmero de hidréxidos

por stomo de crémo (OH /Cr) através da fdrmula:

OH /Cr = 4C  + Hy + H, - B
c
sendo: C = numerc de dtomosgrama de cromo
ﬁl = nimero dé equlvalentesrdo acido usmado na titul agfo
HZ = numero de equivalentes de H livres inicialmente
B m’numero de equivalentes da base adicionada

‘Utilizando dois métodos desenvolvidos por Cady e Con-
nick (49,502, Finholt (21,22) determinov a carga por dtomo de
cromo e a carga por espécie das duas espécies separadas por cro-
matografia. Os resultados foram inferlores aos esperados (carga
4+ para o dfmero e 5+ para o trimero), e foram explicados como
sendo devido a uma complexag3o com perclorato, na resina utiliza-
da na determinag¥o da carga por dtomo de cromo e carga por espé-
cle, apesar da n3o evidéncia de complexagdo de Cr(llI]) em solu-
¢cBes de percloraté.

A partir dos resultados destes experimentos, o© dimero
tem sido proposto como tendo uma ponte "0” ou duas pontes "OH”

ligando os dols stomos de cromo, sendo a carga final, nos dolis
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casos, 1gualda 4+, Através de estudos empregando 185 (267 wveri-
ficou-se que na verdade o dimero possul 2 pontes "0OH" como indi-

cado na seguinte estrutura:

4+
| Ho0 . H20
H -
HZO 0 0!‘*2
\\\\\‘C?/////\\\\\‘Cr/////
' //f/// \\\\\V,/’// \\\‘\\OH
20 g 2

Thompson (2} e Stunzi (18) relataram a rea¢do de decom—
poslic¥o do dimero em presenga de dcidos formando um intermediario

com uma udnica ponte "0OH”.

5 +
HoO H20
H20 OHz
/ /
H20 Cr Q Cr OHo
/
H20 H50

HpO H0
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A reacio de decomposigdo do dimero com 2 pontes "OH”
para o intermediério com uma unlca ponte é rdpida ”’1/2 = 23 ml-

nutos em dcido percldrico 1 mol/l a 25 =20). Este

intermediirio

pode sofrer uma nova etapa de decomposic¢¥o resultando enm mondmero
“'1-/2 = 6 dias em scido pérclidrico 2-6 mol/l1 a 252C) (23,
Foram propostas duas estruturas para o tri{meroc, basea-

dos nos experimentos ji relatados, e através de nmedidas de sus-—

cetibllidade magnética e de ressonincia paramagnética eletrdnica

(2,20,22).
5+
{a} Hz0 ’ Hz0
. Hgo,\ /0\ OHp
/Cr\/cr\
H20 OH OH2
HO\ /OH
/Cr\
H20” OH2
H20
5+
(b) H20 ‘
Ho0 g Hz0 E‘ 2
H20 PN /°H2 .

\C/\
e \o/
H

H0 Hz0 H20

Ho0
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At.ravés de medidas de pKa, Stunzi (18) verificou que o
dfmero & mais 3dcido que o trimero como pode-se verificar na Tabe-

Tabela 1.1 Valores de pKa para as espécies hidrolfticas

de Cr(lII1).
monémero dimero trimero tetr&me;o
4.29 3,68 4,35 2.55
6.1 6.04 5.63 5.08
6.0

0 priméiro pKa do dimero € menor que o do mondmero in-
di;ando uma malor acidez devido 3 malor cafga e também devido a
presenca de d&dgua coordenada em posi¢¥o trans a ocutra dgua, o gue
confere maior acidez (51,52). Se a estrutura do trimero fosse 1i-
near ele apresentar}a major acideé que o dfmero, pois neste caso,
teria trés Prégméntos que conferem malor aclidez. A estrutura "a”
explica a menor acidez do trimero.

A maijor estabilidade do trimero em melo dcido (tl1/2 =
21 diag em Acldo perclidrico 1 mol/l a 25=2C (22)) também confirma
a estrutura "a”,

Apenas recentemente obteve-se sucesso né sepafagﬁo do
tetrimero, e-portanto,‘muito pouco fol feito para a eluclidag3o de
sua estrutura. De acordo com os valores de pKa na Tabela 1.1, es-
tabllidade em dcido percldérico e dados sobre quebra e sfntese de
tetrimero marcado com SICr, Stunzi (18,23) sugere a seguinte es-—

trutura;
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H20 6+

A obtencdo de espectros de absorgi®o no wvisfivel bLambém
fol empregado em virioz trabalhos (2,18-22,48,53), no entanto,
todos os produtos de hidrdlise épresentam picos de absorgdo bas-—

tante préximos, e portanto, torna-se diffcil diferencid-log.



Tabela 1.2 Valores de A

hidrolfticas de Cr{IlIl) (18).

maX

& para as

16

espéclies

1..;1....

especie A £ (M “cm por fon de Cr)
max

nondmero 575 13.2
408 _ 15.5

dimero 582 i7.4
417 20.4

tr imeroc 584 19.2
425 30.5

tetrimero 580 15.6
426 30.3

hexinero 585 18.6
426 23.0

0 espectro de absorg¢3o destas espeécies estd relacionado

com transic@es d-d no metal, que s%0 proibidas

pelas

regras

de

mecinica gulntica, e portanto, os valores de £ s%Ho baixos (54).

A comparagdo entre os especiros de absor¢3o pode ser

feita de maneira mails segura usando a rela¢¥o entre os valores de

& para dois comprimentos de onda (18). Assim, -para o mondmero

tLem—-se:

& max 420 nm

émax-ssﬁ nm

Oz valores encontrados para

-

1.17} 0.01

as

-outras

aspécies,

nos
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mesmos compr-imentos de onda s¥o: dimero = 1.18 pa 0.01, trimero

il
f

1.6 * 0.01, tetramero = 1.95 b 0.04, pent3mero 1.5 e hex8mero

1,56,

“Nesta revisio um ponto ficou bastante claro, a necesst- -

dade de métodos adequados para separacdo destas espécles, tornan-—

do possivel malores estudos.
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cariTuUULO 2

CROMATOGRAFIA POR TROCA 10NICA

2.1 iIntroduclo

A cromatografia & uma ;jécnxca de separag®o, quantifica-
clo e tdent sficagio dos éampanent&g dé uma amosgtra, sendo gue no
caso de identificagio, ela n¥%o 6 totalmente confiidvel. Neste ca-
pftulo sers considerada apenas a cromatografia lfquida em coluna,
Jjé que fol este o tipo de cromatografia empfegado neste trabalho.

| N= cromatografia lfqui&a em coluna a fase estacionaria
estd contida em um tubo de vidro ou de aco itnox; a fase mdvel &
urr.; lfqutdo ue percola atravéds da coluna arrastando os componen-—
tes da amostra, depositada no topo da coluna, com velocidades di-
ferentes, ocorrendo assim, a separac¥o.

Variosg materials tém sldo usados como fase estaclions-
ria, de acordo crom o tipo de amostra que se deseja separar, e as-—
eim, pode-—fse.classif‘icar a cromatografia liquida em cinco catego-
rias.

Na .cromatografia por adsorc¢¥o a fase estacionsria é um
sélido de alta drea superficial (maior que 200 m2 /g), como por
exemplo, sflica ou alumina. Este sdlido retém a amostra seletiva-
mente devido a campetié'éo entre as moléculags da amostra e as da
fase mdével pelos sitios ativos da fase estaciondrla. Este tipo de
cromatograf 1a & empregado para a separaglo de compostos n3o 16ni-
cos, de peso molecular intermedidrio (200 a 2000) soldveis em

solventes orglnicos, como por exemplo, antioxidantes, vitaminas,



19

eaterdides, alcaldides, lipfdeos, etc. (HB&).
Na cromatografia por parti¢do tem—-se uma fase estacio-

naria l1fquida, insolivel na fase mével, recobrindo particulas de

amostra basmela-se na parti¢fo destes solutos entre as duas fases
lfquidas: o componente mals golidvel na fase mével sera eluido
male rapidamente, enquanto que, o mais soldvel na fase estacioné-
ria serié ret&do.por um tempo maiér. A fase egtacionérla peode ser
polar, e neste caso, tem—se a cf;matografia com fase normal, ubti-
lizada para a separaglio de pesticidas, esterdides, alcaldides,
fendis, complexos metdlicos, etc.; quando a fase estaciondria €
apolar tem—se a cromatografia com fase reversa, empragada para a
separagﬁo de antraguinonas, antibtdticos, vitaminas, esgterdides,
alcaldides, etc., (56).

A grande desvantagem da cromatografia por partig¥o,
qﬁe tem limitado seu uso, & a possibilidade de asolubilizagHo da
fase estacionaria na fase mdvel, durante a utilizacgfo da coluna.
Este inconvenlente fol resolvido através da utilizagcBo de fases
estaciondrias ligadas quimicamente a um suporte 861 1do {sflica)l,
na chamada cromatografia com fase quimicamente ligada. Substén-
cias polares ou apolares podem ser ligadas 3 sflica através de
ligacOes —S;-D—éi-%—; este material & hidrolitica e termicamen-
te estdvel podendo ser usado na faixa de pH de 2 a 8.5 e em tem-
peraturas de até 80 2C (57). |

A cromatografia por exclusBo ¢ uma técnica predominan-
temente usada para a separaco de compostos de alto peso molecu-
lar (mator que 2000), tncluindo polfmeros orginicos (poliolefi-
nas, poliestireno, poliamidas), silicones e biopolfmeros (pfote{“

nas, dcldos nucleicos, oligossacarfdeos, etc.) (56). A fase egta-—

cionsdria & constitufda de part{culas contendo poros de difmetiro
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definido; compostos que conseguem entrar nestes poros, devido ao
tamanho da molécula, ficam retidos por um tempo maior,

A cromatografia por troca i8nica fol empregada neste
twrabalho para a separagio de espécieg -hidrolfticas de Cr(llIl), e
portanto, serd discutida com malores detalhes nos itens segﬁinm

tes.
2.2 Cromatografia por troca 18nica

A cromatografia por itroca i6nica & utilizada na andlise
de compostos 16nicos ou ionizdvels, especialmente em aplicagles
biogquimicas . Alguns componentes biloquimicos, como aminoécldos,
protefnas e dcidos nucleicos que z%o termicamente fnstéveis ou
ndo voliteis n¥o podem ser sepaﬁados por cromatografia gasosa; no
entanto, estes compostos podem ser separados através de cromato-
gfaf!a por troca i6nica, escolhendo-se um pH adequado para a fase
nével, onde estes compostos se encontram na forma lonizada. Ou-~
tros compostos que podem ser separados por este tipo de cromato-
grafia, incluem dcidos carhox{ticés, agucareg, cdtions e SEniong
inorg8nicos, etc.

Ha cromatografia por troca i6nica a fase estacionédria
pogsul grupos carregadog pozitiva ou negativamente, que reté&m es-—
pécies de carga contriria. Um trocador cati8nico possuli gruﬁos
com carga negativa que reté&m seletivamente espécies catidnicas;
um trocador anidnico possul grupos carregados pdsitzvamente que
ret&m espécies com carga negativa. A figura 2.1 mostra o que
ocorre no processo de troca i8nica.

Neste caso, a fage estacionsdria tem carga negativa e
possul um contra-fon de carga positiva, para preservar a neutfaw

ltdade elétrica. Ocorre uma competi¢g3c entre as moléculas da
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amostra e o contra-fon, também presente na fase mdével, pelos sf-

tiog carregadeos da fase egstaclondria,

CARGA FIXA
|

-

ION DA
. AMOSTRA

i

MATRIZ

e i s i, i

CONTRA=|ON

Figura 2.1 Esquema do processo de troca 1i8nica em um

trocador catidnico (58).

0 equilfbrio idnico para trocadores catidnicos @ anid-

nicos pode =mer repregentado da seguinte maneira:

Trocador catidnico

R—so':;Na’ + n*<soiuqao}mg~so;ﬁ’ + Na'tsolucdo)

onde: H+= cdtion

R = matriz do trocador

Trocador aniSnice

+ - . '_ - -
R-N RiCI + X (s01.) ——> R-N" R$X™ + Cl17(sol.)

" onde: ¥ = &nion

R'= radical onganlco
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O coeficlente de distribuic¢io, no caso do trocador ca-—

t.i8nice, é rTepresentado por:

[R5 ogm*] @a’]

[-sozna®] ]

Este ;oeficiante de dis%ribuic%o é_func%o de alguns pa-—
rémetros experimentals, como pH,.raio {8nico, porosidade das par-—-
t.fculas gue compiiem a fase estacliondria, forga i18nica, temperatu-—
ra, etc, |

A cromatografia por troca iBnica, bem como o8 outros
tipos de cromatografia lfquida em coluna, pode mer clasgificada
em cromatografia cldssica e cromatografia lfquida' de alta efl-—
ciéncia. A diferenga entre ostes dols tipos de cromatografia em
c#!una estd no tamanho das partfculas que constituem a fase esta-—
ciondria. No primeiro caso emprega-se partfculas maiores que 40
Am; a agdo da gravidade & suficiente para ter-gze vazlez razodvelis
da fase mével. No caso de cromatografia lfgquida de alta eficién-—
cia emprega-—se pért{culas de menor difmetro (5, 10_.am), com a f1i--
nalidade de aumentar a eficidncia dasa colunas, o que acarreta em
uma maior resisténcia aé fluxo, tornando necessirio o emprego de

bombas de alta press3o para 1mpﬁlsionar a fase mdvel atravédés da

coluna.

2.2.1 Cromatografia por troca ibnica cldssica

Os materiais mals wutilizados para cromatografia por
troca 18nica cldssica g¥o polimeros sintdticos orginlcos, mals

comumente denominados como resinas, capazes de trocar fons (592 .
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Este material & composto de uma matriz orgénica porosa, onde en-—
contram-se 1igados grupos ionizdveis (dcidoz ou bizlicos).

Estas resinas s¥o obtidas atrévés da peolimerizagido do
estirenc em presenca de divinilbenzeno (60), resultando em uma
estrutura Lridimensional, eldstica, onde pode-se ligar os grupos
com carga posliiva {(clorometila¢do do anel benzénico seguido de
reagdo com amin;s terceidrias) ou com carga negativa (sulfona¢Ho).
Estes nmaterials sdo cenhecidos.c§mo regina anibnica fortementse
hdgica e resina catidfnica Fortemepte dcida, respectivamente,

Resihag ani&niéas fracamente bésicas s230o obtidas atra-
vés da reagdo de aminas primdrias e secundérias com a matriz or-
g3nica clorometilada, enquanto gue resinas catidnicas fracamente
dcidas sHo obtidag através da copolimerizagdo do dcido metacrfli-

. ce e divinti lbenzeno.

o ©
SO, H

Q

CH—cH,—»cH,-c:H—u(CH~—c;t-42)ﬁ-—CH-—
k
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e @
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Figura 2.2 Estrutura de resinas de troca catidnica (aJ

e anidnica (b).
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Estas reginag 530 estiveis em solugBes dcidag e Dbési-

cag; podem ser empregadas em presenga de agentes redutores, bem

como, em concentragBies moderadss de agentes oxidantes, como por

“exemplo, dcido nitrico 2-3 mol/1, a temperatura amblente. A maio—

ria destas resinas podem ser empregadas 2 temperaturaszs de 100 =2C

(59) .

2.2.1.1 Propriedades f(sicas das resinas

a— Tamanho e forma das partfculas.

Para propdslitos cromatogriéficos emprega-se partf{cu-
laz esféricas de 106 a 250 _um de diSmetro interno,
cu menores. 0 di@metro de partfcula das resinas,
normalmente & dado em mesgh; a transfdrmacﬁo para um
Foiifeita utilizando o catdlogo de Blo-Rad Laborato-—

ries de 1979 (&£1).

Entumescimento e porosidade

Quando uma rezina & colocada em presenga de uma sO0—
lugﬁo aquosa, ola embebe dgua, devido a tendéncia
dos grupos funcionais a se hidratarem, formando uma
estrutura ?orosa.

Este entumescimenté, medido em massa de dgua por mi-
ilequivalentes de resina, é diretamente proporcional
ao numero de grupos funclionais hidrof}licos 1igados
A matriz polimérica. Degende também, da natureza do
solvente, presenca ou auséncia de ,'eletrdlitos na
solugdo, sua natureza e concentragio, naturezé do
{on fixo @ contra-fon, do esqueleto da resina e do

grau de entrecruzamento (62).
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0 grau de entrecruzamento estd relacionado com a ri-
gidez da resina e com o tamanho dos porosg; gquanto

malor for o grau de entrecruzamento, oxpresso om

“porcentagem de divintlbenzenos empregado na copolime-~

riza¢%o do estireno, menor ser¥%o os poros das partfi-
culas e estas apresentafﬁo uma maior rigidez mecani-
ca (59).

Schwachula e Lukas (éB) prepararam resinas com maior

rigidez mec8nica empregando bis-4-vinilfenil-metano

para efetuar o entrecruzamento do estireno.

2.2.1,2 Propriedades qufmicas das resinas

a—

Capacidads de troca

A capacidade de troca & definida como o mimero de
sftios de troca da matriz da resina (equivalentes)
por peso do material. Estes valores est¥o na faixa
de 3-3 neq/grama de resina (57). A capaclidade de re-

sinas fortemente dcidas ou bésicars ¢ independente do

pH da fase mdvel, equanto que, om resinas fracamente

dcidas ou bisicas o pH Infuencia bastante na capaci-
dade de tréca.

Regina catibnica fracamente dcida tem sua capacidade
bastante diminuida em pH abaixo de 4, devido a gran-—
de afinidade da resina pelos {fons H+ presentes na
fase mével. No caso de resinas anibnicas fracamente

biésicas, a capacidade diminui em pH acima de 7.

Seletividads

A seletlividade depende principalmente de doiz fato-—-
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res: carga 18&nica e railo i8nico dos {ons hidratados.
fons divalentes s3¥o mais atrafdos pela resina quef

fons monovalentes. Diferentes fons de mesma carga

ter¥o afinidades inversamente proporcional a seus

raios i16nilcos hidratadog. Assim, a afinidade da re-
sina por citions monovalentes e divalentes ¢ 3 se-—

guinte:
L1t <H < mat < mH) < K" <RDT < cs’ < ag’

, | 2 2 2
cuZ* < ca®t < W12 < cat < st < Pp T < Bal?

Para 2nions a seletividade varia de acorde com © ti-
po de resina estudado. Para propdzitos gerais pode-—

se conzsliderar a seguinte ordem de afinidade:

- - - -~ -—- 2-
F < acetato € formato < Cl < Br < I < N03<SG¢ <

citfato

A é@letividada também varia com o grau de entrecru-—
zamento (64). Para cétlons monovalentesz, guanto
major o gréu de entrecruzamento maior a seletiviade,
isto &, é diferencé entre os coeficientes de parti-~—
¢30 para og dois fons a2naligados & mafor (65).

Dutros fatores que tambdém podem influenciar na zele-—
t.ividade s3Y0: fons org8nicos interagem com a resina
atraveés de interacles eletrostaticas e através. de
interacﬁes de Van der Waalg, devido a cadeia ofgﬁni"
ca; fons que pogsuem sua carga diminuida devido a

formag3o de complexos com fons presentes na fase moO-—
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vel, serZo retidogs com menor intensidade.

2.2.1.3 Outros tipos de cromatografia swmpregando resi-

nas de troca i8nica

, Aldm do mecanismo baseado na competic¢3o entre fons da
amostra e da fase mével pelos sft}os carregades da fase estaclio—
ndria, existem outros mecaniﬁmqs:de separa¢io quando sze eomprega
reginas de troca 18nica. Baseados nestes mecanismos tem~-se 2 cro—
matografia por troca de iigantes, a cromatografia por particio-
exclusfo de fons e a. cromatografia por ajuste da forca i8nica.

Na cromatografia por troca de ligantes emprega-se tro-—
cadorer cati18nicos contendo contra-fons como Cu2+, R12+ ou Ag* .
Moldculag de ambnia, aminas, aminoiacldos, etc. atﬁam come llgan—
tes para o cétio% metidlico, que apesar de ligado & resina ainda
cdnserva suas caracteristicazs deo idtomo de coordenacico; estes 1i-

ganteg podem ser trocados por ligantes difsrentes como indica a

equég%o abal xo:

- 2
(R 1p[CulNHp); 1 + 4 CHNH, s

- 24
(R )2[Cu(NHZCHS & 1 +7€ NH

onde R repregenta o esquéleto da resina.

Diferentes ligantes t8m diferentes afinidades pelo me—
tal ligado ao trocador, sendo assim, suas velocidades de migraclo
pela coluna perdo diferentes, ocorrendo a separagdo (59).

Ba=zeando-se no mecanismo da cromatografia por particdo-—

exclus¥o de fons pode-se separar compostos nZo {8nicos empregando
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resinas de troca i18nica. A resina possui uma estrutura porosa,
por onde os f{ons pocdem penebtrar e interagir com os grupos carre—

gados mais internos. lons de carga contréria a3 carga da resina

mesma carga 530 repelidos pelos sftlios ativos da regina ¢ 530 ex-—
Fluidos dos poros. Ho caso de um resina de troca catlbnica, em
presenga de uma solu¢¥o de cloreto de sdédio, o8 fons cloreto se-—
rio excluidos ﬁéa poros devido é';epulsﬁo eyetrostética com o=
sftioz carregados negativamentaada resina (52}. Isto n3o acon-—
tece com espeécies nido iﬁﬁicas que entram nos poros e sofrem um
processo de parti¢¥%o entre a dgua ocluida na resina e a dgua pre-—
sente entre as particulas (fase mével) (67). Estes solutos nZHo
i6nicos sofrem também, atragtes polares pelo grupe funcional da
resina @ interacles devido a forgas de Van der Waals com o esque-—
leto da resina.

Na cromatografia por ajuste da forga 18nica tem-se um
incremento na geparacdo de substincias n¥o {6nicas como #Alcooisz,
aldef{dos, cetonas, dteres, hidrocarbonetos aromitios, etc. por
meio da adic¥o de sals 4 fase mdvel. Quando se emprega somente
dgua como fase nével, esta solvata os sftios atlvos da resina; a
adig¢do de um sal faz com que, parte da dgua retida na resina sala
para solvatar os f{ons aaicionados, deixando os grupos carregados
da resina expostos, poss{veis de serem solvatados pelas moldéculas

da amosgtra (53).

2.2.1.4 Outros materials empregados em cromatografia

ﬁor troca 18nica clédsaica

Além desses materiais baseados nos pol{mercos do estire-—

no-divinilbenzeno existem outros empregadces em cromatografia por
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troca 18nlca cléssica, como por exemplo, celulose, dextrana, gel
de acrilamlicda e trocadores inorgénicos.

A celulose & constituida de cadeias glicosfdicas em va-
rios estados de ordem e desofdem, orientadas -aleatoriamente  ac
longo de um eixo. As cadelas de malor orientag¥o s¥%o descritas
como areas f ibrilares cristalinas e s3o conectadas por fibras
&ongas axliails compostas de cadelas glicosfdicas pouco ordenadas.
Pontes de rxidroéénio entre cadelas vizinhas e entre &dreas fibri-
lares confer-em estabilidade dime;sicnal para_a matriz de celulose
e a torna Iinsoldvel em dgua (59}.ﬂ “

Quando grupos ionizavels s%o introduzidos nesta matriz,
o polimero de Qeiulose torna-se um trocador catidnico ou aniénico
{(863.

A matrilz de celulose pode ser modificada por hidrélise
dclda e'posterior entrecruzamentos com reagentes bifuncionals,
péra reduzir a tendé&ncia da matriz em embeber dgua. Este mate-
rial, chamadoc de celulose microgranular, & composto de partfculaé
maig densas e esféricas e também, apresenta maior capacidade de
troca (em al guns casos, acima de 5 meq/g) que aqueles obtidos sem
tratémento, vigto que, nestes dltimos a introdug3lo de um maior
ndimero de gr-upos lonizdveis, para aumentar a capacidade de troca,
acarreta em uma destrui¢¥o da matriz, formando polfmeros solidveis
em dagua.

Na Tabela 2.1 est¥o apresentadas as caracteristicas de
alguns trocadores i6nicos bagseados em celulose.

Trocadores i8nicos baseados em dextrana s%o preparados
a partir do entrecruzamento de cadeias de poliglicose linear com
glicefina—éter, para resultar ém um carboidrato hidrofflico inso-
livel. Grupos 18nicosg, &dcidos ou bdsicos, podem ser ligados aos

grupos "0OH” da unidade de glicose, que compBem a cadeia do polis—
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Tabela 2.1 Caracter{sticas de alguns trocadores idnicos

baseadoy om celuleée {59).

trocadores grupo ionlzdvel capacidade forga bésica

ani1idnicos {meq/q)

*DEAE-celulose dietilamlinoettl 0.1-1.1

moderada
TEAE-celulose trietilaminocetil 0.5-1.0 forte
GE-celulose  guanidoetil 0.2-0.5 forte
t.rocadores grupo lonizdvel capacidade forga acida
cat i8nicos (meq/q)
XCM-celulose  carboximetil 0.5-1.0 fraca
P~celulose fosfato 0.7-7.4 KK
% — forma microgranular

*%x-— grupos fracoes ou fortes dependendo do pH.
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sacar{deo.

Sephadex 5PC-25, empregado por Stunzil (18) é um exemplo
deste tipo de trocador, onde o grupo funcional & o sulfopropil
{trocador fortemente dclidol.,

0 gel de acrilamida é obtido atravdés da polimeriz$¢§0
de acrilamida (CH2 = CH - CONH2) enm presen¢a de metileneblsacri-—-
lamida (CHo= CH,— CO~-RH - CH2 - NH - CO—-CH = CH,).

Dextran @ gel de acril?mida 540 insoldvelis em dgua o om
solugfes agquosas. 0 primeiro n3o ¢ afebado por solugles alcali-
naz, enguanto gue, o segﬁndo ndo pode ser usado em pH acima de
10. Ambos sHo estdveisa em solugles dcidas (pH = 2); a exposicgHo a
agentes oxidantes fortes deve ser evitada em ambos oz cagom.

Trocadores inorg8nicos como sals dé dcidogs (fosfatos,
mol ibdatos, arsenates, fosfemoiibdatos), sulfetos meLldllcos
(Ag(1), Fe(ll), in(ll), Cu(ll), stc.) e gel de fosfatos inorgini-
cds (hidrox1i apatita) possuem vantagens, sobre oz materiais cita-
dog anterliormente, comoc malor estabilidade Frente a altas doses
de fadiac%c e altas temperaturas, e maior gseletividade a certos
fons como rubfdio e césic (53). Por outro lado, este tipo'da ma—
terlial pode sofrér solubilizac¥o ou peptizagdo em certog valores
de pH, onde as resinas s3o estdveis, ou podem ser soldvels em de-—

terminadoa sclventes que n¥o solubilizam as resinas.

2.2.2 Cromatografia lfquida de alta efici8ncia com fase

estaciondria deo troca i18nica

A cromatografia lfquida de alta eficiéncia (CLAE) & uma
técnica cromatogriafica que tem apresentado um grande desenvolvi-

mento, nos dltimos anos. A CLAE surgiu-a partir da necessidade de
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se diminuir © diametro das partfculas da fase estacionidria, para
aumentar a eflcliéncta das colunas. Essa reduc3o no diametro das

partfculas acarreta em uma maior resgisténcia a vaz3o da fase md-

cwvely e ent@o, hd necessidade de um sistema para impulsionar a fa= "

se mével abtr avés da coluna.,

0 equipamento utilizado em CLAE consiste de: reservatd-

¥

rio para a f ase mdvel, bomba, injetor, coluna, detector e regis—

trador.

0 reservatdrio da fase%mével ¢ um frasco que contdm a
fase mével, que seré levada para ; coluna através da bomba. Em
alguns equip amentos o reservatdrio é parte da prépria bomba, e

neste c¢aso, <quando a fase mdvel termina dentro do reservatdrio,
hé necessidade de parar a operac3o de andlise para reabastecé-lo.
Alguns equipameﬁtos possuem reservatdrios munidos de sistemas pa-
ra desgaseif icag3o da fase mdvel, como por exemplo, através da
maﬁutengﬁo de um fluxo contfnuo de um gés como hélio (preferen-
cialmente) ou nitrogénioc (57). |

Al€ém de ser isenta de gases, a fase nével deve ser pu-—
ra, livre de partficulas, n¥%o deve interagir com a amostra e nen
" degradar a fase estaciondria; deve ainda, ser compativel com o
detector usado. A fase mével & escolhida de acordo com o tipo de
fagse estaciondria e tipo de zmostra analisada.

A fase mével pode ser mantida constante durante a ans-
lise, e neste caso, tem-se a eluigBo isocratica, ou podé ser -mum
dada durante 2 anédlise, na chamada elui¢¥%o com gradiente. A mu-
danga da fase mndvel durante a ansdlise, quer seja na concentragio
dos componentes presentes, ou no pH tem como finalidade, melhorar
a separagfo e diminuir o tempo de andlise. No entanto, a eluiglo
com gradiente apresenta algumas desvantagens como: necesgidade de

regenerar a <oluna, isto &, voltar a estabilizar a coluna com a
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fase mével empregada no infcio da andlise, e Incompatibllidade
com .certos detectores. A pureza da fase mével ¢ um fator bastante
crftico, no caso de elui¢¥o com gradiente, onde impurezas poden
meca~se a awumentar a forga da fase mével estas, Impurezas ccmécam
a ser elufdas e aparecem como picos estranhos no cromatograma. Se
a solug¥o usada para tamponar a fase mével for multo diluida, o
pH pode mudar no comego da ané}is; e causar Instabillidade na 11i-
nha de base, dependendo do detec@pr usado (69).

A bomba & responsévél pela manutencZo da vazdo da fase
mével atraveds da coluna. A resisténcia a altas pressBes (350 kg/
cmz} e producdo de vazbes constantes, livres de pulsag¢lez =30 ca—
racter{sticas bastante importantes (70).

Dois diferentes tipos ae bombas podem ser usados em

CLAE:

a- pressdo constante

b— wvazio constante

As bomﬁaﬁ de vaz¥o constante possuem a vantagem de man-—
ter a vazdo constante durante a andlisge, mesmo que haja uma mu-
dan¢a na resisténcia asc fluxo, por exemple, em cason onde s@ rea—
liza eluicdco . com gradiente empregando solventes de viscosidade
multo diferentes. lstoc é mulito Importante porgque tempos de reten-
¢¥o, resclugdo e caracter{sticas-da linha de base-dependem da va-—
z¥o da fase mdvel.

D injetor é'o sistema por onde a amostira & introduzida
no topo da coluna. Como a press3o neste ponto geralmente é alta,
a inje¢do da amostra deve ser feita empregande-se vélvulas resis-—

tentes a altas pressfes (350 kg/fcm 2). Estas wvdlvulas j-pf;mﬁ;:.xea*m
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amogtradores Intercambiiveis, de volume definido, através dos
qdais ¢ possivel Introduzir volumes pequenos de amostra (5, 10,
20, 50 e 100 .al) com grande Peprodutibiiidade (68). Atualmante,
existem no mercado vdlvulas contendo amostradores internos de 0.2
a 1 ul para aplicag¢Bo em CLAE em colunas com nmicrodigmetro (Capi-
tulo 3

A coluna geralmente & congtituida en aca-inox por ser
um material Pesistente a altas pr;ssﬁes ®@ inerte & maloria dos
solventes empregados em CTLAE (?1;. A fase estag}onéria contida na
coluna & constituidé de partfculas de pequeno diimetro, sendo de-—
ngével que a faixa de di3metiro seja o menor possivel. Estas par-
t{culas podem ter forma esférica ou irregular, serem totalmente
porosas ou peliculares. Detalhes sobre fases estaciondria enpre-
gadas en cromatégraf}a por troca 16nica seri¥o apreszentados poste-
riormente.

(s detectores mals empregados em CLAE s%o os detectores
por Indice de refragdp, por absorg¢3o no ultravioleta ou visivel e
por condutiwvidade. Outros detectores como o per fluorescéncia,
polarogréafico, coulométrico, etc. (72) também est¥o sendo utili-
zados em aﬁiicagBes mais espacfficés.

| Neste trabalho foi empregado um detector por absorqﬁb

no ultravioleta e visfvel. Este tipo de detector pode operar em
um dnico comprimento de onda (254 nm e em alguns casos em 280 nm)
ou possuir um sistema que torna possivel a mudanca do c&mprimento
de onda, tanto na failxa do ultravioleta como no visfvel €70).' A
seletividade pode ser controlada escolhendo-se um comprimento de
onda onde ocorre absorgdo por parté dos compostos anal isados. Es~—
tos detectores s3%0 pouco sensfvels a variagles da vaz¥o da fase
mével e temperatura; podem ser empregados em andlises com gra-

diente, se a fase mndvel n¥o abporver no comprimento de onda em
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que ele esta operando.

Al ém desse egquipamento bédsico, pode-se adicionar outros
componentes a0 sistema, quer seja pafa facilitar o trabalho, ou
para melhorar as condi¢Bes de separa¢fo, estabilidade ou sensibin
ltdade: amortecedor de pulsmos, controlador de temperatura para a
Foluna e det.ector, integradores eletrbnices, duas ou mails bombasg
e controladores da fase mdével para andllises emprégando eluicio

com gradiente, etc.

2.2.2.1 Caracterfticas da fase mével e fase estaclona-
ria empregadas em cromatografia por itroca 16nl-

<8

Na cromatqgraf%a por troca i8nica emprega-se solugles
agquosas de sals, preferencialmente tamponadas, para manter o pH
cénstants. Soluglies tampdo adequadas para uso em cromatografia
por troca 18&nica sd¥o: fosfato, citrate, formato, acetato, borato,
ete. (57).

Alguns diferentes tipoa‘da'fase estaciondria para troca

"18nica tem sido usados em CLAE:

a— partfculas poliméricas porosas
b— partficulas peliculares

c— particulas porosas com fase quimicamente ligada

Az mesmas resinas, baseadas em poliestireno-divinilben-
zeno, utilizadas em cromatografia por troca i6nica classica podem

ser ugadas neste caso, se as partfculas possuirem um menor difme-
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tro, tipicamente igual a 10 .um.

Asm colunas resultantes apresentam menor eficiéncia que
ag colunas recheadas com cubtros materlais de troca i8nica, devido
a lenta difusio das moléculas da amostra na estrutura altamente
porosa da resina. Outra desvantagem deste tipo de material é sgua
baixa rigide=z mecinica, que faz com que haja quebra das partfcu-
las. As partfculas finas resultantes provocam um perda na efl-
cifénelia da coluna o também um éum;nto na pressdo.

Em contraste com sstag gﬁavantaQQns,ﬂas reglinas de tro~-
ca i&nica pxaﬁsﬁem alta cépacidade de troca {(3-5 meq/grama de re-
2ina secal), © que é uma fator muito importante quande se deseja
injetar uma maior quantidade de amostra. Outra vantagem na utili-
zag¥o de reminas 6 a ampla faixa de pH em que elas poéem ser usa-

dag, como j& fol Indicado anteriormente.

s 0 Shrr e e e e e S it ST R 2 2SR, O R

Az partfculas deste tipo dq'fase estaciondria s3o de
sflica ou esferas de vidro, recobertas ou ligadas apenas superfi-
cialmente com trécadores idnicos c5m0 peliestireno (73}, =silico-
ne, fluorcarbéno, etc. Estes materials toleram altas pressfes, no
entanto, s¥c disponivels com tamanho de part{culias relativamente
alto (30-40 _um). A cobten¢do de colunas com alta eficiénci# devido
ac emprego destas particulas peliculares, onde o processo de di-
fus3o da amostra & mais rdpido, fica limitada pelo diSmetro ele-
vado das partfculas {(74). Outro fatof limitante na utilizagdo
deste tipo Qe fase estaciondria & é baixa capacidade de troca (10
a 100 _umeg/gramal.

Devido a estes inconvenientes, e tambdm, devido ao

grande sucesso obtido com micropartf¢ﬁla$ de sflica com a fase
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estacionaria quimicamente ligada, o interesse por este tipo de

material tem diminuido bastante (75,786),

Particulas pbrosas de sflica de pequeno diémetro (5-10

r

aum) podem ser ligadas quimicamente a trocadores 1i8nicos, resul-
tando em um matérial resistente a—pressﬁo e com capacidade de
troca malor que a obtida com fas; estacionéria‘peticular (0.5 a 2
meqg/gramal) (57).

As colunas obtidas apresentam efliciéncia elevada, em
comparac®o com a obtida com outros trocadores iOnicos, devido ao
diametro reduzido das partfculas, e também, devido 2 difusic do
gsoluto na fase estaclondria ser mals rdpida que em resinas de
troca ibnica (57).

| Védrias roeacBes t8&m gido utilizadas para introduzir gru-
pos sulfénicos em partfculas de sflica, para obtencio de trocado-
res catibnicos, através de cadela carbdnica alifética (77-81) ou
aromatica (8BZ2-83).

Roy e colaboradores (79) trataram particulas de s=f{lica
com glicidoxipropiltfimetoxisilano formando um epdéxido, que de-—
pois de hidrolisado ccmrécido clorf{drico resultou na glicerilpro-
pilsililsfliica, utilizada como matriz para introdug3o de diversos
grupos, inclusive o sulfdnico, neste caso, atraves da reacgdo com
sulfito de sddio.

Fazio e colaboradores (80) trataram particulas de sfli-
éa de 10_.um com 3 mercaptopropiimetildimetoxisilano, obtendo a

seguinte estrutura:

c= Partfculss porcosas com faze quinmicamente ligada



38

- 51-0 (CHyp) 2-SH

A fung3o SH fol oxidada com 3cido peroxioctandico ou
?cido peroxi acético, produzindo o grupo wSGzﬂ.

Wheals (81) também introduziu grupos R-SH ao esqueleto
de silica através da reac®o com .3 mercaptopropi ltirimetoxisilano
e depols efetuou a oxidagBo com éermanganato de potdssioc em neio
dcido. P

Locke e colaboradores (B2) empregaram reac@es de Grigf
nard para introduzir grupos benzil ou naftil com p0$térior reagdo
com acido clorosulfdnico para ébtencgo dos grupos —SDjH.

Saunders (53) também empregaram o acido clorosulf8nico
para sulfonar a benzil sf{lica obtida a partir do tratamento de
pa%tfculas de sflica com cioréto de tionila e benzil litio.

Asmus e colaboradores (84) empregaram clorodimetil(4
fenilbutildsilano e sulfonac3o com acido sulfirico em melo a dci-
do acético. 0 reagente 2—feniletiitriciorosilano fol empregado
para introduzir o aﬁel benz&nlico a particulas de sflica. Novamen-—
te, a sulfpnacﬁo fol obtida com dcido clorosulfdnico (8%).

Foram apresentados apenas alguns métodos de preparagio
de trocadores id0nicos baseados em sflica, particularmente os tro-
cadores catidnicos. Majlores detalhes sobre os diferentes tipos de
fases estacionsrias disponfveis no comércio podem ser encontrados
nag referénclias 75,76,86 e 87,

A Tabela 2.2 mostra uma comparag¢3o entre os tré&s tipos
de trocadores 106nicos empregados em CLAE (57).

Além desses materiais pode-se citar atnda a utilizaéﬁo

de polidextran (88), celulose (83) e -polimeros de fluorcarbono



39

modificado f€Cfenil Kel-F) (30), com aplicagBes principalmente na

separacgio de predutds bioldgicos.

Tabela 2.2 Comparacgfo entre os diferentes tipos de fase

estacicondria para cromatografia por' troca

i8nica.

pr-oprliedade pelicular sflica porosa resina

d D (um) 30-40 5-10 7-10
capacidade de
troca (meq/q) 0.01-0.1 0.5-2 3-5

resigténecia

mecinica

axceleonte

muito boa

baixa

forma egfdérica esferica ou esférica
irregular
queda de pressHo baixa alta alita
ef iciéncia - moderada alta moderada
faixa de uso (pH) 2-9(recob) 2-7.5 0-12{an?
2-7C1ig} 0-14(cat?

2.2.2.2 Enchimento de colunas

A resolugZoentre dois compostos depende da eficiéneia

da coluna umada, que por sua vez, depende de um bom enchimento.

Existem vartos métodos para o enchimento de colunag utilizadas em

cromatografia liquida de alta eficiéncia. A seguir serd3ic vistos

alguns métodos disponiveis para o enchimento de colunas com oS

trés tipos de fases estacionadrias descritos para cromnatografia
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por troca 1iSnica.
a— Enchimento com particulas poliméricas porosas

O enchimento de colunags com particulas poliméricas po-
rogas, ou seja, resinaé, normalmente & felto com solventes aquo-—
gsos, a pressfes na ordem de 200 kgfcmz, para evitar a quebra das
particulas. Pre#aramse uma suspenéﬁc da resiqa na prépria fase
mével que val ser empregada nas ;néiises, ou em um solvente, como
por exemplo, uma solug¥o aquosa de cloreto de cdlcio (82}, na
técnica de densidade balanceada, para evitar a sedimentagio dam
partfculas. Esta suspens¥o & introduzida na coluna, sob pressSo,
utilizando © mesmo solvenie empregado para preparar a suspensdo,
ou um ouitro de menor viscosidade.

E aconselhivel deixar a fase estacliondria em contato
cﬁm o solvente utilizado no preparc da suspensio por algum tempo,
porque, come jid fol indicado, estas resinas entumescem ou se con-—
traem, dependendo do pH, presenca de eletrdélitos, natureza destes
eletrédlitos, etc. Se a coluna é recheadaz antes de se atingir o
equilfbrio, pbde'ocorrer vazios depois do enchimento ou apds al-

gum tempo de uso.
b~ Enchimento com partfculas peliculares

Para partfculas com di8metro malor que 20 um o enchi-
mento pode ser efetuado a seco. A coluna é preparada através da
adi¢¥o de pequenas quantidades da fase estaciondria, enquanto
que, a coluna sofre um_movimen£o de rotag¥o e wvibracgdo vertical
(933. Vibraéﬁo lateral, como & felto em colunas para cromatogra-—

fia gamosa, n3c deve ser usado, porgue neste caso, as  partfculas
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maiores ficam préximas as paredes, enquanto que, as menores flcam
no centro. Isto faz com que haja um perda na eficifncia pois a

velocidade da fase mdével no centro da coluna serd maisg lenta que

nags proximidades das paredes (57).

c— Enchimento com particulas porosas com fase quimica-

mente ligada

Existem indmercos métod;s na literatura para o enchimen-—
to de ceolunas com partfcﬁlas de sflica, principalmente para cro-
matografia por adsor¢do (94-398) e cromatografia com fase quimica~
mente ligada, tanto para fase reversa (99-101) como para fase
normat (1012 ,visto que estas fases fornecem colunas dé major efi-
ciéncia. No entanto, s%0 poucos os métodos citados para fase qui-
micamente 1igada para troca i8nica (85,31). Nestes métodos, pre-
péraﬂse uma suspens¥o da fase estaciondria em um solvente adequa-
do, o introduz-se esta suspens¥o na coluna, sob pressdo, empre-—
gando o mesmo solvente, ou um outro mais indicado.

Quando se fala sobre o énchimento de colunas com parti-
culag finas doislpontcs s¥o bastante Importantes: a sedimentagdo
e a aglomeraci3o das partfculas.

As particulas usadas na preparag3o de colunas para cro-
matografia lf{quida de alta eficiéncia n3o sdo monodispersas. Isto
significa que quando se diz que as particulas possuem um di 8metro
de 10 um, quer dizer que o diSmetro médio das parifculaé & este,
mas gque existenm part{cﬁlas de major e menor dlametro. Sendo as-—
sim, estas partfculaé irgdo sedimentar com velocidadeg diferentes.
‘Se a suspensio da fase estaciondria é deixada em repouso no re-
servatério, as particulas maiores ir3%oc sedimentar primeiro. Quén~

do for aplicada a press¥o para efetusr o encﬁimeﬁto, este'nﬁo Be—
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ri homogéneo .

Para evitar a sedimentac¥o das partficulas, foram desen-
volvidos doi s métodos denominados de densidade balanceada e vis-
cogidade bal anceada. No primeiro casoc, utiliza-se sclventes den—
sos como di iodometano e misturas de tetrabromoetano e tetraclo-
Foetiieno, que possuem a desvatagem de serem tdéxicos (57). NHo mé-
todo da viscosidade balanceada utiliza-se solventes viscosos como
ciclohexancl e étllenoglicol. Nesie método, devido a alta visco-
sidade do solvente, a pressio de{enchimento deve ser alta, caso
contririo, © tempo gasto'seré muito longo. Hormalmente, emprega-—
se um solvente de menor viscosidade para introduzir a suspensHo
na coluna.

At ualmente, as partfculas de sflica sdo0 produzidas numa
faixa de di3metro mais reduzida,'o que torna a sedimentag¥o mails
homogénea podendo-se utilizar solventes menos visgcosos como, me—
ténol, acetona, dlcool isopropflico, etc.

A aglomera¢¥o das partfculas estd relaclionada com atra-
cBes eletrostiticas nas superficies das partfculas. Estas forgas
eletrostaticas s%o malores em parﬁfculas de menor digmeiro, devi-
do a malor 4rea éupérftciai eapecifica. A formac3o destes aglome—
rados reduz a eficiéncia das colunas.

A aglomerag3o das partfculas pode ser reduzida usando
estabilizadores quimicos, como soluglies diluidas de amdnia (102).
Este procedimento n§§ encontra muita aplicag8o com fase quimica-
mente ligada , pois o pH da solugHo, aproxjmadameﬁte fgual a 10,
acarreta em quebra das'iiga¢ﬂea entre a sflica.e a fase eptacio-
naria.

Outro procedimento para minimizar forgas eletrostiticas
entre ag partfculas, ¢ através da adlig¢do de dcidos orgénicos #b“

mo, o dclido n-heptandico e &cido diclorocacdético (103}, q&e promo—
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vem a protonacglo dos sitlos ativos da sflica.

A concentraclo da suspens¥o ¢ um {tem que gera contro-
vérsia. Alguns autores sugerem que suspensfes concentradas até
25% (m/v) ainda produzem colunas eficientes (95), enquanto que
outros, preferem utilizar suspens®es mals diluidas, abaixo de 10%

(104), o que torna a sedimenta¢do mails lenta.

A press¥o utilizada para efetuar o enchimento varia de

acordo com © bLtamanho da coluna, diSmetro das particulas e solven-—

te empregado no enchimento.
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CAPITULO 3

CROHATOGCRAF 1A L{QUISA DE ALTA EFICIENCIA ENPREGAHDO COLUHNAS
COM M1CRODIAMETRO

2. 1 Introducfo

Ncrs'ﬁitimés anés, tem-se dado grande &nfase no desen-—
volvimento d e cromatografia lfquida de alta eficié&ncia empregando
colunas com microdlSmetro, ou seja, com um di&metro interno menor
que o de col unas analfticas convencionals (4-5 mm). As colunas

com microdi & metro g30 classificadas em 4 categorias.
a— Ceolunas capilares

NHe ste tipo de colunas temwse a fase estaciondria lfiqui-
da, como /3, @,oxidipropionitrtla e 1,2,3-tris(2~ciancetoxi}propa—
no (105), re cobrindo a superffcie.interna da coluna, ou fases es—
taciondrias ligadas quimicamente & superficlie de sf{lica fundida
{(material de construc3o do tubo), através de ligagBes siloxanos,
como no casc de octadecilsilanos (106) ou fases estaclonéﬁias de
troca i8nica (107).

Az primeiras colunqs deste tipo foram desenvdiQidas por
Nota e colab oradores (108), para a separagdo de dimetilaminonaf-—
taleno~-5-sul fonilaminodcidos. Devido a0 elevado didmetro {interno
das colunag (230, 260 e 300 _.um) n3o obtiveram bons resultados.

Atualmente, tem-se conseguido colunas mais eficientes, com menor
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digmetro interno (105). Estas colunas possuem comprimentos de 0.5
2 35 m e s¥0O operadas com vazfes de 0.01 a 1 .wul/min. Devido a
quantidade de fase estacionsria disponfvel ser muito baixa, a ca—

pacidade da coluna também ¢ muito reduzida.
b—~ Colunas capilares recheadas

Estas colunas s¥o .prepéradas enchendo-ge um tubo de vi-—
dro com partfculas de 10 a 100 )u;n, resistentés a altas temperatu—
rag, como alumina ou sflica (1(55)_. Deste tubo -r‘-echeado ¢ felto um
capilar com di8metros tiplicos de 50 a 200 um e conmprimentos de 10
a 60 m. Ao suporte contido no capilar & ligada a fase estaciona—
rta, que pode ser fase normal, fase reversa ou de troca iénica
(109>,

Acquil também, as vazBes da fase nmndével sdHo reduzidas

(0.01 a 5.ul/min), bem como a capacidade da coluna obtida.

c— Colunas recheadas com microd!imetro na faixa de 0.1

a 0.5 mm

12hil e colaboradores (110) ut.ﬂizaram-tubos de. teflon
de 0.25 a 0.5 mm de diémetro internc e 5 a 30 cm de ccﬁiprtmenho,
recheados com partfculas de 5 a 30 _um. Estas colunas 7 foram re-—
cheadas através da sucgio da suspensio da fase estaclon'éria en um
solvente adequado, empregando uma bomba.

Este tipo de coluna foi bastante estudado pelo grupe ‘s:_ie
Ishii (111-113), empregando também, outros materiais para a cons—
trugBo das colunas, como: ago inox, vidro p;’r‘ex e gflica f‘und!da-

Atualmente, colunas preparadas com sflica fundida apre—

sentam alta eficiéncia (92000 pratos tedricos para uma coiuna de
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0.32 mm x 1 m recheada com fase reversa, partfculas de 3 _um)
{1057 e alto poder de resolugdo, além das vantagens de baixo con—

sumo de fase mdével (0.1 a 20 _ul/mind, alta resisténcia mecSnica

CBOO kg/cmz) , boa flexibtllidade e transparéncta.

d-— Colunas recheadas com nicrodiinmetro na faixa de 0.5

a 2 mm

Ne sta categoria estZo Jincluidas as'colunas de ago 1nox
ou teflon de 0.5 a 2 nm de diﬁra;xe?:;ro interno e 'c:omprlmentcxs de 0.1
a 1 m. Estam colunas s3o recheadas com particulas de 3 a 20 _um, a
altas press® es, usando técnicas similares 3s empregadas no enchi-
mento de col unas de malor diametro.

Os outros _t.ipc:s de colunas com microdi8metrec posszusm as
desvantagens de capacidade muito reduzida, o que implica na ubti-
liﬁaqga de & tetemas especiale para a injeclo da amostra e detec—
tores com ma lor sensibilidade. Além disso, est#s colunas requerem
bombas capazes de produzir vaz@ies baixas e reprodutivels.

No momento, ainda n3o exi.ét.e, comercialmente, grande
disponibilid ade de colunas e equipamentos destas trés categorias.
Isto n¥o ocosrre com colunas de di&metro interno na faixa de 0.5
a 2mm; varios fabricantes dipBem de colunas, principalmente de 1
e 2 mm, e eguipanentos adequados. Devido a este fato, nos proxi—
mos ltens serd dado &nfase as colunas de 0.5 a 2 mm dé diametro
interno.

Esta clasrificacio visa apenas uma melhor organizaclo
nogs dados sobre os virios tipos de colunas estudados. Os limites
de dimensBes das colunas e vazdes da fase r;zévei sdo flexivels.
Outros sistemas de classificag¢do podem ser encontrados na refe-—

réncia 114.
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3.2 Vantagens na utilizaglo de colunag com microdigme—

tro

As colunas com microdi3metro possuem uma série de van—
tagens sobre as colunas analfticas convencionais de 4 a § mm de
dismetro interno.

A pri'nc:ipal vantagem'n:; utilizag¥%o de colunas com mi-~
crodifimetro € a grande economlia ';ie fage estaciondria e principal-
mente, de f ase mévei . Hu&ando-seﬂo difimetro interno de uma coluna
de 4.6 para 1 mm, tem-se uma econcmlia de solvente de aproximada-—
mente vinte vezes, porque, vazdes reduzidas, na faixa de 30 a 100
Al/min, 880 necessdrias no emprego destas colunas. Esta economtia
de fase mével torna _pcassfvei a utilizacto de molventes carom ou
n3o usuals, em casos de separagles onde & exigida uma seletivida—
dé nZo conseguida com os solventes mais comuns.

Outra vantagem das colunas com microdiametro gsobre as
colunas conwencionais é a maior sensibilidade 2 massa. Se a sen—
gibilidade do detector & mantida a mésma quando usado em colunas
com microdiSmetro ou em colunas convencionais, e se esta sensibi-—
lidade ¢ de 1.ug/ml e o volume do pico eluido é‘de 1 mi, para a
coluna convencional, ent3o, 0.5 ag pode ger detectado, .assumindo
gque a concentragfo no miéximo do pico & duas vezes a concentracio.
média do pico (115). Se for usgada uma coluna de mesmo éomprimenta
e eficiénela, mas de difimetro interno de 1 mm, ent8o, o volume do
pico seréd de apenas 50 ul e a quantidade necessdria para ser de—
tectada é agora 25 ng, j4 que a sensibilidade & mantida a mesma
(1153,

Bowermaster e HcHair (118) n3o concordam com esta van-—

tagem, porque a quantidade de amostra que pode ser Injetada nas
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colunas com microdiametro € bem menor que nas colunas convencio~
nais. Assim, s8e a massa da amostra é reduzida vinte vezes, a sen-—

sibilidade t- anbém serd reduzida em vinte vezes, se o mesmo detec—

gibilidade v=olta ao valor anterior, ndo sendo aumentada e nem‘diw
minuida.

Se~ a cela do detector for reduzida, para n%o haver per-—
da na efici&-ncla da coluna, o ca@inho éptico diminul, acarretando
uma perda nam sensibilidade.

E possfvel obter alta eficiéncia através do acoplamento
de virias co=lunas, muito embora, o tempo de andlise torne-se de-~
masiado longso.

Ccmlunas convencionalis, se ﬁ%o.sﬁc-muito bem recheadas,
quando acopl adas n¥o rendem a eftciéntia proporcional ao compri-
mento cobtidoe, debido a dois fatores (119). O primeiro deles en-—
volve o calowr gerado pela alta pressfo desenvolvida em colunas
longas, quamkdo a fase mével & forgada atraveés delas. Como estes
lfquidos po-ssuem viscosidade significativa, uma considerivel
quantidade die trabalho & requeridé para forgar o lfgquido através
da coluna, c;ﬁe é convertido em calor, gerando um aumento na tem~
peratura da fase mdvel e da coluna. Este aumento na temperatura
faz com que mude as proprledades de transferéncia de massa do so-
luto nas dusss fasges, causando uma dispersdo do bico, além de unma
assimetria devido a isotermas de adsor¢®@o nioc lineares.

0 segundo fator envolve a n3o homogeneidade na permea-—
bilidade da coluna em ioda sua sec¢3o de choque. Essa permeabili-
dade n¥%o hommogénea féz com que as moléculag da amostra movimen-—
tem-ge, pels coluna, por caminhosg muito diferentes, causgndo S um
aumento no t-ermo A da equacﬁo de Van Deemter (Apéndice g). 0 au-

mento no comeprimento da coluna, principalmente através do acopla-
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mento, aumenta este efeito.

Estes doisg efelitos sdc de menor importd3ncia quando em—
prega~se colunas com microdiimetro. 0 efeito térmico & multo me-
nor devido 2s vazBes reduzidas empregadas, e como a secglo de
choque tambeém & menor, a permeabilidade n¥o homogénea tabém & re-—
duzida, tormnando possfvel o acoplamento de vidrias colunas, obten-—
Ao—se efitci&ncias elevadas (119-122).

O acoplamento de colunas com microdidmetro (120,121) &
feito diretamente, com uniBes adequadas, com—apenas um flltro se—
parando os dols recheios. lIsto é felto para evitar perda na efi-
ciéncia devido 2o volume morto ou distidrbios no fluxo da fase md—
vel de uma coluna pafa outra.

Scot£ e Kucefa {119) usaram partfculas de 20.um em co-—
lunag de 1 mm de diSmetro tnterno. 0 acoplamento de viarlas colu-—
nas dé i1 m de compfimento resultou em eficifncias na ordem de
£50000 pratos tedricos, no entanto, o tempo necessario para a
anélise fol de 3 hdras. Kucera e Manius (121) conseguiranm 250000
pratog tedricos no acoplamento de 9 colunas de i mm x 50 cm, re-
cheadas com fase reversa, partfculas de 8. um, em aproximadamnente
20 horas de andlise. Tsuda e Hovotny (123) também estudaram o
acoplamento de colunas conseguindo B5000 pratos tedricos em sepa—
ra¢8es de 90 minutos. ‘

0 aumento no comprimento da coluna acarreta em um au~-
mento na eficié&ncia da coiﬁna (124), no entanto, os tempos de
.anéllse requeridos, devido as baixas vazSeg, s3o muito iong@s. A
utillzag¥o de colunas de menor comprimento, com particulas de
di8metro menor, Eesulta em alta eficiéneia com tempos de anidlise
reduzido.

- Vadukul e Loscombe (125) empregaram colunas de 1 = 150

mm recheadas com partfculas de 3 .aum. Em comparag3io a uma coluna
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de 1 % 500 wmm, recheada com particulag de 10 um, o tempo de ana-
lige fol 2, vezes nmenor € o limite de detecg¥o fol duas vezes
melhor.

Quando a necessidade de uma separag¢io n3c requer alta
efici8ncia, mas sim, tempos de andlise reduzidos, é possivel t:lti-'
lizar colunas menores, ou empregar vazBes acima do ideal
(126-128). E=ztas andlises rapidas s3o posafvels, sem um gasto ex—
cessivo de f‘ase‘ mével, como occ}rr:e com colunas de diZmetro con-
vencional. |

Kucera (1é7) relata a separag¥o de diazepam e 4 metabd-—
litos em 30 segundos, empregando uma coluna de 1 .x 150 mm re—
cheada com particulas de 10 .um.

Scott e colaboradores (128) separaram 7 compostos em 30
segundos usando uma coluna de 1 x 250 mm recheada com particulas
de 20 .um.

| Para anélises rdpidas & necessdrio que o tempo de res-—
posta do detector e registrador também sejam reduzidos (129), de-
vido 3 eluigio muito réapida do pico.

Outra vantagem na utilizagZo de colunas com microdlime-—
tro & a possibillidade de um melhor controle de temperatura da co-
luna, em andélises onde se eleva a temperatura para obteng3o de
maior efici&ncia. O aumento na temperatura faz com que haja uma
" reduc3o na wviscosidade da fase mdével e aumento na velocidade de
transferé&ncia de massa do soluto entre ags duas fases, c;.ausando um
aumento na efici@ncia (130). Bowermaster e McNair (118) sugerem o
emprego de gradiente de temperatura durante a andlise. Ubservaram
que aumentando-se a temperatura de- 25 a 100' 2C, obtinha~se uma
reduclic de 75X nos tempos de retengdo de pilcos mails retidos, um
aumento na sensibilidade devido ao menor volume de reten¢do, uma

maior efici@ncia da coluna a malores temperaturas, e também, uma
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queda em 50%% na pressio. A temperatura maxima wusada € limitada

pela estabil ldade da fase estaciondria usada.

3. 3. Hecessidades Instrumentals na utilizacio de colu~

nasgs com microdiimetro

' .

O= cromatdgrafos utilizados com colunas convencionals,
quando emprergadﬁs com colunas defmicrodiametro, ndc fornecem o8
resultadeos & esejdvels, devido ao{grande volume morto relativo no
sistema, que= neste caao,‘é mujto—crftico, Portanto, & necessdrio
que © equipax mento seja adaptado para o emprego de colunas com mi-~
crodi&metro  (131).

A inje¢clo da amostra deve ser felta através de um sis—
tema reprodw tivel, que resista a altas pressfes, capaz de Intro-
duzir pequerw as quantidades de amostra na coluna, devido a baixa
cépacidade, e onde o volume morto seja reduzido. Estes problemas
relacionadoss com a injeglo 230 multo mais criticos em colunas ca—
pllares e caxpilares recheadas. Atualmente, existem no wmercado
valvulas comrs amostradores internos de  volumes reduzidos, entre.
0.2 e 1 nl, da Rheodyne Scientific Systems, e Valco. A conecgiio
entre colun=m e injetor também deve ser feita com um minimo de vo—
lume morto, bem como, a'llgagﬁo da coluna com o detector.

Os detectores por absor¢g%o no ultravioleta convencio—
nais, que s2& o0 os mals utillizados, possuem celas com volumes tipi-
camente de &€ a 10 ul. Este volume & grande em relag3oco ac volume
de um pico e luido em colunas com microdiSmetro que é na ordem de
poucos micrcelitros. A eficiéncia obtida na coluna pode ser perdi-
da dthda ac» grande volume da ;ela do detector.

A figura 3.1 mostira como o volume da cela do detector &

muito mais 1 mportaﬁte no aumento da largura do pico em colunas
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{a)

Figura 3.1 Influéncia do volume da cela do detector na largura
dos picos obtidos com colunas de 4.6 (a) e 1 mm (b2

de di8metro interno (119).
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com microdi Smetro que em colunag convencionaie (118). Além de
afetar a largura do pico, o volume exagerado da cela do detector,
afeta também a simetria, como é vigto para a cela de volume igual
—a 25l dewido ao efetto da ditutgBo logarftimtca. -

Alguns autores (119,132) propSem modificagBes em detec-—
tores por abysorg3o no ultravioleta visando uma diminuigﬁo no vo-
lume da cela do detector, que idealmente deve ser de 0.5 a 1 .ul,
para colunas de 1 mm, e nas conexBes entre a coluna e detector.

Além dos detectores pd} absorg3o né ultravioleta, est3o
sende desenwolvidoas detectores qée empragam LASER como fonte para
absor¢io ou fluorescéncla, detectoreé eletroquinmicos, detectores
por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourlter,
egpectrémetros de masea, 'etc; Devidoe ao volume reduzido do
ef luente da coluna,ré possfvel utilizar espectrdmetros de massa
acopliadoz a4 saida da coluna da mesma maneira que ¢ feito em cro-—
mét,ograf‘ta gasoga (133>,

‘Outro fator importante na utilizag¥o de celunas com mi-
crodt 3metro & a necessidade de bombas capazes de gerar vazdes
baixas (5 a 100 ml/min para colunas de i mm de diametro interno),
com altalﬁepmodutibilldade @ livre de pulsa¢les. Atualmente, s3o
disponfveis bombas reciprocas adaptadas para gerar vazdes reduzi-
dags ¢ bombas de deslocamento contfnue (tipo seringa), que permi-—

tem vazBes dg 0.02 al/min.

3.4. Eluiglo com gradiente

A eluig¢Ho com gradiente em colunas com microdiémetro
pode ser em etapas (134), ou contfnuo (127,135). No gradiente em
etapas, o solvente forte & estocado em um amostrador de uma val-

vula, acoplada ao sistema, e é introduzido na coluna quando ne-
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cessario. V&mlvulag com varias entradas podem ser usadas, para ob-
tencdo de gr—adientes miltiplos, apenas mudando-se o seletor da

valvula parem posigdes, onde solventes cada vez mals fortes ﬁogaam

raerintroduz=idos na coluns.  Aovant agem desta técnica & a-possibi— o

lidade de ut-ilizag3o de apenas uma bomba.

Scchuwartz e colaboradores (135) descreveram um sistena
de gradiente= contfnuo empregandoc duas bombas e sistemas de mistu—
ra estaticos e 6in5micos, com volumes de 20 a 172.ul. Com o sis-
tema de mist-ura din8mica cbtlver;m precisio ‘e reprodutibilidade
na eluiglo, devido a mistura efiéiente dos do;s solventes empre-—

gados. Tambe®m obtiveram menores limites de detecgdo e menor ruido

da linha de base.
3. 5 Enchimento de colunaz com microediametro

0 enchimento de colunas com microdismetro, sendo consi-—
dorado aqui somente ag colunas de 0.5 a 2 mm de didmetro interno,
requer nalor-es cuidadog que para colunas convéncionais, embora os
métodos usacllos sejam similares, ou seja, introduglo de uma sus-—
pensdo da faase estacionsdria em um solvente adequado, sob altia
pressdo.

Scott e Kucera (1139) sugerem que o método da densidade
balanceada € o mals indlicado para sflica. Em geral, quanto mals
rapido for efetuado o enchimento, mais eficiente serd a coluna;
ent¥o o solwente ideal para preparar a suspenslo deve ter baixa
viscosidade e alta densidade. Por esta raz%o, misturas de ijodeto
de metila e pentano 3o indicados para enchimentos 2 base de sf(-—
lica. No casso de fase reversa, og autores sugerem a utilizagdo de
nétodos de w»iscosidade balanceada, usando glicerol 25% em metanol

para a prepaaragio da suspeﬁéﬁo.
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Outros sistemas de solventes sfo o metanol e 2 propanocl

(1:1) (125> para o enchimento com sflica, e iodeto de mettla para

preparar a suspensido de fase normal, deslocada com etanol:dgua

(95:5) (1363.

' A pressdo empregada no enchimento gira em torno de 1000

a 1700 kg/cn:% dependendo do comprimento da coluna, diametro das
partfculas e solvente utilizado no enchimento.

Chltro‘fator que pareéeiter grande efelto na obteng3o de

colunas eficientes é a configur#&ﬁo do reservatoério que contém a

sugpengio a ser introduzida na csluna. Menet (136} sugere o en-—

prege de reservatdrios cbnicos na parte ligada a coluna e o em-

prege de uma pré-coluna com o mesmno dlﬁmetro tnterno, colocada

entre o reservatdrio e a coluna. Utilizou suspensﬁés diluidas

(1,5%) para evitar a sedimentac¥o das partfculas.

A tradug3c dos termos empregados em cromatografta fot

feita utilizando » referéncia 137.
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CAPITULO 4

. OBJETIVOS

Este trabalho teve como primeiro objetivo o desenvolvi-

mento de métodos cromatogréficos,ﬁara a separag3o de espécies hi-

drolfticas de Cr(I11), com diferentes graus de complexidade, que

pudessen atender necessidades diversas.

a—

Un método empregando resina de troca catidnica,
simples, de baixo custo, para ser ut.ilizado neste
laboratdério na separag3o de espécies hidrolfticas de

51
Cr{(lil), marcadas com Cr.

Um método empregando cromatografia l{quida de alta
eficiéncla, com fase estacliondria de troca cabidnl-—
ca, visgando a separagic de um malor ndmero de espd-—

cies, em curtos tempos de analise e empregando sol-

ventes de baixo custo.

Dar infcio na utilizacl0 da técnica de cromatografia
lfquida de alta eficié&ncia empregando colunas com
microdiSmetro, tornando possivel a separagdo das es—
péclies de interesse, em andlises ripidas e empregan—
do sclventes mais caros, que neste caso n3o encare-—

cem a andlise, devido as baixas vazBes necessirias.

0 segundo objetivo deste trabalho fol a utilizagdo dos
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métodos desenvolvidos no estudo do comportamento das espécies hi-
drolfticas, J& que este estudo era dificultado pela n3o disponi-

bilidade de meltodos de separac¢io adequados.



S .1 Reagentes

Reagente

dcido clorf drico
dcido fosfSrico

dcido nitri co

dcido percl drico
carbonato de cdél-
clo

cloreto de biario
cloreto de mercﬁw
rie

dicromato de po-
tdssio

dicromato de sdé-
dio

hidréxido de po-
téssjo.

hidréxido de sd-
dio

metancl

CAPITULDO 8

PARTE EXPERIMENTAL

Fabricante

Merck

Merck

Ecibra Reagentes

" Anali{ticos

Reagen

Carlo Erba

Carlo Erba

carlo Erba
Riedel~De Haenag

Baker Analyzed
Reagen

Herck

Ecibra Reagentes
Analfticos

Merck

Cédigo
317
573
126

43318

42502

46100

31255

3672

5033

1746

5009

L.ote

30529

4292

5055

830111

60376

182685

03176

02623

38764

31211

4232

20411

58



nitrato de calcio

6xido de calcio
6xido de lanténio
peréxido de hidro-
génio

sulfato de potds-
slo

zinco em pd

zinco 840 .um

Ecibra Reagentes

Analfticos

Carlo Erba

Carlo Erba

Merck

Riedel-De Haenag

Grupo Quimica

Hallenckrodt

513

43405

457511

7210

31270

8701

59
~4526

20176
476106 DO 747

254424

00157

3201

Cloreto de cdlcio fol obtido a partir de dcido clorf-—

drico e carbonato de cdlclio. Acido percldrico

Fo{ utilizado na

preparacgdo de peéclorato de <cdlcio e perclorato de lanténio,

usando os respectivos Sxldos. Depois de preparadas, as solucgles

foram submetidas ao ultra-som, para eliminac%o de gases (15 min).

5.2 Fases
Resinag —

AG BOW -

AG 50W -
AG 50W -

AG 500 -

estacionsrias ¢ colunas

Blio~-Rad Laboratories, Ric

X8

X8

X4

X12

paftfculas

partfculas

hmond, CA., USA.

de 106-250 um, recuperada

de 38-63 .um, cdd.1421461%1,

lote 17510.

partifculas

de

38 - 75 um, cédigo

1421361, lote 18338.

partfculas

de

38 ~ &3 .um, codigo

1421661, lote 22&75.
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Partisil 10S58CX Partfculas de 10 auam, Whatman Chemi-
cal Separation Inc., céd. 4127-010,

lote 100319, Clifton, NJ., USA.

Coluna (10x250 mm) Particulas peliculares de 30 a 44
am, Vydac SC catlon, Altex Sclenti-

fic, Inc., Berkeley, CA., USA.

coluna(3.2x500 mm) Partfculas peliculares de 30 a 44
am, Vydac SC cation, Altex Scienti-

fic, Inc., Bekerley, CA.,USA.
5.3 Instrunsntal
a- Sistema para cromatografia lfquida cldéssica.

Bomba peristditica Milan Equipamentos Clentrfi-—
cos ltda., série p-200, Co-—

lonbo, Pa.; Brasil.

Coletor de fractes Instrumentation Specialties

Company, modelo 328, Lincon,

NE.,USA.

b~ Sistema para cromatografia lfquida de alta eficié&n-—

cia.

b.1- Bomba reciproca Altex Scientific, Inc., mo—
delo 110, Berkeley, CA.,

USA.



Programador de

solvente

"Histurador de’

solventes

Injetor com amostra
AOr de 10 e 20,n1~$
Detector por abso;~
¢#o no ulﬂravioleta
e visfvel, com com-
primento de onda va
riavel, cela de 81
registrador poten;

ciométrico

Bomba rec{proca

Amor£ecedor de
pulsos entre a
bomba e injetor
Injetor com amog
trador internc
de 1 ul

Detector por ab-
sorcﬁd no ultra-
violeta e visl -
vel e cela de

1 al.

b1

Master - Laboratory Data

Control, modelo 1601, Rivie-

ra Beach, Fl., USA.

" Master ~ Laboratory Data

Control, modelc 1000, Rivie-

ra Beach, F1., USA.

Rheodyne Inc., modelo 7010,
Cotati, CA.,USA.

Schoeffel Instruments; Div.

of Kratog, Inc., modelo 770

Bestwood, HJ., 6 USA,.

Equipamentos Clentfficos do .

Bragil Litda., modelo

RB-1001, 5%o Paulo, SP, Bra-

sil.

Altex Scientific, Inc., mo—
delo 110, Berkeley, CA, USA.
tubo de ag¢o inox de 0.2 mm
de di8metro interno e 2 m
de comprimento.

Rheodyne Iﬁc., modelo 7013,
Cotatt, CA., USA.
Lakoratory Data Control /
Milton Roy, Riviera Beach,

FL., USA.



Reéistrador poten

clométrico

62

Equipamentos Cientificos do
Bras!l Ltda.,modeloc RB-1001

S¥0 Paulo, SP., Brasit.

c ~ Sistema para o enchimento de colunas usadas em CLAE.

Bomba de alta pressZo

Shandon Packing System, mo—
delo RR/025, HPLC Techneology
Ltd., Macclesfield, Cheshil-

re, UK.

d -~ Sistema para contagem dos fdtons gama emitidos

pelo 510?.

Deiector com cristal
de Nal, tipo pogo

Pré-amplificador

Amplificador linear

- Analisador monocanal

Timer

Scaler Timer

Bicron Corporation, modelo
MW2/2, Newbury, Ohio, USA.
Hewlett Paékard Company, mo-
delo 55544, Palcoc Alto, .CA.,
USA.

Hewlett Packard Company, o ~
delo 5582A, Palo Alto, CA.,
USA.

Hewlett Packard Company, mo-

delo 5983A, Palo Alto, CA.,

USA .

EG & G-Ortec, Inc.,modelo
719, ODak Ridge, TH, USA.
Brage}le_ Eletrbénica th.,
modelo SE-1272, 5Z%oc Paulo,

SP., Brasil.



Fonte ' de alia
voltagem
Analisador multi-

canal

e— pHmetro

f— Espectrofotdémetro
de absorg¢3o Sptica

DMR-21

g— Ultra-sonm

5.4 Preparac¢do de amostras
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Eg & G-Ortec, Inc., modelo
456, Oak Ridge, TN., USA.
Northern Scientific Inc.,
modelo Econ 111, Middleton,

Wwl., USA.

Orion Research Inc.,modelo

301, Cambridge, HA.,USA.

Carl Zetissz, Oberkochen,

Uuertt, West Germany.

Branson Sonic Power Company,
Sonifier B-12, Danbury, C0O.,

Usa.

Amostras contendo uma mistura de espécies hidroliticas

de Cr(111) foram preparadas a partir de uma solug%o de perclorato

de cromo 0.1 mol/l, pH = 1. Esta solucg¥o foi obtida reduzindo-se

uma solucio de dicromato de potidssio com perdxido de hidrogénio,

em presen¢ga de dcido percldérico (31).

A adig¥o de acido perclérico a uma solug¥o de dicromato

de potsssio leva 3 formag3o de um precipitado branco de perclora-

to de potédssio, que fol eliminado por filtrag%o, em papel de fil-

tro. A adi¢HBo de perdxido de hidrogénio fol felta lentamente, com

resfriamento da solugio (-~ 4201,

para minimizar a polimerizac3o,
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como chbservado experimentalmente.

A solugZo obtida apds a2 redugo apresentou pH aproxima-
damente igual a 1 e coloragdo vieleta, éorrespondente a espédcle
monomérica CF(H20)2+. No processo de redu¢fo de Cr(VIY a Cr(lll)
ocorre a formagdo de oxigé&nio, como indicado na reag3o abaixo

(138}

Cry05” + 3 H0, + 820 + 30, + 7 Hy

Este'oxigénio,<bem como © excesso de perdxido de hidro-
génio, foram eliminados borbulhando-se nitrogénio por 12 horas,
sob agltacdo constante. A segulr, esta solugZo fol delxada en
contato com 100 .ug de negro de platina (oxidac¥o de perdxido de
hidrogénio) por.4 horas, sob agita¢3o, e posteriormente, filtrada
em membranas de teflon com poros de 5 .am, parza eliminar as part{-
cuias de platina.

Para preparacio de amostras contendo espdcies marcadas
com SICP(III) empregou-se cloreto de SICF obtido no CHEN, S%o
Paule, SP., Brasil, Este materizl, além de possuir a espécie mo-
nomérica hexaaqub, possul tambénm, #orcentagens variadas de esgpé-
cies com 1, 2 e 3 cloretos substituindo moléculag de d4gua na es-
fera de coordenac3o do cromo, e pequenas quantidades de polme-
rog, na ordem de 2%. O tratamento desse cloreto de Cromo cgm aci-
do percldérico concentrado, através da evaporag3o do 4cido (3 ve-
zes), seguido de redissolug¥o em dcido perclérico 0.05.mol/l, le-
vou 2 uma drastica redug¥o na porcentagem de espécies contendo
cloreto na esfera de coordenacio d§ cromo {(aproximadamente 0.5%).
A desvantagem desse método € que devido ao aquecimento houve um

aumento na quantidade de polfmeros para aproximadamente &%.

Para obten¢¥o de amostras contendo uma mistura de espé-
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cies hidrolfticas de Cr(lll) foram empregados dois métodos:

a— Hétodo da adigHo de hidrdéxido

A uma alfquota da solug3o de perclorato de cromo 0.1
. mol/l adlcionou-se hidréxido de sédio 3 mol/l até pH = 3 a 4, sob
agitag3o. Para a preparag¢do de amosiras contendo espécies marcas—
das coms1 Cr, aéicionou—se perc};rato deEH'C? 2 solugdo origi-
nal, e a seguir, adicicnou-se o ﬁ}dréxido de sédio, ou em alguns
casos, primeliro adicionoﬁ~se ¢ hidréxido de sddio até pH = 3-4, e
.depois o 51 Cr.
Através deste procedimento obteve-se uma mistura de es-

pécies hidroliticas de Cr(l1l11) e a soluglo passou a apresentar

uma ceoclorag®o verde, devido a presenga de pol imeros.
b— Hétode do redutor de Jones

E=ste processo consta na redugio de Cr(lll) a Cr(ll) en-
pregando—~se © redutor de Jones (zfnco amalgamado com mercirioc, em
meio acido?, e pésterior oxldac8c deste Cr(ll) a Cr(l11) com oxi-
génio.

- Preparagdc do redutor de Jones {(33),

Uma quantidade suficiente de Zn fol lavada com 4cido
perclérico 1 mol/l e resfriado em banho de gelo. A
seguir adicionou~se uma solu¢3o de cloreto de merct-
rio, enm écido percldérico 3 mol/1, em quantidade sufi-
ciente péra obten¢do de zinco com uma porcentagem de
1 ou 10% de merciurio, dependendo do experimgnto. A
adig¢¥o de cloreto de mecirico foif felta lentamenie,

com agitac¢do e resfriamento da solugfo. Apds cerca de
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cinco minutes, o zinco amalgamado foiziavadd com &gua
degioniza&a e estocado na geiadeif%@ji'

}3 zinco amalgamédo, em melo dcido, é um redutor de
menor poténcla que o zinco puro, evitando  eassim, 2

evolug3o excessliva de hidrogénio.

Zn  + 2 H == zn?* 4+ H, (139)

— UtilizacgHo do reduéor de Jones'
Conm este zinco amafgaﬁado recheou—ée uma coluna de
vidro (0.5 x 1.5 cm) e apds sua ativagdc com 10 ml de
dcido percldériceo 0.05 mol/1, efetuocu-se a eluiglo dé
uma alfquota da solugHo de perclorato de cromo. Dados
a respeito das dimensBes da coluna, porcentagem de
mercﬁrioAna amdlgana, fluxo da solucﬁo.através da co-
tuna, etc. ser3o discutidos no capfitulo 6.
‘A solucio efluente da coluna, borbulhou-se oxlgénio
por 15 minutos, para oxidar todo Cr(11) formado no
processo de redugfo. Este método leva a formag¥o de
uma mistura de espécies hidroliticas de Cr(l1l), com
predominincia da espécle dimérica. Para a preparag3o
de espécles marcadas con Slcr adicionou~-se perclorato
51

de cromo a solugdo que iria ser eluida através da

coluna de zinco amalgamado.
5.5 Tratamento de resinas de t;oca catidnica

As resinas empregadas nos experimentos de cromatografia
em coluna cldssica foram tratadas de duas maneiliras. A resina -AG

50W X-8 com partfculas de 106-250 um foi tratada através de aque-
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_cimento em presenca de perdxido de hidrogénio e hidrdxido de sé-
dio, por var las horas, sob agitacgZo. Eliminou-se o perdxido de

hidrogénio com lavagens sucessivas com hidréxido de sédio 1 mol/1

edgual Avsegulra resina fol o convertida para a forma dctda com

dcido percldrico 4 mol/l, lavada e estocada em 3dgua (44). Esta
resina foi recuperada de andlises anterlores.
As demais resinas sofreram um tratamento menos dréasti-—

CO:

i

Adi¢do de 20 ml de h;dréxldo de sgdio 0.1 mol/1 a 10

g de resina. - R

— Decantag¢3o e nova adig3o de 20 ml de perdxido de hi-
drogénio 1% em hidréxido de sédio 0.1 mol/l.

- Lavagem repetida com 3sgua desglonizada, pafa elimina-
¢¥o do perdxido de hidrogénio e da base, até pH neu-
tro.-

- Adig¢%o de 1 ml de dicromato de sédio 0.2 mol/1 e la-

vagem com dcido percldrico 0.1 mol/i, repetidas ve-

zes, até éliminagﬁo de toda coloragfc amarela causada
pela solug3o do dicromato de sdédio.

- lavagem com dgua desionizada, até pH neutro.

Estas resinas foram empregadas em experimentos utili-
zando colunas de vidro. Efetuou-se um novo tratamento da resina,
na proépria coluna, antes da andlise; este tratamento foi felto
eluindo-se 0.5 ml da solugic de dicromato de sédio 0.2 mol/l e 5
ml de &cido perclérico 0,01 mol/l. Todos estés tratamentos foram
efetuados para evitar reag¢Bes de o#idacﬁo de Cr(lll) ou reducgZo

de Cr(V1), dentro da coluna,.

5.6 Enchimento das colunas empregadas em CLAE
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Para o enchimento das colunas utilizadas em CLAE empre-

gou~se uma bomba de alta press¥o, como indicado na Figura 5.1.

coos R Buspensdo. da fase estaciondria. em . um solvente adegua-. ...

do & colocad=a no reservatério, que por sua vez, € ligado a3 coluna
a ser recheada. A press¥o de um géds (nitrogénio) faz movimentar
um pist3o que envia um solvente para empurrar a suspens3o para
dentro da coluna, a pressBes que podem ser variadas dependendo do
diﬁmetfo das partficulas e dimens@es da coiuné.

Para o enchimento de colunas de 14,6 ﬁﬁ de diémetro in-
terno empregou-se um roeservatdério com volume de 27 ml. A unido
entre reservatdério e coluna foi felta empregando-se um restritor
¢8nico para reduzir o difmetro interno de 10 mm (reservatdrio)d
para 4,6 mnm (colunai, e uma pré~coluna de 4.6 x 50 mm. Este éro—
cedimento tem como fgnalidade fazer com gue a suspensZo entre de
maneira mais homogénea para dentro da coluna, para resultar emn
matlor efici&ncla.

Empregou-se percloratq de cdlcio 0.1 mol/l, pH = 2 para
preparar a suspensio da fase estacionaria (10% m/v). Apds aglita-
c%o da suspens¥o no ultra-som por 5 minutos, esta foi introduzida
rapidamente no reservatdrio e efetuou-se o enchimento com o mesmo
s&lvente, a uma pressio de 350 kg/cm?.

Para o enchimento de colunas de 1 e 2 mm de digmetro
tnterno util izou-se as mesmas condicgBes,  variando-se somente a
configurac¢do dos resgrvatérios e a pressdo de enchimento: para
colunas de 1 mm empregou-se um reservatdrio com veolume de 3 ml e
um restritor c¢bnico de 4.6 para 1 mm, e n3o se utilizou pré-co-
luna entre o reservatdrio e a coluna; para és colunas de 2 mm de
dimetro interno empregou-se um reservatdério de & ml, um restri-

tor cbnico de & para 2 mm e uma preé-coluna de 2 x 50 mm; a pres-
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CRESERVATORIOS  TUBOS PARA LEVAR
DE SOLVENTES T O SOLVENTE CPARA
S A BOMBA

TUBO DE SAIDA
DA COLUNA

COLUNA _ | &3 1l MEDIDOR DE PRESSAO
_~ DO SOLVENTE
UNIDADE DE VALVULA DE SELECAO
ROTACAO DA — |~ DO SOLVENTE
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VALVULA DO SOLVENTE

@z_-/ LIGA- DESLIGA
/ | MEDIDOR DE
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DO MATERIAL
DE RECHEIQ

REGULADOR

& || (o e ressio

\ T~ LIGA - DESLIGA

TUBO QUE LEVA
O SOLVENTE PARA
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Figura 5.1 Esquema da bomba empregada no enchimento das

colunas utilizadas em .CLAE.
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 s%o empregada para efetuar o enchimento fol de 500 e 350 kg/

cm para as colunas de 1 e 2 mm de dismetro interno, respectiva-

mente.
5.7 Separagfo de espécies hidrolfticas de OCr(lll) em-—

pregando resinas de troca catidnica

Resinas de troca catifnica foram empregadas em 3 cate-—

gorias de experimentos.

a— Método convencional

Neste caso, empregou-se colunas de wvidro (0.5 x 6 cmd
recheadag com résinag AG 50W X-8, particulas de 106-250 _um. A
eluicglo das espécies fol feita com sclugles de dcido percldrico e
écﬁdo ckorfdricé (37,38). A detecg3o foil feita wverificando-se a
atividade presente em fra¢Bes coletadas, visto éue, nestes expe—

rimentos, empregou-se amostras contendo espécles marcadas

51
com Cr, (Apéndice CJ.

b~ Hétodo do nitrato de cilcio

Para estés experimentos empregou-se resina AG 500 X-4,
particulas de 38-75.um, em uma coluna de vidro de 0.6 x-2 cm. Os
solventes empregados na eluici3o, nitrato de cdlclo em vérias con—
centrages e nitrato de lanténio 0.5 mol/l, foram preparados c&m
dgua desioni=zada; a eluig¢3o fol feita empregando-se uma bomba pe-
ristdltica. Hovamente, verificou-se a ativiéade presente em cada
fracdo, bem como a atividade presente na resina, apds o térmi;o

da andlise. Optou-se pela utilizaglo de nitrato-de cdlclio poriuser
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. um eluente de factl preparagdc, de baixo custo, e devido & utili~-

zag¥o de cdlcio, na forma de perclorato, em trabalhos anteriores,

c¢— Método das colunas de politetrafluoretileno

Para estes experimentos empregou-se colunas de polite-
traflupreti!eno‘{tef]on) con I;S,Qm de diametro interno, rechea-
das com resinas AG 50W X-4, AG 50U X-8 e AG 50W X-12, partfculas
de 38-75._um e 38-63 um. Para o enéhimento desggg colunas empre-
gou-se a bomba descrita no ftem 5.6. Utilizou-se solugHo de fos-
fato de sédio 0.1 mol/l, pH = 3 para suspender a resina e para
efetuar o enchimento a uma press3o de 30 kg/cm?; o reservatério
utilizado foi o de 27 ml, sem restritor c8nico e pré-coluna.

Estas colunas foram empregadas com © sistenma Q;-descri—
to no ftem 5.3. Nestes experimentos, empregou-se solugBes de fos-
fato de sdédio e nitrato de cdlcio, preparadas c&m dgua desioniza—
da e filtradas em membranas de teflon com poros de 0.5 uam. Utili-
zou-se agitag¥o no ultra-som, por 15 minutos , para eliminacg8o
de gases. As amostras utilizadas nestes experimentos, na maloria
das vezes, n¥o possulam espécies marcadas com Slér; neste casoc, a
detecgBo foi feita utilizando o detector por absorg¢io no visfvel,

em 415 nm.

5.8 Separag¥o de espécies hidrolfticas de Cr(lll) em-

pregando CLAE

Heste ftem, foram incluidas ag colunag recheadag com

Vydac SC Cation, partfculas de 30 a 44 um (10 x 250 mm e 3.2 x

500 mm) e Partisil 10SCX, partfculas de 10 _am (46 x 200 mm). Os
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eluentes empregados foram solugles de fosfato de sddic ou potas-
sio, nitrato de cdlcio e perclorato de célcio, preparadas com
dagua desioni zada e filtradas em membranas de teflon com poros de
0.5 um, antes de serem utilizadas. Gases digsolvidos foram elimi-
nadog agitando-ge a solug¥o no ultra-som, por 15 minutos.

Ef etuou-se a detecgdo empregando o detector por absor-
¢¥%o no visfvel em 415 nm, e em alguns casos, através da detec¢do
da Padioatividac'ie presente nas 'f‘p:'—_\gﬁes coletadas, quando as amos-—

tras injetadas possulam espécles marcadas c:om51 Cr.

6.9 Separagdo de espécies hidrolfticas de Cr{lll) em-

pregando colunas com microd!8metro

Colunas de 1 e 2 mm de digmetro interno recheadas com
Partisil 10SCX, partfculas de 10_.um foram utilizadas no slistena
Qg; desecrito no (tem 5.3. Os eluentes, perclorato de cidlcio e
perclorato de lanténico, foram preparados com dgua desionizada e
filtrados em membranas de teflon, com poros de 0.5 um. Ellminou-
se os gases dissolvidos submetendo-se as solugles ao ultra-som
por 15 minutos. A detecc¢¥o fol felta utilizando-se o detector por

absorc®o no visivel, em 415 nm, € em alguns casos, através da

atividade presente nas fragles coletadas na salda do detector.
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CAPITULO &

RESULTADOS E D!SCUSS&ES

6.1 PreparagZo de anmostras

6.1.1 Método da adic¥o de hidréxido

Este método de preparagio de misturas de espécies hi-
drolfticas de CP(III) foi empregado por Stunzi (18). 0 método
consta na adigdo de hidréxido de sédio a uma solugo de perclora-
to de cromo, © que promove a polimerizag¥o; a equagio abalxo mos-
tra a f;rmacﬁo do dfmero:

3+ oH” 4+ +
2_CP(H20)6 ;:?ECrz(GH)Z(Hzo)Bl + 2 H + 2 HZG

Fatores como a gquantidade e forma de adigfo do hidrdéxi-—
do parecem ser importantes com respeito a quantidade relativa dos
produtos Formadoé\(19}. Em um experimento tipico, a 1 ml de
uma solu¢¥o de perclorato de cromo, contendo monémero marcado com
SICr, adicionou-se 100 .l de uma solucBo de hidréxido de sé&dio 1

mol/1, lentamente e com agitag¥o. Foram obtidos os seguintes re-

sultados, utilizando o método do nitrato de cilcio:

mondmero - 76.2 %
dfmero - 7.7“%
trimero - 3.6 %
pol fmeros - 12.5 %
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A andlise fol efetuada apds 24 horas de estocagem a
temperatura ambiente, empfegando o método do nitrato de célcio.,

Em outro experimento adicionou-se hidrdéxido de sdédio 3
mol/1 a uma solu¢do de perclorato de cromo até pH =3 e a seguir,

SICr‘. Utilizando ¢ mesmo mé-

adicionou-se o mondmero marcado com
todo de an&lise, para a amostira estocada a temperatura ambiente

por 24 horas, obteve-se © seguinte resultado:

mondmero - 25.5_ X
A fmero - 11.5 %
t.rimero - 11.4 %

polimeros 51.6 %

A quéntldade de base adicionada e a forma de adig¢3io
desta base fez éom gue houvesse uma mudanga nas porcentagens das
espécies formadas. NHFo fol felto um estudo cuidadoso a respeito
da influéncia dos diversos fatores nas porcentagens dos produtos
formados. Optou-se pela segunda versio do método, que produzia

uma mistura mais homogénea das espécies de interesse.

—

£.1.2 Hétode do redutor de Jones

Nos primeiros experimentos empregou-se zinco cc;m- part -
culas de 840 um, amalgamado com 1X de Jmércﬁrlo, em colunas de vi-
dro de 0.5 x 2 cm. As porcentagens de dfmero e polfmeros obtidos
n3Io foram satisfatdérias e neste caso, optou-se pela utilizag3o de
zinco em pS (didmetro de partfcul%s n3%o especificado). Devido a
malor drea superficial, houve necessidade de aumentar a porcenta-
gem de mercirio na amdlgama, para reduzir a sua capacidade redu-

tora, e asgim, evitar a2 evolugdo excessiva de hidrogénio, dentro
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da coluna.

N ag preparaglies posteriores empregou—se uma coluna de
vidro de 0.5 x 1.5 cm recheada com zinco em pd, amalgamado com
10% de mercurio, através da qual elulu-se alfquotas de 5 ml da
soluc¥o de perclorato de cromo, com ou sem o monSmero marcadé cOom

Cr. Apdés eluicio da amostra, borbulhou-se oxigénio na solugdo
per 15 minutos, para oxidac3o dgbtodo Cr(i1) formado.

Este método de prepar?c%o de espécies hidroliticas de
Cr(111) fornece uma mistura de espécles com predomindncia da di-
mérica; no entanto, a porcentagem de dfmero formado ¢ dependente
de diversos fatores como: porcentagem de mercurio na anmdlgama,
altura da coluna de zinco, fluxo da solug¥o pela coluna, tempo de
borbulhamento de oxigénio, etc. Encontrou-sé um bom rendimento
para a espé&cie dimérica {aproxiﬁadaménte 30%) empregando as se-—

guintes condic¢les:

— Zinco em pé amalgamado com 10X de mercurio

— Fluxo da solu¢3o de perclorato de cromo pela coluna =
0.5 ml/nin.

m-Alﬁura da coluna = 1.5 ¢m

— Digmetro interno da coluna = 0.5 cm

— pDxigénio borbulhado por 15 minutos na solugdo efluen-—

‘te

Em uma série de experimentos empreganéo o méﬁodo desen—
volvido para colunas éom microdiSmetro (coluna de 2 x 230 mm re-—
cheada con Partisil‘io SCX, partfculas de 10 um, eluigdo com per-
clorato de lant8nio 0.03 mol/l, pH = 3, vazZoc de 0.2 mi/min, <

detecclo espectrofotométrica em 415 nm) verificou-se que:
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a- Se o pH da solug¥o de perclorato de cromo a ser
eluida pela coluna de zinco amalgamado era mantidé
baixo (pH = 1) havia formag3c preferencialmente de
dimero; possivelmente formavam-se polfmeros que n3o
eram detectados. |

b~ Se antes da eluig¥o da solugio de perclorato de cro-
mo pela coluna de zinco amalgamado, o pH era aumen-
tado para 3-4, atrévés da adic3o de hidréxido de sdé-
dio, tinhafse uma'npoiimerizacﬁo- nesta etapa e a
amostra fiﬁal ndc apresentava uma espécie em grande
quant.idade, mas sim, uma mistura contendo as espé-
cies em guantidades semelhanteé.

c— Diminuindo-se a velocidade de vaz#o da solug¥o atra-—
vés da coluna obtinha-se um 1igelroAaumento na. pro-
poécﬁo de dfmero. Para uma vaz3o de 1 ml/min obteve-
se uma relag¥do entre altura do pico do dimero e al-
tura do pico do mondmero de 38, enquaﬁto que, para
uma vazdo de 0.5 ml/min esta relagdc fol de 44.

Como pode-se vertificar, nos doig métodos de preparagdo

de amostras ¢ diffcil obter-se uma boa reprodutibilidade devido

ao grande numero de variavels envolvidas.

6.2 Seperag¥o de espécies hidroliifticas de Cr(lll) em-

pregando resinas de troca {0nica
6.2.1 Desenvolvimento do métode do nitrateo de célcio
Um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver um nowvo

método de separagdo de espécies hidroliticas de Cr(lll), para

substituir o método anteriormente empregade neste laboratdrio.
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Este método, denominado de "método convencional” (37,38) emprega-
va colunas de vidro (0. 5 x & cm) recheadas com resina AG 50W

X-8, particulas de 106 a 250 _.um, e os seguintes eluentes:

dcido percldricoe 4 mol/l - eluicio do mondmero

dcido clorfdrico 5 mol/l - @luigdo do dimero

as espécies poliméricas ficam retidas na resina.

Em amostras onde Cr{VI) encontra-se presente, este pode
ser eluido com scido perclérico 0.01 mol/1l. A Figura 6-1 mostra
um exemplo da separacio obtida com este procedimento. Empregou-se
espéclies marcadas com 51Cr; o Apéndice C traz alguns detalhes so-
bre a detac¢§o.e scbre-os calculos empregades nestes experimen-—
tos. A.denominaqﬁo dos picos como sendo mondmero e dimero visa
apenas-um melhor,enﬁéndimento. Ha verdade cada pico pode repre-—
sentar mais de uma espécle.

Eszte método nZFo era adequado, visto gque,  separava um
pequeno numero de espécles, empregava reagentes caros (dcido per-
cclérico}), ou corrosivos para o sistema de detecgﬁo'(écido clorf{~-
drico), e também devido & suspeltas, depois confirmadas, de que o
dcido clorfdrico estivesse eluindo mais de uma espécie. Assinm,
tentou-se primeiramente, desenvolver um oufro método simples, pa-
ra ser usado na rotina do laboratdrio.

Az primeiras tentativas foram feitas empregando a mesma
resina e varios outros eluentes. A utilizag¥o de solugles de fos-
fato de sédlo ou potdssio, para eluigdo do dfmero .ndo mostrou
bons resultados, devido a eluigdo simult@nea do dimeroc e outras
espécies de maneira similar ao acldo clorfdrico. Nesta etapa, o
mondmero era eluido com &cido percldrico 4 mol/l.

Dutros eluentes usados foram cloreto de cilcio (Figura
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| — HCIOg 4 mol/}
2 — HCI 5 mol/l
3 - polimeros retidos na resina
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Figura 6.1 Separa¢¥o de espécies hidroliticas de Cr(lll> empre-—

gando o método convencionsal.

Fase estaclonsria: AG 500 X-8, partfculas de 106-250
Aam. Volume da amostra: 50 ul., Volume das fragBes cole-—
tadas: 2 ml. DimensSes da colunag: 0.5 ¥ 6 cm. Detec—

tor de Nal(T1),
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6£.2) e nitrato de calcio, neste cago, empregados também para

eluicio do mondmero. Nos dois casos notou-se que o mondmero elutia

em uma banda simétrica, sem ocorréncia de caudas. U cromatograma

da atividade injetada permanecia na resina apds a anilise.
Foram feitas vdrias tentativas para eliminac3o da cauda

dos plcos:

a- Hudanga do pH
As andlises iniciais foram feitas em pH = 2 para
evitar reagBes indesejdvels na amostra, como por
exemplo, polimeriza¢io. O aumenio do pH para 4 n3o

resultou em melhores separag¢les.

b- Hu&anca na quantidade de resina
Se estlvesse-occorrendo uma reaglo entre as espécles
na resina e isto acarretasse picos com caudas (140},
uma diminui¢do nos tempos de permandncla destas es-
pécies na coluna poderia diminuir a cauda. Para ve-—
rificar esta posSibiéidade, diminuiju-se a altura da
coluna (6 para 4 cm) e verificou-se que além de n3o
haver 2 eliminag¢%o da cauda dos plcos, ocorria tam-—

bém uma perda na resolugio.

c~ Utilizag3o de solventes orgénicos no eluente
Segundo Snyder (57) 2 presenga de pequenas quantida-—
des de solventes orgfnicos polares, como por exem-—
ple, metanol e etancl, no eluente, pode eliminar
caudas em cromatografia por troca ibnica . No entan—

to, a vtilizac3o de metanol B e 10% em solucBes de
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(1] =~ CaCip 0,3mol/1 pH=2
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Eluig3o de espécies hidroliticas de Cr(lll} em resina

AG 50U X-8, partfculas de 106-250.um.

Volume da amostra: 50 ul. Volume das fragdes coleta-
das: 3 ml. Dimens¥es da coluna: 0.5 x 6 ¢m. Detector

de Nal(T1D.
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cloreto de cdlcio n%o diminuiu a cauda dos picos. .

d— Mudanga do eluente

‘SolugBes do cloreto de tantinio;, cloreto de bario e

sulfato de potdssio foram outros eluentes utliliza-~
dos, mas as caudas persistiam e em alguns casos ha-
via uma perda na resolug3o.

e— UtilizagHo de resina com menor dkametro de partfcula
Com uma diminuiclo ng tamanho das' partfculas, para
aumentar a eficiéncia, verificou-se que a cauda dos
p%cos era devido a eluig3o simult@nea de duas ou
mals espécies. A partir dessa observagio passou-se a
utilizar resina AG 50U X-4 com partfculas de 38 a 75
am. "0 cloreto de cdlcio foi substituido porr nitrato
de célcio, para evitar reacﬁeé de troca de #gua por
cloreto na esfera de coordenag¥o do cromo. A Flguré

6.3 mostra a separac¢fo cbtida com este método.

O primeiro, segundo e .terceiro picos- sZo conslderados
comc sendo © mon8mero, dimero e trimero, respectivamente., 0O ni-
trato de lant8nio elui duas espécies, provavelmente tetr8mero e
pent8mero; a separagdo destas duas espécies, diminuindo-se a con-—
centra¢¥o do eluente tornou-se inviidvel porque além de ndo ocor—
rer a separac¢io completa dos dois picos, havia um aumento muito
grande no tempo de andlise. A substituigHo do nitrato de cdlcio e
de lant8nio, pelos respectivos percloratos, forneceu resultados
similares. Houve apenas unm ligéiro aumento nos tempos de reten-
¢%o, relacionado com a concentrag3o exata dos eluentes. A mudanca

nos tempés de reteﬁ¢3é} devidé-é variacBes na concentragdo do
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' [2]— calNOzl, 05 mol /1, pH =2

3] — CalNOzl, 1,0 mol /i, pH =2
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Figura 6.3 SeparacHo de espécies hidrolfticas de Cr(lll) -empre-—

gando o método do nitrato de cilcio.

Fase estacionaria: AG 500 X-4, partfculas de 38~-75 aum.
Volume da amostra: 50 ul. Volume das fragSes coleta-

dag: 2 ml. DimensBes da coluna: 0.6 x 2 cm. VazBo da

fase mével: 0.5 mi/min. Detector de Nal(T1).-
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eluente n%o € um problema muito sérlo, porque pode-se prepara-los
"em grandes quantidades, j4 que s¥o de fécil estocagem, e efetuar
uma andlise teste para verificar os tempos de retengido exatos de
cada espécie. A utillzag3o de perclorato de cdlcic e de lant@nio
é indlcada para evitar rea¢gBes de troca de ligantes nas egpécles,
no entanto, Isto encarece o método. O pH dos eluentes fol mantido
em 2 para evitar reacgBes de polimerizag¥o da amostra.

A diﬁinuig%o no di%mét;o das partficulas acarreta em uma
maior resisténecia ac fluxo, tor;ando o tempo de andlise multo
longo. Para evitar éste problema utilizou~se uma bomba peristal-
tica para impulsionar o solvente através da coluna. Este sistena
& bastante adegquado pois torna possivel controlar a vaz3o em um
determiﬁado valor, e este valor serd constante durante toda and-
lise. 0 fluxo ﬁulsante originado pela bomba n%o é um problema pa-—
ra este sistema t3o simples.

0 emprego de resinas com porcentagens diferentes de
divinilbenzeno (8 ou. 12%) mostrou resultados n%o satisfatdrios,
usando as mesmas condig¢Bes de andlise. Observou-se um aumento nos
tempos de reteng¥o 2 medida em que ocorria um aumento na porcen-—
tagem de divinilbenzeno. lsto acontece porque a capacidade por
ml de resina hidratada aumenta com o 2umento no grau de entrecru-
zamento, e este aumento na capacidade acarreta em um aumenteo nos
tempos de retencg3o. A capacidade por ml de resina hidratada é de
1.2, 1.7 e 2.3 meq/m] para as resinas com 4, 8 e 12% dé divinil-
benzeno.

Verificou-se também uma perda na resolug¥c e apareci-
mento de cauda nos picos, princlpéimente com a resina AG 50U
X-12.

Apés o método ter sido desenvolvido fol necessério ve—

rificar a estabilidade das espécies analisadas frente ac novo
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A estabilidade das espdécies fol verificada em dols ti-
pos de experimentos. Primelramente fez-se a andlise de uma amos-
mol/1, pH = 2 (10 ul da amostra + 0.5 m! do eluente) pelo método
desenvelvido e pelo método convencional. A Tabela 6.1 mostra que
a porcentagwmt@as espécles permaneceram praticamente inalteradas

durante a estocagem na presenca do eluente. |

Tabela 6.1 Estabilidade das espécles em presenga de ni-

trato de cilcio,.

monbmero(%) dimero(%) trimero(X) polimeros(ilx

a "19.0 76.3 3.8 0.9

b 20.4 75.7 3.4 , 0.5
< 22.7 - , - 77.3 k%

a— andlise da amostra utilizando solucHo de nitrato de
cdlcio (dados da Figura 6.3, exceto quanto a utili-

zagdo de nitrato de lant8nio).

b~ amostra estocada em nitrato de cdlcio 1 mol/1, pH

2 por 80 minutos e analisada como em "a”,

i

c- amostra estocada em nitrato de célcio 1 mol/1l, pH
2 por S0 minutos e analisada pelo método convenclo-
nal.

X~ pol{meros retidos na resina.

k% dimero, trimerc e outros pol imeros retidos na- resi-—

na.
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O= resultados obtidos com o método convencional mostram
um ligeiroc aumento na quantidade de monbmero devido a quebra do
dimero em presen¢a do acido perclérice, de acordo com os dados da

)

o
¥
=

Vi 1+

D 5 representa o dfmero;com duasg pogtes »OH” tigandoe os
dois dtomos de cromd, Bl'repreéeﬁ£a o dimero E;m uma dnica ponte
"GH” e N representa o monfmero.

Em ocuiro experimento, para verificar a estabilidade
destas espédcles em presenga do eluente, efetuou-se o seguinte
procedimento: &dpos inje¢¥c da amostra na coluna, foi feita a
eluliclBo do mondmero com nitrato de cédlicio 0.3 mol/l pH = 2; a se—
gﬁir, o restante das espdcies foi deixada na c¢oluna, por S0 minu—
tog, em presenca do e}uente, ¢ entdo, efetuou—sé uma nova sluicio
com nitrato de cdlcioc 0.3 mol/l, pH = 2, para verificar se havia
formag3o de mondmeroc a partir deo dfméro ou de outros polimeros,
dentro da coluna. Veri{ficou~-se que a porcentagem de monSmero
eluida na segunda vez fol de 0.1%, portanto daspfezfvel. Este ex—
perimento gerviu também, para verificar que n¥oc havia réaqﬁes in-
desejdveis na resina, em tempos correspondentes a uma anélise,
que poderiam provocar uma mudanga nas quantidades re}aiivas das
egpécies.

Como ,jé fol indicado anteriormente, havia suspeitas -de
que o dcido clorf{drico, utilizado no método convenclonal, esti-
vesge eluindo mais de uma espécie. Esta supéslqﬁo foi verificada

como sendo correta, analisando uma mesma amostra pelos dolg méto—

dog. O resultado para o dimero, obtido no método convencional foli



bem maior (61%) que o obtido com o método desenvolvido (17%).

©.2.2 Utitizacdo do mgtodo do nitrato de célcio no es-

”'ﬁﬁﬁab.&é.ééﬁéﬁfii&é&;“démééﬁéefgé'Ef&f&l{iiéégnsdéh”m

CrlilD)

Q mé?odo depois de desenvolvido, foi utilizado para a
verificagdo da establilidade dé ?mostras preparadag segundo © mé-~
todo do redutor de Jones e o mépodo da adi¢%o de hidréxido.

A Tabela 6.2 mostra os resultados otidos em uma amostra
onde 3 solugfo de perclorato de cromo._pﬁ = 1 adiclonou-se o cro—

mo radloativo e a seguir efetuou-se o processo de redugloloxida-—

¢¥%o utilizando o redutor de Jones.

Tabela 6.2 Estabilidade de uma amostra contendo espé—
cies hidrolfticas de Cr(Ill) em fung3o do

- tempo de estocagem (pH T 1),

tempo de es- [« ) D %) T %) P{resina) (%>

t.ocagem{dias)

1 5.9 83.3 2.7 2.1
2 6.9 88.4 2.7 2.0
) 8.9 86.4 3.2 1.5

15 - 13.1 82.5 3.3 1.1

30 18.0 76.3 3.8 0.2

O tempo de estocagem leva a uma diminui¢3o na porcenta-—

gem de dimero e aumento na de mondmero. Estes resultados estBo,
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qualitativamente, de acordo com os dados de Thompson (2) e Stunzi
(18), que propSem a clivagem do dfmero em meio a&cido. O pequeno
aumento na porcentagem de trimeroc também pode ser explicado pela
quebra de polfmeros, como por exemplo, no caso do tetr@mero que
resulta mon&merc e trimero (18).

'O mesmo experimento, em outro tipo de amostra, onde o
pH da solugdo de perclorato de cromo fol ajustado para 3 com hi-
dréxido de sédxé, antes da ad1¢56 de SICr(iII) e eluigldo pela co-

luna de zinco amalgamado, mostrou que havia polimerizagdc a medi-

da em que se aumentava o tempo de estocagem (Tabela 6.3).

Tabela 6.3 Estabtilidade de uma amostra contendo espé-
cies hidrolfticas de Cr(111) em fungo do

_ tempo de estocagem (pH = 3).

tempo de es- M (% D% T (¥ P (resinal){%)

tocagem({dias)

2 18.3 26.3 9.1 46.3
8 7.0 21.9 10.6 50.5
14 15.4 20.8 11.1 52.7
16 5.6 20.2 11.3 52.9

A Tabela 6.4 mostra a variagdo da porcentagen das espé-
cies em uma amosira preparada segundo o método da adicéo de hi-
dréxido, onde a 1 ml de uma solug¥o de perclorato de cromo con-
tendo Slcr(111) adicionou-se 100 ml de hidréxido de sédio 1 mol/
1. Aqui também, 2 menor acidez (pH aproximadamente = 3) favorece
a polimerizag3o, tendo-se ent3c uma diminui¢Zio na quantidade de
mondSmero e aumento na quantidade das outras espécies, a medida em

gque © tempo de estocagem aumenta.
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Tabela 6.4 Estabillidade de unma amostra-preparada segun-—

do o método da adiclo de hidréxido, em fun-

¢30 do tempo de estocagen.

t.empo de es- M (%> D (%) T %) P(resina){®>

t.ocagem({dias)

1 76.2 7.7 3.6 12.5
7 72.5 . 7.9 5.2 14.4
8 71.9 8.0 5.7 14.4

Estes resultados indicam uma forte influéncla do pH da
solug¥o estocada,que pode favorecer a polimerizacdo ou a quebra
dos polfmeros, ;gsultando em espécies mais simples. Nestas amos-—
tras radioativas é aiffcil determinar o valor correto do pH, de-
vido a n¥o possibilidade de utilizagdo do pHmetro, o que acarre-

taria em uma contaminacio do eletrodo de vidro.

£.2.3 Utilizaclo de‘repinaa de troca catilnica em colu-

nas de politetrafluoretilenc.

Resinas de troca catifnica foram utilizadas no enchi-
mento de colunas de po!itetrafiuoretileﬁo (teflon), com as se-
guintes especificagﬁes: b

coluna a -~ dimensles -1.5 »w 500 mm
fase estaclonaria AG 50U X-8, partfculas
de 38 a 63 um.

coluna b - dimensfes 1.5 ® 300 mm
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fase estaciondria AG 50W X-4, particulas
de 38 a 75 am.

col muna ¢ - dimens8es 1.5 x 300 mn

R Ee SBUACTORERTA ARG BOW XE12, T parE feus

las de 38 a 63_um.

A Ffinalidade destes experimentos era obter-se separa-
cBes mails réfpida;s que no sistema »;mterior, e economizar eluentes
o fase estac iondria. Os eiuentes{ empregados .f‘oram solugBes de
fosfato de =ddio e nitratb de_cél;‘;io. As colunas foram utilizadas
no sistema b1l descrito no Capftulo 5. Os resultados mosiraram-se
infrut{feros porque © volume de eluente necessario para eluigdo
de um pico era muito grande, provocando um aumento na largura dos
picos e cons equente giiminuic?io no limite de detecg¥o. Além disso,
o volume mor to no sistema empregado, principalmente no detector,
er;a muito gr-ande, contribuindo ainda mais para uma maior largura
nos picos (Figuras 6.4, 6.5 e 6.6). Novamente veriflicou-se um au-
mento nos tempos de retengo, quando aumentava-se © grau de en-—
trecruzament o. O nitrato de célcio, por ser um solvente mais for-
te, faz com q'ue haja um.a diminui¢o nos tempos de retengdo das
espécies (Fi gura 6.35).

Owtro problemé encontrado na utilizacg¥o destas colunas
foi o fato de que parte da amostra injetada ficava permanentemen-—
te retida perla fase estaciondria. Isto fol comprovado injetando-
se uma amostra com as espécies marcadas com 51 Cr. Apds eluigdo
de 3 picos c:oletou-rsé a resina em um tubo de contagem e wverifi-
cou-se que grande parte da atividade injetada permanecia retida
na resina. Sendo assim, fol de;prezada a possibilidade de utili-

zacdo destass resinas neste tipo de coluna.
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Figura 6.4 Separac¥o de espécies hldroliticas de Cr(lll) usando

colunas de Teflon e fozmfato de sdédioc como eluente.

?ase esta&ionéria: AG BOW X-4, particulas de 38~75 aum.
Fase mdével: fogfato de gddieo 0.8 mol/l, pH = 3. Vazdo
da fase mével: 0.2 ml/min. DimensSes da coluna: 1.5 x
300 mm. Volume da amostra: 20 .ul. Detecglo espectrofo-

tométrica em 415 nm.
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—_
i

inj 12 36 min

Figura 6.5 Separag¢3c de espécles hidrelfticas de Cr(lil) usando

colunas de Teflon e nitrate de cidlcio como eluente,

Fase estacliondria: AG 50W X-4, particulas de 38-75 am.
DimensBes da coluna: 1.5 x 300 cm. Fase mdvel: nitrato
de calcio 0.7 mol/l, pH = 2., Vaz3oc da fase.-mdével: O0O.5
ml/min. Volume da amostra injetada: 20 .al. Detecg3o

espectrofotométrica em 415 nm.
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.. min
inj &0 120

Figura 6.6 Separaglio de espédcies hidrolflicas de Cr(lll) usando
coluna de teflon recheada com resina AG 500 X-t12.

partfculas de 38-63 um.

DimensSes da coluna: 1.5 x 300 om. Fase mével: fozfato
de sédio 1 mol/l, pH = 2.8. Vaz¥o da fase mével: 0.2
ml/min. Volume da amostra injetada: 20 al. Detecglo

egpectrofotométrica em 415 nm.
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6.3 Cromatografia lfquida de alta eficiéncia empregando

colunes de treoca (8nicga

Esta stapa do projeto teve como objetivo o desenvolvi-

mento de um método rdpido e mals sofisticado, para a separacdo de

espécies hidrolfticas de Cr(l111). Foram utilizadas as seguintes

coclunasg:
ce luna a -~ dimengles -

fase ostaciondria

co luna b - dimensdes

fase estacliondria

coluna ¢ ~ dimensSes

fase estacioniria

10 x 250 mm

Vydac

culas

3.2 %
Vydac

culasz

4.6 %

cation SC, parti-

de 30 -~ 44 um
500 mm
catlion 5C, parti{-

de 30 - 44 um

200 mm

Partigil 10S8CX, parti-

culags de 10 am

6. 3.1 Resultados obtidos com a coluna "a”

A fase estaciondria desta coluna é do tipo pelicular, &

portanto, de baixa capacidade; isto significa que pode-se injetar

apenas quant.idades reduzidas de amostras, porque'caso contriarito,

ultrapassa-se a capacidade da coluna, © os picos apresentam cau—

das (140). Sendo assim, optou-se pelo emprego desta coluna de di*

mensBes malores, para se ter maior capacidade. A vantagem em se

utilizar este tipo de fase estaclonaria com balxa capacidade & a

possibilidade de elulg¥o das espécies com solventes mais fracos.
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No entanto, a eficiéncia destas colunas & baixa devido aoc nmalor
dismetro das particulas.

Para os experimentos realizados com esta coluna empre-
gou-se o sistema de cromatografia denominado bl no Capftulo 5.

Pr imeiramente empregou-se solugBes de fosfato de sédio
e fosfato de potéssio, pH = 3, devido as separac¢les de nondmero,
dimero e polfmeroé obtidas por Farris (141), neste laboratédrio,
empregando estes eluentes e colunas recheadas com Partisil 10SCX,
partfculas de 10 um. Foram obtid;s resultados satisfatdrios, como
mostra a Figura 6.7, mas para tanto houve necessidade do .emprego
de gradiente, isto &, aumentar a concentrag¥o do solvente, duran-—
te 2 andlise.

8] primeiro pico do cromatograma possivelmente é Cr(VI1)}
presente na amostra original, jd que o perclorato de cromo utili-
zado pira a prodgcﬁd das espécies hidrolfticas de Cr(l1ll) fol ob-
tido a partir da reducglo de dicromato de potdssio. A cauda do
quarto pico pode ser devido a0 desvioc da linha de bgse, em virtu-
de do gradiente, ou devide a uma outra espécie sendo eluida.

A utilizag3o de fosfato de sédio.ou de potiéssio deve
ser cuidadosa; em pH acima de 4 pode haver precipiﬁagﬁo das espé~—
cies em presenga do eluente, principalmente se as concentragtes
envolvidas forem relativamente altas ( por exemplo, 1 mol/1). De-
ve-se lembrar também, que solugles de fosfato de sédio ou de po-
tissio favorecem a proliferag3o de fungos quando estocada em tem-—
peratura ambiente.

Este métoaé foi empregado para analisar uma amostra
contendo espécles marcadas com ler e mostrou-se adequado para a
separagio de espécies hidrolfticas de Cr(lll}, Dbem como de
Cr(Vl). Esta mesma amostra fol analisada empregando o método con—

vencional’, anteriormente usgado neste laboratdério, e novamente,
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80%B

50%8 Kl

iy

i ! 1 1 1

inj 4 12 16 min

Figura 6.7 Se2paracdo de espécies hidrolfticas de Cr(lll) empre-
g#ando coluna recheada com Vydac SC cation, partficulas

de= 30-44 .um, e fosfato de sdédio como eluente.

Di mens@es da coluna: 10 x 250 mm. Fase mével: fosfato
de sédio 1 mol/l, pH = 3 (B) e 4&gua desionizada (A).
Vaazdo da fase mdvel: 2 ml/min., Volume da amostra inje-

tzada: 20 ml. Detecc¥o espectrofotomsétrica em 415 nm.
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observou-se diferencas para os picos denominados como sendo o df-
mero. A Tabela 6.5 mostra os resultados obtidos, empregando os

dois métodos.

Tabela 6.5 Distribuiclc das espécies hidrolfticas de

Cr(lll) (%), utilizando dois métodos de and-

lise.
nimero do pico
i 2 3 4
m&t odo CLAE 87.5 5.1 5.1 0.9
mét.odo convenclonal 85.3 11.2 3.0 %

% atividade presente na resina

0 primeiro pico do cromatograma (ver Figura 6.7) fol
coletado e rendeu uma atividade de 0.4%. Resultado similar fol
obtido com o método convencional, onde este pico fotr eluido com
dcido percléricoro.cl mol/1. Os célculog para o método CLAE foram
feitos considerando que toda atividade injetada fol eluida; pos-~
sfveis polimeros, emboraApresentes em pequenas quantidades nesta
amostra ( inferior a 3.0%), podem ter ficado retidos no topo da
coluna. A utilizac¥o de um padr¥o para comparar a atividade pre-—
sente em cada pico com a atividade total injetada n¥o foi viavel,
devido a danos no injetor empregado.

Esta coluna também fol empregada com solugles de nitra-
to de calcio como fase mdvel. Agul também, houve necesslﬁadé de
utilizagdo de gradiente para obter~se.a separacfo de 5 espécies,

embora com uma resolucfo inferior 2 desejada (Figura 6.8
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(1]
H 80%B
50%8B
B
_
l‘ \\\“’E?\\Hﬂ
i 1 H 1 § L 1
inj 3 9 I5 min

Figura 6.8 Separag3o de espécles hidreolfticas de Cr(Ill) empre-
gando coluna recheada com Vydac SC cation, particulas

de 30-44 wum e nitrato de cidlcioc como eluente.

Dimens®es da coluna: 10 x 250 mm. Fase mével: nitrato
de cidlcio 1 mol/l, pH = 3 (B} e dcido nitrico, pH = 3
{(A), Vazdo da fase mével: 2 ml/min., Volume da amostra
injetada: 10 aul. Deteceﬁo espectrofotométrica em 415

nm.
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6 .3,2 Resultadon obtidos com & coluna "h"

E-sta coluna fol utilizada no sistema de cromatograflia
denominado b2 no Capftulo 5. Solu¢Bes de fosfato de sddio ‘ou de
potdssio n&o foram empregadas, apesar dos bons resultados obtidos
com a coluna anterior, devido aos problemas de solubilizag3o da
amostra, Jj& relacionados anteriérmente. Neste sistema, onde em—
prega-se valvulas de injeg¥o com amostrador interno de apenas 1
nl e conexBes com volume interno mutito reduzido, a presenga de’
partfculas acarretariza um problema muito mals sério.

Nitrate de calcio foi substituidp por perclorato de
rcélcio, pH = 3; apesar do eluente ser caro, as quantidades neces-
sdrias para eluig3o dasgs espécies, eﬁpregando esta coluna, s3o
muito menores que as utilizadas na coluna "a”. Esta substltuigso,
feita quando possivel, visa evitar ao mdximo a possibllidade de
reacfes de troca de ligante entre as espécies e &nions presentes
na fase movel. N3o foram obtidos resultados sgatisfatdrios, tendo-
se apenas a separag¥o parclal de 4 picos (Figura 6.9)

O3 segundo eluente a ser utilizado foi perclorato de
lant@nio, também em pH = 3. Novamente observou-se a separag¢do de
4 picos, muito embora a resolug3o n3o tenha sido adeqﬁada (Figura
6-101}.

A utilizac3o de eluic3o com gradiente_tambémlnﬁo resul —
tou em separagles adequadas, devido a balxa efici&ncia da coluna,

portanto esta coluna fol desprezada.

6.3.3 Resultados obtidoes c¢com & coluna "¢

Esta coluna fol preparada em nosso laboratdrio empre-—
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inj 2 6 10 min

Figura 6.9 Separacfo de espécies hidrolfticas de Cr{(lll) empre-
gando coluna recheada com Vydac SC cation, particulas

de 30-44 um e perc!obato de cdlcio como eluente.

Dimens@es da coluna: 3.2 x 500 mm. Fase mdvel: perclo-—
rato de cédlcio 0.4 mol/l, pH = 3. VazZc da fase mével:
0.5 mli/min. Volume da amostra injetada: 1 ul. Detecclo

espectrofotomédtirica em 415 nm.
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B

Figura 6.10 Separa¢¥o de espécies hidrolfticas de Cr(lIl) empre-

gando perclorato de lant8nic como eluente.

Fase estacionsdria: Vydac SC cation, partfculas de
30-44 um. DimensBes da coluna: 3.2 x 500 mm. Fase mé-
vel: perciorato de lantsnio 0.05 mol/1, pH = 3. VazHo
da fase mével: 0.5 ml/min. Volume da amostra injeta-
da: 10 ml (neste caso, utilizou-se o injetor do éis—

tema bl). Detecg¥o espectrofotométrica em 415 nm.
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gando a bomba de alta press3o citada no Capftulo 5.

A1l itaraturalé pouco clara a respeito dos métodos em-
pregados nco enchimento de colunas com fase estaciondria de troca
jénica baseada em gf{lica. Trabalhos sobre técnicas de enchimento
de colunas sdo feltog, preferenclialmente, com fase reversa ou fa-
se normal, visto que, este tipo de fase estaciondria fornece co-
lunas de malor eficiéncia do que aquelas recheadaé com fase es-
taciondria de troca i6nica. .

0Oz métodos citados na literatura empfegam solventes or-
ginicos (85) o©u a2 propria fase nével que wvai “éer empregada na
andlise (31), para preparar a suspensio e efetuar o enchimento.

Heste trabalho, optou-se pela utilizaclo de zmolucles de
perclorato de cilclo, baseadogs em resultados obtidos com colunas
de menor dl3metro Interno, onde a'utilizacdo de solventes orglni-
cos resultou em colunés que apresentavam vazios apds condiciona-
‘mente com dgua ou com a fase mdvel, como serd discutido poste-
riormente.

A suspens%do, antes de ser introduzida na coluna, fot
deixada em repouso por 30 minutos, para gque n%oc houvesse proble-
mag deo contracgio do recheio como ocorre éom resinas, onde a troca
do contra-fon por outro de maior carga <c¢ausa contrag3o do re-
chelo. Imediatamente antes de se efetuar o enchimento, a suspen-
s¥o fol submetida ao ultra-som por 5 minutos, para efetuar uma
perfeita homogeneizag3o e para eliminar gases dissolvidos. Apés
esta etapa, a suspensdo fol transferida rap;damente para o reser-—
vatdrio da bomba e efetuou-se o enchimento da coluna 2 uma pres-
s3co de 350 kg/%ma% empregando a mesma solu¢¥o usada no preparo da
suspens¥o. Esta trasferéncia rapida da suspensio do ultra-som pa-

.ra o reservatdrio visa minimizar a sedimentag¢¥o das partfculas.

A coluna depolis de pronta fol condicionada com dgua e a
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fase mével (nitrato de cédlclio), n3o verificando-se qualquer vazio
no topo. Os testes com esta coluna foram feitos empregando o sis-—
tema bl de cromatografia.

e Optou—se pela uwbilizagdo de nitrate de cidlclieo como fase
mével por n¥®Mo haver problemas de solubilizag¢¥o da amostra, por
ser de baixo custo, de fdcil preparac¢¥o e estocagem, o que n@o
acontece com solugBes de fosfato de sédio ou potdssio, onde ocor-—
re a prolife@aqﬁo ridpida de fungéé, quando estocadas a temperatu-
ra ambiente. A -

Com esta coluna obteQe;se a separagdo de <c¢inco picos,
como indicado na Figura 6.11. A primeira deflex%o obsefvada no
cromatograma estd relacionada com o ato de inje¢3o, devide a da-
nos no injetor utilizado. N¥o houve necessidade do emprego de
elui¢fo com gradienpe para a separa¢lo destes cinco picos, o que
representa uma grande vantagenm, j4 que n3Zo hd necessidade de re-—
génerar a coluna entre uma andlise e ocutra, e n%o hsd problemas de
desvios da linha de base. A utilizag%o de eluentes em pH = 3 esta
relacionada com a estabilidade da fase estacionsdria e minimizagio
de rea¢Sez na amostra.

Foli obéefvada a presenga de polimeros fortemente reti-
dos no topo da coluna, devido a um depdsito verde observado apds
algum tenpo de uso da coluna. Este depdsito nZ¥o havia sido obser-
vado anteriormente, provavelmente porque a quantidade de polime-
ros presentes nas amostras injetadas nas outras colunas era muito
pequena. ﬁ’aconseihévei a uti{lizac%o de uma pré-coluna entre o
injetor e a coluna, para evitar esta retengdo irreversivel que
inutiliza a coluna apds algum tempo de uso. No entanto, deve-se
minimizar o volume morto nas conexBes, para evitar uma perda exa-—

gerada na eficiéncia.

Uma solug¢¥o de perclorato de crome (mondmero) foi em-—
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Figura 6.11 Separac3o de espécies hidrolfticas de Cr(Ill) enpre-

L.

gando uma coluna recheada com Partisil 10 SCX}. par-

tfculas de 10 uam.

DimensSes da coluna: 4.6 x 200 mm. Fase mdvel: nitra-
to de calcio 0.2 mol/l, pH = 3. Vaz3o da fase mdvel:
0.5 ml/min, Volume da amostra injetada: 10 ul. Detec-

¢330 espectrofotométrica em 415 nm.
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pregada na determinagdo da eficiénecia desta coluna, utilizando o
método citado no Apéndice A. Us valores mostrados na Figura 6.12,
onde obteve—=e uma eficiéncia mixima de 20000 pratos tedricos por
metro de colwuna, estio de acordo com os melhores valores indica-
dos na literatura. O fabricante desta fase estacionsria (What-
man) indica walores aproximados de efici8ncia para as colunas cob-
tidas.

Esta eoluna fot empregaéa na verificag¥o da Influéncia
do pH da fase mdvel na separacﬁo: A Figura 6.13 mostra que essa
influéncia & bastanté significativa, Um aumento no pH acarreta em
uma diminul¢®o nos tempos de retencido, fazendo com que haja unma
perda na resolug¥o. Para andlises posteriores optou-se pelo pH =

3 que fornece uma geparac¢io adequada e estd dentro da faixa de

usc deste tipo de fase estaciondria ( 2 - 7.5).

6.4 Cronmatografia lfquida de alta efici®ncia empregando

colunas com microdiimetro

Atualmente, tem-se dado grande &nfase A miniaturizac3o
do sistema dErcrdmatografia I{quidé, com © emprego de colunas ca-
da vez menores, quer seja no compriﬁento, ou no diimetro interno,
nas chamadas colunas com microdidmetro.

Colunas com microdifmetro tém a grande vantagenm ﬁa- re-
dug¥o, bastante significativa, do consumo de fase estacioniria e
fase mével, tornando possivel a utillizag3oc de materiatls nals so-
fisticados para obter-se separag¢Bes n3o conseguidas anteriormen-
te. Entretanto, este tipo de cromatégrafia exige um sistema onde
o volume morto seja minimo. Volume morto excessivo entre injetor
e coluna, entre coluna e detector, e principalmente, na .cela do

detector acarreta em uma perda na eficifncia; outra exlgéncia
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Figura 6.12 Efici&éncia (n/m) em fung3o da vaz¥o da fase

(ml/min) obtida para a coluna "c”.

Fase mével: nitrato de cdlcio 0.15 mol/l,- pH
Soluto: Solug¥o de perclorato de cromo O.1

{monSmerol.
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Figura 6.13 Influéncia do pH da fase mdvel na separagBo de espé-

cies hidrolfticas de Cr(II11).

Coluna "¢”. Fase mdével: nitrato de cdlcio 0.2 mol/1 (
a- pH = 3, b- pH = 3.3, c~ pH = 3.8). Vaz3c da fase
mével: 0.5 ml/min. Volume da amostra injetada: 10 aul.

Detec¢do egpectrofotométrica em 415 nm.
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deste sistema é a utilizag¥o de uma bomba capaz de gerar vazdes
minimas, inferiores a 0.1 ml/min.

Visando economia de fase estaciondria e fase mdvel,-
tentou-se desenvolver um método empregando colunas com di&metro
interno de 1 e é mm, recheadas com Partisil 105CX, partfculas de
10 um. Nestes experimentos fol empregado o sistema b2 descrito no
Capftulo 5, onde procurou-se minimizar o volume morto entre a co-
luna e injetor e entre coluna e detector. 0 1injetor utilizado
tornou possfvel a injeg3o de pequenas gquantidades de amostra (1
al), para n%o ultrapassar a capacidade da coluna. 0 detector usa-
do, com cela de 1 ul, também viséva a eliminag¥o de volume morto.
A bomba disponfvel fornece vazSes mfnimas de 0.1 ml/min. Este va-
lor é muito alto para as colunas com 1 mm de di3metro interno,
mas ela fol utilizada mesmo assim, porque n¥o houve possibilidade

de obtencfo de outra mais adequada.
6.4.1 Colunas de 1 nn de di&metro interno

Como J4& foil indicado no Capftulo 5, para o enchimento
destas colunas empregou-se um reservatdério com um volume de 3 ml
e um restritor c8nico, para reduzir o dismetro interno de 4.6 pa-
ra 1 mm. Foram recheadas viarias co}unas de 250 mm de comprimen?
to, usando metanol ou isopropanol como agente suspensor e metanol
para efetuar o enchimento. Este método n¥o fol adequado pois apds
as colunas terem sido condicionadas com a fase mével ( solugﬁes
de perclorato de calcio), apresentavam um vazio no topo, devido
a contracXo do recheio. Esta contrag3o pédla ser devido a um pro-
blema mecSnico do enchimento, relacionado com a configufacﬁo das
conexBes entre a coluna e reservatério, que poderlia estar impe-

dindo um fluxo homogéneo do recheio para dentro da coluna, ou po-
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" dia ser devido a uma contrac3o da fase estacionsdria quando esta
passava da forma B para a forma Caz+. Este fato ¢ bem observado
quando utiliza-se resina de troca ionica, mas na literatura n3o
”ﬁﬁ”naaé'éépéc:ificad0“a*re$peito*devfases--estaai@névia&:~baseadasuu
em sflica, como é o caso de Partisil 10S8CX.

Para verificar qual dos dols fatores estava provocando
os vazios, rechecu-se uma coluna de 250 mm empregando metanol co~
mo agente stuspeﬁsor e para efetuar o enchimento. Apds o enchimen-— -
to da coluna fez-se © seu condicionamento com.égua, e novemente,
verificou-se o vazio no topo. | o

Em outro experimento passou-se a utilizar perclorato de
cilcio 0.1 mol/l, pH = 3 como agente suspensor (fase estaciondria
em presen¢a da soluqéo por 30 minutos) e tambdm no enchimento; o
vazio no topo da coluna, verificado neste caso, apds condlciona-
mente com dgua foi menor que nas vezes anteriores.

Baseados também em resultados obtidos com colunas de 2
mm de dismetro interno, onde verificou-se vazioé guando o enchi-
mento era felito com metanol, e ;oluﬁas perfeitas em enchimentos
com perclorato de cdlclo, concluiwserque os dois fatores poderiam
estar Influenciando a deflicliéncia ho enchimento e que o problema
causado pela configuragdo do sistema fol eliminado no caso das
colunas de 2 mm de difmetro interno.

A literatura sugere a utilizacZfo de pressBes acima de
1000 kg/cm2 , para o enchimento destas colunas. A bomba dlspon fvel
em nogso }aboratério opera em pressBes mdximas de 500 kg/cm‘z,
portanto, isto também poderia estar afetando o enchimento deft-
ciente, no caso de colunas de 1 mm de digmetro interno.

Foram utlilizadas duas colunas de i ®x 250 mm recheadas
com Partisil 105CX, partfculas de 10 um. As condigles QQ enchi-

mento das colunas s¥oc mostradas na Tabe?a 5.6
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Tabela 6.6 CondigBes de enchimento de colunas de 1 x

250 mm

coluna solvente para solvente para efetuar pressZo

a suspensdo o enchimento (kg/cmz)
1a metanol © 50 ml de metanol 500
1b : perclorato de ._ 20 ml de perclorato 500

cdlcio 0.1 mol/l de célcio 0.1 mol/1l

pH = 3 pH = 3

Nos dols casos fol utilizado o mesmo reservatdrio de 3
ml com restritoricﬁnico e a suspens3o submetida ao ulira-som por
5-m1nutos, antes do enchimento. As duas colunasg apresentaram va-
zlos apés condicionamento com agua, sendo que este vazio foi mails
acentuado na coluna la; estes vazios foram preenchidos com novas
quantidades de fase estaciondria, uttlizando o mesmo reservatdrio
e a.bomba do croﬁatégrafo para'imp;lsionar a suspens¥o para den-—
tro da coluna, a presstes de 200 kg/cm2

As Figuras 6.14 @ 6.15 mestram OS resultados obtlidos
com a coluna la, empregando solugBes de perclorato de céleio e de
lant8nio como eluentes. SolucgBes de fosfato de sédio cu de potds-
sio n¥o foram empregadas, devido aos problemas de preci?itac%o_Jé
relacionados. A diferenga entre altura de picos estd relacionada
com a difereng¢a nas duas amostras injetadas. Nos dois casos tem~
se apenas 2 separag¥o parcial de 4 picos; hé evidéncias de  mals
espécies devido as caudas nos plcos.

Resultados similares foram obtidos empregando a c¢oluna
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Figura 6.14 Separag3o de espécies hidrolfticas de Cr(lll) enmpre-

gando a coluna la e perclorato de cilclo como eluen-

Lte.

Fase estacionsra: Partistl 10 SCX, partfculas de 10
_um. DimensBes da coluna: 1 x 250 mm. Fase mdével: p§r~
clorato de célcio 0.15 mol/l, pH = 3. Vaz¥o da fase
mével: 0.1 ml/min. Volume da améstra injetada: 1 al.

Detecc¢lo espectrofotométrica em 415 nm,
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Figura 6.15 Sepafac%o de espécies hidrolfticas de Cr(I11) enmpre-

gando a coluna 1a e perclorato de lant8nio como

eluente.

Fase estactondra: Partisil 10 SCX, partfculés de 10
_um. DimensBes da coluna: 1 x 250 mm. Fase mdvel: per-
clorato de lant@nio 0.02 mol/1, pH = 3. Vaz¥o da fase
mével: 0.1 ml/min. Volﬁme da amqstra injetada: 1 al.

Deteccdo espectrofotométirica em 4135 nm,
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1b, com os mesmos eluentes, como estsd indicado na Figura 6.16.
N#o prossegulu-se com o estudo deste tipo de colunas,
vigsto que, nHo conseguiu-se uma boa separac¥o. A eficiéncla des-
tas colunas foif muito baixa (aproximadamente 200 pratos por metro
de coluna) devide aos problemas no ench.imento, Jj4 relacionados, e
a vaz3o exess ivamente alta obtida com a ﬁomba empregada nas and-
lises (0.1 ml /min). A utilizag¢¥o de colunas de malor compr it mento
{500 mm), par‘é a:umentar‘ a ef‘icli"e‘r‘nc‘:ia, tornou-se invidvel devido a

alta press3o obtida nesta vaz%o limite.

£.4.2 Colunas de 2 mm do di@metro interno

0 enchimento destas colunas foi feito empreélando solu-
cBes de perclorai‘.o de célcio 0.1 mol/l, pH = 3, como agente sus-—
pensor @ como solvente para efetuar o enchimento. Quando emnpre-—
goﬁ—se metanol para efetuar o enchimento obteve-se colunas que
apresentavam vazios apos condicionamento com dgua.

Para o enchimento de duas colunas de 230 x 2 mm (Z2a) e
250 % 2 mm (2b} empregou-se as mosmas condigBes ja& descritas,
.istc é, suspehs‘éﬂé submetida ao -ultfa-—som por 5 minutos, enchimen-
tos empregando 50 ml de perclorato de calcio 0.1 mol)’l, pH = 3, a
pressSes de 350 kg/cmz, limitada pela resisténecia das | conexbes
entre a bomba e o reservatdrio e entre este e a coluna. Estas co-
junas n¥o apresentaram vazios apés utilizag3o com soiugﬁes de
perclorato de cdlcio ou de lantanio.

As Figuras 6.17 a 6.19 mostram as separagBes obtidas
com as duas colunas; verifica-pe aéeparaq%o‘ de 4 espécies.

A coluna 2b fot utilizada na - andlise de uma amostra

5

3
contendo espécies marcadas com ~°Cr, preparada segundo © método

do redutor de Jones. Verificou-se 4 plcos de atividade coincilden-
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inj P 4 8 12 min

Figura 6.16 Separag¥o de espéciles hidrolfticas de Cr(lll) empre-

gando a coluna 1b.

Fase estacioniria: Partisil 10 S€X, particulas de -10
am. DimensSes da coluna: 1 x 250 mm. Fase mdvel: per-—
clorato de cilcio 0.15 mol/1, pﬁ = 3. VazZo da_ fase
mével: 0.1 ml/min. Volume da amostra injetada: 1 wul.

Detecgdo espectrofotométrica em 415 nm.
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Figura 6.17 Separag¥o de espécles hldrolfticas de Cr(lll) empre-

gando a coluna 2a e perclorato de cdlcio como eluen-—

te.

Fase estacionsria: Partisil 10 SCX, partfculas de 10
Am,. Dimens8es da coluna; 2 % 230 mm. Fase mével: per-—
clorato de cdélcio O.ls-molfl, pH = 3. Vaz¥o da fase
mével: 0.2 ml/min. Volume da amosira injetad§: i At

Detecc3o espectrofotométrica em 415 nm.
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Figura 6.18 Separacg¥o de espécies hidrolfticas de Cr(lIl} empre-

gando a coluna 2a e perclorato de lanténio como

eluente.

Fase estacionédria: Partisil 10 5CX, partfcuias de 10O
am. Dimens@Ues da coluna: 2 % 230 mm. Fase mdével: -per-
clorato de lant@nio 0.03 mol/l, .pH = 3. Vaz¥o da fase
mével: 0.2 ml/min. Volume da amostra injetada: 1 al.

detecclo espectrofotométricz em 415 nm.
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Figura 6.19 Separag3o de espécles hidrolfticas dé Cr(lIll) empre-—

gando 2 coluna 2b e perclorato de lant&nio como

eluente.

Fase estacionéria: Partisil 10 SCX, partficulas de 10
Aam. Dimensﬁes da coluna: 2 x 250.mm. Fase mdvel : pér—
clorato de lant@nio 0.05 mol/l, pH = 3. Vazdo da fase
mével: 0.2 ml/min, Volume da am&stra injetada: ; Al

Detecc3o espectrofotoméirica em 415 nm.
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tes com 4 picos detectados empregando o detector por absorg¢Zo no
visfvel, em 415 nm (figura 6.20). Verificou-se também que o ulti-
mo pico apresentava uma cauda , devido a polfmer@s retidos forte-
mente pela fase estaciondria. Os cdlculos, feltos em comparagdo
com a atividade presente em um padrZo, mostraram que grande parte
da atividade presente na amostra original n¥%o fol elulda nos 4

picos de atiwidade.

Tabela 6.7 Andlise de uma amostira contendo espécies hi-~
droifticas de Cr(ill) marcadas conm 51 Cr, em—

pregando colunas de 2 mm de didmetro Iinter-

no.
nimero do pico porcentagenm de atividade
1 13.6
2 22.6
3 6.8
4 9.1

Outro fato que evidenciou a retengo de pol {meros na
fagse estaciondria fol a presenga de um depésito verde né topo da
coluna apds utllizag¢¥o por varios dias. Egsta retengdo prdvcca a
inutilizac3o da coluna apés algum tempo de uso. A utilizaglo de
uma pré-coluna entre o injetor e a coluna é invidvel neste siste-—
ma, pois isto ocasionaria um volume morto muito grande, o que di-
minuiria bastante a eficiéncla das colunas.

A Figura 6.21 mostra a eficiéncia de colunas de 2 mm de
diametro internoc (n/m), em fungio da vaz¥o da nge'mévey; 53 céal~

culos foram feitos baseados na largura e na dist@ncia de” reten-
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nimero da fragdo

Figura 6.20 Radiocromatograma de uma mistura de espécies hidrol -
51

tices de Cr(l111), marcadas com Cr.

Fase estacionaria: Partisil 10 SCX, particulas de 10
Am. Dimens®es da coluna: 2 x 250 mm. Fase mével: per-—
clorato de lant8nic 0.03 mol/l, pH = 3. Vai%o da fase

mével: 0.2 ml/min. Volume da amostra injetada: 1 al.

Volume dag fracBes coletadas: 5 gotam, Detecltor de .

Hal {(T1).
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Figura 6.21 Eficiéneia das colunas 2a e 2b, recheadas

s1! 10 SCX, partfculas de 10 am.

® - coluna
A . coluna
o] - coluna

VAN - goluna

2b

2b

2b

perclorato de lantinioc 0.03

3,

perclorato de lant8nio 0.05

3,

perclorato de lanténio .05

3,

com conector.

com conector.

sem conector.
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¢3o {dﬁ} do primeifo pico dos cromatogramas (monbmero), de acordo
com o indicado no apéndice A. A mailor eficiéncia foi obtida com
vaz3%o de 0.1 ml!/min, no entanto, para diminuir o tempo de andli-
se, empregou—se vazBes malores nos experimentos.

A c<oluna 2b apresentou uma eficiéncia ligeiramente .sum
~perior a da <oluna 2a, quando empregada com perclorato de lant3-
nio, em vazBes mals reduzidas. Isto pode ser devido ao fate de
que a coluna 2a foil recheada com;material Ja utilizado em experi-
mentos anter iores, enquanto que,. a coluna 2b fol recheada com ma-
terial novo. A mudanga do eluente para perclorato de cilclo dimi-
nuiu a2 efici &ncia da coluna 2b.

Para verificar a influéncia do volume morto‘_na eficién~-
cia destas colunas, retirou-se o conector enﬁre a coluna e detec—
tor, e fez—-se a ligagdo diretazﬁente, observando-se um aumento na
ef‘_iciéncia, prinéipalmente em vazBes reduzidas. A eficiéncia mé-
xi.ma obtida poderia ser aumentada se houvesse disponibilidade de

uma bomba capaz de fornecer vazdes inferiores a 0.1 ml/min.

6.4.3 Estabilidade dag espécies hidrolfticas emApr'aaen“

Ga de percloratoe de lanti3nio

Para investigar a estabilidade de espécies hidrolfticas
de Cr(lll) em pbesenca de perclorato de lantﬁni;a fol feito o se-—
guinte experimento: 5 .ul de uma amostra contendo uma mistura de
espécies mar-cadas com 51 Cr foi analisada empr*egaﬁdo =3 método do
nitrato de cialcio; a o;ltros 10 .ul adicionou-se 200 ul de uma so-—
lug%o de perclorato de lant@nio 0.03 mol/1l, pH = 3. Esta mistura
fol deixada em repouso por 20 minutos, o tempo necesséario para

eluliclo das espécies no método utilizando colunas com di gmetro
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interno de 2 mm, e depois foi analisada empregandoe o método do

nitrato de cdlclo. Og resultados s¥o mostrados na tabela 6.8.

Tabela 6.8 Estabilidade das espécies hidroliticas de

Cr(I11) em presenc¢a de perclorato de lantd-

nio.
amostra MO0 D 0D T (%) P {(resina) (%}
a 15.6  20.2 11.3  52.9
b 16.4 20.7 11.7 51.2
a ~ amostra original.
b - amostra estocada em perclorato de lant&nic 0.03

mol/1, pH = 3, por 20 minutos.

Como pode-se verificar, houve apenas um possfvel ligei-
ro aumento na porcentagem de mondmero, nZo signiflcativo, congi~

derando-se ¢© erro do método.

6.4.4 Estudo da estabtlidade de espécies hidroliticas

de Cr(lll) em func3o do tempo de estocagem

A coluna 2a foil utilizada para verificar como as espé-—
cles hidrolfticas de Cr(ll1) se comportavam em fun¢Zo do tempo
de estocagem, de maneira similar com o que fol feito com amos—

tras contendo 31 Cr,

empregando o método do nitrato de calcio
(6.2.2). As amostras para este experimentco foram preparadas uti-
lizando-se o método do redutor de Jones, com as seguintes condi-

cBeg:
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~ 2Zinco em pd amalgamade com 10X de mercurio
- DimensBes da coluna = 0.5 %x' 1.5 cm
- Oxigénio borbulhado na solug¥o efluente por 15 minu-

tos

A Tabela 6.9 mostra outras varisveis do método, modifi-

cadas para cada amostra.

Tabela 6.9 Preparacg3o de amostras cdHtendo egpdécies hi-

drolfticas de Cr (111},

amostra pH da solugBo de pH apds eluigBo wvazZo da
perclorato de crg pela coluna de solugio

mo 0.1 mol/l1. Zn amalgamado pela col.

D g 1.2 1.2 1 ml/min
Dg 2.3 x | 2.5 1 m1/min
D 7 3.3 % 2.6 i1 ml/min
D g *x " 1.2 S 1.2 1 m1/min
Dg 1.2 _ 1.2 * 0.5 ml/min

x pH ajustado com NRaCOH 3 mol/1

kX estocada na geladelra

Verificou-se gque ocorre uma rapida conversdo do dfmero
a mondmero, em amostras onde o pH & baixo ( pH = 1.2}, preparadas
segundo © mé&todo do redutor de Jones, logo 'apds sua preparagio
(figura 6.22). Apés cerca de 20 dias esta convers@do passa # ser

mais lenta. Observou-se também que a conversio de dimeroc a mond-
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D/M

Figura 6.22 Estudo da estabilidade de a2mostras contendo espécies

‘hidrolfticas de Cr(lll).

D/¥% - Rela¢3o entre a altura do pico do dimeroc pela

altura do pico do monfmero.
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mero ¢ mais lenta em amostras estocadas a 42C (Dg - Qutro fato
observado, J3& relatadé anteriormente, foi a obleng3o de preferen*
cialmente dfmero quando partia-se de uma sclug¥o do mondmero em
.~ pH - F 1. Nest as amostras ndoc . foram observados polfmeros, que devem
estar presentes em baixas concentragBes. Por outro lado, se o.- pH
da soluc¥o de perclorato de cromo fosse ajustado para aproxima-
damente 3, havia uma polimerizag¢Zo nesta etapa, -ébtendo—se uma
mistura de espéties. Nestas amostras (Figura 6.23), observou-se
um2 lenta diminuligdo na relag3o &fmero/monﬁméro, a medldg em que
se aumentava o tempo de estocaged, indicando um aumento na por-
centagem de monSmero. A relac¢¥o entre a altura do pico do tetri-
mero e a altura do pico do trimero sofreu uma ligeira diminuiq%o;
indicando um =aumento na porcentagem do trimero.

Os dados relatados acima podem ser explicados da se-

'guinte maneira: o pH da solug¢do de perclorato de cromo fol ajus-—

tado para 2.3 e 3.3 nas amosiras especificadas como Dg e Doy ,
respectivamente; apdés eluigldo pela coluna de zinco amalgamado, ©
pH passou para 2.5 e 2.6 para as amostra Dg e D7 , respectiva-

mente. Estes valores de pH mantiveram-se constantes em fungZo do
tempo de est ocagem, portanto um valor b;ixo, onde ocorre prefe-
rencialmente a despolimerizag3o. Quando se analisa a variag3o do
pH das améstras, antes e depois da elui¢3o pela coluna de =zinco,
deve-se levar em considerag¥o que a coluna & .condicionada com
scido percldrico 0.05 mol/l, e que portanto, variac¢8es da quanti-
dade de scido presente na coluna causam mudangas no pH final da
amostra.

Nestes experimentos, optou-se por relacionar a raz¥o
entre altura de 2 picos com o tempo de estocagem, para evitar que
erros na inje¢3o acarretassem em erros na determinagdo da altura

dos ptcos. Os pontos representam 2 média de trés medlidas. 0 erro
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5 10 15 20 3G 45 DIAS

Figura 6.23 Estudo da estabilidade de espécies hidrolfticas de

CrCllil).
® - D/M para a amostra Ill'6
O - Te/T para a amostra Dg
& - p/u para a amostra D7
A -

Te/T para a amostra D7
D e ¥ significam dimero e monBmero, respectivamente
Te o T giginificam tetrimero e trimero, respectiva-

mente.
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nas medidas correspondentes aos tempos inicials de estocagem sd0
maiores, com desvio padrZo absoluto de 3.5 e 2.6 para os tem~—

pos t = 0 e t = 1, respectivamente, devido & reduzida altura do

pico do mon&mero. Nos demais tempos as medidas possuem um desvio

menor (0.1).
De acordo com os dades da Figura 6.22 pode-se fazer um

cdlculo aproximado do tempo de meia vida para a espécle dimérica,

anal isando-se apenas a primeira por¢3o da curva. Para estes cél-

culos considerou-se que na amostra D (tomada como exenmplo),

5
existem apenas mondmero e dimero, ent3o a porcentagem de dimero

serd;

tempo 4 % de dimero
t =0 37.5

t =1 S5.8

t =86 91.5

Lt =7 90.7

t = 13 . 87.2

0 témpo de meia vida calculado para a espécie dimérica,
de acordo com 2 F;gura 6.24, fol de 77 dias. Resultado similar
fol obtido com a amostra Dg . onde encontrou-gse um tempo &e meia
vida de 72 diag. Estes dédos devem ger analisados com culdado,
porque a consideragido de que na amostra existem apenas mon&mero e
dfmero n3o & correta, pois os polimeros devem estar presentes em
pequenas concentragles. Reag¢les deldecompostcﬁo destes pol {meros
modificam as concentracdes de mondmero d{meror

- Estes dadog servem apenas para 1ndiéar gque © tempo de

mela vida da espécie dimérica, nestas condi¢Bes, & de aproximada—
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Figura 6.24 Variac¥o da concentrac¥o relativa do dfmero {(ln D),

da 2mostra Dg , em fun¢g3o do tempo de estocagenm.
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mente dois meses, possibilitando seu estudo, neste periodo de

tempo.
6.5 ldentificacio das espéclies

A identificac¥o das espécies eluidas € bastante diff{-
cil, principalmente neste sistema, onde existem fons estranhos,
da fase mdvel, interferindo nos métodos de andlise.

A literatura cita a éspectrofoto#etria de absorc¢3o no
visfivel como um método de ideﬁt}ficacﬁo (2,15—22,48,53}, mas como
pode~se verificar na Flgura 6.25, os espectros destas espécies
s¥0 muito semelhantes. Se uma especie estiver contaminada com pe—
quenas proporgdes das outras, através do espectro ela pode ser
Julgada como sendo pura.

Tentop*sé empregar a espectrofotometria por absorg¢dio no
visfvel para identificar a5 espécies separadas pelo método do ni-—
trato de célcio, neste caso, empregando espécies n¥o marcadas com
510r. A Figura 6.26 mostra o espectro de absor¢%o obtido neste
trabalho. O solvente para o mondmero fol nitrato de calcle 0.3
mol/l, pH = 2 e para o dfmero, nitrato de c&lcio 0.5 mol/1l, pE =
2, também usados nas celas de referéncias. N¥o foram obtidos es—
pectros do trfmero e tetrdmero devido as pequenas quantidades
destas espécies presentes na amostra original. Procurcu-se mini-—
mizar o temp$ decorrido entre asg separacles e a obtenglio do eg-
pectro, para evitar que possivets reacﬁeskinterférfssem‘ nog re-—
sultados. O tempo maximo derestocagem.fqi de 30 minutos,

0O resultado obtido neste trabalho fol semelhante ao ci-
tade na literatura (20), mas nio foi possivel obter certeza sobre

a identidade das espdcies.

0 comportamento crcmé£ogréf1co também pode fornecer in-
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formacdes importantes. Como tem-se usado fases estaclondrias de
troca i6nica , baseadas em sflica ou resinag, suple-se que a ordem
de eluiclo serd em fungldo da carga das espécles; isto &, os tem-
_pos de retencdo das espécies mais polimerizadas _ser¥o malores.
Portanto, os quatro primeiros picos dos cromatogramas seriam mo~
némero, dimerc, trimero e tetrSmero: no entanto, pode estar ha-
vendo eluicgZo de duas espécies em um unico pico.

O primeiro pico obtido no método de nitrato de cidlcio
(eluié‘éo com nitrato de célcio 0.3 mol/l1) ou nos método empregan—
do CLAE, com colunas de 4.6 ou 2 mm de dismetro interno é prova-—
velmente o mondmero, visto que amostras originals de 51 Cr, que
possuem prat.icamente somente o mon&mero, fornecem a malor parte
da atividade neste pico.

0 dfmero n%o pode estar sendo eluido junto com o mond—
mero, em nenhunm ,dosAmét.odos, poils quando znalisa-se uma amostra,
preparada segundo © método do redutor de Jones, q{ae fornece prin-
cipalmente esta espécle, obtem-se a malor parté da atividade no
segundo plco. |

Resta saber Be o t.rfméro esta sendo eluido junto com O
segundo pico, ou se @ © terceiro .plco dos cromatogramas. Par;a
tanto, foram feitos alguns experimentos.

Uma amostra contendo uma mistura de especles hidrolfti-
cas de Cr(111) feol analisada no sistema de cromatografia lfquida
de alta eficiéncla, empr‘eg.ando a coluna de 4.6 mm de dismetro
interno e usando solugio de nitrato dé cidlcio 0.2 mol/l, pH = 3,
como fase mével. Foram coletados os picos denominados como sendo
1, 2, 3, 4 e 5 ( Figura 6.11) e cada um destes picos fot injetado
em uma coluna recheada com resina AG 50U X-4, partfculas de 38-75
Am; a el_uic;éo foi efetuada com nitrat.o' de calcio e de lant3nio,

pH = 2 (método do nitrato de céalcio).
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Analisando a Tabela 6.10, que mostra os resultados ob-
tidos, verif ica—-se uma coincidéncia na eluicldo das espécies; isto.

é, cada pico de um método relaciona-se com outro pico no método

—alternativo.. 0 guinto pico.obtido no sistema CLAE elul juntamente .. ..

com o gquarto pico, quando utiliza-se o método do nitrato de «cél-

cio, mostrando que o nitrato de lant8nio realmente estd eluindo
duas espéclies.

Tabela 6.10 Anilise dos picos eluidos da coluna de 4.6

mm de diéméﬁro interno pelo método do ni-

trato de calcio.

ndmero atividade eluida atividade eluida ativi-

do plco com nitrato de com nitrato de dade na

éélcio, pH = 2 lanté&nio pH = 2 resina
(mol/Z1) (%) {(moi/1) (%) (%
0.3 C.5 1 0.5

1 39.3 - - = , 0.7

2 11.5 86.5 - - 2.0

3 2.2 6.1 85.8% - 6.1

4 0.7 1.7 2t.1 67.9 8.6

5 0.5 0.9 3.9 77.2 17.5

As amostiras foram coletadas na salda do detector e ime-
diatamente analisadas. A presenca de atividade na resina pode ser
devido aos polimeros retidos fortemente no topo da coluna, de
analises anteriores, que s3o eluidos lentamente & contaminam cada
amostra: a atividade presente nos picos anteriores ao de ativida-

de méxima pode ser devido a uma contaminag¥o ou devido a reagBes
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de decomposi ¢%o na presencga da fase mdével. Por exemplo, no caso
de contaminag3o, © sééundo pico pode estar contaminado com a
cauda do pico do mondmero, que elui imediatamente antes.

A‘amesmq série de experimentos foi feita empregando a
coluna de 2 mm de difmetro interno (coluna 2b), obetendo-se .re-—

sultados similares.

Tabela 6.11 Andlise dos picos eluldos de uma coluna de
2 mm de difimetro internc pelo método do ni-~

trato de cédlcio.

nimero do atividade elutida com nitrato atividade
pico de calcio, pH = 2 (mol1/12(%) na res(%}
0.3 0.5 1
1 98.3 1.2 - : 0.5
2 11.7 85.2 1.9 1.2
3 8.3 12.3 74.6 4.8
4

5.3 8.3 . 18.5 67.9

Aqui, as reacgBes de decomposig¢io s¥o mals provivels de-
vido ao 1oﬁgo tempo de estocagem da am¢stra em perclorato de lan-—
tsnio 0.03 mol/l, pH = 3 empregado na eluig¢Hdo dos picos da coluna
de 2 mm de d?ametro interno. Este tempo de estocagem fol de 10,
60, 30 e 150 minutos para os picos 1,.2, 3 e 4, respectivamente.

Atravos destes expsrimentos verificou~se apenas que oS
métodos separam os picos de maneira coinéidentes, mas ainda resta
gsaber se ocorre a eluigdo de duas espécies em um uUnico pico, no
caso do trimero e tetr8mero. Para verificar esta suposig¢io, foz—

se uma anilise de uma amostra contendo uma mistura de espécles
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marcadag com SlCr,.empregando o método do nitrato de cilcioc, com
uma variacg¥o: fol utiffzada a mesma série de eluentes em uma co-
luna de 0.6 »x 4 cm recheada com a mesma resina. O cromatograma da
Figura 6.27hrnostra gue o nitrato de célcio 0.3 e 0.5 mol/1l eluenm
apenas uma espécie, como ja& havia sido verificado anteriormente,
enquanto que, nota-se a eluig¥o de duas espécies com nitrato de
calcio 1 mol/1. A segunda espécie eluida com nltréto de célcio 1
mol/] representa as espécies que eluem conm nitrato de lanténio,
devido ao maior numero de Fracﬁeé coletadas éﬁm este eluente. 1s—-
to & indicado na Tabela 6.12 qﬁé Eompara a pé;centagem de cada
espécie nas duas andlises da mesma amostra.

Na coluna com 2 cm de altura, o nitrato de lantﬁni§
elui 19.3% da atividade, enquanto que 33.3% fica retida na resi-
na. Na coluna de 4 cm, a atividade eluida com o nitrato de lant3-
nio aumenta o valor &btido com o nitrato de cidlcio 1 mgi/l, e o

P

restante & considerado como atividade na resina.

Tabela 6.12 Comparag%o entre duas aﬂélises pelo método
do nitrato de cilclo usando colunas de di-

ferentes alturas.

altura da porcentagem da atividade elulda atividade

coluna com nitrato de célcio (mol#l) na resina
pH = 2 (%) ‘ (%)
0.3 0.5 ;

2 cm 15.5 20.8 , 11.1 52.6 %

4 cm 16.4. 18.9 27 .8 36.9

’* - incluindo 19.3 % eluido com nitrate de lant&nio

0.5 mol/l, pi = 2 e 33.3 % retido na resina
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Figura 6.27 Separag3o de espéclies hidrolfticas de Cr(lll) empre-
gando o método do nitrato de cdlcio com coluna de

maior altura.

Fase estaclonsria: AG 50U X-4, partfculas de 38 -~ 75
um. DimensBes da coluna: 0.6 x 4 cm, Vaz3c da fase
mével: 0.3 ml/min. Volume da amostra injetada 50 Al

Volume das fracBes coletadas: 2 ml. Detector de Nal(

Ti).
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Basseados nesta série de experimentos, conclui-se que no
método do nitrato de cdlclo o mondmero, dimerc e tirimero eluen
como 3 plcos separados; o tetramero e pentamero eluem Jjuntos no
quarto pico, enquanto que, outros polfmeros ficam retidos. ﬁela
resina. No metodo de cromatografia lfquida de alta eficiénclia,
empregando a coluna de 4.6 mm de dismetro interno tem-se a elul-
¢3o do mondmero, dimero, trfmero;‘tetrémero e pent8mero cono 5
picos separados, no entanto, outéos pol fmereos ficam retidos pela
fase estactiondria, daniffcando a coluna. A coluna de 2 mm de did—
metro interno elui os trés primeiros pices separédamente, mas ©
quarto pico pode ser o tetri3mero ou uma mistura deste com o pen—
tamero. Hovamente, deve~se citar a presenga' dos poifmeros n3o

eluidos.
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CAPIiTULO 7

CONCLUSOES

0 método do nitrato de:célcio é bastante viavel e (j&
estd sendo empregado na rotina do laboratdério. E/um método bas-
tante simples, de baixo cusio, podendo ser empregado em qualquér
laboratério. Este método pode ser utilizado em andlises 2 nivel
de tracgos, como no caso da separagio de espécles marcadas
. com SICr, ou eﬁ maioreé concentrages, Jj4 que a capaci&ade da fa-
se estaciondria empregada & alta. A separac%o de cinco picos em 2
horas de anslise, é ﬁm fndice razosvel, para um método t3Ho sim-
ples. Outra vantagem do método & a possibilidade de recuperagdo
da fase estactonédria, étravés do tratamento com hidréxido de a6~
dio e perdéxido de hidrogénio, que promove 2 oxidac¥c do Cr(lill),
fortemente retido, a Cr(Vl) que & facilmente deslogado.

A utilizaclo de colunas de teflon, recheadas com resina
de troca catidnica n¥o mostrou-se promissor, devido =2os problemas
de forte retencio das espécies mals poliméricas na fase estacio—
niria; seria necessdrio uma guantidade elevada de eluente para
conseguir-se a elui¢¥o das espécies retidas, o que levaria a um
tempo de andlise muito grande e a uma perda na sensibilidade. Co-~
lunas de teflon recheadas com estas resinas podem ser enmpregadas
em outros tipos de andlises, visto que, sdo de ficil construcio,
possuen diémetros internos variados & s%c inertes 3s faspes mdvels
empregadas emn cromatografia lfqulida.

0 método de cromatografia lfquida de alta eficidncia,

OV TR S,
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-~

naria de troca i8nica também apresentou resultados positives. E
um método raplido, no entanto, requer equipamento sofisticado e
implica em um maior custo operacional. A separag3o de 4 picos em—
pregando a coluna de 10 x 250 mm recheada com Vydac SC catlon,
partfculas de 30 a2 44.um, possul 2s desvantagens de necessidade
de utilizac®o de eluig¢io com gradlente e utilizacio de fase mdvel
de estocagem mals cuidédosa. A utiltizaclo de fase estacionarla
com menor diSmetro de partfculas:e maior capacidade, em <colunas
de menor d4iametro intefng {4.6 mm) resultou na'separagﬁo‘de-cinco
pitcos, © melhor resultado obtido neste trabalho. HNeste métcdo
utilizou-se solugBes de nitrato de cilcio, como fase mdvel, para
evitar o problema de estocagem relacionado acima.

| 0 inconveniente de forte retengdo de aygumas espeécies
pode ser resolvido através da utllizégﬁo de um pré-coluna entre o
injetor e a coluna analftica. No entanto, a andlise quantitativa
deve ser cuidadosa, pois estas espécies“sﬁo ékuidas lentamente e
contaminam cada pico.

A utiiizaq%b de colunas com menor difmetro interno, no
caso 2 mm, requer maiores cuildados quanto a partfcﬁias presentes
na fase mével ou na amostira e na eliminaclo de volume morto no
sistema. Também requer egulpamento sofisticado, no entanto, ©
custo operacional & rgduzido devido a utilizagl%co de menores va—
>%os da fase mével. Aquil, n3o é indicado a utilizagdo de preé-co-—
luna o que acarretaria em um volume morto mais elevado. Outros
eluentes mals fortes ou outros tipos de fases estaciondrias de—
vem ser estudados, para tornar o método mais vidvel.

A fase estacionaria empregada nos métodos de cromato-
grafia l1fquida de alta eficiéncla, tanto em colunas de 4.6 mm cO—

mo 2 mm de di8metro internc ¢é composta de particulas de 10 .am.

R L S JE. [ RUSIRY S

t D m e AV Smabre Adae nart fenlas acarresbtaria emum seqgu-
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ro aumento na eficiénelia das colunas, o que melheraria as separa-
cBes. Ndo fol possfvei a utilizac%o de fases estacionidrias com
menor dismetro de partfculas devido a n3o disponibilidade. Outro
fator que lewa a um aumento na effciéneclia da coluna & a técnica
de enchimento, que deve ser mals aprimorada, no caso de chﬂnas
de diametro interno reduzido.

Estes métodos que foram desenvolvidos péderﬁo gser uti-~
lizados para o estudo do comportamento destas espécies em solu-
¢%o, determinag¢¥o de suas estruturas, consténtes de hidrdélise,
etc. Servirdo ainda, para o estudb da qufmicauﬁo cromo, de.um mo=—

do geral, onde estas espécies podem ser produzidas empregando

condicd8es adequadas.
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APENDICE A

Definic3o de alguns termos empregados em cromatografia

Rs

de acordo com a referéncia 137

- tempo de retengdo do solqto

- tempo de retenéﬁo de um soluto n%o retido pela
fase estacioné;ia

- 1arguré do pic; na linha de base (entre as tan-—
gentes) |

- largura do pico né meia-altura

- temnpo de rétenﬁﬁo ajustado ( tR -t )

M
- Fatar de seletividade

tl

o = _...RZ_._
L
tRI

~ fator de capacidade

L
k! e tR
ty
- resoiuc%o
| £t - %
Rs = _R2z RI
Yp1 * Yb2

- numero de pratos tedricos

0 mimero de pratos tedricos & uma medida da eficiéncia

de uma coluna e pode ser definldo como:
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tn
6'2
onde §¢ & a wvariZncia para o pico, medida em unidades de tempo. A

largura do pico (w) pode ser relacionada com a varl@ncia:

w = a 0‘2 ent3o,
& 2

n = a R
. 2
w

A largura do pico pode se; medida em vdrias regifes do
pico, havendo consequentemente uma mudanga nos valcreé de "a”.

A Tabela A.l1 mostra os valores de "a” e o local onde &
foita a medlida da largura do pico, em alguns métodos citados na

literatura, para o cilculo do nimero de pratos tedricos (142}.

Tabela A.1 Par8metros usados para o cdlculo de "n” de

acordo com vérios métodos.

método valor de "a” altura do pico onde & felta

a medida da largura (XD

{nflexdo 4 | | 60.7

meia-altura 5.54 . B0

3 ¢ 9 - 32.4

4 ¢ 16 13.4

5 § 25 4.4

tangente 16 na linha de base, én—

tre as duas tangentes
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Quanto mais proxima da linha de:base for a medida da
largura do pico mais sujeita 3 infludncia de assimetria serd a
medida. Os m<todos da inflex¥o, da meia-altura e da tangehte sdo
menos influenciados pela assimetria dos picos, portanto, os valo-
res de "n” obtidos por estes métodos %o maiores.

Al ém destes métodos manuais para o cédlculo de "n” exis-
tem outros, que também consideram a assimetria de plco, que no
entanto, raquarém de sigtemas de'%quisigﬁo de dadeos e microcompu-—
tadores para os cilculos (143, 144).

Heste trabalho fol empregado o método da meia altura,

porque este ¢ o método mais empregado por fabricantes de colunas

(142). Assim, "n” foi calculado empregando a3 fdrmula:

n = ' 5,545 “_“E__ >
Yh
Onde dR,é a dist3ncia de retencg¥o do soluto, e wp & a

largura do pico na meia-altura, medidos em unidades de

comprimento.

A eficiéneia é fungBo do comprimento da coluna. Para
comparagdo da eficibncla entre colunas de diferentes comprimen—

tos, emprega-se a altura equivalente a um prato tedrico (h).

L

n

h =

onde L é o comprimento da coluna.

Bristow e Knox (145) sugerem a utilizac@o de parimetros
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reduzidos para poder comparar colunas de diferentes tamanhos, di-

ferentes materiais de recheio, solventes de diferentes viscosida-

des o golutos= com diferentes ceef%cientés de distribuicdo:

a—

Altura reduzida equivalente a um prato tedrico (hr)

h
hr [
. dp -
onde d, ¢ o di3metro médio das particulas. Valores

p
otimos de hf estdo na faixa de 2 a 10 (145).

Velocidade reduzida da fase mdével (Y )

onde @ & a velocidade linear média da fase mével ¢
u=L/ty } @ Dy & o coeficiente de difus¥o do so-
iuto na fase mével. Valores ideals de v est3o na

faixa de 3 a 20.

Parametro de resisténecia ao fluxo

Ap t

- RO LI
12

ondeiMJ,é a queda de press¥o na coluna, l:é o -com—
primento reduzido da coluna (1 = lep} © m. . é a
viscosidade da fase mével. Para técnicas de enchi-
mento de colunas baseadas em suspensBes, os valores

de & s%¥c por volta de 500.
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A eficiéncia de uma__coluna é fung¢ido, aldm do conprimen-—
to, de uma s&rie de outros fatores que podem ser descritos “atra-

vés da equa¢c ™o de Van Deemter:

O termo A estd relacionado com a difus%o turbilhonar;
as moléculas do soluto se movimefmt_aui pela coluna por diferentes
caminhos, causando aumento na lafgura do plco.- Este termo pode
ser minimizado usando-se partfculas uniformes e com pequenc dia-
metro, & colwunas bem recheadas.

D termoc B relaciona o alargamento da banda com a difu—
a%¥c dag moléculas do soluto, em f,;mdas ag dirégﬁés, ﬁa fase mdével.
Pode ser minimizado utilizando-se colunas recheadas com partfcu-
las regulares e r:le pequeno difmetro, e empregando altas velocida—
des linearem da fase mdvel. |

0 termo C relaciona o alargamento de bandas com a
transferdnci a de massa do soluto para a fase . esta.cionéri--a. Uma
coluna bem recheada, com peguena espessura no fllme - Hqﬁido da
fase estaciondria sobre o supofte, baixa velocidade linear da fa~
se mével e malor coeficiente de difus¥o do soluto na fase  esta-—
cionsria, s¥o fatores que tornam o termo C menor.

A transferéncia de massa do soluto par;a a fase mdvel
(termo D) estd relacionada com o tamanhe e forma das colunas,
di8metro das partfculas, velocidade linear da fase méve}- g com ©O

coeficlente de difusfc do soluto na f’aée'mével.
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APENDICE C

Ut i1lizacBo do detector de iodeto de sddio para a deteg
s .
¢¥o dos fétons gama emitidos pelo I'Cr

Nos experimentos empregando cromatografia por troca
iénica cléassica, empregou-se espécies marcadas com  Cr. HNestes
experimentos efetuava-se a eiuicﬁo com solventes édequadaé @ co-
letava—-ge fracBes de volume definido. No final da andlise, a re-
gina também era coletada em um tubo de contagem. As fra¢393 8 O
tubo contendo a resina eram levados ao detector de lodeto de 84—
dio, para determinac3o da atividade presente em cada tubo, na
forma de contagens por minuto (cpm). ﬁs valores de contagens por
m[nuto eram corrigidos subtraindo-se o valor de Bg (back ground
médio), somava-se estes valores corrigidos relativos a cada pico
no cromatograma, ¢ comparava-se a atividade em cada pico com a
atividade total ( somatdria da atividade em cada tubo, inclusive
o qué contém 2 resinal, obtendo-se a porcentagem de ativiaade em
cada pico. |

0 detector de lodeto de sddio funciona da seguinte ma-
neira ( 146):; uma amostra contendo um fadioisétc?po, no caso S1 Cr,
& colocada no pogo do detector (cristal de iodeto de sddio, dopa-
do com tilio). Os ralos gama emitidos pela amostra ;tingem o
cristal, produzindo fdétons, com:.energia na regi¥o do visfvel,
proporcional 2 energia da radiagdo gaha‘ inicial. Estes fdtons
atingem uma fmtomuitiplicédora, produzem elétrons que s¥0 acele-
rados e multiplicados. Estes eletrons geram pulsos @e_ voltagem
gue s%o ampl iados por um pré—aﬁﬁlificaédr e um amplificador 11—

near. Um analisador de pulso seleciona uma faixa estrelta de pul-
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sos relacionados com a energia do ra-io gama emitido originalmen-—
te. Us pulmos aceitoz pelo analisador sd3o contados.

A Figura C,1 mostra o esquemé de decaimento para o

SlCr. Aponas os 10% do 51C;r- que atingem o estado fundamental do

51 .
V, através de um estado excitado Iintermedidric & que sdo utili-

51
zadog na detecclo do Cr.

energia do estado ‘ mela vida do estado
eoxcitado (Hev5 excitado

5

ICr
Q.725 27.8 4
10% 90%
v ’

0.320 ' 0.2 ns
0.000 —Y b4 : est.dvel

Slv

51

Figura C.1 Esquema do decaimento do Cr para 5’1\1.



