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LISTA DE CODIGOS

Ag= Fator de Assimetria

Cy= Composto contendo um étomo de carbono

C,= Composto contendo dois atomos de carbono
CG= Cromatografia Gasosa

CGAR= Cromatografia Gasosa de Alta Resolucao
CG/EM= Cromatografia CGasosa acoplada a Espectrometria de Massa
CL= Cromatografia Liguida

CLAE= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLFL= Cromatografia Ligquida com Fase Ligada
Cpm:-Contagens ror minuto

»sz Razao de Distribuicdo das Massas

d.i.= Diametro iﬂterno

BEM= LEspectrometria de Massa ou EsPectro de Massa
FE= Fase Estacionaria

FID= Detector por Ionizacgao em Chama

FM= Fase Movel

Fh= PFase Normal

FR= Fase Reversa

h= Altura Equivalente a um Prato Tedrico

HOPr= Acido propandico

iva Infra~vermelho

MeOH= Metanol

M/%Z= Massa sobre carga

n= Numero de Pratos Tedricos ou Eficiéncia
P.A.= Reagente para analise

p.e.= Ponto de ebulicdo

p.f.= Ponto de fusio
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PS5~DVB= Poliestirenco~-divinil-benzeno

Rsm Resolucao

.tM: Tempo de retencdo de um soluto nao retido pela'FE
tRm Tempo de retencao de um soluto

t?R: Tempo de retencao ajustado

sz Numero de Separacdo ou Trennzahl

UV= Ultra-violeta

| VMAP= Lampada de Vapor de Mercirio de Alta Presséao
V/V= Volume a volume

A = Comprimento de onda



RESUMC

Titulo: Analises por Cromatografia Ligquida de Alta Eficiéncia de Com
postos Peraiogenados do Tipo CyBryCly ( x = 1l ou 2; y + z =
4 ou 6)

Autora: Priscila de Almeida Leone
Orientadora: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Instituicdo: Instituto de Quimica -~ Universidade Estadual de Campi-
nas ~ Cx. Postal 6154 - Campinas
Sao Paulo - CEP 13.081

Un método de analise por Cromatografia Liquida de Alta Efici-
encia (CLAE) fol desenvelvido para a separagao da serie de compostos
peralogenados do tipo CyBryClg (x =1 ou 2; y + 2z = 4 ou 6).

A grande vantagem de se utilizar a CLAE para analises destes
compostos, em relacao a Cromatografia Gascsa (CG), & gue, apesar de
sua menor sensibilidade, a separacdo é feita a temperatura ambiente,
evitando, assim, decomposicgOes que, possivelmente, ocorrem em anali-
ses por CG.

Foram feitos estudos sobre tipos de coluna, fases estacioné=-
rias (FEs) e fases moveis (FMs), determinando as eficiéncias (n), re
solucdes (Rs)? numeros de separacio {T ) e outros pardmetros resul~
tantes.

Colunas recheadas com FE do tipo reversa, FMs polares, como
MeOH/Ho0 e deteccdo por absorbdncia no UV mostraramwse como sistema
de melhor desempenho.

A otimizacio das condicdes de analise para a separacao foi
feita com misturas de compostos padrées [CC1,,CBrCly, CBryCly, CBry,,
CaCly, Q2Rr4, CaBrg, CoBr Cly (1,2-dibromo- tetracloroetano) e CyClgl.

Devido as grandes élierengaq de polaridadesentre os compostos
separados, as melhores composigOes de FM, para cada grupo (C1, Cp in
saturados e Cp saturados) foram diferentes.

Foram observadas inversoes nos tempos de retencao (tys) de al
guns compostos a medida que a polaridade da FM foi sendo modificada.
Deste fato pode-se concluir gque o uso de gradiente de eluigdo po-
deria nao levar aos resuitados esperados, para estas separagées.

Previsoes de separagao foram feitas através do nlmero de sepa
paracido para og compostos néo ﬁlSpOHlVElS.

Amostras resultantes da radidlise . de solucdes de CBryg em CCly,
gue produziram alguns peralogenados identificados por CG/EM, foram .
analisadas por CLAE, confirmando a previsao da separacao feita para
o8 compoestos Cq. ' :

Para preparar alguns compostos Cp, foram feitas reagées de
fot@llse de peraletog, produzindo alguns Cp saturadcs ainda nao dis
poniveis, cuja identificacido foi feita por interpolacdo dos trs.
ConfirmacOes foram cobtidas por CG com detector seletive de massas.

Conclui-se que a analise completa dos compostos CyBr,Cl,
pode ser realizada por CLAE, empregando uma Gnica FE e duas (' ou
trés) diferentes composicbes de FM (misturas MeOH/H;0),fazendo sepa
ragoes dos compostos individuiais em duas corridas.



ABSTRACT

Pitle: Analysis by High Performance Liguid Chromatography of Per-
halogenated Compounds of the Series C Br Cl {(x = 1 or 2;
v + 2z = 4 or 6} Y

Author: Priscila de Almeida Leone
Supervisor: Profa. Dra. Carol Hollingworth Collins

Institution : Instituto de Quimica - Universidade Estadualde Cam-
pinas - Cx. Postal 6154 -~ Campinas
S3c Paulo—~ CEP 13.081

An analytical method using High Performance Liquid Chromato-
graphy ({(HPLC) was developed in order to separate halogenated com-
pounds of the series CyBryCl, (x = 1 or 2;y y + z = 4 or 6).

. In spite of its lower sensxt;vxty, a great advantage of HPLC
for the analysis of these compounds is that the separation is car-
ried out at room temperature, thus avoiding possible decompositions
during the GC analysis,

Studies of type of column, stationary phase (SP) and mobile
phase (MP} were carried out and the efficiencies (n), resolutions
{Rg), separation numbers {T } and other parameters were determined.

Reversed phase columns,polar MP, such as MeOH/H,0 and UV detec-
tion were shown to give good performance.

Otimization of the analytical conditions for the separations
was carried out by means of standard compound mixtures containing
CCly, CBrCly, CBroCly, CBry, CpCly, CyBryg, CpBrg, CyBrpCly and C)pClg.

bue to the great difference of polarity among the separated
compounds, the better MP composition was different for each group
(Cq,usaturated  Cp and saturated Cp).

Reversions in retention times (t,) were observed for some
compounds as the MP pelarity varied. From this fact it may be
concluded that using gradient elution might not lead to Dbetter
results for these separations.

Previsions of separations for unavailable compounds were made
£rom the separation numbers.

Radiolysis of CBrg in CCly solutions afforded some perhaloge-
nated compounds, which were identified by GC/MS. These samples were
analysed by HPLC, confirming the foreseen separation for Cq com-
pounds.

In order to prepare some Cp compounds , photolysis reactions
of perhalides were carried out. Identification of compounds for
which no standard was available was made by interpolation of tgp
the results being confirmed by GC coupled to a mass selective de -
tector.

It is concluded that the complete analysis of C_Br, Cl com-
pounds can be made by HPLC, using a single SP and two T{or® three)
different MP compositions (MeOH/H70 mixtures) making the geparation
of compounds in two runs.



capituLo 1

1.1. Introducio

A literatura contém diversos trabalhos que tratam de sistemas
onde reac¢tes radicalares entre peraletos sio induzidas por raios v,

neéutrons, fétons ou calor, tais como: radidlise de CCl de CBr4(s),

4°
de C2C16 e de CClé/Br2 ou fotolise de (3]31:‘l em presencga de Cclé.

Uma revisao bibliografica dos trabalhos mais relevantes sobre
este assunto pode ser encontrada em recente trabalho publicado no
Instituto de Quimica - UNICAMP [1].

No estudo destas reagées} muitos compostos peralogenados foram
identificados como produtos, por diferentes autores. Em trabalho so
bre radiél@se de solugbes de CBr, em CCl, foram encontrados compos-

tos tails como: CRrCl C.C1 C.BrCl CBr.Cl C.Br.Cl, e C.Br

37 727747 72 37 27720 2T 2774 (1.
Em tiabalhé Similar; foﬁam idehtificados outros peralogenados como
.C28r2614 e CzBrCi5 [2]. ReacOes de termdlise tambeém produziram diver—
508 peralogenados [17.

Como na maioria dos trakalhos, a anéiise destes peralcgenados
& feita por Cromatografia Casocsa (CG), & possivel Que muitos dos pro’
dutos sofram decomposigao térmica durante as analises, principalmente
os de dois atomos de carbono (Cy) saturados e ricos em bromo. Tambénm
e possivel gue alguns dos compostos identificados sejam produﬁos des
tas decomposicgdes.

Sendo assim, o presente trabalho surgiu da necessidade de se
identificar e quantificar todos os possiveis produtos de reacdes de
radioclise ou termélise de solucgbes de CBr, em CC14, que vem sendo
pesquisadas pelo grupo de Cromatografia/Radioquimica, deste Institu-

'EZO {.1.; 3f 4!-.5}"



A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia {CLAE),‘por efetu-
ar analises a temperatura ambiente, apresentou-se como uma técnica
pr@miésora na anéliée destes compostos péraloqenados,especialmente
destes mais inétévei&,_polibromados.

LApesar das vantagens apresentadas pela CLAE na analise deste
tipo de compostos; pouco se tem encontrado na literatura a respeito
de analise de peralogenados por CLAE. As principais referéncias uti
lizadas foram trabalhos realizados no préprio grupo de Cromatografia/

Radiogquimica do Instituto de Quimica - UNICAMP [3,4].

+

Uma extensiva revisao bibliografica foi feita sobre o assunto
e} no entanto, nac foi encontrado nenhum trabalho que tratasse da
analise de mais de um peralogenado simultaneamente. A maior parte
Cl

dos trabalhos encontrados trata da andlise quantitativa de C ou

2774
C2016 e estao, fréqﬁentemente relacionados com poluentes de aguas na
turais. Porém, os sistemas cromatograficcosutilizadosnestes trabalhos
sio bastante similares aos usados pelo §rupo de Cromatografia/Radio-
quimica: fase mdvel polar e fase estacioniria apolar gquimicamente 1i
gada.

Como a principal motivac¢ao para a realizégéo deste traballo
estava nas investigacoes sobre os produtos peralogenados Cz satura
dos, foi feita também uma revisdo bibliografica para verificacio da
viabilidade de se analisar estes compostos por CG e da possibilidade
de decomposicao dos méSmos,‘nas condicoes de andlise, Uma completa
revisao bibliografica, de 1962 a 1983, sobre anidlise de peralogenados
por CG;-incluindo condigoes de andlise e finalidade, ja foi feita e
encontra-se em trabalho publicado por Valente [5].

Estudando estes trabalhos, nota-se que poucos tratam de uma
analise completa &e peralogenados e em alguns, apesar de sugerida a
presen¢a de perbromados, nao ha uma confirmacio sobre a viabilidade

de se analisar por CG estes peralogenados pouco estaveis sem sofre-

rem decomposicao.



Também em anélises por CLAE, a separacao completa dos varios pe-

ralogenados simultaneamente ainda nao foi conseguida.

1.2 - Analises Cromatograficas de Compostos Peralogenados.

Compostos do tipo CXBryClz {(x = 1lou 2; vy + 2 = 4 ou 6} em mis-

turas ja foram analisados tanto por CG como por CLAE,

#

Peralogenados COMo 62016, CoCly e CCly sao freglientemente encon

em andlises de tragos de poluentes em aguas e ar por CG [24, 25]. Me-
nos comuns, mas igualmente indesejaveils come poluentes de aAgua sao :
CBrClB, CBr4 [26] e CEBrCIS [27], analisados por CG. Porém s&o raras
as publicagées gque tratam da analise de varios peralogenados simulta-
neamente., Compostos peralogenados, inclusive pblibxomados, ja foram
analisados simultaneamente por CG no trabélho de Bistek e colaborado

res [2]. Os compostos CBrCl3, CBr,Cl,, CBr3Cl, C,Clg, C,BrClg, C,Br,Cl,,

2
C2Bx30l3, CoBr,Cl, e CoBr ClL foram sugeridos como produtos da radio~
lise de solugtes de CBry em CCly. O tempo de retencdo {tg) dos compos
tos foi dado em termos de retencao relativa,_o que dificultou a atri-
buigdo dos picos aos respectivos compostos no cromatograma, uma vez
que o0s autbres se omitiram de faze~lo. Apesar de citada, a presencga

do composto C,Brg nos cromatogramas apresentados nao foi observada. Pe
lo fato de nao existirem na literatura outros trabalhos que tratem da
analise de C28r6 por CG, pode~se supor que a presenca deste composto,

sugerida nas tabelas, mas ndo confirmada nosg cromatogramas, foi impli

cada por extrapolac¢ido dos tos e nao efetivamente observada.



Em trabalho realizado por Murta [4], o C.,Br_ aparece como um

2776

dos componentes analisados por CG. Porém, nao foi feita uma comprova

¢do definitiva da identidade do pico com t atribuido ac C.Br,.

R 2776
Diversos compostos peralogenados como CBrClB, C2Cl4, CBr2C12,
CQBrcl,, C8r301, CzBr2C12, CZClG e C2Br4 foram encontrados como pro-
dutos de radidolise e termdolise de solugdes diluidas de CBr4 em CC14,

atraves de analises por CG, em trabalho recentemente realizado por
Bartran [1]. O cromatograma da Fig. 2.11 ilustra a separacdo conse-

guida na analise desta mistura. Pode-se notar gque nenhum composto

polibromado de dois carbonos saturados foi encontrado como produto,
em contraste ao trabalho de 5{stek. Os compostos para os quais ndo

havia'paﬁrées disponiveis foram identificados por interpolacdo dos
tRS, baseado no método de identificacdo de compostos pelc Tndice de
Retencac ou Indice de Kovats [28] (Apéndice II). Também no trabalho
de Valente [5], este método de identificacao de compostos foi empre

gado, com bons resultados.

& 1r 'ur R E] il Fh

ke E3

- JgA_JkapJL}J) !

Figura 2.11. - Analise por CG de amostra CBry/CCl, irradiada com 160 kGy[1l.
(oluna de vidro de 1,8 m ¥ 2 mm, recheada com 20% de SPp 2100+

0,1% de Carbowax 1500/Supelcopot 1005120; FMs: NZ/H /%F 30:30;
Vazao: 300 mi/min; detector: FID 2007C; injetor: 1507C; pro-

gramacao: 40 a 180°C a44oc/min; vol. inj. = 1,8 ul.
l.CBL’CiB,‘? 2.C2Cl4; 3.CBJ.’2C12; 4.C2I3I'C13; S.CBI‘BC}.; 6.C2BI'2C}_2;
7«;@531‘4;’ 8.020},6;’ 9.C281?4.
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Assim como na CG, também na CLAE, o Indice de Retencdo, I, po-
de ser usado como uma ferramenta na identificacao de compostos e mui
‘tos estudos sobre ¢ assunto véem sendo feitos, com © uso de diferen~
tes padroes (Apéndice II).

0 relacionamento do I com a razdo de distribuicfo das massas,
Dm, foi estudado por diversos autores [29, 30], gue também observa-
ram a linearidade entre o log Dm e o numero de carbonos em séries
homblogas. Smith e colaboradores [31] observaram que as variagoes do

I com as mudancas nas condigdes de anilise sfo muito menores do que

as variacoes de Dm, mas tanto o eluente como a FE sao importantes na
repro&utibilidade dos dados, quando se trabalha com I ou Dm.

Schwartz e Firestone [32], ao estudarem a radidlise de CBryClo,
encontraram diversos peralogenados como produtos: CClyg, CBrCls,
CoClg e CpBroCly. Foi sugerida a presenca de quatro outros produtos:
CBr3Cl, CBryg, CpBrCls e C3Br3Cls, mas ndo foi confirmada, provavel-
menﬁe devido & falta destespadrdes, nem sempre faceis de serem obti-
dos puros. Contudo, o método usado na andlise desta série de peralo~
genados nao fol especificado.

As analisesde peralogenados por CLAE sio mﬁito menos fregllen-
tes na literatura e, de fato, nenhuma, gue tratasse da anilise simﬁ&
tanea de muitos peralogenados, foi encontrada. Mas, em gualquer gue
seja a anélise de peralogenados, as condi¢des cromatograficas sao
sempre similares.

Na analisze de CoCly, Fankel e Slad [33] empregaram colunas de
dimensbes 4 x 250 mm, recheadas com silica gel quimicamente ligada a
grupes octadecil (C-18) e FM, MeOH/H0 93:07, com datechO por absor
bancia no UV a 230 nm. Ja Kummért e colaboradores [34] fizeram detec

¢édo do mesmo composto a 208 nm, eluido com MeOH/H20 em diferentes



composigdes, variando de 50:50 até 70:30 (isocraticas), em coluna
com FE similar. Para analises de CpClg, Kenemann € colaboradores[35],
empregaram a FM MeOH/H,0 70:30 e o mesmo ti?o de FE.

No ja citado trabalho de Murta [4}, a CG e a CLAE foram usadas
como técnicas complementares de andlise. VArias colunas de CLAE fo-
ram testadas, sendo que as de fase reversa guimicamente ligada, como
octadecil~silano—~-0DS, utilizando MeOH/H20 (70:30) como FM, apresentg

ram as melhores separagbes, como mostra a Fig. 2.12{4].

3:7 v.‘ L
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Figura 2.12. - Analise por CIAE de uma mistura de peralogenados [4] , conten

doe CBréﬁﬂhrClB, CClg C,Br,, C28r2014 e C.Cl. [4]. Coluna de™

250 x 10 mm, recheada Com Vyddc-"RP 18 (%O ﬁm); M: MeCH/H.O
70:30; vazdo da FM: 2 mL/min; vol. inj.: 100uL: deteccio: 290mm

Em vArios trabalhos que vém sendo realizados pelo grupo de
Cromatografia/Radioguimica, diversas colunas j& foram testadas para
-a separacao de peralogenados, como por exemplo, uma de 4 x 240 mm,
recheada com Lichrosorb RP-8, de 10 um de di&metro médio de particu
las e eluida com acetonitrila/&gua (45:55) para misturas de CClyg.CBr,
CBrClsy, CBr2C12,C2Br4 CoClys C,Bre, C2Br2Cl4 e C2C16. A separacdo foi boa
para CpBryCly/CyClg e para CpBryg, mas nao resolveu o CpBrg nem os com

postos C1, mesmo em condigbes Otimas (Fig. 2.13) [53].
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Figura 2.13,.

Analise por CLAE de mistura padrao de. peralogenados
[53] , contendo: CBr4, CBr2C12, CBrCl3, CCly C2Cl

4
Czl&ﬁ’ C28r6, CzBrECl4 e C2C16. Coluna de 240 x

4 mm, com Lichrosorb RP-8 (10 um); FM: CHBCN/
HZO 45:55; Vazao da FM: 0,5 mL/min; vol. inj.:
20 uL; deteccgao: 254 nm.
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1.3. - Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi a otimizacédo da separa
¢do do maior nimeroc possivel de compostbs organicos halogendados, sa
turados e.ihsaturadeg, nao hidrogenados, do tipo Cy Bry Cl, (x =1
ou 2; y+z = 4 ou 6) através da CLAE.

Para que este objetivo pudesse ser atingido, foram feitos estu
dos sobre:

-~ O tipo de coluna, incluindo dimensbes, fases estacionirias

(FE}, tamanho de particulas de recheio e as eficiéncias,
resolu¢des, nimeros de separacio e demais pardmetros resul-
tantes

=~ A fase mbOvel (FM) e suas melhores proporgoes

- O sistema de deteccdo, considerando-se a sensibilidade dos

compostos separados

~ As condic¢bes de andlise, como vazio da FM e volume do amos-—

trador, considerando-se o tempo de andlise e a dispersio da
banda cromatogriafica.

Como j& se encontravan disponiveis no laboratério, amostras
resultantes de radidlise de solucdes de CBrg em CCly, contendo al-
guns peraletos, cujas identidades ja haviam sido confirmadas por CG/
EM, estas foram usadas como fonte de padrles para a andlise de uma
determinada série hombloga.

Como ndo se dispunha de todos os padrSes de peralogenados
Cz, foram sintetizados, através de reacées de fotdlise, alguns des-

tes, gue viriam a completar esta série homdloga.
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CAPITULO 2

A Cromatografia Liguida da Alta Eficiéncia (CLAE) como método

%gﬂAnélisg

Cromatografia, de um modo geral, é o nome dado ao método fisi
co de separacgao baseado na migracdo diferencial dos componentes de
uma mistura entre duas fases: a estacionaria (sélida ou liquida) e a

movel (liquida ou gasosa).

A origem da Cromatografia Liquida (CL), como método de separa
¢ao, data de 1906; quando Tswett {63; usandoe uma coluna de gesso,
isolou pigmentos clorofilados de plantas. Mas 34 em 189397, aplica-
'gées desta técnica foram feitas para fracionamento de petréieo.

Desde sua origem até a década de 60, nenhum avanco significa-
tivo, em termos de eficiéncia; havia sido conseguido na CIL. Entretan
to, no final desta década; um novo ramo da cromatografia surgiu para
revolucionar a técnica: a Cromatografia“Liquida de_Alfa Eficiéncia
{CLAE), |

Empregando fase estacionaria (FE) de particulas com pegqueno
diametro {3 a 10 um); a CLAE operé a altas pressodes - de 300 a 500
bar {1 bar = 105 Pa)* - devido & perda de carga na coluna. O resulta
do € uma analise rapida e de grande eficiencia, que a coloca em van-
tagem com relacdo As outras técnicas de CL.

Um resumo dos diferentes tipos de cromatografia, classifica-

dos de acordo com o tipo de FE e fase novel (FM) , pode ser encontra-

do na Fig. 2.1.

. e . ~2 - ,
* A unidade SI para pressdo é Pa (equivalente a N.m ), que € mais conveniente pa
ra baixas pressdes. Para pressdes maiores que a atmosférica, a unidade bar tor—
na~se mais conveniente.,



4.1.2a

esIoaay ssed = ¥Jd
TPWION SSe] = Nd
BIIRUOTOOLISE osed = HJ
1eb wa 128 uws
oedeIlTTs opdesuiayg BOTUQTIRD BOTUQLUY ug NI q4a NI
=YE )5 A ¢ S
sequebTT I - eoTuQI opTNBIT oPTTOS
ap e00IXI PPRPIUTIROTY OeSNTOXT m%ou& |0@M%WAA ~optnbirT
) 4 7 i ;-
SUOT
op sox oedT3
mmawom -Ted mow
o SuQT °p opsnio SERE
; < =

| NA& xm\mmuﬂpumm UHM@HM@U mumwmﬂaﬂ 5 3

| | OPTTOS

m%mmﬂgumth BOTUCT ©OOIj ommwavxm IOﬂﬂWWw@

i
BRIDUSTOTIH BITY TRUCTOUSAUC)
i J
epeZITIq epeb O@ﬁww OPTYT eOTUQT _BTIOUDTD
iowﬁimw ﬂﬁwmm zmwwmmm Os-seb epTNDLT~3d ePTTOS-34 a4 NA eD0AL T3d %uﬂﬂ WM wm
M Ouwwwmomm@ﬁw m - I
mmowww O@Wﬂﬁm wWoy epInbI] Mm%mm 2pebieg m@mﬁmu
. ]
i
mzﬂmou Hmmwﬂm

YIATID0LYHOED

Szd @ SHi sT WOD OPXODE °p SOPEOTITSSETo erreibojwuors sp sodra SOUUBIDITD 850 = °T°7 WIAOTI



Sobre a Crométografia Gasosa (CG), poderocosa e répida na analise

de mi$turas complexas, a CLAE apresenta vantagens como:

-~ fazer analises a temperatura ambiente (ou termostatizadas de
acordo com o interesse), o gque elimina problemas de decomposi-
cdo de compostos pouco estaveis a altas temperaturas, que compreendem
grande parte dos compostos organicos.

- facilidade de recuperacao da amostra para outros fins analiti-
COS.

- facilidade de acoplamento e automacdo para técnicas de reacéao

~pbs~coluna.

- resolucio de misturas dificeis, favorecida por interacgdes se-
‘letivas da amostra com as duas fases cromatograficas (a FM e
a FE) e ndo com apenas uma, como no caso da CG.

Outras comparaches entre as duas técnicas podem ser encontradas
na Tab. 2.1.

Os detectores para CG sado geralmente mais sensivels gue os para
CLAE, porém, sdo pouco convenientes a recuperagdo ddscxmmommﬁes iso
lados. Alguns detectores para CG e CLAE sfo comparados na Tab. 2.2.

Diversos sistemas de deteccidao, com boa senéibilidade, tém sido
desenvolvidos para a CLAE, facilitando a automacio, tanto na forma
analitica como preparativa. Os detectores de radiocatividade, acopla-
dos ao sitema de CLAE, tém sido muitos {teis nos casos onde ha pro-
blemas de sensibilidade.

A CL encontra sua maior aplicacdo na separagdc de compostos com
massa molecular alta, como macromoléculas bioldgicas ou produtos na
turais. O intervalo Stimo de aplicac¢do de algumas técnicas cromato-
graficas, de acordo com a maésa molecular dos componentes da amos-

tra e ilustrado na Fig. 2.2. [7].
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TABELA 2.1 - Comparagio entre Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatogra-

fia Liquida da Alta Eficiencia (CLAE) [8].

Fator CG CLAE
Reguisitos Volatil ou derivado volatil, Deve ser soli-
para a termicamente estavel na tem- vel na fase mo-
amostra peratura de operagac do sis- vel

tema cromatografico
Tipo de gases, liguidos e soOlidos ligquidos e so6-
amostra PM de 2 a 600 (ou atée 1.200 lidos idnicos ou

em certos €asos) covalentes. PM de

32 até 4.000.000
Quantidade
minima 10712 * 1078 **
g g

Detectavel
Temnpo de minutos até poucas horas minutos até muitas
Analise horas

Pratos Teo-
ricos
Capacidade

Preparativa

Capacidade

Analitica

Z2.000 - 300.000

Pobre. Razodvel em certos
casos, fazendo-se multiplas

injecoes

Excelente, Separacao de
amostras com até 200 com-

ponentes

500 -~ 25.000

Boa, com facilida-
de de colecdao e
capacidade de auto-

magao

Excelente. Deteccdo
mais seletiva. Sepa
ragao de até 50 com

ponentes por amostra

*  Detector por ionizacgdo em chama ou por captura de eletrons

** Detector por absorbancia no UV, com comprimento de onda fixo.



TABELA 2.2. - Comparagdo entre os
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detectores mais comuns para Cromato-

grafia Gasosa (CG) e para Cromatografia Liguida de Alta
Eficiéncia (CLAE) [9]
A} CG
Detector Seletividade Sensibilidade Faixa de Lineari Cuantidade.
{g/s) dade minima De—
tectavel
. . . _ =10 4 -5
Condutividade  Universal 6 x 10 10 0 " g
Termica
o ) ~13 7 -11
Icnizagac em  Compostos 9 % 10 10 2 x 1 g
Chama organicos
. . - 14 2 13
Captura de Especies que cap 2 x 10 10 2x 10 g
Eletrons turam eletrons
Fotolonizagao  Compostos com 7 19
» potencial de io- - 10 2 x 10 g
nicagao < 10,2 eV
Termoionico Compostos fosfo- 14 4 5 ~12
rados e nitroge- P=5x1 -13 107 - 10 P= 2x 10w10g
nados N=1x1 N=2zx1 g
Fotometrico Compostos fosfo- 13 4 10 . 11
de Chama rados e de enxo- P=>5x"1 12 P= 10 10 =10 Bl
fre S=5x S = 500 (linear)
10° (10g)
B) CLAE
. _ . . -9 4 -7
Indice de Re- Universal 3 x 10 10 2x 10 " g/mL
fragao :
Espectrofoto-  Compostos que -11 5 9
metrico UV/vi  absorvam luz 10 10 1077 g/ml,
givel U/ visivel
Fluorescéncia  Compostos que _14 3 is
(laser) emitam fluores 10 10 107 % g/l
céncia apds ex
citacdo com luz
Espectrofoto-  Compostos que -7 4 6
métrico TV absorvam luz na 10 10 1077 g/mL
regiac do IV
Cogdu?ividade ggmgostos 10”9 }04 10“8 g/m;
eletrica ionicos
. _— ) -9 6 -12
Eletroquimico  Compostos 10 10 10 a/mi,
(eletrodo de ionicos
Hg gotejante)
Radicatividade Compostos 20-50cpm 106 -

radioativos




JA6

cromatografia de exciusao

cromatogratia liquida

cromatografia gasosa

1 40 102 103 10* 10° 10%
‘ Massa WMolecular

Figura 2.2. - Extensdo de aplicac8o das técnicas cromatografi-

- 2.1. A Teoria da Separacao.

Existem dois tipos de fenbGmeno fisico na separacido cromatografi-
ca: a adsorcdo e a partigdo. No primeiro caso, os componentes da
amostra sado adsorvidos seletivamente na FE. Ocorre uma competigao
éntreas moléculas da amostra e as moléculas da FM pelos sitios ativos

-&Dadﬂnwaﬁﬁ.ﬂ 0 gque ocorre na cromatografia liquido~sélido. Quando a
FE & um liguido que recobre um suporte (cromatografia liquido-liqui-
do), o fendmeno que ocorre & a particfo. Na Cromatografia liguida,
gue usa como FE um polimero organico guimicamente ligado ao suporte,
écorxem ambos ©s mecanismos : particac , pelos grupos orgdnicos e‘a680£
cao, devido aos sitiocs ndo d@éativados do suporte.

Em gualguer um dos casos, a separac¢do dos componentes de uma mis
tura em CL deve-se a sua distribuic&o diferencial entre a FE e a FM.

XM(.;“:“M‘*\ Xg

A Razao de Distribuicio das Massas, Dy,. € dada como:

| = (Xgl\N/VEy = DE (1),
o <[Xz]) (VM) EM
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gque expressa a razao entre o nimero de moles da amostra, ¥, na FE
{nE) e na FM (nM}.

Também pode ser definido wum coeficiente de Distribuicio (ou de
retenciol, KD,.que relaciona a concentracdo do soluto na FE e na FM

e dependerd da concentracdo de cada fase:

Kp = [Xg] (11
[Xpm]

Esta distribuicao relativa de X entre as duas fases & determina

~da por interacdes intermoleculares de uma molécula de X com molecu~

las das FM e FE, como ilustra a Fig. 2.3.[10].

s - B
[ ]
R _ i o
Dispersao e E
) o Lo

B+ & ’ 6+ §-
Bipolo CHa~CEN <@+ CHg-C:=N

Ligagéo de Hidrog8nio ClzC-Hens IN-{CH3)g

N - . - .
interagac dieletrica com

& bt
o5 fons da amosira ko .
Yo

Figura 2.3, - As quatro interacdes que resultardo na interacio

total das mCleculas de FM e FE com moléculas da amostra.

Quando estas interacdes sdo mais fortes em uma fase do gue na ou-
tra, a concentracdo de X na fase correspondente sera maior. E o que
ocorre, por exemplo, gquando os varios componentes da amostra, por te
rem maior interacdc com a FM, migram rapidamente na coluna. Neste ca
50, a FM parece ser muito forte e, para que haja equilibrios sufici

entes para ocorrer separacio, € preciso usar uma FM mais fraca, que
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pode ser escolhida dentro da série eluotrdpica (Tab. 2.3). £ impor-
tante notar gque o sentido de "forcga da FM" varia de acordo com a FE
usada; isto &€, a férga da FM aumenta com a polaridade no caso de fa
se normal (tanto por partigao como por adsor¢do) enquanto que na fa
se reversa} a forga da FM diminul com o aumento da polaridade [11].

A polaridade de um composto é dada pela habilidade gue suas
moleculas tém de interagir fortemente através dés forgas intermolecu
1ares'(dispers§o; dipolo; ligacao de hidrogénio, interacio dielétri-
ca), seja com un Solvente; seja com a FE. A polaridade, portanto, de
termina a distribuicio de X entre a FM e a IE,

Uma escala quantitativa da polaridade de solventes pode ser es

tabelecida através do parametro de solubilidade de Hildebrand, ¢ (A-

pendice I).

2.2. - Eficiéncia e Resolicdo no Sistema de CLAE

A Razao de Distribuic¢do das Massas, D, também pode ser expres

sa em termos de tempo de retencio:

D= tR - tM = Tip (1I1),
tM ty

onde tp & o tempo de retencio do soluto; tM’ 0 tempo de retencdo de
um soluto nao retido pela FE e thy € o tempo de retencio ajustado
para o soluto retido; representando o tempo que ele permanece na FE.
Valores ideais de Dy variam.entre 1 e 10; sendo que valores
grandes de Dy significam soluto muito tempo retido e longo tempo de
analise e Dy pequeno indica soluto pouco retido, que pode preijudicar

a analise.

Uma maneira de se avaliar a eficiéncia de uma coluna usada num
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TABELA 2.3. ~ Série Eluotrdpica com diversos solventes uUteis como

fase mbével para cromatografia liguida [9]

Polaridade

Fluoralcanos
n-Pentano

Isoctanc

fter de Petroleo
n-PDacano

Cicloexano
Ciclopentano
Diisobutilenc
Isopentano

Dissulfeto de Carbono

Tetracloreto de Carbono

Cloreto de Amila

Xilenco

Eter isopropilico
Tolueno
Clorobenzeno
Benzeno

Eter Etilico
Sulfeto de Etila
Cloroformio

Cloreto de Metileno
Metil isobutil-cetona
Tetraidrofuranc
Dicloreto de etileno
Metil-etil~cetona
l-nitropropano
Acetona

Dioxano

Acetato de Etila
Acetato de Metila
Alcool Amilico
Anilina
Dietil-amina
Nitrometano
Acetonitrila
Piridina
Isopropanol
n~Propanol

¥tanol/ tanol
Etileno-glicol
Acido Acético

Agua
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sistema de CLAE & através do calculo do ntmero de pratcs tedricos, n,

definidos por:

n = 16 (Eﬁ) 2 ou n = 5,54 (Eg) 2 (IV),
Wb ' Wh

onde Wb é a largura do pico na linha de base e Wh, a largura do pico
a meia altura.
Outra maneira de se avaliar a eficiéncia & pela altura equiva~

lente a um prato tedrico, h, que & um parimetro adequado para compa-

rar diferentes colunas, pois j& considera o comprimento das mesmas.

hm};—j (v).r
n

onde L & o comprimentc da coluna.

Alguns autores adotam certos valores limites para a eficiéncia
de coluna, em termos de nimero de pratos por metro, de acordo com o
tipo e diametro das particulas da FE e sua finalidade. Abaixo deste
timite, a coluna dever ser descartada (ou refeita), pois sua eficién
cia & inferior ao valor médio que se conseguiria obter com uma colu-
nalgimilar. A tabela 2.4. mostra os valores limitesrda eficiéncia,
de acordo com o tlpo de FE [12].

Em alguns casos, o calculo de n e h, para avaliacdo de colunas
para CLAE, pode nao refletir, de maneira fiel a eficidncia destasco
lunas, principalmente quando se trata de picos assimétricos, com cau
da. As equag¢Oes normalmente usadas para avaliacio de colunas {egs.
IV e V) sao validas somente para picos simétricos. Uma maneira sim-
ples de se verificar a confiabilidade dos cilculos de n ou h & calcu

lar o "fator de assimetria do pico", como mostra a Fig, 2.4.



TABELA 2.4. - Eficiéncias Tipicas de Colunas Recheadas, Comercialmen-

te Disponiveis.

Tipo , Eficiéncia Minima (pratos/m)

Fage Reversa

Pelicular (35 UM)  vevrrenenrenenenanennnan. 1.000

Porosa O VT 12.000~20.000
T Y 35.000-45.000
B T 80.000-100.000

Troca Ionica

Pelicular (35 pum}l . eescosasaccn veatonenuns oo 1.000
?Ozosé (10 pm)
anidénica ...... e, 10.000
cationica ....c0.. cesnnonn e seenae 15.000
silica  ....... e R 15.000

FPage Normal (adsorvente)

Pelicular (35«45 pm) 1. cevoacivananen ceeses 2.000-5.000
Porosa (10 ym) veesssensas coasss e e . ‘ 24,000

( 5 um) et eeeaees e cene 40.000
Exclusao

Polimeros (10 um) ceesenaa cheeessacensena 9.000
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Fator de
Assimetria

As =
rw ““““““““““ 10% da altura
— e, do pico
tempo memeed
Figura 2.4. - Medida do Fator de Assimetria, As, de um pico, to

mada a 10% da altura [111.

Quando este valor excede 1,2 para um pico, o valor de n aparente

~dacpluna estd muito alto [11]. A medida que a assimetria do pico au-
menta, aumentam também os erros possitivos no calculo de n, o que po
de ser confirmado confrontando dois métodos de calculo, um manual
{da tangente ao pico} e outro computadorizado.

Uma boa regra geral €, portanto, evitar colunas {ou sitemas de
cromatografia liquida) gue dio As > 1,2.

A habilidade de uma coluna em reproduzir a separacio de dois
compostos & fungdo termodinimica do sistema e‘pode ser quantificada

em termos do fator de seletividade, o, definido como:

o = E'R2 - Pm2  _  Kp2 (V1) ,

t'ry Dmi Kpi

onde t'ry e t'ry sao os tempos de retencdo ajustados para dois pi
cos adjacentes.

Uma boa seletividade, gue leva também a uma boa separacio, tem
valor numérico em torno de 1,2.

A medida da separacdo entre dois picos adjacentes &€ a resolucdo,

Rg, & qual & resultado da combinacio de variaveis como a, Dy e n.
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Rg = 1 (o -1) o Dm (VII)
's) : (1+Dm)

o

0 controle guantitativo da resolucdo pode ser baseado na otimi
zagao destas varidveis [13). A primeira tentativa & aumentar Dm, al-
terando a forca da FM{FMs mais fracas possibilifam maior eficiéhcia da
FE no caso de FR) ou usando eluicdo com gradiente.&iémiﬂthm)caajtxmste
a FE{menores didmetros de particulas, dp, possibilitam maiores intera
¢O0es da amostra com a FE). A eficiéncia do sistema, n, relaciona-se
com o comprimento da coluna (eg. V} e pode~se considerar que ao do-

brar o comprimentc da coluna, n duplica (mantendo-se h constante) e

. a resolucfio também aumenta. A diminuicio do dp também resulta em au-
mento de n, gque por sua vez, resulta em picos mais delgados e as al~-
turas sofrem variac¢des consideraveis, porém o tempo de analise poée
aumentar muito. O aumento de « acarreta em deslocamento de um pico

em relacio ao outro e produz grande aumento de Rs, que pode ser con-
seguido variando-se a composic¢do da FM, o pH e a FE,.

A otimizacdo dos valores de Dm, n e o, para uma mistura comple-
xa & geralmente dificil e envolve muitas tentativas.

Na separacao de picos cromatograficos por CG, a otimizacdo de
variaveis fol conseguida por Morgan e Deming [14] com o uso de méto-
dos matematicos e estatisticos (Quimiometria) com realizacgido de pe-
gquenc numero de experimentos.

A& resolucdo também pode ser expressa em termos de tR e Wb, que
sAo pardmetros experimentais facilmente obtidos do cromatograma.

Rg = 2 (tRz - tRl) (VIiin)
Wh2 + W

Em muitos casos, torna-se mais conveniente usar a W, para calcu

lo de Rg, principalmente no caso de picos assimétricos ou de linha
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. de base irregular, onde poderiam ser cometidos muitos erros gquando da

medida manual da tangente aos nicos.

Rg = 1,177 (*R2 - tRl) (IX)
Wh2 + Whl
0 valor ideal de Rg dependera da finalidade da andlise. Assim,
Rg = 0,8 pode ser suficiente para uma anadlise gualitativa, mas daria
um erro maior gue 10% em uma anadlise quantitativa. Outro fator que

afeta o valor ideal da resolucdo é a concentracdc dos dois componen-
tes com tps proximos. A Fig. 2.5 mostra a -relacdo entre valores de

Rg e a concentracao de duas bandas adjacentes.
A eficiéncia de uma coluna pode ser determinada através de ou-
tros fatores, além do comprimento e dp, descritos pela equacio de

Van Deemter:

h=2a+4+B + Cu + Du (X),
(o3

onde U & a velocidade linear da FM.

0 termo A & a contribuicio devidd a difusao turbilhonar, resul
tadog dos diferentes caminhos percorridos pelas moléculas do soluto
e que causa alargamento do pico. Este termo pode ser reduzido usan-
do-se particulas uniformes e com pequenos difmetros e colunas unifor
memente recheadas.

0 termo B estd relacionado com a difusfo longitudinal, resulta
do do movimento das particulas de soluto, em todas as dire¢des e po
de ser minimizado empregando-se altas velocidades lineares darFM.
Este termo é mais importante na CG gue na CLAE, pois o coeficiente
de difuséo no liquido é muito menor do que no gés.

0 termo C reiaciona 0 aumento da largura das bandas com a

transferéncia de massa do soluto para a FE. Uma baixa velocidade 1i



Curvas Padroes de Resolucdo paraRazao 1:1 de
duas bandas cromatograficas

6.3 - 9.6 . &.?

2.8

Curvas Padroes de Resolucdo para
.'M - 6.5 N

L2%

Curvas Padrées de Resolucdo para Razao 16: 1
6.8 : 05 . 0.6 ' 0.7

Figura 2.5. - Curvas Padroes de Resolucio para duas bandas com diferentes
razoes de concentracdo [15]. Os nlmercos acima das bandas re.
ferem-se a Reésolucdo. As setas indicam o ponto que dara ban
das de igual pureza e os nimeros acima ou abaixo das  setas

referem-se a pureza de cada uma das duas bandas resultantes.
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near da FM em coluna com uniformidade de enchimento e com fina cama-
da de filme liquido de FE sobre o supérta, sao fatores que minimizam -
o termo C.

0 termo D relaciona o alargamento das bandas com a transferén-
cia de massa do soluto para a FM. Fatores como tamanho e forma das
colunas, diametros das particula$ , velocidade linear da FM e o coe-
ficiente de difusdo do soluto na FM podem ser modificados para redu-
zir o temro D. |

Uma curva tipica da equacdo de Van Deemter & ilustrada na Fig.2.6

[16]. O aspecto . mais importante, do ponto de vista pratico, na in-

Curva Composta

Figura 2.6. - Curva da equacdo de Van Deemter mostrando as con-

tribuicoes dos varios termos e a velocidade Otima [16]

terpretacac desta curva & que existe uma vazio (F) 6tima, que é dire
tamente relacionada com a velocidade linear da FM, u, para a qual a
eficiéncia do sistema serd maxima (menor valor de h). Em geral, a F
Otima possui valores muito peguenos e prefere-se trabalhar com vazdes

maiores, para reduzir o tempo de andlise. Torna-se, por isso, conve-

niente que a parte ascendente da curva seja pouco inclinada , para

gue se tenha boa eficiéncia, mesmo com vazdes maiores.,
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Alguns autores utilizam ainda outro método para calculo da e~
ficiéncia de separacgao de uma coluna [17]. Este‘método, freqﬁentem.
mentelusado,em CGAR, calcula o numero de'separagéo, ou nimero de
Trennzahl [181.

Tz = tgl{x + 1) - tR (x) - 1 (X1)
Whix + 1) + Wn (x) |

-0 numero de Trennzahl, Tz, representa o numero de picos que

poderiam ser colocados, se desejado, entre o Cx e Cx+1, sendo os c,

- compostos com caracteristicas similares. Esta equacdo ja foi verifi

cada e funciona muito bem para séries homdlogas de n-parafinas, as-

sim como para outras séries homdlogas.

£4.3. = 0 Eguipamento usado em CLAE

A diferenga basica entre a Cromatografia Liquida Clissica e a
CLAE estd no tamanho das particulas enmpregadas no enchimento da co-
luna. Na primeira, as particulas possuem grandes didmetros, da or-
dem de 75 a 250 um, requerendo apenas a forca da grévidade para ope
ragado, mas resultando em eficincia e recolucdes baixas, com tempo
de anadlise elevado. J& na CLAE, que emprega particulas menores, de

3 um ou, em trabalhos mais recentes, de até 1 pm. de difmetro médio,

iy

'sao requeridas altas pressbes para operacdo, em torno de 300 bar,
mas qgue resultam em colunas de grande eficiéncia e resolucdo, com
mencor tempo de analise.

Devido a alta pressdo de operagio, a CLAE necessita de equipa
mento especial, que a cada dia tem seus recursos ampliados e moder-

nizados.

Um esquema simplificado de um cromatdgrafo a liquide, empre=-



gando duas bombas para impulsionar a FM & ilustrado na Fig.
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Existem sistemas mais simples, cnde a FM é impulsionada por
apenas uma bomba, havendo necessidade de misturar os solventes para
a FM {quandp esta é uma mistura) fora do sistema. Este tipoc de equi-
pamento funciona muito bem em condicOes isocraticas, mas pode ser
uma limitagdo quando se guer trabalhar com gradiente de eluicic. Por
outro lado, existem sistemas cromatograficos que podem misturar e im
pulsionar até quatroe solventes simultaneamente.

Ag colunas, tubos e conectores para CLAE sdo geralmente de aco

inox, para resistir as pressfes e garantir a inatividade do sistema
#

em reagir com a amostra,

AO sistema de injecdo da amostra num equipamento de alta efici-
éncla & de grande importdncia para a reprodutividade das andlises.
0s sistemas mais freqglentemente usados em CLAE sdo os de valvula de
injegéo, com amostradores de volumes definidos e que podem ser subs
tituldos, dependendo da conveniéncia. O esquema de uma valvula de
injégéo simples, com dois estagios, & mostrado na Fig. 2.8. No en-
tanto, existem valvulas com até 10 pontos de injecfo, com sistema
de retro-fluxo, para limpeza do amostrador.

As juntas, tubos e conectores apds o injeﬁor, devem ter o me-
nor volume possivel, para reduzir ao maximo as dispersdes extramcoig
na e, assim, serem compativeis com um sistema deralta resolucéo a
eficiéneia. Também o amostrador deve ter o menor volume possivel, pa
ra minimizar estas dispersdes.

0 alargamento da banda devido a dispersdo extra-coluna pode
ser calculado matematicamente e & resultado da contribuicdo de di-
versos fatores como: volume da amostra injetada, tempo da injecgio,
dimensdes dos tubos e conectores e do volume da cela do detector

[12, 19]. Existem valores limites para cada um destes fatores, acina
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Figura 2.8. - Valvula de amostragem para CLAE [9]. a: posigao para

carregar; b: posicao para injetar

dos guais, o alargamento da banda serd excessivo e prejudicaréa &
eficiéncia global do sistema, independentemente da coluna. O éfeito
do volume da cela do detector no aumento de dispers@o da banda cro-
matégréfica & ilustrado na Fig. 2.9. [20]

Para superar problemas como o da dispersfo, em sistemas de
CLAE, estdo sendo desenvolvidas técnicas gue empregam colunas com
micro-diametros internos, sendo encontradas com o nome de Cromato=-

grafia Liquida de Baixa Dispersdo. As colunas empregadas podem ser

recheadas f{(com d.i de 0,2 a 2 mm), capilares recheadas (com d.i de
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Efeito do volume da cela do detector no aumento

da dispersao da banda cromatografica [20]. Colu

Figura 2.9.

na 250 x 4,6 mm; soluto: benzeno; FM: tetraidro
furano; vazac da FM: 1 mL/min; volume da cela:
25,8 e 3 ulL,

40 a 80 um} ou capilares abertas (com d.i de 15 a 30 um), sendo gue
os fatores de dispersdo extra—-coluna, nestes casos, sao ainda mais

criticos e devem ser muito bem controlados.

2.4, - Fases Estacicnirias e Fases MOveis para CLAE

0 tipo de FE empregada nas colunas define o tipo de cromatogra
fia: se forem utilizadas FEs polares, com FM apolar, a técnica & cha
mada CLAE com fase normal; se fases apolares forem empregadas, com
FM polar, tem-se a CLAE com fase reserva. A escolha do tipo de CLAE
a sexr empregada, dependera das caracteristicas da amostra.

Como indicado na Fig. 2.1, as FEg podem ser s6lidas, liquidas
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on liqui&as‘ligadaé ao so0lido e originam; respectivamente, a croma-
tografia liguido~liquido (CLL) e a cromatografia liquida com fase
ligada (CLFL).

Na CLS, a ¥FE pode ser polar (s{lica gel, esferas de'vidro poro
s0, alumina) ou apolar (por exemplo polimeros de PS-DVB} sendo ade-
guada para amostras de massa molecular intermediidria, pouco voliteis
imassa molecular > 1000i, e tende a exibir uma seletividade mais al-

‘

ta entre certos tipos de is8meros do que outros métodos de CL. Ela

também distingue entre compostos de diferentes tipos e nlmero de gru-

pos funcionais, mas ignora diferencas em substituintes alquil ou
massa molecular de compostos [10].

A CLL apresenta caracteristicas importantes como a versatili-
dade para varios tipos de amostra, xeprodutibilidade gquando do en-~
chimento da coluna, velocidade de sepafagéo, estabilidade do soluto
dentro da coluna e sensibilidade cem alta precis8o, porém hd a gran
de desvantagem da solubilidade da FE na FM liquida.

Para minimizar os problemas de solubilizacdo da FE na FM, foi
idealizada a CLFL, que utiliza um liquido como FE, sendo quimicamen
te ligado ao suporte. Esta ligacdo quimica elimina o problema da so
1ubilid$§e da FE na FM. A CLFL pode ser com fase normal (FE polar)
ou com fase reversa (FE apolar), sendo esta ultima mais usada atual
mente.

0 suporte geralmente usado & silica (bueaba&ade silica), que
Qraduz colunas eficientes e estaveis, mesmo a altas pressdes. Algu-
mas reacgdes para se produzir fase ligada sdo ilustradas na Fig.2.10
[161].

Além das colunas e equipamentos, a FM também cumpre um papel
critico na maximizacdo do desempenho da cromatografia liquida, sen-

do importante a sele¢do correta da FM para uma dada separacio.
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Dois aspectos podem ser considerados: o pratico e o da maximi-
zagao da resolugdo. Por aspectos préticqs entende~se os fatores gque
determinam se um sistema € viavel ou nao a uma dada aplicagdo. A ma-
ximizacao da resolugdo refere-se ao ato de adequat a separacgao | da
amostra dentro de um tempo razoavel. Requisiios praticos para a FM
incluem: (1) estabilidade frente a FE e a coluna; (2) compatibilidaw
de com o detector; (3) solvéncia adeguada da amostra e (4) ndo inter
feréncia na recuperacdoc da amostra.

A FM também ndo deve resultar em alteragdes irreversiveis na

coluna. Alguns detectores de cromatografia ligquida ndo podem ser usa
dos com todas as FMg, particularmente aguelas cuja composicéao muda
com o tempo (gradiente).

0 efeito da FM na resclucdo de uma amostra € melhor discutido
em termos da equacdo geral de resolucao (eq. VII).

A resolucdo de duas bandas adjacentes & determinada pelo fator
a@ seletividade, «, o numero de pratos tedricos da coluna, n, e a
razac de distribuicdo das massas, Dy Em outras palavras, a resolu-
gé@ estd relacionada com a seletividade de separacgdo, eficiéncia da
éaluna e velocidade média de migracdoc da banda. A FM tem um efeito
importante em cada um desses trés fatores: n varia com a viscosida-
de do liquido, @nquaﬁto a, e D, sao funcgOes de propriedades termo-
éinﬁmicas do liquido. A variacdo da velocidade média de migragio da
banda com a composi¢do da FM depende da "forca do solvente® [10].

A viscosidade da FM influi na permeabilidade da coluna bem co
mo nas variaveis n e h. Uma FM viscosa aumenta h por = reduzir 0s
coeficientes de difusdo da amostra e a velocidade de transferéncia

de massa e reduz também a permeabilidade da coluna, requerendo ma-

ior pressdo na coluna para uma dada vazdo de FM. Por outro lado,
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FMs com viscosidade muito baixas devem ser évitadas em CLAE, COmo
pentano ou éter etilico, devido a seus pontos de ebulicdo muito bai-
xos,ro que provoca a formacdo de bolhas na coluna e no detector.

As FMs para CLAE devem ser de alta pureza e quando o sistema de
deteccdo & por UV, estes nio devem apresentar grupos croméforos que
absorvam luz UV. Elas também ndo devem conter compostos que fiquem
adsorvidos irreversivelmente na coluna, comprometendo sua eficiéncia

futura,

Outro aspecto importante da FM, principalmente para a realida-
de brasileira, € o seu custo, que deve ser o mais baixo po s s i-
vel.
Um resumo com as FEs.mais usadas em CLAE e as FMs mais adequa-

das em cada caso, pode ser encontrado na Tab. 2.5 [Z17.

2.5. — Detectores para CLAE

Paralelamente ao grande desenvolvimento que a CLAE tem tido
nos Gltimos 20 anos, detectores para CLAE tém sido amplamente estuda
dos e aprimorados, expandindo seus limites de sensibilidade e buscan
do a universalidade na detecg¢do. Diversas publicacSes vém sendo fei-
tas sobre o assunto e bons exemplos s3o as de Poole e Schuette [12]
e Vickrey [22].

De maneira geral, um detector para CLAE & colocado na saida da
coluna para fazer:a)ou medidas diferenciais de uma propriedade do 1icquido elui-
do {amostra mais FM); b)ou medidas de uma propriedade da amostra que
ndo & apresentada pela FM; o) ou aindamedidas da amostra, apds elimina

cao da FM.

As caracteristicas desejaveis de um detector para CLAE sdo:

A



TABELA 2.05.

{(modificacoes da Ref.

[21].
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- Fases Estacionarias e Fases Moveis mais usadas em CLAE

. Fase Estacio-| . Grupo Funcicnal “ o g .
Tipo - ia de Superficie Fases Movels Comins. | Aplicacbes Tipicas
%}H O'H
- Silica Gel w%in~Siw hexano, cloroformio,| Eteres, ésteres, por
o ! isopropanol firinas, micotoxinas,
o vitaminas lipo sol(-
] i i hexano, cloroférmio,| veis
< . Alumina = AleO-Al~~ isopropanol Aminas
Amino - NH - . - .
'”g 2 hexano, cloroformio,| aclcar, esterdides,
E ' isopropancl nitro-compostos .’
& ) Prop dise;
2 Clano - ' amino-acidos, nitro
- compostos,
olol © | piol Gliciloxi-etil | & Na,HPO
ws | oo g .‘ mei:oximsiiand Ogua, 224 Proteinas, peptidio
o . an surfactantes aquosos
A3
81w i
Fa w % RP--2 Dimetilsilano aminas, fendis, vita
ol & minas hidro-soliveis.
o RP-8 octilsilano agua, acetonitrila catecolaminas, &leos
o c-8 T e metanol essenciais, esterdi-
g des.
© RP-18 Octadecilsila~ . anzl‘iffmos' ?f‘alafl:os
onS no ié‘sma icos polinuclea
o Troca catio- i _
9 nica forte Acido Sulfbnico | Na,HPO, 0,01-0,1M vitaminas hidro-solid-
o . - ' ‘ veis, purinas, aminoa
i Troca anio- . - cidos, nucleosideos
) nica forte Amina quaterna- NazHP(. b 4 0,01-0,1M nucleot Ideos
- : _ !
8 rla Corantes de alimentos
o Troca anido- carboidratos
H nica fraca ~NH,, H,PO, 0,01-0,05M
E = -
@ Gel aquoso Divinil-benzeno | agua proteinas, acucar,
9 sulfonatadc peptideocs
4 Gel organico Rivinil-benzeno | clorofdrmio, polimeros, borracha
g tetraidrofurano
E}’ Silica com Silica-gel tetraidrofurano, lireros, compostos
e - POLIM dies
& Yo contro- alcoois, agqua bioldgicos
~ Gu og
i% lado
@ Vidro com po Vidro poroso tetraidrofurano, compostos biologicos
- ro controla alcoois, agua
U =
¥ 0 do
B0
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~ alta sensibilidade, com ‘baixa quantidade minima detectéavel
- resposta rapida a todos os solutos .
- linearidade numa grande faixa de concentracao
- insensibilidade a variac¢bes da temperatura e da vazao da FM
- nao contribuir para o alargamento das bandas, tendo o menor volume
possivel
- ser de simples operagio
~ texr custo acessivel
- nao destrulr os componentes da amostra
Até o momento, nac se conseguiu desenvolver um detec?or que sa
tisfaga a tbdos estes requisitos analiticos., Alguns detectores, por

serem muito especificos, reunem poucas destas caracteristicas desejé
vels. Ja outros, mais universais, chegam a atingir a maior parte des

tes requisitos (ver tabela 2.2-B, pag 10).

' Detectores Oticos sao os mais usados, pois sao pouco sensiveis
a mudahca da vazao da FM. Dentre eles estao os de absorbancia e'flug
rescéncia no UV/visivel, com comprimento de onda variavel, gue podem
chegar a cobrir a faixa de 190 a 800 nm [9].

Outros detectores como os de indice de refragao e os eletroqui
micos sao também empregados, porém sdo de menor sensibilidade, - se
bemlqua 0s novos detectores eletroguimicos sao bastante sensiveis e
podem ser muito dteis na deteccdo de compostos halogenados e peralo-
genados. '

0s detectores de radicatividade operam com baixas gquantidades
minimas detectdveis, tém grande faixa de resposta e sdo insensiveis
a troca de solventes na FM, podendo, assim, serem usados com gradiég
te de eluicdo. Porém, sio especificos para compostos radiomarcados .
sendo, As vezes necessaria a adicao de um coquetel de c¢intilacido. '

O espectrdmetro de massa ou mesmo o detector seletivo de massa,
acoplado ao cromatografo a ligquido, torna este sistema um poderosis- ‘
simo instrumento de analise, tanto qualitativa como gquantitativa. A
superac¢ac das grandes limitacdes impostas pela interface entre as du
as_técnicas, com relagdo a distribuicac da amostra na FM, tem sido
alvo de inimeras pesquisas e gfandes‘avangos ja foram conseguidos nes
te sentido. Uma interessante revisido sobre este assunto pode ser en-—
contrada em recente trabalho publicado por Covey e colaboradores {23].
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CAPITULO 3

Processos Fotoquimicos

Existem diferentes maneiras pelas quais as moléculas de uma de
terminada substdncia podem ser excitadas, dependendo da energia for~
necida. Se a energia for £ 0,01 ev (A 2 100 um), a excitacido seria
a nivel rotacional, que requer a mals baixa quantidade de enetgia e

‘ndo provoca mudangas quimicas. Fornecendo energia entre 0,1 e 0,5

eV (A entre 10 e 5 um}, ocorresrdo mudangas a nivel vibracional, que
ja requerem maiof quantidade de energia, mas nao provocam mudancas
gquimicas. Se a quantidade de energia for ainda maior, entre 1,0 e 10
eV. (A entre 1 e 0,1 um), varios elétrons serfo promovidos a estados
excitados indo para orbitais de maiores energias (mudancas a nivel
eletronico). As reag¢des fotoquimicas ocorrem a partir destes estados
eletronicamente excitados das moléculas [36}. Os estados eletronica
meﬁte'excitados contém ainda os subniveis vibracionais que, por
sua vez, contém os subniveis rotacionais.

Quando quantidades de energia muito grandes sdo fornecidas
(E 2 10 eve A < 0,1 um), podera ocorrer ionizacdo ou dissocia-
¢do, com formacdo de espécies quimicas diferentes. .

Um processo fotoguimico &, portanto, uma reaclo quimica que
ocorre somentesob & influéncia de determinado tipo de energia, ou
setja, sob a influéncia da luz. Niose trata de reagdes catalisadas
‘pela luz, pois um catalisador & recuperado no final do processo e a
luz & absorvida e ndo recuperada.

O comprimento de onda da raaiagéo luminosa no processo fotoqui
mico € limitado na faixa que compreende o infra~vermelho (IV) proxi-

mo, o visivel e o ultra-violeta (UV) préximo {de 1.000 nm no IV ate
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- 100 nm no UV) e a luz pade ser considerada como constituida por fo-
tons individuais de energia dada por E = h v [36].

A primeiré interacdo que ocorre no.processo fotogquimico & de um
foton com ﬁma molécula, gerando uma molécula no estado excitado, com

diferentes propriedades fisicas e quimicas.

M+ hwv = M ¥

Todas as rea¢des que ndo se iniciam por este processo sio chama
dos "reac¢des de escuro™.

ApOs o processo ter-se iniciado, com absorcdo do foton pela mo-

lécula M, a molécula M¥*, na etapa seguinte reagira com uma outra mo=-

lécula, formandoc outro produto:
M¥ 4+ N > P

Esta etapa € chamada um "processo primario". Se o produto P
vier a reagir com outras moléculas ainda, ocorrera um "processo se-

cundario®.

3.1. - Estados Eletrdénicos das Moleculas

puando uma molécula estd no estado fundamental (por exemplo, a
de hidrogénio) seus elétrons encontram-se num orbital ¢ (ligante).
Ac serem excitados, um dos elétrons poderad ocupar um orbital de ma-
ior energia que, neste caso, sera O*{anti-ligante). Na desexcita-
gdo ( 0* » 0), um féton de 1luz, de mesma frequéncia do absorvi-
do sera emitido. Se a molécula possuir ligagdes duplas ou triplas,
uma ou duas podérgo ser ligacgbes 7, o que poderd resultar, gquando da
excitagdo, em processos % > 7%, ou ainda n > 7* ou n > 0%, onde

n & o nivel ndo ligante (se a molécula possul elétrons nado ligantes).
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‘Os elétrons de uma ﬁolécula no estado fundamental-encontramuse
sempre num‘oxbital com seus spins anti-paralelos. Quando um desses
elétrons vali para um orbital vazio, de maior energia, os dois elé-
tons ficam-ocuﬁando, sozinhos, cada um , um orbital, o que possibi-
lita que eles tenham seus spins paralelos ou anti-paralelos. Estes

estados sdo chamados de "triplete" e de "singlete" (Fig. 3.1).

ok . —

#

sese T eeus ou .... nivel nao-ligante

ETERE 4

Figura 3.1. - Os estados excitados singlete e triplete

3.2. - Processos de Desativacdo

Normalmente, & molécula excitada decaira para o seu estado fun

damental com emissao de luz (h v):
M* > M+ h v

Entretanto, existem muitcsprocessos de desativacdo que ndo en
volvem emissdao de radiacado. Se, por exemplo, uma molécula M* encon-
trar uma ¥ que pode ser excitada a Y*, de energia menor gue M¥*,

ocorrera, entdo, transfer@ncia de energia:
M* 4+ Y > Y% + M
Existem ainda outros tipos de desativacio:

M*¥ + X > "M+ ¥ + calor
{M* + N+ Mt 4+ N—

Mt 4+ N~ > M+ N
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3.3. - Fotogquimica de Compostos Orgdnicos Halogenados

Os orbitais moleculares ndo preenchidos de mais baixa energia,
nos haloalcanos, sao formados a partir da sobrepoéigéo de um orbital
hibrido sp3 do &tomo de carbono e de um orbital p do atomo de halogé
nio (X}; eles sdao do tipo o* e sdo C <+ X anti-ligantes. Nas tran-—
si¢bes eletrdnicas de mais baixa energia, elétrons p nido ligantes do
atomo de halogénio sio excitados ao orbital 0* e as transicdes sdo

'hﬁo'tipo n *> ¢%, A absorc¢adc de energia de determinado comprimento de

onda resulta, desse modo, na pronta fotodissociacdo das ligagOes
C-¥, con eficiéncia guantica quase igual a unidade [37].

Muitas moléculas simples dissociam~se em fase gasosa. Isto &
- resultado do enfraquecimento das ligac¢des 0 nos estados ¢ - 0%, Um
exemplo tipico é o das ligacdes de moléculas de cloro, que ocorre a
400 nm [38]. Se esta dissociacdo ocorrer na presenca de alcanos, um

processo em cadeia podera ser iniciado [39]:
hv p e
Cly —s Cl. + Cl. Iniciagao
Cl. + CHgy » .CH3 + HCL
- Propagagao
CHz. + Clp » CH3Cl + Cl.:
Cl. + Cl. » Clp
CH3. + CH3. » CH3 - CH3 Terminagio
CH3. + Cl. 4 CH3~Cl
Os derivados orgdnicos halogenados possuem ligacdes fracas gue

provocam pontos de dissociacdo seletivo, mesmo em moléculas grandes

{36]:

R -x BV ro4ox. X = F,Cl,Br,I
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As ligagbes C~I sdo particularmente fracas, seguidas das C~Br,

C~-ClL e por ultimo as C~F. As entalpias médias de rompimento destas

ligag¢bes simples sao:C-I = 240 kJ/mol; C~Bx = 276 kJ/mol; C-Cl = 328

%I/mol e C-F = 441 kJ/mol [40].

Estas ligacOes C-X nos haloalcanos serio sempre mais susceti-
veis ao rompimento (com excessdo da C-F) do que a ligacdo C-H, cuja en

talpia média de rompimento &€ 413 kJ/mol.

Zeelenberg [41] observou esta tendéncia estudando a fotdlise de

compostos bromados (RBr), cujos produtos foram resultado da formacdo

de radicais R. e Br.

Outros exemplos sdo a fotdlise de CH3X (X = I ou Br) e de

CpHsBr, que ocorrem a 254 nm [42].

CHBBI: + h\) > CH35+ Br.
CpHgBr + hv + CpHge.+ Br,
Quando ha mais de um tipo de halogénio na molécula, a fotdlise
provocarad o rompimento da ligacdo mais fraca (42].
CHCl9Br + hv -+ CHClp. + Br.
CBryCly + hv + CBrClj. + Br.
Fornecendo maior qguantidade de energia, podera ocorrer a eli
minacédo de molécula de halogénio [42].
CHpls + hv = CHy + I
CFy%Xo + hv » CFy + X (X = Cl, Br, I)
Rebbert e Ausloos [43], ao fotolisarem CCly com diferentes
comprimentos de onda (A}, observaram uma distribuicfo de produtos

que variava de acordo com o tipo de energia fornecida, sendo mais co

muns: Cla, CyCly e CpClg, analisados por CG. A presenga de radicais



.43,

COmo CC13 e CCly, dependendo do A utilizado, levou-os a propor di-
ferentes mecanismos de ruptura do CCly:
CCls + hv + .CClz + Cle (de 213,9 nm
até 285 nm)
.CCl3z + .CCl3y ~ CyClg
CClgy + hv + .cCcly + Cly ( 213,9 nm)
CCLy + .CCly =+ CoCly

‘

A fdrmagéo do radical CCly pode ter ainda outra origem, se a

energia fornecida for maior. Hautecloque [44] investigando a fotdli-

se do CCly, constatou que a 163,3 nm, havia a eliminacdo de dois

dtomos de Cl e a formagdo do radical CClsy:

CClgy + hv > .CC1ly + 2 C1

Existe ainda mais uma possibilidéde de fragmentacdo do CClyg,

guando submetidec a fotdlise:
CClg + hv >  .CCl + Clp + Clo

A evidéncia da formac¢do do radical CCl foi feita por Davis e
colaboradores [45] ac obterem como produto da fotdlise de CCly em
presenca de Brp, o CBraCl, produzido via radical CCl.

Outros autores [46] também ja observaram a formagdo deste tipo
de radical, como CF, CCl e CBr, provenientes de diversas moléculas
géradoras,

Hautecloque e Nguyen {47], ao fotolisarem CBryg puro e em solu-
¢oes de CBrg em CCly, com luz de comprimentos de onda maiores que
280 nm, observaram a formacdoc de diferentes produtoé. OQuando o CBr

4
puro foi fotolisado entre 140 e 2750C, os produtos obtidos foram

Czﬂra, Brz e C23r4, cujo mecanismo proposto foi:
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CBrg -+ hv - CBrz. + Br.
"Br. + Br. + M -+ Brp + M
Br + hv =+ 2Br.

Br. + CBrg = Bry + CBrjy.
CBrz. + CBrz. > CpBrg

CBr3._+ CBxr3. + CgBry + Bro

Ja na fotblise do CBry4, em presenca de CCly, os produtos obti-

- dos foram CpBrg, Bry, CBrpCly, CBr3Cl e CBrCliy, sugerindo mais duas

alternativas para os mecanismos de reacdo:

CBrz. + CClg —+ CBr3Cl + CClj.

CClz. + Br. -+ CBrClj

A formagdo do CyBrg e Brp, por dois diferentes mecanismos, ja
havia sido verificado por Seely e Willard [48], em sistemas de fotd-
lise onde o CBryg, puroc ou em solugbes de CCly, aquecido a 95°9C, foi
irradiado com luz de comprimentos de onda entre 410 e 450 nm.

" Como foi visto, a fotdlise de polialometanos pode levar aos
mais diversos radicais, dependendo da molécula de origem, constituin
do-se interessante rota de sintese de muitos compostos peralogenados,
seja pela diversificac¢do das ligacgles C~X, seja pela formacio de li-
gagoes C~C, | |

Na fotdlise de soluc¢des de CpBrg em CCly, na presenca de Br o
ou Clp, Taugbpl e Dahl [49] constataram, através de contagem por cin
tilacdo de bromo marcado, a teﬁdéncia na ruptura das ligacgdes C-Br,
gque possibilitou a formacdo de diferentes produtos peralogenados, in
dicados pela presenca de ligagOes C-C, C-~Br e C-Cl.

Sintese fotoguimica do CpBrCls e também de outros peralogena

dos ja citados, j& foram visualizadas por diversos autores.
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Um exemplo & a formacdo do CyBrClg, -além de CCly, Brp, CBraCly,
CBriCl e C3Clg, que fol verificada, através de CG (exceto o Brgy, gue
foli feita espectrofotometricamente), por Young e Willard [50], a par
.tir da fotélise de CBrCli gasoso.

O outro exemplo de sintese do CpBrClg, porém sob condigdes bem
mais drasticas de fotdlise, & o trabalho de Higuchi e colaboradores
[51], no qual solugdes de CpHCly e Brp em CClyg foram irradiadas por
uma semana para a obtencado do produto C3BrClsg, além de HBr, determi-

nados por atividade de radiobromo.
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EXPERIMENTAL
Solventes empregados como fase mdvel (FM) para Cromatografia Li-
gquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
| Ptocedéncia/Fabricante
- Bgua destilada e desionizada pelo
Processo NanOpUre v.sessoncaceses Barnsted
~ Acetohitrila Lichrosolv para croma
TOgrafia cveevvevaconnoanonnes . Merck
— Metanol Lichrosolv para cromato-
grafia ..veevnninnonnae Ronesanaas Merck
~ Metanol para analise ........ .- Merck
Reagenﬁeé:Empregadoé
Propriedade Fisica [52] Fabricante
-~ Bcetona para analise ..... p.e.= 56,2°% Merck
- Acido propidnico (RP - rea-
TENEE PUTO) veerenrnsnra. . p.f.= —20,8°C; p.e.=141°C Carlo Erba
- Benzeno para analise ...... p.e.= 86,1OC Merck
- Benzonitrila (RP) ........ p.e.= 205°C Carlo Erba
- CCl4 para W ,....u0.. . p.f.= ~23OC; p.e,=76,54oc Reagen Spectra
- CCl, para analise o..vvva.. - Merck
- CBrC13 (grau' "practical). p.f.zS,GSO; p.e.=104,7°C Eastman

H

uuuuuuuuuu

p.£.=22°C; p.e.=150,2°C

p.£.=90-91%;

p.e.=189~190°C

Alfa Products

ICN Pharmaceutical
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‘ o
- CZBr4 ....... Censenensaunas p.f.= 56,5°C
p.€.= 226-227°C ICN Pharmaceutical
= CJBEg wevenenineninaninse..  pufx 200-210°C (decompde)
p.e.= - (decompde) K & K Laboratories
- C,Br,Cl, (1,2-di~bromotetra
cloro~etano) ....eeesecncen . p.f.= 220-22°C Aldrich

- C26214 (reagente extra puro) p.f.= ~19OC: p.a.z1210C Merck

~ C,Cl, (RP) p.f.= 186-187% ),

p.e.= 186°C Carlo Erba
- Naftaleno (RP) p.f.= 80,55°C;

p.e.= 218°C Carlo Exba
~ Tolueno para andlise ...... p.f.= -95°C;

p.e.= 110,6-114,5°% Merck
~ Argénio Comercial ......... p.e.= ~185,7°C white Martins
- Cloro Comercial ....... saes p-e.= -34,60C White Martins
w BEOMO cevssnnvasvssanasnaa oo p.f.= ~7,200;

p.e.= 58,80C Carlo Erba
- K4F@(CN)6,3H2(J ..... e nesas - - CAQ-Casa da Quimica

Soc. Iitda.

~ Na, 80, para analise ..... - : Merck

4.3. Colunas empregadas para CLAE

Coluna 1 -~ 124 x 4,6 mm, recheada, na UNICAMP, com particulas Vydac C-18, de
10 um de diametro médio,
Coluna 2 - 250 x 4,6 nm, recheada, na UNICAMP, com particulas Vydac C-18, de

10 ym de diametro médio.

{(*) Propriedade fisica fornecida pelo fabricante.
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Coluna 3 - 100 x 4;6 HU rechéada; na UNICAMP, com particulas esféricas
Spherisorb RP-18, de 5 ym de diametro médio.

Coluna 4 - 125 x 4;6 mm; recheada; com particulas Lichrosorb RP-18, de 5 um
de diametro médio; fabricada pela Merck.

Coiﬁna 5 - 250 x 4;6 mm; recheada com particulas Ultrasphere ODS, de 5 um

de didmetro médio, fabricada pela Alltech.

Instrumentacao.

- Bomba de alta pressao para o recheioc de colunas usadas en

CLAE « Shandon Southern Products Ltd.

- Sltramgom Sonifier B-12 - Branson Poweyr Company

- .Bomba tipo pistéo; para vazbes de 0,1 até 9,9 mL/min, Altex
Modelo 110 - Altex Scientific Inc.

— Detector por absorbancia no ultra-violeta/visivel, com compri
mento de onda variével; modelo Spectroflow 770,com volume de
.cela de 8§ uL - Schoeffel Instruments.

- Registrador modelo DSRG - Sargent Welch Scientific Company

- Registrador modelo RB-102 -~ Equipamentos Cientificos do Brasil
Ind. Com. Ltda.

- Lampada de Vapor de Merclirio de Alta Pressdo de 125W~HPL-N-
Philips

- Injetor; com amostfadér de volume variavel (10, 20 e 100 pL)
modelo 7010 Rheodyne Inc.

~ Sistema Waters/Millipore para CLAE consistindo de:

. Bomba tipo pistéo; modelo 510; para vazoes de 0,1 até 9,9
mi./min, | « -
Detector por absorbancia no UV/visivel com comprimentc de

onda variével‘e,voiume da cela de 14 ulL, Lambda max - modelo

481,
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. Integrador / Data module, modelo 740.
. Injetor com amostrador de volume variavel (5,10,20 e 50 uL),
modelo 7125 (Rheodyne) .
~- Sistema Hewlett~Packard consistindo de:
. Cromatografo a gds, modelo 5890
. Detector Seletivo de Massa; modelo 5970
. Sistema de Video, modelo 300
. Sistema de Micro-computador, modelo 9i33, com Ploter modelo

7475A

4.5. Purificacdo dos Reagentes e Preparacdo dos Padrdes.

Os solventes usados como FM para CLAE ndo foram submetidos a ne-
nhum tratamento prévio; foram apenas desgaseificados através do equi
pamento de ultra-som, por 15 minutos, antes de serem empregados. Os
eépectros de absorbdncia no UV destes solventes sio mostrados nas fi
guras 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4,

Come o grau de pureza {de rétulo) dos compostos peralogenados era
mito variado, foram feitos testes preliminares para verificar a
necessidade ou ndao de uma purificacdo. Cada composto foi injetado no
éistema de CLAE para se verificar a presenca de impurezas em Quantiu
dade significativa. Como ndo as apresentassem , os peralogenados, com
excecac do C,Br., foram empregados sem nenhum tratamento prévio. 0
CZBrG apresentava-se visivelmente impuro, de tonalidade marrom. Foi,
entdo, purificado através de sublimacio a vacuo (Figura 4.5), ao
abrigo da luz, produzindo C2Br6 puro, na forma de cristais brancos ,
que foram guardados também ao akrigo da luz.

Outros métodeos de purificagéc; como. recristalizacao em etanol,
foram testaécs; pOrém; gem sucesso. A sublimagéo a vacuo, no entanto,

mostrou-se o método mals eficiente.
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VACUO ~— T ())

HoO e _ =+Hp0
ANEIS DE
BORRACHA
e COMPOSTO SUBLIMADO
Figura 4.5. - Sublimador a vacuo, com refrigeragado a agua; o

aguecimento da base pode ser feito com banho de

glicerina.

As solugdes dos compostos peralogenados padrdes foram prepara
das inicialmente em concentracdes que variaram de acordo com o tipo
de compostd (Tabela 4.1), de maneira gque a altura de seu pico croma-
tografico atingisse de 50 a 90% da escala do registrador, com o de-
tector em 0,4 U.A., {(Unidades de Absorbancia). Cada composto foi dis-
solvido em metanol (MeOH) e filtrado em filtro Millipore, sendo guarda-
do ao abrigo da luz.

Os compostos usados para teste de eficiénecia das colunas tam-

bém foram preparados em concentracgdes que permitissem picos de altura

80-90% da escala no cromatograma, com detector em 0,4 U.A.



.55,

TABELA 4.1. - Quantidade minima detectavel para compostos peralogena
dos [4];: FM: MeOH/H20 70:30; vazao da FM: 2mL/min; de-
teccdo: 220 nm; sensibilidade de deteccgao: 0,01 U.A.

para déflexdo de toda a escala do registrador.

Composto ' cl,  CBrCl, CBr C.Cl, C.Br C,BrCl, C,Cl

3 4 2774 26 2776
quantidade :
minima de- 21072 1070 2050 107t 1,5x107 2107 sx10™
tectavel (ug/uL)
4,6, -~ Preparacac e Avaliacado de Colunas para CLAE.

As colunas 1,2 e 3 foram preparadas no laboratdrio, sendo a 3
preparada por de Lima [53].

O equipamento utilizado no.enchimento das colunas para CLAE é
esqguenatizado na figura 4.6.

Antes do enchimento, as colunas foram limpas, passando um lim-
bador de cachimbo pelo seu interior e, depois agua destilada é, em
seguida, metanol.

O procedimentc usado para © enchimento das colunas foi o seguin
te:

-~ A fase estacionaria (FE) foi suspensa em MeOH e agitada no
ultra-gom por cerca de 10 minutos e imediatamente colocada no reser—

vatorio de material de recheio.

- Foram conectadas a coluna e uma pré-coluna de 45 x 4,6 mm ao
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RESERVATORIOS | TUBOS PARA LEVAR

O SOLVENTE PARA
DE SOLVENTES // SOLVE

= > A BOMBA
x\
TUBO DE SAiDA
DA COLUNA N
coLuna ~ & ' o | MEDIDOR DE PRESSAO DO
™ A~ SOLVENTE
VALVULA DE SELECAO
URIDADE DE —1 [ |t~ DO SOLVENTE
ROTACAO DA . ]
- coLuna it ~ ]| vALVULA DO SOLVENTE
(17| ABERTA/FECHADA
N4 _
MEDIDOR DA PRESSAO
/a4 Mﬂ«—-<-- DO GAS '
RESERVATORIO DO / ? '
MATERIAL DE / - |
RECHEIO / | REGULADOR DE
- @\ @"”’ PRESSAO
TUBD SAINDO A\ . |
DA BOMBA =
\ ™~ LIGA / DESLIGA
TUBO ENTRANDO
NO. RESERVATORIO
DO MATERIAL DE
- RECHEIO
Figura 4.6. - Esquema da bomba de alta pressio para o enchimen-

to de colunas para CLAE.
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. reservatério e foi iniciado o bombeamentq, deixando-se bombear 7 mi-
nutos em um sentido e depois mais 7 minutos no outro sentido.

A pressdo empregada no enchimento foi de aproximadamente 400 bar,
variando com as dimensdes das colunas. O solvente usado no bombeamen
to foiluma mistura de MeOH/HZO 70:30. Outros solventes tambem podem
ser usados, como metanol puro, dependendo da FM gue serd usada .de-
péiss

Antes de serem usadas, as colunas foram estabilizadas, deixando-
~ge eluir a FM (M@OH/HZO 70:30} durante 3 horas, com vazido de 1,0 mL/
min. Apos a estabilizacao (linha de base constante), foram feitos tes
tes para verificar a eficiéncia da coluna (cilculo de n, As). Conpos—
tos como naftaleno, benzenc, tolueno, benzonitrila e acetona foram usa
dos para os testes, sendo detectados por absorbancia no UV a 254 ou

220 nm, em diferentes experimentos.

4.7. Otimizacao das Condi¢oes de Analise para Separacaoc dos Padroes.

0 trabalho de otimizag¢dc das condigOes de analise, para a resolu
¢éo do maior nimerc possivel de peralogenados, foi iniciado partin-
do-se de condicOes experimentais ja desenvolvidas em outros trabalhos
correlatos {53], [ 31 e [41].

A FM escolhida inicialmente foi MeOH/H20 70:30, com vazao varian
do de 0,1 até 2 mL/min, com detecgdo por absorbincia no UV a 220 nm
e a sepéragéo feita na coluna 1.

Cada um dos nove compostog disponiveis (CC14, CBrC13,Cqu12,CBr4;
CzBr4, C2C14, C28r6, CzBr2014 e C2Cl6) foi injetado individualmente
para a verificacao do seu tempo de retencao. A partir dai, foram pre
paradas misturas sintéticas com os compostos com tempos de retencio

mals proximos, como os C, {compostos com um atomo de carbono), os Cy
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saturados e 0s C2 insaturados.

A composigao da FM fol sendo modificada ate que se tornasse a me
lhor composigéo possivel para a separacao de determinada mistura.

Na tentativa de se modificar a forca da ¥M para conseguir melhor
separacido, fol adicionado acido propionico (HOPr) a mistura de sol
ventes, na proporcao de MeOH/H O/HOPr 49:49: 2,

Devido a grande absorbanC1a da FM, as analises con esta FM foram
feitas a 230 nm.

Apos terem sido esgotadas as tentativas de separacgado para uma.dada

mistura com determinada M, outra mistura de solventes para FM foi testada: CH3CN/

H,0, cujas etapas de otimizacdo foram analogas aqﬁelas usando MeOH/Hzo.
Esgotadas as possibilidades de separacao com uma determinada colu

na, apods tentativas de diversas FMs, uma outra coluna foi testada.

De maneira similar procedeu-se com as diversas colunas empregadas,

até que a melhor condigac de andlise fosse alcancada.

4.8. Preparacdo de Peralogenados nao disponiveis.

Alguns peralogenados nao disponiveis comercialmente, foram prepa

rados através da fotdlise do C,Br

2Bre em presenga de Clz, usando CCl4

como sojvente.

Foi usado CCl, com grau de pureza espectroscOpico e purificado

4
da seguinte maneira [ 11: a 300 ml de Cclé, foram adicionadas gotas
de Br2 liguido, até a solucgao ficar corada; esta solugdo fol exposta
& luz solar difusa {(proxima a janela do laboratdrio) por cerca de uma
hora; foi, entao, lavada com aproximadamente 100 mL de Na2503 1 M,

por duas vezes, com igual volume e depois trés vezeés com agua desti

lada (100 mL cada wvez), deixando-~se secar sobre Na2804 anidro e filtra

da; foi destilada normalmente, desprezando-se a cabeca e o final da
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destilagao e recolhendo-se o destilado sobre peneira molecular SA, pa
ra armazenar. Foram recuperados cerca de 250 mL.

Como o cloro comercial empregado enéontrava~se unido, foi preci-
so purifica-lo, antes de ser usado. 0O esquema da purificacao do C12,
ja com o frasco reacional (ampola) e o sistema de descarte do exces-

so de C1, é mostrado na Figura 4.7 [55].

Clp B

. ?
fiee e 3 = 2

VYAZIO SOL.DE H2%04 Hz504 VAZIO AMPOLA VAZIO NaOH K20
KMnOg 20% conc. 5C%

Figura 4.7. - Esquema para a purificagéo e borbulhamento do . Cl na solugao
: reacional (ampola)e sua neutralizacao para o descarte Ag
conecgbes sio feitas de tubos de tygon e o tubo para borbulha

mento do 012 na ampola, de teflon.

A solucgao da ampola foi preparada do seguinte modo: cerca de 20
mi: de C014 purificade foram desgaseificados a0 ultra-som por 15 mi-

nutos; com 15 ml, foi preparada uma solucao a 0;3% de C.Br também

27767
purificado; esta soluclo foi colocada em ampola previamente lavada
com solugdo de alcolato (KOH + Etanol) e dgua destilada, através de
um funil de haste longa.

A ampola foi levada para o sistema esquematizado na Figura 4.7 e

seu contetdo foi saturado com Argonio, para eliminag¢do de possiveis

residuos de gases. Em seguida, o Clz foi borbulhado ‘por cereca de 10
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minutbs, até que a solugéo adquirisse cor amarelo forte. Durante o
borbulhamento, a solu¢do foi mantida ao abrigo da luz, para garantiy
a reprodutibilidaée da fotdlise.
A ampola foi, entao, selada e levada para o sistema de fotdlise.
Duas variac¢des foram feitas nestesexperimentos: a concentragao
da s&lﬁgéo de CzBr6 en CC14 e a selagem das ampolas. Foi preparada
uma sqlugéo saturada de C28r6 emn CC14(aproximadamente 2%) para se

vonseguir maior guantidade de produto. Como se suspeitasse que a se-

lagem da ampola, feita por macarico, ocasionasse decomposicao do rea

gente, este procedimento foi substituido pela simples vedacio da am-
pola, com rolha adequada.

ﬁ lampada VMAP empregada possui um espectro de emissi3o de 248 a
690 nm [54], possuindo refrigeracido a égua"e‘um filtro de solucgido de
{Cu(NHBLﬂsziferentes ensaios foram feités, variando~se a distancia
da fonte e também o tempo de exposicao, com a finalidade de se obter
maior quantidade de novos peralogenados (C2Br3C13 e C2BrC15): poxr 10
min. a 15 cm da fonte; 20 min. a 10 cm e 30 min. a 10 cm. Durante a
fotolise, as solucgdes foram agitadas.

Para a eliminagdo do excesso de C12 e do Br2 formado durante a
fotdlise, vafios métodos de reducio foram testados. O uso de sulfito
de sdodio (Na28030,?M) como agente redutor, foi eficiente para a redu
Br_ a C,Br

2776 27747
pela eliminacao de sz. Este procedimento foi evitado, pois poderia

gao do Cl2 e do Br,, mas também provocou a reducdo do C

provocar também a reducio de outros compostos Cz saturados que fos=
sem produzidos.

Uma redugac menos drastica foi testada, utilizando uma seringa
como coluna, contendo KéFe(CN)GF fazendo a solucdo da ampola passar

através desta. Este procedimento também levou a formacio de C. insa-

2
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" turado {produto de elimiéacéo de Brz) em menor guantidade, mas nao
pode ser adotado..

Algumas FEs para cromatografia gasosa também foram usadas com o
fim de r@tér os halogénios por adsorcgdo, passando é solucao da ampo-
la através de uma coluna feita com uma pipeta Pasteur e recheada com
estasFEsa As FEs oleo de silicone com 10% QF em Chromosorb P, Oleo
de silicone com 5% OV-101 em Chromosorb W-AW e a 10% Carbowax 400 em
Chromosorb W foram testadas sem sucesso. Com a FE polar 30% FFAP so-

bre Anaprep ABS fol possivel reter o Brz, mas boa parte do CZBrﬁ

também ficou retida e ainda uma pequena quantidade de C2Br4 foi cbser
vada no cromatograma.

O método de eliminacdo dos halogénios mais eficientes foi o da
simples evaporagdo: a solucgdo da ampola foi colocada em frasco aber-
to, ao abrigo da luz e deikada dentro da capela por cerca de 48 horas.
ApOs este periodo, eliminaram-se os halogénios e obtiveram;se 08 Pro-

dutos secos, pois o solvente CCl, também foi eliminado. Os produtos

_ 4
a6lides foram entdo dissolvidos em metanol & analisados.
Para a confirmagao das formulas moleculares dos produtos de fotd

lise, estes foram dissolvidos em acetona e analisados por Cromatogra

fia Gasogsa com detector seletivo de massasg,

4.9, Separacao dos Produtos de Fotolise,

Como serd visto no Capitulo 5, as composigdes de FM para resolver

1 02 insaturados e
C, saturados, sdoc diferentes, variando as proporgdes de acordo com

a coluna.

0s diferentes compostos ou grupos de compostos C

Como n&o houvessem disponiveis duas bombas para se fazer um gra-
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diente de eluicdo e, assim, analisar todos os produtos com uma unica
injegdo, para a separacao dos produtos de fotolise, foi necessério'eg
contrar uma composicac de FM que, ao menos, indicasse a presenca dos
diferentes compostos ou grupo de compostos possivélmente formados.
As primeiras analises foram feitas com a coluna 1, sendo a FM

MeOH/HZO 50%. Com a coluna 5, fol usada a M MeOH/HZO 63:37, sistema

gque se mostrou mais adeguado que os anteriores.
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CAPITULO 5

Resultados e Discussles

Para uma melhor crganizagio dos resultados obtidos e para fa-
cilitar sua discussdo, o trabalho foi dividido em quatro partes: 1)
preparacdo e avaliacdo de colunas cromatograficas para a separacao e
~analise de compostos peralogenados; 2) otimizacdo das conéicées de

anédlise para a separacio de misturas de peralogenados; 3) analise de

amostras produzidas por radidlise de solucbes diluidas de CBry em
CCly e 4) sintese de alguns peralogenados nio disponiveis atraves de fotéli

se de solucgdes de C2Brg em CCly, em presenca de Cls.

5.1. Preparacdo e Avaliacdo de Colunas Cromatograficas para CLAE.

A CLAE tem sido usada na separacio de compostos peralogenados
em trabalhos recentemente realizados no grupo . de Cromatografia/Ra-~
diogquimica do Instituto de Quimica - UNICAMP [3,4,53], nos quais o
uso de fase reversa como fase estacioniaria (FE), de fase mdvel (FM)
polar e de detecgdo por absorbincia no UV mostraram-se adequadas.

Varias colunas {especificadas na secao 4.3), recheadas com fa
se reversa quimicamente ligada ao suporte de silica, de diversos ti-
pos, foram testadas.

O composto escolhido para o teste de avaliacao das colunas
de 1 a 4 foi o naftaleno. Nos testes da coluna 5, o conmposto  teste
usadoe pelo fabricante foi o toluenc, mas também ﬁx%m:&ﬂtost&sﬁ%sm%g

donaftaleno. O ideal seria que se usasse um composto teste de mesmas

- ] -~ P . - -
caracteristicas da amostra, ou até a propria amostra. Porém, e bas-—
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tante comum o uso de compostos ou mistura de compostos, diferentes
da amostra, para este tipo de avaliagao, mesmo porque, numa mesma
anélise; pode-se trabalhar com compostos de caracteristicas bem dis
tintas e polaridades muito diferentes. O naftaleno tem sido usado pa
ra este fim [4,53] por apresentar propriedades fisico-quimicas e ter
modindmicas adequadas como massa molecular elevada, estabilidade qui
mica e grande solubilidade na maioria das FMs.

E comum também se usar, na avaliacao de colunas, misturas con-

tendo compostos de diferentes polaridades como: acetcona, benzonitri-

la, benzeno, tolueno e naftaleno ou acetofenona, nitrobenzenc e tolu
eno. Exitem misturas j4 prontas, comercialmente disponiveis. A maio-
ria dos fabricantes de colunas utilizam misturas deste tipo para ava
liacfo de suas colunas,. dando o valor da eficiéncia em funcdo de de-
terminadoe componente da mistura.

Para o calculo de n (eficiéncia dada em n?® de pratos tedricos)
e de outros parémetr@é, as medidas dos picos féxam feitas manualmen-
te e para que fossem confiaveils, todos os cromatogramas foram feitos
em triplicata (3 injegdes) e calculada a média. Também aumentar a ve-
locidade do papel, de forma que a largura do pico a meia altura (wy)
tenha pelo menos 1 cm, @ um recurso gue ajuda a minimizar os erros
nas medidas manuais.

Na avaliacdo de colunasg, todas as condicdes de andlise devem
sey especificadas e mantidas, para efeito de comparagodes, para gque
gsejam validas. ModificacOes da composigao da FM, da vazdo da FM, do
compostos teste e do sistema cromatografico causam variacdes dos va-
lores de n.

A Tab. 5.1 apresenta o resultado da avaliacgao da coluna 5 com

os valores da n, n/m {(eficiéncia por metro de coluna), h (altura
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equivalente a um prato tedrico) e As (assimetria) para dois compostos

diferentes e em diferentes sistemas cromatograficos.

TABELA 5.1 - Resultado da Avaliagdao da Coluna 5. Condicdes de Anali-

se: FM MeOH/Hp0 65:35; vazao FM:0,7 mL/min

Sistema . Waters/Millipore Altex/Schoeffel
Cremétoqxéfico (detecc¢do: 254 nm) (detecgdo: 220 nm)
Composto teste Tolueno Naftaleno Tolueno Naftaleno
n . 19,017 19.193 14.067 16.393
n/m 76.068 76.772 56.267 65.572
h {(um) 13,2 13,0 17,8 15,3
As 0,89 0,97 0,74 0,97

‘Na Tab. 5.2 podem ser encontradas as avaliagéés de alguns pa-
rametros de avaliagéo.para a coluna 5, onde apenas a composicaa da
FM foli modificada.

A variacao dos parémetros‘de avaliacao da coluna 5 com a modi

ficagdo da vazdo da FM pode ser vista na Tab. 5.3.

TABELA 5.2. - Resultado da Avaliacdo da Coluna 5. Condigdes de Anali
se: Sistema Cromatografico: Altex/Schoeffel; Composto

teste: naftaleno; Vazdo da FM: 10 mL/min

FM MeOH/H0 65:35 70:30
n 16.440 13.350
n/m 65.760 53.400
h (um) 15,2 18,7

As ' ' 0,85 0,93
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TABELA 5.3. Resultado da Avaliacdo da Coluna 5. Condig¢Oes de Analise:
Sistema Cromatografico: Waters/Millipore; FM:MeOH/H20

65:35; composto teste: naftaleno; deteccdo: 254 nm.

vazido (mI/min) 0,1 0,5 0,7
n ' 11.750 16.730 1?.460
n/m 47.000 66.915 73.850
h {um) 21,3 14,9 13,5
As 1,2 1,0 0,86

Como pode ser visto, os valores de efiéiéncia dependem de to-
das as condigdes de analise, que foranm éadronizadas em: FM MeOH/H,0
70:30, vazdo da FM 1 mL/min e naftaleno camo composto teste, para as ava-~
liagbes de colunas realizadas.

A Tab. 5.4 mostra o resultado dos testes de eficidncia e assi-
metria das colunas avaliadas. Pode-se notar a grande perda de efici-
éncia destas colunas, do 12 para o 29 teste. Isto & conseqliéncia de
fatores como uso, tempo de armazenamento ou até -drmazenamento inade
quado. Colunas guardadas por longos periodos de tempo podem apresen-
tar perda de eficiéncia, mas isto pode ser minimizado guardando-as
umidecidas com solvente. O proprio uso da coluna acarreta, com o tem
po, em perda de eficiéncia. Mas, sem dGvida, o principal fator na ob
tencio de colunas com boa eficiencia & a uniformidade do enchimento.
Vazamentos ou interrupcgdes durante o enchimento podem levaf a sérios

prejuizos da eficidnecia da coluna.
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TABELA 5.4 - Resultado da Avaliacao de Colunas. Condicdes de andlise:

FM¢MeOH/H0 70:30; Vazdo da FM: 1,0 mL/min

Coluna n n n/m n/m As
ne {1¢ teste) (2¢ teste) {19 teste) (22 teste) (22 teste)
1 2.728 1.774 | 22.000 14.307 1,10
2 | 4,528 2.616 18.112 10.464 1,20
3 6.1604 4.292 61.6002 42.920 1,04
4 - 3.861 - 30.890 1,59
5b _ 19.380C 11.387 77.520° 45.548 0,75

n = eficiéncia dada em n? de pratos tebricos

n/m = n? de pratos tedricos por metro de coluna
0 19 teste foi feito logo apds o enchimento e o 29, apds dife
rentes periodos de armazenamento

‘a Teste feito pela autora da Ref. [53]

b O composto usado para avaliaglo desta coluna foi o tolueno.

Para as demais colunas (1 a 4) o composto teste foi o na-
ftaleno.

¢ Teste feito pelo fabricante

A coluna 1 foi preparada e, apds 4 meses de uso e 1 més de ar
mazenamento a seco, apresentou perda de eficiéncia, o que nido impe=
diu que continuasse a ser utilizada, pois ainda se apresentava den-
tro dos limites aceitaveis de n/m (Tab. 2.4).

A coluna 2 foi preparada e em seguida armazenada a seco, por
2 meses, 0 gue comprometeu nuito sua eficiéneia, ficando abaixo do-
limite médio aceitavel para sua categoria. Ela fol entfdo refeita,

porém, o resultado obtido no seu enchimento foi ainda pior (4.643

pratos/m contra 10.464 pratos/m anteriormente) porgue houve vazamen
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to, durante o enchimento. O cromatograma obtido no teste desta colu-

na, cujo pico aparece com muita cauda (grande assimetria) & mostrado

na Fig. 5.1.
; .
Z ] oa T |
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Figﬁra 5.1. - "Avaliacao da Coluna 2, cuja eficiéncia foi prejudicada devido

a vazamentos durante o enchimento. A assimetria é acentuada.
Soluto: naftaleno; FM: MeOH/HZO 70:30; vazao da FM: 0,5 mL/
min; vol. inj.:10 {L; deteccao: 220 nm; Sistéma Cromatogra-
fico: Altex/Schoeffel,

A coluna 2, apesar'de ter sido bastante uséda e armazenada
por dois anos, ainda apresentou eficiéncia muito boa e assimetria
tAs) bem reduzida.

A coluna 4, que havia sido armazenada, apresentou eficidn-
cia abaixo do limite aceitavel e assimetria > 1,2 e foi, por isso,
descartada.

Quando a coluna 5 foi adquirida, sua eficiéncia era muito su
perior & média e mesmo apds 8 anos, entre uso e estocagem, sua efi-
ciéncia ainda continua muito boa (Fig. 5.2)

Nos trabalhos de S@paragﬁo das misturas de peralogenados, fo
ram usadas, portantce, somente as colunas 1, 3 e 5, cuios valores de

n e As estavam dentro dos limites aceitaveis.
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Figura 5.2. - Avaliagdo da Coluna 5, cuja eficiénecia manteve-se elevada, ape

sar do longo periodo armazenada e do usc. O pico do tolueno é
fino e com pouca assimetria. FM:a&aOH/HzO 70:30; vazao da FM:
1,0 mL/min: vol. inj.: 10 uL; deteccao: 220 nm; Sistema Croma—

tografico: Altex/Schoeffel.

5.2. = Otimizacdo das CondicOes de Analise para a Separacio de Com~

postos Peralogenados,

O metanol P.A. Merck foi usado como um dos solventes para a
'FMy sem nenhum tratamento prévio. Embora muitos profissionais da
area sO aceitem reagentes Liéhrosolv em sistemas de CLAE, o metanol
P.A. Merck foi usado sem grandes problemas de absorbincia no UV no
comprimento de onda {)) empregado (Fig. 4.1), e além de ja& estar
disponivel no laboratério, seu custo & menor. O custo & um fator im
portante na escolha dos solventes e, sempre qgque possivel, deve-se

procurar usar os solventes mais baratos, desde que nio comprometam

a analise.
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Para a deteccido dos compostos peralogenados, o A escolhido
corresponde ao maximo de absorcgdoc dos mesmos no UV (220 nm), no qual

a FM ainda ndo absorve significativamente. O espectro de alguns des-

tes compostos pode ser visto na.Fig. 5.3.

Relacae das 4reas
medidas em dois valeres

‘ de A

1000 - Composto | 20 1204
cel, 358 | 800
CBry 110 | 1.20
€Lt 1,28 [1,52

€,01,8r, | 120 1102
€aBrg | 106 130

ok 179 244

600 4

{unidades grbitedrias)
o~
(=3
(=]
;

=

Arca

206 4

no " ime ‘
Comprimento de onda {rm)

Fiqura 5.3. - Resposta relativa do detector por absorbancia no UV para al-
guns compostos peralogenados [4]. Coluna: 250 x 10 mm, com
Vydac RP 18 (10 um): FM: MeOH/H,0O 70:30; concentragao de ca-
da composto em metanol: 0,1 mg/mL; Sistema Cromatografico:
Altex/Schoeffel.
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Para a otimizacido da vazdo da FM, foram realizados testes em
diferentes vazdes, obtendo-se uma curva de h x F, onde F = vazdo em

ml/min {53]. Os resultados encontram-se na Tab. 5.5 e Fig. 5.4.

TABELA 5.5. - Relacio entre Vazio da FM, F e h. Condi¢des de Analise:
FM:MeOH/H20 90:10; composto teste :naftaleno; Sistema

Cromatografico: Altex/Schoeffel; deteccao: 220 nm

Coluna 1
P o{mL/min) 1,0 0,8 0,6 0,4 Q,2 0,1
‘h {um} 59,4 58,9 55,3 43,7 53,0 52,7

hi{pm)

60,0
| 55,0

50,0 4

45,0

44,0+

F(mL/min)

Figura 5.4. -~ Curva de h x I para a Coluna 1. Soluto: naftaleno;
M MeOH/H20 90:10; deteccgao: 220 nm: Sistema Cro-
matografico: Altex/Schoeffel,
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‘Os valores obtidos.de h ndo variavam muito de vazfo para vazio
e, por isso; apesar de a F Otima estar em torno de 0,4 mI/min (mini
me da curva da equagdo de Van Deemter), foi preferivel usar vazdes
maioreé pafa se ter analises mais répidas, uma vez que a eficiéncia
da separacd@o ndo seria reduzida significativamente.

‘Esta mesma idéia foi aplicada as outras composicoes de FM, pa-
ra que se pudesse ter andlises um pouco mais rapidas. Isto & muito
" importante no caso de FMs mais viscosas (por exemplo com méior porcen

tagem de agua) que levam a andlises muito demoradas.

O trabalho de otimizacdo da separacio de compostos peralogena-
dos.foi iniciado, procurando reproduzir a melhor separacao consegui-
da até o momento (Fig. 2.12, pag. 36, [41), empregandc a coluna neo
1, no sistema cromatogrdfico Altex/Schoeffel* e a FM MeOH/H»0 70:30,
O cromatograma obtido nesta primeira tentativa & mostrado na Fig.
5.5., onde pode-se notar a resolucio praticamente nula dos compostos
Ci, se comparado com a Fig. 2.12. Ji a separagao dos Cp saturados
nao foi tdc ruim, considerando-se que no cromatograma da Fig. 2.12.
0s Cp insaturados ndc estavam presentes. NAo houve separagio dos com
postos Cp insaturados, que eluiram intercalando~se entre os Co satura
dos. Comwkmseﬁisto, tornou~se claro que diferentes condicdes de ané;i
se serlam requeridas para as separacSes dos diferentes compostos, que
apresentavam intera¢des bem distintas com a FE e a FM.

Para agilizar a otimiza¢do da separacio, os compostos foram di-
vididos em trés blocos: os Cj, os Cz insaturados e os Cp saturados.
Para cada um dos blocos, a composicao da FM foi variada, ate que se

conseguisse a melhor separacdo possivel.

* Todas as analises dos compostos peralogenados foram feitas no sistema cromatogrd
fico Altex/Shoeffel -
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A Tab. 5.6 resume os resultados conseguidos de melhor composi-
géo de FM para a separacgaoc de cada bloco de compostos separados na
ceoluna 1.

A Fig. 5.6 mostra o cromatograma de uma mistura de compostos Cj.
E importante notar a inversdo nos trs que ocorrepara estes compostos
guando aumenta-~se a polaridade da FM (de 70:30 paré 22:78), compa-

rando~se com a ?ig} 5.5.

TABELA 5.6. - Melhor composicdo de FM para oS diferentes com

postos separados na coluna 1.

compostos separados composicao de FM
CClg, ©BrCly, CBraCl, e CBr, MeOH/H20 22:78
CoCly e CopBrgy MeOH/H20 ~35:65
CyBrg, CpBrpCly € CClg MeOH/H,0 70:30
Czar‘i
€, 00,
€,
C-BrCis

2 oy
i

e
B o
E
o

-

{min}

Figura 5.5, - ermatograma obtido com a coluna 1 na seyaragao dos peralo%enados

e C2Q16(5olugao em MeOH) . FM, MeOH/HZO 70:30; vazao da FM: 0,4

mL/min; vol, inj.: 10 uL; deteccdo: 220 mm
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Aumentando-se ainda mais a quantidade de dgua na FM, aumenta-se
a separacdo dos picos, mas a sensibilidade & prejudicada. Isto ocor-
re devido éldiminuigﬁo da solubilidade destes compostos na FM, além
do efeito de alargamento da banda devido ao aumento no tempo de re-
tenclo.

Tendo em vista os objetives do trabalho de analisar © maior na~-
mero possivel de peralogenados de formula molecular CxBryClz {(x = 1
ou 2; v + 2 = 4 ou 6}, a otimizacio da separacao de cada grupo de

compostos fol feita de maneira a possibilitar a separacdo inclusive

de compostos ainda nao disponives. Esta previsdo de separacao foi
feita atraveés do numerc de separacao (numero de Trennzahl)) Tz, uma
vez que a resolugao, Rs, relaciona-se diretamente com Tz, pois Tz =
(Rs/1,177 } ~ 1{Egs IX e XI da Sec. 2.2Z,pags 19 e 22).

Como pode ser observada na Fig. 5.6, a separagdo entre os com-
sttos CBr2C12 eCBry € tal, que permitiria a colocacgao de mais um
.composto entre eles, pois Tz = 1,37. Este composto poderia ser o}
CBr3Cl, do gual ainda nao se dispde, mas cue foi encontrado em grande quanti
tidade como produto de radidlise do CBrg em CCly [11.

Nesta andlise, assim como nas analises dos grupos de compostos
‘subseqﬂentes ;- foi estabelecido um compromissc entre encontrar uma
composicao de FM tal que, além de separar suficientemente os compo-
nentes da mistura (Rs z 1,25), ainda permitisse'obter um Tz adegua-
do, ja prevendo a resolucgdo de compostos ainda ndo disponiveis co
mo padrdes e manter a sensibilidade de deteccgdo razoavelmente boa,
devido ao aumento da guantidade de agua na FM.

O problema de'concentragéo poderia ser resolvido injetando-se

um volume maior de amostra , gue poderia ser feito trocando-se o

amostrador por cutro de maior volume { 100 ul, por exemplo). Esta
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Figura 5.6. ~ Cromatograma opbtido com a coluna 1
na , separagac dos peralogenados
c1 (CBré, CBr,Cl, CBrCl, € CC14).,
FM: MeCH/H.O 22:78; vazao da FM:
1,0 ml/min? vol. inj.: 10 uL/; de-
teccao: 220 nm.
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Figura 5.7. - Efeito da dispersao devido ac volume do amostrador. Cromatogramas ob-
tidos com a coluna 5. Soluto: peralogenados;FM: MeOH/H.O 63:37; vazao
da FM: 0,9 ml/min; detecgao: 220 nm, volume injetado: a“= 100 ul;

b = 20}.111
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Figura 5.8. =

Cromatograima
obtido com a
coluna 1 na
separagao de
CzBr4/C2614.
FM: MeCH/H.O
35:65; vazio

da FM: 1;0 Hﬁ::/
min; vol. inde

10 uL; deteCe
cao: 220 nm.

Figura 5.9. -~

Cramatograma

"obtido com a

coluna 1 na
separagao de

CQBrﬁf C2BI2C14

FM: MeOH/H.O
70:30; vazdao

da FM: 0,5 mL/
min.; vol. inj.:

10 yL; detec-

" gao: 220 nm.

Figura 5.10. ~ Cromatograma

chtido com a
coluna 1T na
separacaoc de
C2Br2C14/
Q2C16. FM;
MeOH/H2O
T0:30; "va-
zac da FM:
0,5 mL/min;
vol. inj.:
10 ulL; detec
cao: 220 mm
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medida, no entanto, poderia originar outros'problemas: a saturagao da
coluna, gue acarreta em perda de eficiéncia e o alargamento da banda,
com perda de resolucdo. Isto & bem ilustrado na Fig. 5.7.

A resolucao do 29 grupo foli otimizada da mesma maneira (reso-
lugdo versus sensibilidade de detecc¢do) e, para a melhor composigao
de FM {(MeOH/H»0 35:65}), foi encontrado Tz = 4,70 (Fig. 5.8}.

Considerandc a possibilidade de separagao de compostos com
férmula molecular intermedidria aos compostos CyCly4/CyBry, a separa-

¢ao obtida fol suficiente para separar os trés compostos possiveis

{CoBrCly, CBryCly e CoBr3Cl), ndo disponiveis, pois Tz > 3.

0 392 grupo de compostos foi dividido em dois éﬁbgrupos para
otimizacdo de sua separacdo: CopBrg/CoBrpCly e CpBrpCly/CpClg. Na se~
paracdao dos dois primeiros compostos, mesmo com a FM otimizada MeOH/
HoO 70:30, o Tz conseguido foi de 0,64. Os compostos com tR interme=-
diarios aos dois compostos seriam: CpBrsCl, CoBryCly e C2B33013. bPa-
ra consequir a sepmm@éa de todos eles, seria ﬁreciso Tz > 3, o0 que
nao foi possivel comesta coluna e FM (Fig. 5.9).

Para a separacdo do 22 subgrupo (CpBroCl4/CoClg), seria preci
80 obter um Tz > 1, o gue também nao foi possivel obter neste siste-~
ma cromatografico. A resolugdo destes compostos nao foi boa (Rs =
1,06}, ndo permitindo a resolucdo do composto intermediario CzBrCl5-
(Fig. 5.10), se estivesse presente,.

Na tentativa de melhorar estas separacdes através da modi-
ficacao da forca da FM, foi adicionado a ela acido propionico (ou
propandico) a 2%. Os resultados obtidos nido foram melhores gue os ja
conseguidos e, além disso, houve perda de senéibilidade, pois a adi~-

¢do do acido aumentou a absorbancia pela FM (Fig. 5.11), sendo, por

isso, necessario usar A maior na detecgao (A = 230 nm), onde a
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absorbincia dos compostos ja € bem menor (Fig. 5.3).

O proximo passo na tentativa de meihorar a separacao, ainda
com a mesma coluna, foi o uso de outra FM. Foi escolhida a acetoni-
trila, ja empregada por outros autores [3,4,53], que foi misturada a
dgua , da mesma maneira que o metanol. Para gue ndo houvesse proble-
ma de absorbancia pela FM, foi empregada acetonitrila Lichrosolv
Merck (Fig. 4.3). No entanto, os resultados conseguidos n3o foram
mais satisfatdrios que os ja obtidos com meténol, 0 gue pode ser no-

- tado na separacdoc dos compostos CyBr./C,Br,Cl, na Fig. 5.12 compara-
256/ =27 2 g P

da com a Fig. 5.9 ou ainda Fig. 5.13 versus Fig. 5.10.

A acetonitrila, com este grau de pureza, € um reagente muito
caro, sendo conveniente gque os resultados obtidos com seu uso sejam
muito melhofes, de modo a compensar os custos. Por estas razoes, a
mistura MeOH/H0 foi mantida, ao longo dos experimentos, como a FM
mais adeguada para estas analises.

Esgotadas as possibilidades de se?aragéo com a coluna 1, outra
coluna foi testada. Para se obter melhor resolugao, com maior efici-
eéncia, a coluna precisaria ter, ou maior comprimento (coluna 2), ou
menor diametro de particulas {coluna 3}. Como a coluna 2 nio pode ser
ugada, fol empregada a coluna 3 que, por ser mais eficiente,.trouxe

bons resultados.
A guantidade de agua na FM necessaria para se obter a mesma se
paragao, avaliada em termos de Tz, fol menor com esta coluna 3, 0

‘que significou ganho de sensibilidade, menor gasto de reagentes na

preparagdo das solugbes de peralogenados e menores tempos de analise

{FM menos viscosal.
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- Cromatograma obtido com

a coluna 1 na separacac
deVCZBrG/CzBr2C14. FM:
CH3CN/H20 70:30; wvazao
da FM: 0,5mL/ min; vol.
inj.: 10 uL; deteccac: 220
nm

Figura 5.13. -~ Cromatograma obtido com

& coluna 1 na separacdo
de C28r2014/C2C16. FM:
CH3CN/320 70:30; wvazio

“da FM: 0,5 mL/min: vol,

inj.: 10 uL ; detecgao:
220 nm.
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A Tab. 5.7 resume os resultados conseguidos na separacgao dos

padrdes em termos de T, e a melhor composicdo de FM correspondente.

TABELA 5.7. - Melhor composigéo*dé FM para os diferentes compostos

separados com acoluna 3 e seus valores de Tz.

Compostos separados Composigdo de FM(MeOH/H0) Tz
CC14; CBrClsy, CBryCly e CBry 30:70 1,082
CpCly e CoBry 40:60 3,39
CoBrg e CoBrpCly ' 60:40 1,24

CoBroCly e CyClg 70:30 0,30

fcalculado para a separacdo CBr2C12/CBr4

Ao serem compaiadas as colunas 1 e 3; alem dos valores numé-
ricos mais positivos apresentados pela coluna 3, em termos de separa
¢ao, o tempo gasto na analise foi bastante reduzido. Os cromatogra-
mas obtidos nestas separacdes sio mostrados nas Figs, 5.14 a 5.17.

Apesar destes resultados, a resolucéo neéesséria para a sepa-
ragdo de todos os possiveis C, saturados ndo foi alcancada. Para se
conseqguir a separacao adequada, uma coluna bem mais eficiente seria
necessaria e deveria ter maior comprimento ou menor difmetro de par-
ticulas. Como ndo houvesse particulas menores que 5 um disponiveis
no laboratorio para ¢ enchimento de uma outra coluna, a coluna S,qmesé
encontrava pronta, foi testada.

Foi surpreendente constatar que esta coluna, apds 8 anos de

sua fabricacgao, ainda estivesse em t3o boas condic¢des, com tdc alta

eficiencia,
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Figura 5.14. - Cromatograma obtido com

Figqura 5.15. -

Figura 5.16, -

a coluna 3 na separagao
da mistura CCl,, CBrCl,,

CBr2C12 e CBr4. FM:

'MEOH/HZO 30:70; vazao da

FM: 1,0 nl/min; vol. inj.:
10 yl; deteccdo: 220 rm

Cromatograma obtido com
a coluna 3 na separécéo
da mistura C2014/C2Br4°
FM: MeOH/HzO 40:60; va-
zao da FM: 1,0 nmb/min;
vol. inj.: 10 uL; detec
cao: 220 mm

Cromatograma obtido com
coluna 3 na separagao
CzBrG/CzBrZClé. M:
MeOH/HEO 60:40; vazao
da FM: 1,0 mlL/min; vol.
inj.: 10 pL; detecgao:
220 nm.
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) {min}) -

Figura 5.17. - Cromatograma obtido com a coluna 3 na separagad
CzBrzle/C2Cl6. FM: MeOH/HZO 70:30; vazao da FM:

1,0 mL/min; vol. inj.: 10 ulL; deteccao: 220 nm.

Um teste preliminar foi feito, injetando-se uma mistura con-
tendo os nove compostos peralogenados padroes e eluindo-~se com FM
MeﬁH/H20'70:30. Todos os compostos puderam ser separados simultanea-
mente, inclusive a separacdo mais.dificil, até o momento (CpBrpCly/
CoClg) fol conseguida e com Tz = 2,39. Porém, com esta composigao
de FM, os compostos Cé insaturados eluém intercalando-se com 0s com—
postos Cp saturados, o que ndo & de nenhum interesse nestas analises
{(Fig. 5.18).

Aumentando-se ou diminuindo-se a quantidade de MeOH na FM, is
to e, alterando-se a fozga'da FM, mais inversdes na eluicgdoc dos com-
postos ocorrem, o gue mostra a sequéncia de cromatogramas das Figs.

5,18 a 5.22. A Tab. 5.8 resume os resultados conseguidos nestas se-
paragoes.

O primeiro conjunto de compostos (os C3) apresentou melhor se
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-
28
{min}
Figura 5.18. - Cromatograma obtido com a ceoluna 5 na separacaoc da
mistura dos peralogenados padroes . FM: MeOH/H.O

70:30; vazao da FM: 1,0 mL/min, vol. inj.: 10 %L,

deteccao: 220 nm.

paragao com FM menocs polar (MeOH/H70 80:20), tendo sua separagSO pre
judicada a medida que se aumentava a quantidade de agua na FM, poisa
ordem de eluicdo foi invertida em relacdo as andlises anteriores (co
lunas 1 e 2). Se a guantidade de agua na FM for ainda mais aumenta-
" da, ocorrerda a inversio na eluicio destes compostos, como j& foi vis
to em andlises feitas em outras colunas (Figs. 5.6 e 5.14).

Para que ocorra elluicéo séparadamente dos dois grupos, sem so
breposicdo, os Cp insaturados e os Cy saturados, a polaridade da FM
deve ser maior, sendo que os Cp insaturados comegam a ter uma resolu
¢do aceitavel a partir de MeOH/Hp0 60:40.

O 1¢ subgrupo do 39 conjunto de compostos {CyBrg/CoBroCly)
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Caliy
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e jC2%% Figura 5.19. -~ Cromatograma obtido com

a coluna 5 na separacao

da mistura de peraloge-
nados padroes. FM: MeOH/
H2O 90:10; vazao da FM:
0,8 mL/min; vol. inj.:
10 uL; detecgao: 220 nm.
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Figura 5.20. - Cromatograma obtido com a: coluna 5 na separagao

da mistura de peralogenados padrdes. FM: MeOH/H.O
80:20; vazao da FM: 1,0 mL/min; vol. inj.: 10 uL;
deteccao: 220 nm.
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Figura 5.21. - Cromatograma obtido com a coluna 5 na separacao
da mistura de peralogenados padrdoes. FM: MeOH/
H,O0 60:40; vazao da FM: 0,8 mL/min; vol. inj.:
1(?.! vL; deteccaoc: 220 nm.
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‘Figura 5.22. - Cromatograma obtido com a coluna 5 na separacdo

: da mistura de peralogenados padroes. FM: MeOH/
H,0 50:50; vazao da FM: 0,7 mL/min; vol. inj.:
10 uL, deteccao: 220 nm.
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. também apresentou boa separagdo (sem sobreposi¢do com os Cp insatura
dos) com FM polar, em torno de 60:40. J& o 29 subgrupo (C;Br;Cl1,/C.Cl.)
apresentou separacao suficiente em MeOH/Hzo 70:30.

' Face aos resultados obtidos, fica claro que a separacgao dos 3
conjuntos de compostos, com resolugao adeguada, usando.uma anica com
posicio de FM seria muito dificil, sendo que; para gue o‘ﬁ’gngx;fosmi re-
éolvido, a FM deveria conter guantidade de MeOH superior a 60%, pois
T, entre CBrgq e CBrpCly precisa ser maior que 1. Porém, para gue o

39 grupo fosse resolvido, a guantidade de MeOH na FM deveria ser me-

nor que 70%.
o Como nédo se dispusesse de um sistema de gradiente de eluicao,

a separagao dos 3 grupos fol idealizada em duas etapas, resolvendo
a separacdo de dois grupos, com duas diferentes composicao ée FM.
Buscou-se, entdo, a FM mais adequada para a resolucgao de dois grupos
simultaneamente, considerando-se a sensibilidade de detecc¢do e o tem
po de andlise.

A Tab. 5.9 expressa as separagOes consegquidas para os Cp e Cp
saturados, com composi¢bes de FM intermediarias (Figs. 5.23 a 5.25).

Na avaliég%o da separacgio dos Cy, foram usados dois parémgg
tros: Tz_eRS . T, fol usado para avaliar a possibilidade de separa-
¢&o dos compostos ndo disponiveis e R, para avaliagdo da separagao
dos compostos presentes.

A FM MeOH/H90 63:37 apresentou-se como a melhor composicdo de
FM para separar simultaneamente os grupos 1 e 3 de peralcgenados,

com os valores de T, adequados e ainda com boa resolucdo para os Cj

padroes e foi empregada nas analises posteriores, usando a coluna 5.
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TABELA 5.8. - Resultado obtido na separac¢do dos compostos peralogena

dos, na coluna 5, com diferemtes composicOes de FM.

Compostos sebarados Resolugdes (Rg) obtidas com FM MeOH/H30
50:50 60:40 70:30 80:20 90:10
CBrg/CBrCly - 1,90 2,60 2,57 2,06
CBroClp/CBrCls - 0,82 1,37 1,48 1,47
CBrCls/CCly - 0,87 1,44 1,61 -
CpCly/Cobry 5,29 1,13 - - -
CpBrg/CopBraCly 4,81 6,36 - - -
CaBroCly/CpClg - 3,90 3,99 - -

Como o principal alvo das investiga¢des sobre os.produtos de
radidlise ou termolise de CBry em CCly era os compostbs Cp saturados,
os compostos Co insatﬁrados, possiveis produtos de decomposicdo, néo
precisariam ser completamente resolvidos, mas a sua simples visua-
lizacdo ja seria suficiente. Nestas analises, caso se quisesse boa se-
paracdo destes compostos; a composicdo de FM ideal estaria entre
50:50 e 55:45 (MeOH/H0}. A analise destes compostos na coluna 5,
com composicdo de ¥M desta ordem, sdo extremamente demoradas (ver
Fig. 5.22) devido & alta_viscosidade da FM, que provoca grande aumen
to de pressdo na bomba, impedindo que a vazdo da FM seja empregada
em valores razoaveis (em torno de 1,0 mL/min). Isto dificultou asana
liges, sendo que‘fQi preferivel trabalhar com FMs menos polares, meg

mo que com perda de resolugao, para se ter analises menos demoradas-

{menores valores de Qm)a
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" TABELA 5.9. - Resultados obtidos na separacdo dos compostos C3 e Cjp

saturados, na coluna 5, com diferentes composicOes de

FM.

Compostos Separacao (T, ou RS) obtidos com FM MeOH/H,0
separados

65:35 : 63:37 62,5 + 37,5
CBrg/CBryCly | Tg = 1,22 Tg= 1,10 Ty = 0,73
CBroCly/CBrCls Rg= 1,26 Reg= 1,12 Rg = 0,95
CBrCl3y/CCly Rg = 1,27 Ry = 1,15 R = 0,94
CoBrg/CoBroCly - Ty = 4,75 Ty = 4,34
CoBraCls/CaClg T, = 2,49 T, = 2,02 T, = 1,95

Um resumo dos melhores resultados conseguidos com as trés co-
1unas, tendo em vistaa separacao do maior nlmero possivel de peralo-
genados, considerando og valores de T, e R pode ser encontrado na Tab.5.10.
0s valores de o (fator de seletividade) encontrados para a maioria
das separagoes, foram em torno de 1,20, o que significa que, em ge-
ral, as separacgOes foram boas e o sistema apresentou boa seletivida
de, com tempos de analise razoavels, principalmente para a coluna 5.

Os valores de D, calculados para os compostos separados na
coluna 5 {Tab. 5.11), mostram que as separacdes conseguidas para o0s
compostqs Cq foram bem razoaveis, resultado de interacdes adequadas,
tanto com a FM como com a FE (Dnlentre 1 e 10). Nas separagdes dos
compostos Cp saturados, os valores de Dm ja foram bem maiores, o que
demonstra a forte interacdo destes compostos com a FE, provocando'

andlises mais demoradas. 0Os valores de %n’ neste caso, poderiam

ser diminuidos usando-se uma FM menos polar, mas isto certamente
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prejudicaria as separagbes dos compostos Cjy. Menos razodveis foram
as separac¢Oes dos Cy insaturados, cujos valores de D, foram muito al
tos. Como no caso dos C2 saturados, isto ocorre para que a separag%o
de outfos compostos (os Cp saturados) possa ocorrer, sem haver sobre

posicoes com o0s primeiros.

TABELA 5.11. - Valores de D (razdo de distribuicdo das massas) obti

dos para separac¢bGes na coluna 5.

Compostos Separados D ﬂ Compostos Separados O,

CBr4 6,41 | CoCly 49,33
CBraCl, 7,10 CyBry 59,13
CBrCly 7,43 " CyBrg 16,98
CCly 7,81 CBrpCly 21,98

CpClg 25,70

i

A FM utilizada foi MeOH/Hp0 63:37, com excessdo da separacdo CpCly/

C25r4cﬁmaf0i feita a 50:50.

0Os calculos feitos para as determinacdes de o e B, envolveram
a medida de ty (tempo de retengao de um soluto ndo retido pela FE).
0 soluto usado na medida de tM foi o proprio solvente das amostras,
o metancl, gue também compde a FM. O th‘empregado foi apenas opera-
cional, pois o metanol ndo & o soluto ideal para estas determinacdes.
Existem solutos mais ada$ﬁmbs para as medidas de ty- Entretanto, mui
tos solutos sdo usados indiscriminadamente, gerando muita controvér-

sia sobre o assunto. O método da linearizacido de séries homdlogas

para o calculo de ty,(ou Vy ~ volume morto) é um dos que melhores re-
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sultados traz, porém & mﬁito trabalhoso [56]. Solutos bastante reco-
mendados péra-este fim incluem isOmeros isotopicamente marcados de
moléculas do eluente, tais como anélogos deuterados da agua, metanol
ou acétonifrila, sals inorganicos du compostos orgdnicos como citosi
na, N-N-dimetilformamida, uréia, acetona e uracila [57]. Marcadores
{soluto)} como acetona apresentam interag¢des com a FE, mas sio ainda
melhores gue marcadores carregados. Uracila & bastante conveniente
em fase reverza e facilmente detectavel em 254 nm [58]. Nitrometano

€ também conveniente nestes sistemas, porém a FM deve conter apenas

metanol ou acetonitrila purcos [57]. 0 uso de D30 é muito adequado em
fasé reversa e FMs aguosas, porém sua detec¢do deve ser feita por in
dice de refracgdo [%8)]. Tendo em vista as dificuldades em se obter um
ty verdadeiro e &, praticidade em se usar o proprio metanol, julgou-se

suficiente usar esta estimativa de tye

5.3. - Analises de produtos de radidlise de CBra/CCly através da CLAE.

Amostras produzidas pela radidlise de solugdes diluidas de
CBrg em CCly, feitas por Bertran [1] e que se encontravam j& disponi
veis no laboratdrio, foram analisadas através da CLAE, nas condicdes
de analise desenvolvidas para a separacdo destes produtos ( secdo
5.2},

As amostras foram preparadas a 3% de CBryg, seladas sob vacuo

e irradiadas com diferentes doses:

Amostra - dose {kGy}
1 1,0
2 2,5
3 30,0
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As améstras foram‘analisadas por CGI1] e posteriormente esto-
cadas a 77K} até serem analisadas por CLAE.

0s cromatogramas referentes a estas andlises sfdo mostrados nas
Figs. 5.26 a 5.29, respectivamente.

Amostras similares a estas ja foram analisadas através da CG/
EM [1] e revelaram a presenc¢a de grandes quantidades de CBriCl e
CBrClz, além de CBrpCly, CpBryg e CpClg, contendo ainda CBry e CCly.

0Os resultados obtidos pela CLAE mostraram a presenga de ape-

nas trés compostos, dois dos quais foram identificados, por adigio

de padrao, como sendo CBry e CCly. Comparando com os cromatogramas
obtidés por Bertran (Fig. 5.30), nota-se a auséncia de sinais para
CBrCl3 ou CBrpCly, sendo gue a adicdo destes padrbes & amostra produ
ziu dois novos picos. A auséncia destes compostos & provavelmente re
- lacionada com o método usado para eliminar o excesso de CClé, gue
foi a evaporacao, pois estes compostos sdo bastante volateis. O pico
entre CBrg e CCly (Figs. 5.26 a 5.29) foi abribuido ao CBri3Cl, com-
posto identificado inicialmente [1] por correlacdo de sua retencio
relativa como composto contendo trés bromos e posteriormente confir-
mado nos produtos de radidlise por CG/EM [1].

Pela correlagdo obtida por CLAE para o tR do CBr3Cl atraves
do grafico de log Dm versus n? de cloros no composto, sua identifica
¢do se confirma. O valor do log D, previsto pela linha reta:

log D,=a ( n? de cloros) + b

it

0,0178 b = 0,8242 r = 0,9985
€ igual a 0,8419, sendo o valor observado 0,8420 (Fig. 5.31).
Nenhum composto peralogenado C; foi observado, nem saturado,

nem insaturado. Provavelmente, a sensibilidade do sistema de detec—

¢do usado ndo foi suficiente para detectar estes compostos que s€ en
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Figura 5.26. - Cromatograma obtido com a Figura 5.27. - Cromatograma obtido com a

coluna 5, na analise da
amostra produzida pela ra
diolise, com 1 kGy, de
CBr, em CClg.FM: MeOH/H. O
65:%’5; vazao da FM: ?,02
mL/min; vol. inj.: 10 uL;
deteccao: 220 nm.

coluna 5, na andlise da
amostra produzida pela ra
didlise com 2,5 kCy, de
CBr, em CC1,. FM: MeOH/Hj
63:%7; vazad da FM: 0,9
nl/min; vol, inj.: 10 ul;
deteccao: 220 nm.
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Co Figura 5.28. - Cromatograma obtido com a coluna
- | 5 na analise da amostra obtida
pela radidlise, com 30 kGy, de
CBr4 em CClé. FM: MeOH/HZG :
63737; vazdo da FM: 0,9 ml/min;
vol. inj.: 10 pL; detecgao: 220 nm

Figura 5.29. - Cromatograma obtido
gon a coluna 5 ha
analise da amostra
cobtida pela radid-
se, com 50 kGy de
CBI4 €m CCld. M
MeOH/H:ZO 65:35; va-
zao da FM: 1,0 mL/
min; vol. inj.:10uL;
deteccao: 220 nm.
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log D g

0,907 .99,
cel p log Dy, n? cloros

0,823 0

0.88- 0,842 1

0,862 2

0,878 3

0,86; 0,894 4

R

&,
k4

4 nde Cl na serie
CBryCly (y-z=4)

i e e G o eGP B W e G Um 46 S0 T ey

Ay =
&

Figura 5.31. - Identificagao do CBr, Cl através da correlacio do pela curva
log Dy x n® cloros na série CBr Clj(y+z=4). O t, peld cromato-
agrama {Fig.5.32) foi 13,57 min e o tR interpolado, 19,56 min.

(ml:)

Figura 5.32. - Cromatograma obtido com a coluna 5 na andlise da mistura
padrao de C, (amostra de CBr 4 €m CCl,, irradiada com 50
kGy + CBr (312 + CBJ:*ClB) . FM: MeOH/Hzé 63:37; vazao da FM:
G,8 mL/mirzi; Vol. inj.¥ 10 pl; detectao: 220 rm.
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© contram em concentragaes.muito baixas, em relagao ao .CBr4 ou CCly

{Fig 5,30}.‘0 detector usado em CLAE foil por absorbancia no UV, que

& bem menos sensivel que os detectores por fotoionizagdo ou por ioni

zacao em cﬁama, usados nas anélises‘por CG. Outro fato: a ser consi-

derado é o das doses fornecidas para as amostras analisadas por CLAE,
gque foram menores do que as ﬁsadas nas analises por CG/EM, fator es~

te diretamente relacionado com a quantidade de produtos formados.

A amostra 4, submetida & maior dose de radiacdo (50 ¥Gy) das

disponiveis (Fig. 5.29), foram adicionados dois padrBes: CBrpCly e

CBrCly. A amostra resultante constituiu~se, entdo, numa mistura pa-

drao, contendo os cinco peralogenados C3 possiveis. Esta mistura foi
analisada nas condicOes otimizadas anteriormente (Secdo 5.2) para se
obter uma confirmacdo sobre a previsio da separacdo feita.

Como pode ser vistolna Fig. 5.32,a resolugao da amostra con-
tendo os cinco compostos C; fol bastante prejudicada e muito infe-
rior aquela conseguida para os padrdes (Fig. 5.24). As resolucdes
0,92; 0,82; 0,84 e 0,74 para os compostos, em ordem de eluicao, fo-
ram muito baixas e poderiam originar muito erro, guando se fizesse
analise quantitativa. Entretanto, para uma anilise qualitativa, pa-
ra simples identificacdo, estes valores de resolucio ainda sioc acei-
taveis.

O fator tempo de uso para esta coluna parece ter sido muito significati-
vo na perda de sua eficiencia, que, como cohseqﬁéncia, prejudicou és
geparacoes ea resolucio. |

Também as concentracOes dos componentes da mistura dos cinco
Cj estavam muito diferentes entre si, o que preijudicoua visualizacao
da separacao, ‘devido as sobreposic¢des dos picos mais pronunciadas.

Num caso como este, de deterior agcao da coluna durante os



L1017,

experimentos, marcada pela perda de eficiéncia, algumas alternativas
s8o possiveis: a confeccio de uma nova coluna com idénticas caracte—
risticas, o uso de uma outra composicédo de FM, mais adequada para as
separacGes dos componentes com ;esolugéo prejudicada, sem contudo di
minuir muito a resolucdo dos compostos com separa¢ao ja otimizadas
ou a an&dlise dos tré&s grupos separadamente, com as composicOes de FM
mais adequadas para cada um dos grupos, como ja feito para as anali-

ses nas colunas 1 e 3 ou o recondicionamento da mesma coluna.

5.4. - Sintese Fotoquimica de Compostos Peralogenados.

De maneira geral, os compostos peralogenados, principalmente
os saturados e ricos em bromo, sao bastante instaveis, . tanto em pre
senca de luz como de calor, o que pode ser verificado pela coloracio
amarela que adquirem, apds algum tempo em solucdo, devido & elimina-
géé de Brp. Como conseqliéncia, sio compostos dificeis de serem en-
contrados no comércio e alguns, como C2BrsCl, CpBrgCly; ou C_Br,Cl

2773
nem mesmo constam de catalogos como K & K, Merck ou Aldrich.

3 F

No entanto, quando o que se deseija sdo misturas de peralogena
dos, como homblogos em série, estas podém ser facilmente obtidas por
feacées fotoguimicas, a partir de substratos adequados. A pronta fo-
todissociacao de ligagdes C~X (X = halogénio) e X2, gerando radicais
diversos, resulta em diferentes distribuicdes de produtos, dependen-
do das condigOes de fotdlise.

A fotdlise de soclucdes diluidas (0,3%) de CoBrg, em presenga
de Clp, usando CCly como solvente, sob luz UV de uma lampada de Véu
por de Mercurio de Alta Press3o (VMAP), produziu misturas de compos

tos do tipo CBryCl,{y+z=6}, variando entre CpBr3Cly até CyClg, em
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diferentes guantidades, dependendo do temporde exposigao. Alguns des
tes produtos tiveram suas estruturas confirmadas através de andlises
por CG/detector de massa, comprovando, assim, a previsdo de separa-
cdo da série hombloga.

As solucbes para fotdlise foram preparadas em baixas concen-
tragdes devido a pequena solubilidade do CyBrg em CCly. Ndo foi tenta
do outro solvente, primeiro porque ndo seria conveniente a interfe-
réncia devido & geracadc de outros radicéis provenientes de outros ele

mentos e, depois, porgue ¢ CCly, mesmo sendo fotolisado, geraria radi

calis comuns ao meic, ndo interferindo nos resultados esperados.

A guantidade de Cls adicionado a solugao foi controlada pelo
tempo de borbulhamenté e coioragéo da solucgdo final, para que as mis
turas a serem fotolisadas pudessem ser reprodutiveis. Nao foi feito
um controle mais quantitativo da adigao de Clp, se bem que sua gquan
tidade pode ser facilmente estimada atgavés da sua solubilidade em
CClyg. A 20°C e 1 bar de pressao, cada grama deICC14 pode dissolver
ate 0,0825g de Clp [59]. Considerando que a temperatura no laborato-
rio, durante o periodo de trabalho, foi de aproximadamente 20°C e a
pressao, de aprbximadamente 1 bar, pode-se adotar esta concentracao
de cloro comc a maxima concentracdo que se poderia obter.

A lémpada usada na fotdlise (VMAP) tem espectro de emissio
praticamente continuo, indo de 248 até 690 nm, sem a emissdo de 254
nm [54]. Esta faixa de espectro de emissdo & o resultado de um espec
tro filtrado, tanto pela espessa parede de vidro como também pela S0
lugdo de [Cu(NH3) 4] 2+que recobre o vidro.

A velocidade de emiss3o & da ordem de 1014-1015 foétons/s,
sendo que poucos minutos sao suficientes para produzir resultados de

sejaveis.
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Apesar de todos os cuidados tomados durante a preparacgao das
ampolas, com relacao & luz, os resultados obtidos para a solugido de
referéncia (submetida & mesma sequéncia de processos da amostra, ex-
ceto a fotdlise) mostraram que houve decomposiciio do CyBrg, formando
produto de eliminacdo de bromo, o CyBrg. Como o CyBrg & bastante sen
sivel‘é luz, € provdvel gue esta decomposigdo tenha sido causada pe-
la luz da chama do magarico, durante a selagem das ampolas. Outra
possibilidade seria que, através do contato entre os reagéntes ja se

iniciasse uma reacdo, antes mesmo de se submeter & fotdlise.

De qualquer modo, a partir dai, as ampolas foram fechadas
apenas com uma rolha adequada e nao mais seladas com magarico. Este
procedimento reduziu bastante a guantidade de produto Cy insaturado,
porém nao eliminou completamente este tipo dé decomposig¢do. No entan
to,°é.provével que a origem deste produﬁo de decomposicao esteja no
préprio padrdo, que, com o tempo, comeca a apresentar este tipo de
reacao.

Apés a fotdlise, produtos como Bry e o excesso de Clo e CCly
foram eliminados atxavés de evapora¢do, sob ventilacdo (capela), ao
abrigo da luz. O uso de vacuo, como ja foi usado por Bonato{3}, podé
acelerar o processo de evaporacdo, mas pode também provocar a perda
de material , visto gue os produtos sdo volateis. A eliminacio de‘
CCly foi muito conveniente, pois evitou que a coluna ficasse satura-
da, prejudicando a analise.

Nao foi feito um estudo mais guantitativo destes processos
de fotdlise porque o interesse, na verdade era a obtencdo de solu-
¢Oes contendo misturas de compostos peralogenados e em concentracoes
aproximadamente iguais. Para isso, os experimentos foram feitos de

maneira que pudesem ser apenas reprodutiveis.
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Diversos experimentos, sob diferentes condigdes, foram feitos
a.fim de se obter uma distribuigao uniforme de produtos. Solucgdes a
0,3% de CgBrG‘em CCl,y foram fotolisadas a 10 cm da fonte por 20 min.
{(Fig. 5.33) é por 30 min (Fig. 5.34). Também solugdes a 2% foram fo-
tolisadas, a igual distancia, por 30 min (Fié. 5.35). As solucles
mais diluidas produziram melhores distribuicBes de produtos, resul-
tando, principalmente, em compostos clorados, sendo o CoBrg gquase
que totalmente consumido. Em solucOes mais concentradas, os produtos

.mais ricos em bromos predominaram, ndo havende formagdo do CoClg e

ainda com uma consideravel quantidade de C)Brg restando apds a foﬁéw
lise.
0Us compostos para os guais havia padroes disponiveis, como
CypBryCly e CQClg, foram identificados através de seus tRS' pelo méto
do de adic¢do de padrdo. Uma confirmacdo também foi obtida através de
andlise dos produtos de fotdlise por CG/detector seletivo.de massas
{DSM} . A Fig; 5.36 indica o cromatograma obtido, registrando a cor-
rente total dos ions produzidos na fragmentacio. As Figs. 5.37 a
540 mostram os espectros de massa correspondentes aos picos com tRS
de 9,440 min, 11,138 min e 13,675 min. |
A fragmentacao de compostos halogenados & bem caracteristica
devido as contribuicBes isotdpicas dos halogénios presentes, sendo
também o pico do ion molecular e seus subsegllentes, com massas maio=-
res alternadas, muito importantes na sua identificac¢do [60]. No en-
tanto, compostos peralogenados apresentam o ion molecular muito pou-
"co intenso, muitas vezes imperceptivel, sendo identificados, princi-
palmente, por seus fragmentos que formam séries distintas de multi-
pletes [61] e também rearranjos caracteristicos [62]. Um importante

fragmento deste tipo de compostos é o ion XpC = x*, muito Gtil na
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Figura 5.33. - Cromatograma cbtido com a
coluna 5 na analise dos
produtos de fotdlise de
CZBrG/Cl2 em CCl4, por
20 min, & 10 cn da fonte,
{solucac a 0,3%). FM: MeCH/
H20 63:37; vazao da FM:

0,8 mL/min; vol. inj.:

20 pL; detecgdo: 220 nm,

Sy o
;f ‘{;, Figura 5.34, - Cramatograma obtido com
SR s el B R cramstogiann Gutido n
e e et S | DR | R produtos de fotdlise  de
, CZBrG/Cl2 em CCl4, por 30

min, a 10 cm da fonte (so
lucao a 0,3%). FM: MeOH/
H)0 63:37; vazao da FM:
0,9 mL/min; vol. inj.: 20

uL; detecgao: 220 nm.

; “Lempo (min)
B e
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H!‘ e Figura 5.35. - Cromatograma obtido com a
' ' coluna 5 na analise dos
produtos de fotdlise ge
CZBrG/Cl2 em CC14, por
30 min, a 10 cm da fonte
{solugado a 2%). FM: MeOH/
H,0 63:37; vazdo da FM:
0,9 mL/min; vol, ini.:

20 uL; detecgao: 220 nm.
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Figiura 5.36. ~ Cromatograma cobtido por CG na analise dos produtos de fotd-
lise do CzBJ;G/Cl2 em CC14; por 30 min, a 10 cm da fonte (so
lugdo a 2%8). Coluna capilar de silica fundida de 25 x 0,2 mm
x 0,33 um (filme a 5% de fenilmetilsilicons); FM: Hyi vazio -
da ¥M: 60 mL/min; detector seletivo de massas (corrente iOni
ca total); injetor: 300°C; programacio: 40 a 140°C a 10°C/uin;

vol, inj.: 0,4 uL



Foundance

Scan 768 (11.138 min) of DATA:PRIOL.D
, 107,
3.0ES B4 1%a || 731 . 210
AN 166 %
2.0E54 47 _ /
voest lili o Y
[} !11 L} . ||| dT_,';IJ . “‘: il [!n T . l; aly . l“_ | . . . i I]

58 194 . 158 284
) Mass- Charge -

245
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" identificacac dos produtos.

Os fragmentos CBrClg*, CoBrClz%, CpClgzt, CpCliz*e Br*, de mas
sas 245, 210, 166, 129 e 79 (respectivamente), caracteristicos do
CzBrpCly, podem ser observados na Fig. 5.37. A confirmagdo da identi
dade do CpBrCls & indicada pelos fragmentos CsCls™ e Br* de massas
201 ev?9, diferindo do espectro do C3Clg (Fig. 5. 8 ) pela presenca
do ion Brt (M/Z 79/81), ausente neste {ltimo. Os dados relativos &
. abunddncia dos fragmentos dos espectro da Fig. 5.39 podem"ser vistos

na Fig. 5.41.

Nao foi possivel obter uma confirmagdo da férmula molecular
do C»Br3Clj por este método, pois os dados do espectro de massa
€Fiqn‘5,40) nado correspondem ao esperado, dificultado ainda pelo fato
deste composto ter sofrido decomposic¢do nas éondigées de analise,
alem da possibilidade de se tratar de uma mistura de isdmeros-s A
suspeita de decomposicaoc em anadlises por CG (Fig. 5.36) foi baseada
no fato de que na anélise por CLAE desta mesma mistura (Fig. 5.35)
nenhum ceomposto Cp insaturado foi identificado”(tR previsto entre
37 e 40 min) enquanto que na anadlise por CG varios C» insaturados fo-
ram observados (Figs. 5.42 a 5.45). A origem dos Cjp insaturados ob-
servados na CG &, provavelmente, a decomposigdo térmica na injecdo
ou durante a analise dos compostos Cp saturados, dotados de maior no®
de atomos de bromo. O pico observade na CG (Fig. 5.36) com tp de
13,675 min e c¢om EM (Fig. 5.40), cujos principais fragmentos sao,
CoBroClaT (M/Z2 = 256}, CpBrClp* (M/2z = 175) , HBrt (M/Z = 80/82) e
Br+ {M/2 = 79/81), indica que, provavelmente, trata-se de um conjun-
to de compostos. |

A identificagac do pico com t. de 51,38 min na Fig. 5.34 foi

R

feita por interpolac@o. A FPig 5.46 mostra o grafico de log Dy versus
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Brcl5 da Fig. 5.39.
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o n9 de cloros para os Co saturados. Para este grafico, o composto
CoBrClg foi considerado um padr8o, pois sua identificacdo ja foi fei
‘ta atravées do EM. Utilizando os compostos padrdes, uma 1inha reta €
obtida, descrita por:

log %n = a (n? de Cloros) + b, com
a = 0,03289, b= 1,2592 e r = 00,9994

Os valores de logDh e obtidos na correlagdo para o CBr3Cli

Er
(Fig. 5.46) com n® de Cloros = 3 (tR = 51,52 min) corresgponde, com

‘menos de 1% de desvio, ao valor medido no cromatograma (tR = 51,38

min}, o gue prova a validade deste método de identificacgao desta se-
rie de peralogenados.

As resolugOes obtidas na separacao destes compostos foram muito
boas {RS(CzBr3cl3/CZBr2c14)"ml,71;RS(,C2Br2Cl4/C213rCl5)= 1,75 e Rs(CpBxrClsg/
CoClg) = i,95]} sendé todos os compostos resolvidos na linha de base
(Fig. 5.34). Com isto, fica confirmada a previsadao de separacgdo feita
anteriormente para estas separagles através de padrles, . como uso do
ande'separagéo, Tz, sendo extensivel para outros compostos para os

quais ndo ha padrdes disponiveis.
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Figura5.46. - Identificacao do C,Br;Cl,; através da correlacgio

do’tR pela curva log D, x n? de cloros na série
CzBryClz {y+z = 6). O ty obtide no cromatograma (Fig.
5.34) foi 51,38 min e o. tR interpolade, 51,52 min.
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CAPITULO b

Conclusdes

A analise completa de compostos peralogenados do tipo CxBryCly,
(x = 1 ou 2; vy + 2 = 4 ou 6) pode ser realizada por CLAE empregando
uma Gnica fase estacionaria (FE), do tipo reversa e fase movel (FM)
polar, consistindo de misturas MeOH/H20, em diferentes composigles.

Devido a grande diferenca de polaridade entre os compostos,

que por isso foram dividides em trés grupos (C;, Cy insaturados e Cj
" saturados), fol necessario o emprego de duas (ou até trés, em colu-
nas menos eficientes) composi¢bes diferentes de FM, para se ter su-
cesso na separacéo de todos os possiveis compostos.

0 uso de gradiente de eluicao para estas separacgoes podera
néo levar a resultados esperados, uma vez gue inversdes nos tempos
de retenc¢do (tgy) de compostos Cj e Cy insaturados ocorrem & medida
gue a polaridade de FM & modificada (comparar Figs. 5.18 a 5.22).

A fotdlise de solugbes de CyBrg/CCly em presenca de Clp, por
sua praticidade, constitui-se num método muito Util para os proposi-
tos de obtencao de misturas de peralogenados que podem ser usados co
mo padrdes para integracdo de séries homblogas de_peralogenadbsa

0 método da interpolacdo dos tRS em uma dada série hombéloga
mostrou-se de grande validade na identificacdo de compostos Cj e Cp
saturados, sendo também aplicavel na identificacdo de outros compos-
tos peralogenados para ©0s guais ainda ndo se dispde de padrJes.

O método de analise por CLAE de compostos peralogenados, pro-

dutos de reacdes de radiolise e/ou termdlise de solugles de CBry foi

desenvolvido. Entretanto, para que seja aplicavel, maior aperfeicoa-
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hento no sistema de deteccao se faz necessario.

0 usoc de sistemas de detecgao mais sensiveis como o detector

de radioatividade para compostos radiomarcados, sio alternativas via
veis e que podem trazer bons resultados, também o emprego de microco
lunas para CLAE pode aumentar bastante a sensibilidade de deteccio
éo sistema empregado, pois necessitam menores quantidades de amos-
tras e os componentes da mistura sdo eluidos em bandas mais estrei-

tas,

Outra alternativa para se melhorar a sensibilidade de detec-

¢do seria o uso de deteccdo fotométrica indireta sobre a 'qual muitos
estudos vem sendo feitos atualmente [63], sendo bastante uteis nos
casos de amostras com baixa absorcio no UV,

O uso continuo das colunas para CLAE pode levar, em alguns ca
sos; a serios prejuizos da eficiéneia das mesmas, sendo recomendavel
que se faga avaliacgdes de eficidneia periodicamente, no caso de tra-
balhos continuos com a mesma coluna, consideraﬁdo gue simples recon-

dicionamentos sio sempre mals praticos do gue a preparacdao de uma no

va coluna.
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APENDICE I

O paréﬁetro de solubilidade de Hildebrand, §, define uma esca
la guantitativa de polaridadesde solventes, com os seguintes itens
f113:

I) pardmetro de solubilidade calculado a partir do ponto de

ebuligao |
I1) para@metro de dispersio

I1I) pardmetro de orientacgdo {polar)

IV} parametro de proton -aceptor
V} parametro de proOton-doador

V1) wviscosidade (c¢cP, 20°9C)

De acordo com esta teoria, de distribuigfo de uma molécula de
amostra, X, entre a M e a FE & dada pelos pardmetros de solubilida-

de.-de X (6X), E (8E), M (M) e o volume molal de X (V'ijz

log XE = VX [(8X - &M 2 - (SE - 6X)2],
XM 2,3 RT |

onde R & a constante dos gases e T, a temperatura em Kelvin.

Quando o parametro de solubilidade de X (6X) estd no meio, en-

tre os da FM e da FE ( X - 6M = 8E - 8X), X sera distribuido igual
mente entre as fases e se VE = VM, Dy = 1. Aumentando o parlmetro de
solubilidade do solvente, &M, (isto &, diminuindo 8X - M), diminui
[XEl] e Dm e vice~versa para diminuicdo de §6M.

L] O parémetrd de Hildebrand, 8§, pode ser desmembrado em quatrol
tipos de interacdes: dd, interacdes de dispersdo; 8o, interacdes de

dipolo; da, interag¢bes de hidrogénio, refletindo a habilidade do sol

vente em funcionar como doador de prétons e &b, interacdes de hidroge
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‘nio, refletindo a habilidade do solvente em funcionar como aceptor
de proétons.
Todos estes fatores refletirdo no 6, gue, por sua vez, deter-

minara a polaridade do solvente.
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APENDICE II

Indice de Retencio (Indice de Kovats) {28]

O conceito de indice de retencio foi introduzido por Wehrli e
Kovats [64], para auxiliar na confirmacglo de estruturas moleculares.

Este método foi originalmente aplicado usando uma série de
n-alcanos como refer@ncia,_ao inves de épenas um composto (por exem-~

plo, n-nonano) como no método de retencdo relativa.

Por definicao, o indice de reten¢dao, I, & o nlmero que relacio
‘na o volume de retencao ajustado de um composto A com o volume de re
ten¢do ajustado éég n-parafinas. A cada n-parafina & atribuido um in
dice de 100 vezes o seu nimero de carbonos. O valor do indice do com

ponente A & obtido por interpolaclo logaritmica:

I =100 n + 100 [log V'R(A) -~ log V'rR(n)],
[log V'R(N) -~ log V'R(n)]

onde n e N  sao as n-parafinas, menor e maior, respectivamente, mais
proximas & subst@ncia A e V'R & o volume de reten¢ao ajustado.

Outra maneira de expressar I & relaciona-lo com o tempo de re-
tencac ajustado, t'g.

T = 100 n + 100 [log t'R(A) ~ log t'r(n)]
[log t'R(N) =~ log t'mr{n)]

O valor de I, para um composto desconhecido, A, pode ser obti-
do atraveés de um grifico de log t'R versus o nimero de carbonos ve~
zes 100 (Figura abaixo}. Para isto, & necessario que o composto A e
trés n-~alcanos, pelo menos um com tR menor que A e pelo menos um com
tR maior do que A, sejam injetados na coluna, nas mesmas condicdes ex

perimentais, para gue seja reprodutivel.
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0 indice de retencdo, I, & também bastante usado para classsi
ficacao de fases estacionarias para CG. A comparacao dos diferentes
valores I, para uma determinada série de padroes, obtidos em diferen
tes colunas, auxiliara na obtencao de escalas de polaridade para es-
tas fases estacionarias como as de Mc Reynolds [65] , Rohrschreider

[66] ou Supina [671.

tog t’R

500 600 | 700 800 [ndice de Retengao
& 7 8  Numero de Carbonos dos n-alcanos

Curva do logaritimo do tempo de retencdo ajustadec versus o
indice de retencdo, I. 0 valor de I para o composto desco-

nhecido, A, & obtido através da curva, conhecendo~se t'R(A).

Os padréeé normalmente usados na construgao das curvas para
obtencao de I, na CLAE ndoc sdo n-~alcanos como na CG, provavelmente
por problemas de detecgdo. Compostos freqﬂehtemente usados em CLAE,
para este fim, sdo as cetonas e dois exemplos sdo: alguil-aril-ceto

nas [30, 31] e zwcatOWalcanos[29]Q



(2]

[31

[4]

[5]

[6]

[7]

119,

BIBLIOGRAFIA -

Bertran; C.A,§ "Radiolise de Solucdes Diluidas de CBry @m(ﬁi4eicpc:

Comparagac com ~a-Termdlise 'a Varias Temperaturas" Tese de Doutora
&o; UNICAMP , Instituto de Quimica, Campinas, 1987.
&, §istek; T.: Urban; J.; Skercny; "Radiolysis of Halogenated
Hydrocarbons; Part. I", Ceskoslovenska Akadenmie ved, Report 0JV .

2552, ReZ, 1970.

b. %istek, IT.; Urban, J.; "Radiolysis of Halogenated Hydrocar-

._bans; Part II", Ceskoslovenska Akademie Véd, Report 0Jv, 2562,

Rez, 1971.

Bonato; P.S.; "Determinacdo da Distribuigéo de Radicvatividade nos
Produtos Resultantes da Irradiacido de Tetrabrometano com Néu-
trons, usando Cromatografia Liquida de Alta Eficidncia como Mé-
todo de Analise" Tese de Mestrado, UNICAMP s Instituto de Quimi

ca, Campinasg, 1983,

Murta, A.L.M.; "Analises Cromatograficas de Misturas de Compostos
CXCIyBrZ (x = 1 e 2) Ativos ou sem Atividade" Tese de Doutorado,

UNICAMP, Instituto de Quimica, Campinas, 1982,

Valente, A.L.P.; “Desenvolvimento € Avaliacao de Métodos Cromato
graficos para Compostos do Tipo CXClyBran" Tese de Doutorado,

UNICAMP, Instituto de Quimica, Campinas, 1984.
Tswett, M.; Ber. Deutch.Botan. Geecell.,24 (1906) 316.

Engelhardt, H.; "High Performance Liquid Chromatography - Chemi-

cal Laboratory Practice®, Springer - Verlag, Berlin, 1979.

Murta, A.L.M.; Collins, C.H.; Collins, K.E.; Mc Nair, H.M.: Quim.

Wova, 4 (1981) .92,



. 120,

{9] Collins, C.H.; Braga, G.L.; "Introducido a Métodos Cromatograficos",

2% Ed., Editora da UNICAMP, Campinas, 1987,

{10] Snyder; L.R.; "Modern Practice of Liquid Chromatography"; John

Wiley & Sons; New York, 1971.

1111 Snyder; L.R.; Kirkland; J.J.; "Introduction to Modern Liquid

Chromatographv", 239 Ed., John Wiley & Sons, New York, 1979.

{12] Poole, C.F.; Schuette,S5.A.; "Contemporary Practice of Chromato-
graphy", Elsevier, Amsterdam 1984, |

[13] Manfredi,J.F,; Collins, C.H.; Valente, A.L.P.; Quim. Nova, 7
{1984) 132,

{141 Morgan, S8.L.; Deming, S.N.; J. Chromatogr.; 112 (1975) 267.

[15] Snyder, L.R.; J. Chromatogr. Seci, 10 (1972).364‘

[16] Braithwaite, A.; Smith, F.J.; "Chromatographic Methods", Chap-

man and Hall, London, 1985.

{17} Jennings, W.; "Gas Chromatography with Glass Capillary Columns",

Eﬁﬁ Ed., Academic Press, Néw York, 1980.

[18] Kaiser, R.; Fresenius' 2. Anal. Chem., 189 (1961) 1.

[19] Scott, R.P.W.; "Small Bore Liquid Chromatography Columns: Their

Properties and Uses", John Wiley & Sons, New York, 1984.
{20} Scott, R.P.W.; Kucera, P.; J. Chromatogr., 169 (1979) 51.

[21] Yost, R.W.; Ettre, L.S.; Conlon, R.D.; "Practical Liguid Chroma

tography", Perkin-Elmer Corp., Norwalk, 1980.

[22] vickrey, T.M.; "Liquid Chromatography Detectors", Chromatogra-

phic Science Series, Vol. 23, Marcel Dekker Inc., New York;

1983,



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]
[29]
[30]

(31]

{32]

[36]

L1217,

Covey, T.R.: Lee, E.D.; Bruins{A.?.ﬂkxﬁcn,JJL; Anal. Chem., 58

{1986) 1451A.

Class; Th.; Ballschmiter , K.; Fresenius' Z. Anal. Chem., 325

{1986) 17.
Otson, R.; Williams , D.T.; Anal. Chem., 54 (1982) 942,

Yasuhara; A Morita} M: Fuwa, K.; J. Chromatogr., 328 (1985)

35.

Fielding, M.; Gibson, T.M.; James, H.A.; Mc Loughling, K.; Steel,

C.P.; Tech. Rep. - Water Res. Cent., TR 159, 1981.

Grob, R.L.; "Modern Practice of Gas Chromatography", 2Eﬁ Ed.,

John Wiley & Sons, New York, 1985.
Baker, J.K.; Ma, C.-Y.zJ. Chromatogr., 169 (1979) 107.

Smith, R,M.; J. Chromatogr., 236 (1982) 313.
Smith, R,M.; Hurdley, T.G.; Gill, R.; Moffat, A.C.: Chromatogra

phia, 19 (1984) 401.

Schwartz, L.L.; Firestone, R.F.; "Radiolysis of dibromodichlo-
romethane and the GOCO Y-~ray induced exchange between CCl2Br2
and Brz", U.5, At,, Energy Comm. Report. TID-16579, Washington,

D.C., 1962; C.A.: 59:10909g (1962).
Fankel, R.; Slad, I.; Fresenfus' Z. Anal. Chem,, 313 {1982) 47,
Kummert, R.; Molnar, E.K.; Giger, W.; Anal. Ckem.; 50 (1978) 1637,

Ronemann , H.; Zelle, R.; Busser, F.; Hammers, W.E.; J. Chroma-

togr., 178 {1979) 559,

Suppan, P.; "Principles of Photochemistry", The Chemical Society,

London; 1972,



[37]
[38]
[39]

[40]

[41]

{42]
[43]
[44]

[45]

[46]

(471

[48]

122,

Noyes, W.A.; Hammond, G.S8.; Pitts Jr., J.N.; "Advances in Photo

chemistry", vol. 2, John Wiley & Sons, New York, 1964.

&oller; C.R.: "Quimica de Los Compuestos Organicos", 2@ Ed.,

Editorial Medico Quirurgico, Buenos Aires, 1968.

Morrison; R.T.; Boyd ; R.N.; "Organic Chemistry", 3£g Ed., Allyn
& Bacon, Boston, 1973.

Moore} W.J.; "Fisico-Quimica", vol. 1, 42 Ed., Edgard Bllicher

Ltda, Sio Paulo, 1976.

Zeelenberq, A.P.; Nature, 181 (1958) 42,

Calvert, J.G.; Pitts Jr., J.N.; "Photochemistry", John Wiley &

kSons, New beky 1966.

Rebbert, R.E.; Ausloos, P.J.; J. Photochem., & (1976/77} 265.
Hautecloque, S.;: J. Photochem., 9 {1978) 385,

Davis, D.D.; Schmidt, J.F.: Neely, C.M.: Hanrahan, R.J.; .

Phys. Chem., 78 (1975) .11.

Turro, N.J.: Hammond, G.S5.; Pitts Jr., J.N.; Valente Jr., D.;
"Annual Survey of Photochemistry", veol. 1, John Wiley-& Song,

New York, 1967.

Hautecloque, S.; Nguyen, T.M.N.; C. R. Acad. Se. Paris Serie C,

273 (1971} 569.

Seely Jr., L.B.; Willard, J.E.; J. Am. Chem. Soc., 69 (1947)

2061,

Taugb¢l, K.; Dahl, J.B.; 4dcta Chem. Scand., 11 (1957) 1790.

-

Young, A.H.; Willard, J.E.; J. Phye. Chem., 66 (1962) 271.

Higuchi, T.; Endow, N.; Willard, J.E.; J. A4m. Chem,'Soc., 71

{1249} 365,



.123.

. . - th
[52] Weast, R.C.; "Handbook of Chemistry and Physics", 58 Ed.,

The Chemical Rubber Co., Cleveland, 1977/78.

[53] de Lima; M.A.F.: "Desenvolvimento e Aplicagéo de Colunas para
CLAE e MicrowCLAE"; Exame de Qualificagao para o Doutorado,
UNICAMP , Instituto de Quimica; Campinas, 1987.

[54] De Paoli; M.~A.3 Rodrigues, C.F.; Quim. Nova, 1 {1) (1978) 16.

[85] de Azevedo; M.B.M,: "Reatividade de 3-fenil-2H-azarinas-—2-acri-
latos com Amidinas", Tese de Mestrado, UNICAMP,Instituto = de

Quimica} Campinas, 1987.

[56] Krstulovié, A.N.; Colin, H.,. Guiochon, G.; 4nal. Chem., 54 (1982}

2438,

[57] Engelhardt, H.; Miller , H.; Dreyer, B.; Chromatographia;.lg

{1984) 240,
[581 Sadek, P.C.; Carr, P.W.; Bowers, L.D.; L€ Mag., 3 (1985) 590,
[59] Taylor, N.W.; Hildebrand, J.H.; J. 4m. Chemn. Soe., 45(1923) 682

[60] Simon, P.C.S; "Tables of Spectral Data of Structure Determina-—

tion of Organic Compounds", Springer-Verlag, Berlin, 1983.

{61] Silverstein,R.M.; Bassler, G.C.; Morrill, T.C.; "Idenficacao
Espectrofotometrica de Compostos Organicos", 32 Ed., Guanaba-
ra, Rio de Janeiro, 1979.

[62] McLafferty, F.W.; "Interpretation of Mass Spectra'ﬂZEg Ed., wW.A.

Benjamin, Inc., London, 1973.

[63] Takeuchi, T.; Ishii, D.; J. High Resol. Chromatogr. Chromafg

gr. Comm., 10 (1987} 571.

[64] Wehrli, A.; Kovats, E.; FHelv. Chem. Acta, 42 {(1959) 2709



124,

" [65] McReynolds, W.O.: J. Chromatogr. Sei, § (1970) 685.

f[66] Rohrschreider, L.; J. Chromatogr,; 17 {1965) 1: 22 (1966) 6.

[67] SUpiha; W.R.; Rose, L.P.; J. Chromatogr. Sci; § {(19706) 214.




