Aula 9

CROMATOGRAFIA GASOSA,
CROMATOGRAFIA LIQUIDA E
SUAS APLICACOES

META

entender os principios da Cromatografia gasosa e sua instrumentacao;

entender os principios da Cromatografia liquida de alta eficiéncia, seus diferentes tipos e
instrumentacéao;

estudar as fases estacionarias e colunas para cromatografia;

estudar as aplicacdes da cromatografia.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

conhecer os principios da cromatografia gasosa e liquida, suas diferencgas, vantagens e
desvantagens;

conhecer as diferentes fases estacionarias utilizadas em cromatografia;

conhecer os componentes basicos de uma cromatografo;

conhecer as possiveis aplicagdes da cromatografia.

PRE-REQUISITOS
Conhecimento dos principios basicos da cromatografia.

Elisangela de Andrade Passos



Na aula anterior foram abordados os aspectos gerais da cromatografia
e seus principios. Foram discutidos um pouco da historia da cromatografia,
sua evolucdo instrumental a eficiéncia das separagoes cromatograficas.

Nesta aula iremos abordar os aspectos gerais da cromatografia gasosa
e liquida. Iremos conhecer quais sdo os principais componentes de um cro-
matografo e suas implica¢Oes nas analises. Também veremos os diferentes
tipos de fases estacionarias que sao utilizadas em cromatografia gasosa e
liquida e suas aplicagoes. Por fim, iremos abordar sucintamente as varias
aplicacoes da técnica e entender quando usar a cromatografia gasosa em
detrimento a cromatografia liquida e vice versa.

Vimos na aula anterior que o principio basico da cromatografia ¢ a
particdo de um composto entre duas fases, uma movel e outra estacionaria.
Vimos também que a classificagao dos tipos de separa¢oes cromatograficas
¢ devido a fase movel. Dessa forma, quando falamos de cromatografia
gasosa, devemos entender que a fase movel é um gas e a fase estacionaria
pode ser um liquido ou sélido.

Assim sendo, em cromatografia gasosa, o eluente ou fase moével é um
gas inerte, geralmente hélio, hidrogénio e nitrogénio. Na verdade, o efeito
do gas de arraste na separac¢ao é minimo, pois esta é governada mais pela
volatilidade de cada componente de uma amostra e sua intera¢do com a
fase estacionaria.

Basicamente, podemos considerar que um sistema para cromatografia
gasosa consiste de trés itens basicos: Um sistema de injecao, uma coluna e
seu controlador de temperatura e um detector. Dessa forma, uma amostra
contendo os componentes a serem separados é colocada ou injetada em
uma coluna. Esta por sua vez vai separar estes componentes enquanto os
mesmos sao transportados pelo gas de arraste, chegando ao detector, que
fara um registro daquilo que chega até ele, normalmente relacionado a sua
quantidade. Devido a sua caracteristica, a cromatografia gasosa deve ser
utilizada quando os componentes a ser separado possuirem boa volatilidade
ou possam ser convertidos em compostos volateis. Isto porque, para que
haja a separagdo, ou melhor, para que os analitos nao fiquem totalmente
retidos na fase estacionaria, os mesmos deverao eventualmente estar na fase
movel (equilibrio de partigao). Por isso a importancia de um controlador de
temperatura para a coluna, pois a volatilidade é diretamente proporcional
ao aumento da temperatura, isto é, quanto mais quente, maior a quantidade
de uma substancia que passa da fase liquida para a fase gasosa.



Como vimos anteriormente, um cromatografo gasoso pode ser dividido
em trés componentes principais, um sistema de inje¢ao, uma coluna e seu
controlador de temperatura (forno) e um detector. Claro que, por ser a
fase mével uma gas, precisaremos também de uma reservatorio para o gas
de arraste. Podemos ter também, associado ao detector um processador
(computador). Além disso, dependendo do detector utilizado, este pode ou
nao necessitar de mais gases para o seu funcionamento (Fig. 1)

Componentes de uma cromatografo gasoso. Reservatério do gas de arraste — A; Injetor — B; Coluna
e forno — C; Detector — D; Processador do sinal do Detector — E.

Fonte: http://hiq.linde-gas.com.bt/international/web/lg/bt/like35lgspgbr.nsf/repositorybyalias /
ana_meth_gc/$file/ GC_principle.gif acessado em 03/03/2011

Gas de arraste (fase movel): Um gas de arraste tem que possuir certas car-

acteristicas, porém a mais importante ¢, como citado anteriormente, ser
inerte. Um gas inerte sera aquele que nao reage com a amostra nem com
a fase estacionaria nas temperaturas utilizadas na separacao. Além disso,
deve ter alto grau de pureza, preferencialmente barato e compativel com o
detector utilizado. Normalmente em cromatografia gasosa sao utilizados
como gas de arraste o Hélio, o Hidrogénio ou o Nitrogénio.

Injetor: Um bom sistema de inje¢ao, capaz de introduzir na coluna com
boa reprodutibilidade uma pequena quantidade de amostra, ¢ fundamental
no processo de separagao cromatografico. O injetor mais comum utilizado
em cromatografia gasoso ¢ o Injetor do tipo Split-Splitless (Fig. 2). Esta
porta de inje¢do ¢ constituida por um septo (rubber septum), pelo qual o
dispositivo de descarga da amostra passa (por exemplo, uma micro-seringa),
um insertor (liner), utilizado para proteger a camara de vaporizagao (va-



pourisation chamber), a entrada do gas de arraste (Carrier gas inlet), a saida
de purga do septo (septum purge outlet) e a saida para a valvula de Split
(Split outlet). Este injetor tem como funcao principal vaporizar a amostra,
fazendo com que parte dela seja introduzida na coluna.

The split / splitless injector
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Injetor tipo Split-Splitless
http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutotials/chrom/splitinj.gif acessado em 03/03/2011

Além deste tipo de injetor, outros tantos sio utilizados, com menor
frequéncia, em cromatografia gasosa, tais como Purga e Armadilha (purge
and trap), Dessor¢ao Térmica (termal desorption), Pirolisador, entre outros.

Colunas: Podemos dizer que a coluna é o coragao do processo de separagao.
Em sistemas de cromatografia gasosa, elas estdo inseridas em um forno
de temperatura variavel. Podem ser classificadas de acordo com o tipo de
tubo e empacotamento (Fig; 3)
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Normalmente, a decisdo entre o uso de uma coluna empacotada ou
coluna aberta esta baseado no tipo de amostra a ser estudada. Quando ha
necessidade de determinagdo de gases e moléculas muito volateis, tem-se
preferéncia pelo uso de colunas empacotadas, pois estas apresentarao mel-
hores resultados de resolugao, por exemplo. Outro fator onde é preferivel
o uso de colunas empacotadas é a concentracdo da amostra. Se a amostra
for muito concentrada no analito que se quer determinar, entao opta-se
pelo uso de coluna empacotada. Por outro lado, quando temos amostras
complexas e com baixa concentragao, utilizamos colunas tubulares, ou
melhor, conhecidas como colunas capilares.

O termo coluna capilar surge devido ao seu pequeno diametro. En-
quanto as colunas empacotadas pode ter até 5 mm de diametro, as colunas
capilares possuem valores tipicos de diametro em torno de 0,32 mm. Devido
a0 seu avango e a possibilidade de uma infinidade de fases estacionarias,
as colunas capilares sio dominantes em sistemas cromatograficos gasosos,
deixando as colunas empacotadas restritas as determinagoes de gases e
compostos muito volateis.

As colunas capilares sao revestidas com uma pelicula de Poliimida, o
que confere as colunas grande flexibilidade. Internamente, elas possuem
uma fina camada de fase estacionaria (espessura variando entre 0,1 e¢ 10
um), que pode ser sélida ou liquida. E gracas as inimeras possibilidades de
revestimentos (fases estacionarias), que a cromatografia gasosa com coluna
capilar encontra uma vasta aplicabilidade (Tab. 1)

Tabela 1. Algumas fases estacionarias liquidas utilizadas em colunas capilares

Fase Estacionaria Nome comercial Temperaturamaxima (oC)
Polidimetilsiloxano OV-1, HP1 350

5% fenil- OV-3, DB5 350
polidimetilsiloxano

50% fenil- OV-17 250
polidimetilsiloxano

50% trifluorpropil OV-210 200
polidimetilsiloxano

Polietileno Glicol Carbowax 20M 250

Detectores: Apods o analito atravessar a coluna, ele ¢ direcionado para
um ou mais detectores. Sua passagem ou chegada ao detector produz um
sinal que ¢ proporcional a quantidade ou concentragao presente no detector
em um dado momento. O sinal produzido, que varia entre os diferentes
tipos de detectores, € escritos na forma de um grafico, denominado de cro-



matograma, que mostra a magnitude do sinal versus o tempo. Ou seja, como
vimos na aula anterior, o pico cromatografico informara além da quantidade
de material correspondente ao analito, o seu tempo de reten¢ao na coluna.

A resposta de um detector varia de acordo com a classe de compos-
tos analisados. O detector de condutividade térmica, por exemplo, é de-
nominado de detector universal, pois pode ser utilizado para a deteccao de
qualquer composto. Ja o detector fotométrico de chamas, ¢ utilizado para
a determinac¢do de compostos contendo enxofte e/ou fésforo.

Independente do tipo de detector, as caracteristicas fundamentais que
eles devem apresentar sao: Alta sensibilidade, estabilidade, boa linearidade
e de preferéncia que tenha um volume interno pequeno.

A seguir sao apresentados alguns detectores, seu principio de analise
e aplicacbes (Tab. 2)

Tabela 2. Comparagio entre alguns detectores utilizados em Cromatografia gasosa.

Detector Principio Aplicagao
TCD Mudanca de condutividade Universal
Detector de condutividade
térmica
FID Queima e ionizac¢ao Universal para
Detector de ionizagao em hidrocarbonetos
chama
ECD Compostos eletronegativos Seletivo para
Detector de captura capturam elétrons halogenios
de elétrons
PID Compostos ionizados Seletivo para
Detector de fotoionizagao por luz UV aromaticos

Para entender as informagoes acima citadas leia o artigo intitulado
“Acoplamento cromatografia gasosa - espectrometria de absor¢ao atdmica
em estudos de especia¢do: uma revisao‘* que estio disponiveis na plataforma.
Em seguida, faga um resumo sucinto das principais idéias de cada texto.

A cromatografia liquida, tal qual vimos anteriormente, ¢ também um
processo onde a separa¢ao de um composto ocorre pelo equilibrio deste
entre duas fases. Neste caso, entre uma fase estacionaria sélida ou liquida e



uma fase movel liquida. Historicamente, a cromatografia liquida nao neces-
sita necessariamente de uma instrumenta¢ao adequada, bastando dispor de
uma coluna recheada com a fase estacionaria por onde passa a fase mével.

No entanto, devido os avanc¢os tecnolégicos, muito tem sido desen-
volvido em relagdo a técnica cromatografica, e nao seria a Cromatografia
Liquida a tnica a nao experimentar esse desenvolvimento. Por isso, ela é
conhecida normalmente como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Este fato, por si s6, torna a cromatografia liquida de alta eficiéncia
o tipo mais versatil e mais amplamente empregado de cromatografia por
eluicao.

O tipo e classificacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢é
geralmente definido pelo mecanismo de separagao ou pelo tipo de fase
estacionaria (Tab. 3).

Tabela 3. Classificacao simplificada da cromatografia liquida

Classificacao Fase Estacionaria

Mecanismo de Separagao

Liquido-liquido ou particao | Liquido Adsorvido em Particio entre liquidos
um soélido imisciveis
Liquido-sélido ou adsor¢ao Sélido Adsorcao

Troca 106nica

Resina de troca i0nica

Troca lonica

Exclusdo por tamanho

Gel polimérico

Filtracao

Podemos ainda ampliar a classificagdo da cromatografia liquida de
alta eficiéncia de particio com base nas polaridades relativas das fases
estacionaria e mével. Dessa forma, temos: Cromatografia de fase normal,
onde a fase estacionaria é polar e a fase moével é apolar e a Cromatografia
em fase reversa, onde a fase estacionaria ¢ apolar e a fase moével € polar.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é um tipo de cromatogra-
fia que emprega uma fase mével liquida e uma fase estacionaria finamente
dividida. Por esta razdo, a cromatografia liquida requer o uso de equipa-
mentos sofisticados capazes de suportar altas pressOes. Basicamente, um
cromatografo liquido pode ser dividido em 5 partes: Reservatorio e sistema
de tratamento de solventes; Sistema de bombeamento; Injetor; Coluna e
Detector (Fig. 4)
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Esquema de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Reservatorio e Sistema de Tratamento de Solventes: o reservatorio consiste
em um ou mais recipiente onde o solvente utilizado como fase mével é
armazenado e o sistema de tratamento consiste em um aparelho degas-
eificador, que retira os gases dissolvidos na fase mével. Quando apenas
um solvente ¢ utilizado ou quando dois ou mais solventes sao utilizados
em proporgoes fixas durante toda a separagao, esta ¢ chamada de eluigao
isocratica. Quando a mistura de solventes varia durante a analise, é¢ chamada
de eluicao gradiente.

Sistema de Bombeamento: F um sistema de uma ou mais bombas que geram
altas pressoes, com boa reprodutibilidade de vazao, resisténcia a corrosao,
etc. Ha trés tipos basicos de bombas utilizadas em cromatografia liquida
de alta eficiéncia: a de seringa acionada por rosca; a bomba reciproca e a
bomba pneumatica de pressao constante.

Injetor: O método mais empregado em cromatografia liquida de alta
eficiéncia para introducdo da amostra ¢ baseado em um sistema de al¢a de
amostragem, onde um determinado volume ¢ colocado na alca e depois
liberado para a coluna através da mudanga da dire¢ao do fluxo da fase mével.
Esse sistema de al¢a também é empregado mesmo quando o equipamento
dispoe de auto-amostrador.

Coluna: Assim como na cromatografia gasosa, existe uma variedade imensa
de colunas para cromatografia liquida. Estas colunas consistem de um tubo
de aco inoxidavel recheado com a fase estacionaria. Por esta razao, varia em
comprimento, diametro, tamanho de particula e tipo de fase estacionaria,
dependendo da aplicagao. Uma coluna analitica tipica para cromatografia
liquida de alta eficiéncia tem entre 10 e 30 cm de comprimento, 0,4 — 1,0 cm
de diametro e tamanho de particula 3-5 um. Ja as colunas preparativas sao
mais robustas, com diametro que pode chegar a 5 cm. As fases estacionaria
mais utilizadas em cromatografia em fase reversa sio as de silica ligada a
cadeias carbonicas de 18 ou 8 atomos (C18 ou C8, respectivamente) e em
fase normal a de silica.

Detector: Um detector ideal deve ser sensivel a pequenas concentragoes de
todos os analitos, fornecer uma resposta linear e nao causar alargamento
dos picos eluidos. Além disso, ele deve ser insensivel as variacdes de tem-
peratura e composicao do solvente. Os tipos de detectores mais utilizados
em cromatografia liquida sao os de indice de refracao, muito utilizado na



determinacdo de agucares; fluorescéncia, para determinac¢ao de compostos
aromaticos e arranjo de fotodiodo, que vem substituindo o UV-VIS, na
determinagao de compostos que absorvem a radia¢ao ultravioleta ou visivel.

A cromatografia é um método empregado de forma ampla e que pet-
mite a separacao, identificacao e determinacao de componentes quimicos
em misturas complexas. Nenhum outro método ¢ tdo eficaz e de aplicagao
tdo generalizada quanto a cromatografia. Ela permite que sejam determi-
nados diversos compostos em uma unica analise. E muito utilizada na in-
dastria alimenticia, no controle de qualidade de seus produtos, na industria
farmacéutica, para separacio de principios ativos. F também utilizada para
o monitoramento ambiental e em industria de petréleo. Enfim, é infindavel
o nimero de possiveis aplicacoes da cromatografia, e este nimero continua
crescendo.

Se voce se interessou pelo tema e deseja saber mais, consulte os capitulos
31 e 32 do livto Fundamentos de Quimica Analitica, 8a Edicao, Editora
Thomson, escrito pelos autores Skoog, West, Holler e Crouch.

O advento da cromatografia gasosa e cromatografia liquida tem trazido
inumeros beneficios a industria e a pesquisa. Suas varias possibilidades, onde
¢ possivel analisar desde o conteido de gases presentes na atmosfera até
a concentracao de um determinado principio ativo em um novo medica-
mento, nos remete a pensar como isso tudo seria feito sem o auxilio desta
técnica. Assim sendo, vimos que as determinagoes cromatograficas sao de
fundamentais importancia para a ciéncia hoje em dia.

Devido a sua aplicagao, podemos dividir a cromatografia em gasosa e
liquida. A primeira faz uso de uma fase mével gasosa, enquanto a segunda, a
fase moével ¢ liquida. Em ambas, a fase estacionaria pode ser solida ou liquida,
sendo este liquido, muitas vezes, ligado a um sélido. Um equipamento para
cromatografia pode ser dividido em 3 partes: Um sistema de inje¢do, uma



coluna de separacdo e um detector. Claro que as necessidades tecnoldgicas
ampliam um instrumento com muitas outras partes, como por exemplo, um
processador para o sinal do detector. A silica ¢ de fundamental importancia
em cromatografia, seja como parte da estrutura das colunas capilares em
cromatografia gasosa, ou como fase estacionaria em cromatografia liquida.
Nao obstante suas diferencas, a cromatografia encontra vasta aplicacao, isto
muito provavelmente a sua grande versatilidade dado os diferentes tipos
possiveis de fases moveis e estacionarias.
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1. Qual a diferenca entre cromatografia gas-liquido e cromatografia gas-
solido?
2. Quando devo usar uma coluna preparativa em cromatografia liquida de

21

'.\_\

alta eficiéncia?

1. Ambas sao classificadas como cromatografia gasosa por possuirem
um gas como fase mével, no entanto, na cromatografia gas-liquido, a
fase estacionaria ¢ um liquido (polidimetilsiloxano, por exemplo). Sua
separac¢ao baseia-se no principio de parti¢ao entre a fase mével e a fase
estacionaria. Ja na cromatografia gas-liquido, a fase estacionaria ¢ um
solido e a adsor¢ao tem papel importante na separagao.

2. Por defini¢ao, uma coluna preparativa, como o proprio nome nos
remete a pensar, ¢ uma coluna onde o processo de separa¢ao tem como
objetivo isolar, em grande quantidade, uma determinada por¢ao da
amostra ou um unico analito. Assim sendo, se existe a necessidade de
separar um principio ativo de um determinado extrato de planta para
testes bioquimicos, uma grande quantidade destes compostos precisa
ser isolada, digamos, alguns miligramas. F nessa situacio que se faz
uso de coluna preparativa, lembrando ¢ claro que, o instrumento deve
ser capaz de suportar grandes pressoes pois as colunas preparativas
sao muito maiores do que as colunas analiticas



- Entendo os principios da cromatografia gasosa e liquida, suas diferencas,
vantagens e desvantagens?

- Consigo diferenciar as fases estacionarias utilizadas em cromatografia?

- Sinto-me capaz de apontar quais sao os componentes basicos de um
cromatografo?

- Conheco as possiveis aplicagdes da cromatografia?

Na proxima aula discutiremos os métodos de preparo de amostra para
analise instrumental.
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