Capitulo X

CromATOGRAfiA - Teoria Geral

Skoog, West, Holler, Nieman
Thomson Learning; ISBN: 0030020786
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Teoria Geral de CromaTOGRAf A

Usada abundantemente
Conjunto de técnicas

Separacado muito eficiente

Michael Tswett 1906

Cromatografia

Usada por Tswett para separar pigmentos de plantas.
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»Desde 1906 a 1941 pouco utilizacdo se deu a técnica.

»Em 1941 Martin e Synge pretenderam separar amino-acidos da la
por extraccdo em contra-corrente (0 que nao conseguiram).

Desenvolveram a Cromatografia de Particdo.

»Em 1952, A.J.P. Martin e R.L.M.Synge receberam o Prémio Nobel
devido ao trabalho desenvolvido em Cromatografia de particao liquido-

liquido.
»Em 1952 comecou a Cromatografia em Fase Gasosa.

»Em 1938 comecou a Cromatografia em Canada Fina (TLC).
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Cromatografia & um método
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diferente para os varios solutos.
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Os varios nomes dados as diferentes técnicas cromatogréaficas, séo

inconsistentes:

papel e gel devido ao suporte cromatografico.
absorcao e particao devido ao tipo de processo fisico.

gasosa devido ao estado da fase mével.

em coluna devido ao meio fisico em que se processa.
fase reversa porque é ao contrario do normal (?)
ascendente devido “ao caminho” dos solventes.
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Classiticagho dos Mérodos CromaTOGRAfICOS

Os métodos cromatograficos podem ser de dois tipos:

- cromatografia em coluna — a fase estacionaria encontra-se dentro
de uma coluna e a fase moével passa através da coluna ou sob pressao
ou pela forca da gravidade. Quanto a natureza da fase moével, podemos
dividir a cromatografia em coluna em:

- cromatografia liquida

- cromatografia gasosa

- cromatografia de fluidos super-criticos
Tanto a cromatografia liquida como a gasosa ainda podem ser
classificadas quanto a natureza da fase estacionaria e quanto ao tipo de
equilibrio entre as duas fases

- cromatografia planar — cromatografia em papel ou em camada
fina.
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~ Classificagio dos Mérodos CromatogrAficos em Coluna

Classificacdo Geral fase estacionaria Equilibrio

cromat. liquida lig. adsorvido num sélido | particao

s6lido adsorcao

resina permuta idnica permuta idnica
cromat. fase gasosa lig. adsorvido num soélido | particdo

solido adsorcao
cromat. fluido supercritico | esp. organicas ligadas a | particao

uma superficie soélida
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7 Processo CromatogRraAlfico

Exemplo: processo em coluna Cromatograma
Representacao grafica das
enchimento concentracdes dos solutos em
da coluna _ . - (vl funcao do tempo
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- DescricAo de um Processo CromaToGRAfiCO

> a coluna é empacotada com a fase estacionaria.
» a amostra dissolvida na fase moével é “carregada” na coluna.

> a fase movél é passada continuamente pela coluna arrastando a
amostra.

» 0s componentes da amostra sdo separados e eluidos.

> quanto mais solivel & um componente na fase moével, mais depressa é
eluida.

> um componente completamente insolvel na fase movel ficard no

topo da coluna.
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Eluicao — processo de remocao de todos os componentes da coluna.

Eluente — solvente usado (fase moével) para remover os componentes

da coluna (fase estacionaria).

Eluidos — conjunto das componentes separadas e a respectiva fase

movel.

Efeito da velocidade de migracdo e alargamento das bandas
|t

B o alargamento das
A bandas é inevitdvel
n B A

I\

/

distancia >
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"1 Apesar de o alargamento das bandas ser inevitavel, & possivel encontrar
condicbes experimentais que resultam numa melhor resolucdao do

cromatograma.

A eficiencia de uma coluna cromatografica em separar dois
componentes depende em parte da velocidade relativa com que as duas
espécies sao eluidas. Estas velocidades dependem do equilibrio de

distribuicdo das varias espécies entre a fase moével e a fase estacionaria.

» fase movel

% M — » fase estacionéaria
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K, =—= Coeficiente de Particao

C

movel

C.. — concentracao na fase estacionéaria

C

moével — concentrag:ao na fase moével

Quanto maior o valor de Ky mais tempo o soluto permanece na fase
estacionaria.
A fraccao de tempo total que uma molécula passa na fase movel esté

directamente relacionada com a fraccao da populacao total presente
na fase movel:

o

moléculas f. moével
total de moléculas

fraccao de tempo na f. mével =

n
t _ CMVM
" Cc\V,+C.V.
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M™M
C Vv 1 1
AtM = T — .
C v )
KD
K = K, \\//E Factor de Capacidade
M

C.V. n®moles {. estacionaria

K = :
C,V, n® moles f. mével

K danos uma medida do comportamento do soluto num
determinado processo cromatogréafico.
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para a fase estacionaria.

A velocidade de eluicdo, pode ser relacionada com a velocidade linear
da fase movel.

1
1+ K

U - velocidade linear da fase mével vel =u-

velocidade de eluicdo = u . Aty

A velocidade de eluicdo depende de:

> velocidade da fase movel, u

» razao dos volumes da fase estacionaria e da fase moével

> coeficiente de distribuicao, K
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Para um dado processo cromatogréafico, a velocidade da fase mével e a
razao Vg/V,, sdo constantes. A razao porque os solutos sao eluidos com

velocidades diferentes é devido ao facto de terem diferentes valores de
Kp.

O tempo que leva um componente a atravessar uma coluna de

comprimento L, & o tempo de retencdo, tg:

— compr!mento =it = E(]__|_ K') Tempo de Retencao
velocidade u

R

t, =t (1+K)

ty — tempo da fase movel, tempo requerido para a fase mével atravessar
a coluna.
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Por conveniéncia, usa-se muitas vezes o parametro de volume de
retencdo, pois & uma grandeza que indica a quantidade de volume da

fase movel que é necesséaria para eluir o soluto.

Sabendo que: volume = tempo x caudal VR = tR x F

. vV
temos: VR :VM (1+ K ) :VM + KD —E%
Y

VR — VNI + KDVE Volume de Retencao

Vyu — volume morto (“vazio”) da coluna. E o espaco da coluna nao
ocupado pela fase estacionaria.
V¢ — volume da fase estacionéria
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O tempo de retencdo depende do tipo de coluna e condicoes
experimentais (temperatura, caudal, etc). Este efeito de wvariaveis
operacionais pode ser eliminado se os valores forem referidos a uma

substancia padrao.

A substancia padrdao tem que ser medida nas mesmas condicoes

experimentais.

Antes de se calcular a razdo de dois tempos de retencao & necessario

subtrair o tempo requerido para eluir um componente nao retardado.

Todos os componentes tém que atravessar o comprimento L da coluna,
pelo que passam uma mesma fraccdo de tempo na fase moével. Sendo
assim, 0 que interessa & ter em conta o tempo que passam na fase

estacionaria.
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t.—t, V.-V, K, retencao relativa
a — " o - o - ou
tR — tM VR _VM KD factor de selectividade

* substdncia padrdo

Outro parametro utilizado nas técnicas cromatograficas é razdo de

retencao, Ry f
R; = 1 soluto ndo retido
R, = i Razao de Retencao¥
t, +L - :
R; = 0 soluto ndo soluvel na

S f. movel

Este parametro pode ser escrito de modos diferentes:

d - distancia
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Forma do CROMATOGRAMA

o S

A Ideal Nao ideal

>

resposta
resposta

tempo tempo

Um processo é tanto mais eficiente quanto mais perto estiver do
cromatograma ideal.
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Mérodos para descrever A eficiencia de uma Coluna

Existem dois termos que usados como uma medida quantitativa da

eficiéncia de uma cromatografia em coluna:
» altura dos pratos tedricos, H

» numero de pratos tedricos, N

Departamento de Quimica Quimica Analitica 20



Teoria dos Pratos TedRricos

Esta teoria tem grande analogia com o processo de destilacdo e
método de extraccao descontinua em contra-corrente.

Prato Teorico - comprimento de coluna que é

necessario para se atingir o equlibrio entre duas
fases.

O processo cromatografico &€ um exemplo do
método de Craig. Os pratos teodricos
corresponderdo as unidades (ampolas) de
transferéncia. Cada “caixa” & um prato teédrico.
Ver exemplo da figura seguinte.
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T Modelo para A Separacio CROMATOGRAfiCA

e na fase moével

Espécie A (D,=0.5) dissolve-se igualmente na fase est.

Espécie B (Dz=0.33) dissolve-se 75% na fase moével

6

5

4

6

5
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” 1 1/8A | 1/8A 3
2
T . 1/64B | 3/64B
1A 1 11/2A | 1/2A 1 1/16B | 3/16B 2 1/4A | 1/4A 2
: 1B 1/4B | 3/4B > 1UaA | 1/4A 1 3/32B | 9/32B
2 3/16B | 9/16B 31/8A | 1/8A 1
> 3 3 9/64B | 27/64B
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Gréfico da distribuicdo de A e B ao longo da coluna apds 5 adicdes de
solvente

B ao ser mais solGvel na fase movel, sai
1° da coluna e espalha-se menos
originando uma banda mais estreita.

A+B

|

Fraction in mobile phase (Solvent 2}

Distribution in mobile phase
p S

Distance along column

Box number
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= Quanto maior o nimero de pratos teéricos ,

do cromatograma, utilizando as expressoes:

numero de pratos
teoricos

Detector signal —

Baseline

Departamento de Quimica
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ATENCAO as unidades de t; e w

mais eficiente é o processo

cromatografico. O niimero de pratos teéricos, N,, pode ser obtido através

—

N, =5.54 L
Wyz

w — largura da banda
t, — tempo de retencédo

W, o — largura a meia altura
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O numero de pratos tedricos ndao depende s6 do comprimento da
coluna, mas também de quase todos as varidveis existentes na

cromatografia (Ex: solvente, fase estacionéaria, temperatura, caudal)

Para um dado tg, quanto maior o nimero de pratos tedricos calculado

menor a largura do pico (mais perto do ideal).
Como se aumenta o nimero de pratos tedricos?

- Aumentando o comprimento da coluna. N; ¢é directamente

proporcional a L. Se se duplicar o comprimento L, duplica-se Nt e tg.

No entanto, todos os picos ficardo mais afastados uns dos outros, mas
também mais largos por um factor de V2.

- Dimuindo a altura de cada prato teérico, ou seja aumentando o

nimero de pratos tedricos por unidade de comprimento.
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L L (w T H - altura equivalente do prato

N, = 16 ¢, teorico

H (abreviatura de HETP) — Height Equivalent to a Theoretical Plate

Como variar o valor de H?

Quanto menor a altura do prato tedérico, mais estreita é a banda obtida
no cromatograma. Van Deemter demonstrou que o alargamento de

uma banda é devido a soma de varios efeitos inter-dependentes :
- A - empacotamento da coluna ou estrutura da fase estacionaria.

- B — difusdo do soluto (gradiente de concentracdo) das altas para as

baixas concentracoes.

- C — equilibrio entre fase moével e fase estacionéria.
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fase movel

Departamento de Quimica

A - difusao de Eddy

B - difusao longitudinal

C - transferéencia de massa
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contribuicao contribui¢cao contribuicao

H = de percursos + de difusdo ao + situacio de
nao ideais longo da nao equilibrio
coluna
Difusao de Difusao transferéncia
Eddy longitudinal de massa
Equacio de

H=A+B/u + Cu

VAN DEEMTER

u — velocidade da fase moével (caudal)

A, B e C sao constantes para uma dada coluna e uma dada fase
estacionaria.

Os fendtmenos que provocam alargamento nas bandas, uns s&o
proporcionais ao caudal, outros inversamente proporcionais ao caudal e
outros independentes do caudal, como se pode ver na Figura seguinte:

Departamento de Quimica Quimica Analitica 28



H

7 RepRESENTACAO GRAfica da Equacio de VAN DeemTer

H=A+B/u+ Cu

e

Cu

B/u

caudal
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" Em colunas empacotadas no laboratério, os trés termos da equacao

de Van Deemter contribuem para o alargamento das bandas.
Para colunas de HPLC, o termo A=0.

Como a difusao longitudinal em gases é muito mais rapida do que em
liquidos, o parametro B, tem valores mais elevados em cromatografia
de fase gasosa do em cromatografia liquida, razdo pela qual o caudal
6ptimo em cromatografia de fase gasosa é mais elevado do que em
cromatografia liquida.

A transferéncia de massa diminui com o aumento de temperatura,
devido ao aumento do coeficiente de difusdo do soluto na fase
estacionéaria. O aumento de temperatura permite aumentar o caudal

sem diminuicao da resolucao.
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* Como calcular o valor dos pardmetros A, B e C da equagdo de Van
Deemter?

Obter 3 cromatogramas a 3 diferentes velocidades da fase moével.
Calcular para cada velocidade, o valor de H:

L _L(w)
161 t,

e resolver o sistema de 3 equacdes a 3 incognitas (A, B e C).
Como calcular a velocidade 6ptima da fase mével?

A velocidade 6ptima corresponde ao valor minimo de H =(dH,/du)=0.
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"~ Resolu CAO

A resolucdo de uma coluna, fornece uma medida quantitativa da
capacidade dessa coluna separar 2 solutos.

R=0.75 5 _
- 2[(t), - (1), ]
W, + W,
R=1.0
R — 2(\/B _VA)
_________________ W, + W,
R=1.5
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" Relacdo entre Resolucdo e caracteristicas de um Soluto
Dois solutos A e B com tempos de retencéo de tal modo que:

WA= W= W
bend N. =16 t > W= M,
sabendo que: =16*% =
oW JN.
t,) —(t t) —(t N
resolucao: R = R)B ( R)A = R:( R)B ( R)A X 1
W t. ), 4

relembrando que: tg = t(1+K’) = t, + t,K’

t, +t, K, -t +t K, N,
t+tK

R =
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R:tM(KQ_KIA) \/I\TT = R:KIlS_KIA

. X A X
tM (1+KB) 4 1+KB 4
. K
. K _ K
retencado relativa = a:K_? > R._ .« ><w/NT
A 1+Ké 4
aK, —K, (0{—1 K, S
R - o ><«/NT = R_\ @ y .
1+ K, 4 1+ K, 4

dividindo ambos os termos por K’;:

T

a N1+K,
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57 Por vezes torna-se util, saber qual o numero de pratos tebricos

necessarios para se obter uma determinada resolucao:

. N\ 2
N :16R2(—a T LK,
! a-1 K,

Uma vez obtido um nimero de N; para uma dada resolucédo, se se
considerar que H (alturado prato) é constante, é necessario modificar o

comprimento L da coluna: H = L/N;

Esta & a Unica forma de se obter tal valor. As grandezas o e K’ mantém-
se constantes apesar de mudancas nos valores de L e Ni.

Quando os dois solutos A e B sdo muito dificeis de separar (K’,= K’y) as

equacdes tomam a forma: o = & - K, =K, ~
%
. A 2 P\ 2
R=(a-1) YN N :16R2(1j (“K j
1+K' ) 4 a-1){ K
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elacdo entre Resolucdo e o Tempo de Retencao
_comprimento _ L

velocidade v
Ve = L V., =Uu L : L= NT x H
(t), > 1+ K,

u — velocidade da fase mével

2 '\ 2
' o 1+ K
(t,), = N, H (i+ ) substituindo em: N, =16R" (a——lj ( K. Bj

R

vem: tR

:16F:2H( o jz(l(LE;Z)g

Esta expressao permite saber o tempo necessario para separar (eluir) um
componente, com uma dada resolucao.

a—1
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= Optimizacdo de uma Coluna

As equacdes sao constituidas por 3 partes:

1° - O termo a é um parametro de selectividade que depende

unicamente das propriedades de dois solutos.

2° - Termo que contém K’ que depende das propriedades do soluto da

coluna.

32 - N7 relacionada com os efeitos cinéticos que influenciam a largura

das bandas.
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Para optimizar as condicdes de uma coluna, ndo esquecer que os

parametros fundamentais (o, K'e H ou Np) podem ser “mexidos” de
uma forma independente.

»a e K’ podem ser mexidos, mudando a temperatura, ou a
composicao da fase movel.

» N pode ser mudado directamente, mudando L e

» H pode ser mudado alterando a velocidade (caudal), o tamanho das
particulas de “resina”, etc.

Departamento de Quimica Quimica Analitica 38



- Exemplo

Dois solutos A e B tém t;,=16.4 min. e tgz=17.63 min (w,=1.11min. e
wg=1.21 min). A coluna mede 30 cm e otempo da fase moével é de
1.3 min. Calcular:

a) Resolucao
b) Nt médio

)H

d LparaR=1.5

e) tgg necesséario para eluir o soluto B com novo L
f) o valor de H para R=1.5

O

Resolucado:
2(17.63-16.40)
RZ :106 =1.
a) 1.11+1.21 R=1.06
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16.4° 17.63

1 b (N,) =16

R {17 = 3493 (NT )B =16 127 = 3397
_ N = 3445
N, = 3493+ 3397 _ 345 T
2
c) H= L — 30 —8.7x10%cm H=28.7x103cm
N. 3445
d) K’ e a ndao mudam com o aumento de Ny e L
(1KY
NT :l6R2( @ j +,B
a -1 Ke
( NT ) = 16 Rlz ( ...... )( ...... )constante 1- coluna original
(N;), =16R:(......)(......)constante 2~ nova coluna
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(N.), _R _ 3445 106
(N;), R J(N;), 19

(N1), = 6.9x103 como L=NH
L=6.9x103x 8.7x103 = 60 cm
L =60cm

e) da expressao com t; e resolucao:

(t.), (R) __17.63 (1.06)

t), (R) (), (5)

(tp), = 35 min (o tempo de retencdo passa a ser 2 vezes maior)

€ R H (1.06)" _8.7x10°
il ¥ R H, (15) H,

Departamento de Quimica
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H, =4.3x103 cm (a altura do prato tedrico diminui para metade).

Variacdo de H

Analisando a alinea f) do exemplo anterior verifica-se que é possivel

melhorar a resolucao, sem aumentar o valor de tg, dimuindo o valor de
H.

Diminuicdo do valor de H:

» reduzir a viscosidade da fase moével (aumentando a temperatura).

» reduzir o tamanho das particulas.

» reduzir a velocidade de eluicao.
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O aumento do valor de K’g, produz um aumento de resolucao (com

aumento do tempo de eluicao).
'\ 3
K A1+ K
R:Q BI tRB:Q( .Bz)
1+ K, ( K, )
O valor de K’ & mexido na fase gasosa por aumento da temperatura. Em
fase liquida, mudando a composicao da fase moével.

Resolltion Rg

- valores de K’>7 sao de evitar. A
resolucdo pouco aumenta e o tg
aumenta pronunciadamente.

Elution
time (tale - tz minimo é obtido para K" = 2.

R/C or (IR)B/Q'

- habitualmente trabalha-se com
valores de K’ entre 1 e 5.

i | | 1 l | 1 N i\ _I
0 50 10.0 15.0

Capacity factor, kg

Departamento de Quimica Quimica Analitica 43



Quando o se aproxima da unidade, optimizar K’ e aumentar N pode

nao ser suficiente para uma boa separacao.
Assim é necessario mexer em a mantendo k’ entre 1 e 10.
1) Mudar a fase moével (composicao)
2) Mudar o pH da fase moével
3) Mudar a temperatura
4) Mudar a fase estacionaria ?
)

5) Adicionar espécies quimicas a fase estacionaria

E melhor a solucao 1. E pior a 5.
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