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CONCEITOS BASICOS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Universidade Estadual de Campinas — Instituto de Quimica

mes sobre ela surgiram entre 1967 e 196912 | cerca de quin-

ARTIGO
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INTRODUCAO

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLLAE) € a
mais nova das técnicas cromatogréficas. Os primeiros infor-

ze anos depois das primeiras informag3es sobre Cromatogra-
fia Gasosa (CG), e este lapso de tempo justifica o fato de
atualmente a CG ser mais conhecida que a CLAE. Contudo,
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os esforgos existentes no sentido de tornar economicamente
acessiveis os sofisticados equipamentos da CLAE® deverdo
tornd-la, em futuro préximo, numa técnica de procura gene-
ralizada, dada a sua versatilidade e possibilidade de aplica-
¢do a sistemas que ndo podem ser processados por CG, co-
mo a separacdo de compostos ndo-voldteis ou instdveis nas
temperaturas empregadas em CG.

HISTORICO DA CLAE

Grob? descreve uma seqiiéncia de publicagdes, a partir
de 1834, que resume muito bem os desenvolvimentos mais
marcantes na histéria da Cromatografia. Os trabalhos co-
mentados rapidamente a seguir sfo alguns dos que ajudaram
a definir essas linhas de desenvolvimento. (para maiores de-
talhes ver a revisdo de Morhy®).

1834 — Runge® usou pedagos de tecido e papel para testar
misturas de corantes de extratos vegetais.

1903 — Tswett” separou pigmentos vegetais em colunas de

CaCOj; em pd, por arraste com éter de petr6leo. Até 1919
ele publicou artigos e um livro, descrevendo mais de uma
centena de sélidos com propriedades adsorventes e as técni-
cas de separagdo desenvolvidas. A Tswett € devido o nome
“Cromatografia”.

1931 — Kuhn e Lederer® revisaram e desenvolveram as téc-
nicas de Tswett para separar as xantofilas da gema de ovo.
1940 — Wilson® publicou o primeiro tratamento teérico da
Cromatografia.

1941 — Martin e Synge'® publicaram trabalho no qual pro-
pdem as bases da Cromatografia por partigdo, e aplica
ram o conceito de Altura Equivalente a Um Prato Teérico

(AEPT) i Cromatografia. Anteviram o surgiinento da CG.
Por este trabalho receberam o Prémio Nobel de 1952.

1944 — Consden, Gordon e Martin!! desenvolveram a téc-
nica moderna de Cromatografia em Papel (CP).

1952 — James e Martin!? apresentaram os primeiros resulta-
dos experimentais obtidos a partir da utilizagdo de um gis
como meio de arraste.

1956 — van Deemter, Zwiderweg e Klinkemberg'® defini-

ram a relagdo entre AEPT e pardmetros operacionais da
coluna cromatogréfica (equagdo de van Deemter).

1968 — Foram publicados os primeiros trabalhos*? relatan-
do resultados experimentais que comprovaram a possibilida-
de de se usar equipamentos que, operando com fase mével
liquida sob pressdo, possibilitam anilises de rapidez compa-
rdvel & CG e resultados muito satisfatérios. Esta técnica foi
denominada, sucessivamente, Cromatografia Liquida de Al-
ta Velocidade, Cromatografia Liquida de Alta Pressdo e,
como € hoje conhecida, Cromatografia Liquida de Alta Efi-
ciéncia'®, do inglés High Performance Liquid Chromatogra-
phy (HPLC).

CARACTERISTICAS FUNDAMENTAIS DA CLAE

As caracteristicas mais notdveis da CLAE destacam-se
quando da comparagdo desta técnica com a Cromatografia
Liquida convencional. Rapidamente, pode-se dizer que ela
exige equipamento sofisticado (e caro), produz resultados
quantitativos excelentes, é rdpida e baseia-se numa teoria
muito similar 4 da CG, que se encontra em estigio avangado
de desenvolvimento (para discussdo minuciosa, ver (15).
Basicamente, um sistema para CLAE dispGe do equipa-
mento representado na figura 1.

Num sistema ideal de CLAE a fase mével (FM) deve ser
bombeada sob pressio, que pode variar de 20 a 300 atm,
para dentro da coluna. Para ndo sacrificar a eficiéncia, a
velocidade da FM deve ser constante, o que torna critico o
projeto da bomba. As colunas nfo devem ser grandes, para
evitar excessivas diferengas entre as pressdes da FM na en-
trada e na saida da coluna. Como as colunas sd0 pequenas,
o material de empacotamento deve ter grande superficie ¢
uniformidade, o que exige micro-particulas de 5 a SOum de
didmetro, ou seja, da ordem de 10 vezes menores que as em-
pregadas em CG'®, tornando necessério o uso de técnicas
especiais e complexas de empacotamento. A preferéncia ge-
ral € pelo uso de particulas de rigorosa uniformidade, as
quais exigem métodos de tecnologia sofisticada para a sua

ATENUADOR INTE-
PULSOS
-3
i ] 'aqueciMenTo OU
COLUNAI : RESFRIAMENTO (Opcional)
F.M. | '
| 1
BOMBA | t
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| i ISADOR
RESERVATORIO ! |
| ) | INTEGRADOR
(L |
—
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DETECTOR DOR  DE
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i?-
Fig. 1 Esquema de um sistema bdsico de CLAE.
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fabricagdo. A amostra aplicada 4 coluna deve ser pequena

(de 10 a 500u41"7) para permitir boas resolugdes, o que tor-
na crftico o sistema de detecgdo, A aplicagdo da amostra €
outro problema: é praticamente impossivel injetar, com
uma seringa, uma amostra num liquido que estd a 30 atm
na cabeca da coluna. Como esta pressio é quase o minimo
com que se trabatha em CLAE, é comum o uso de vélvulas

A tftulo de ilustragdo, na figura 2 estdo resumidas as
modalidades da Cromatografia'®, sendo que as indicadas
em quadriculos sfo as que constituem as variedades da
CLAE.

As caracteristicas gerais dessas modalidades da CLAE se-
rdo comentadas a seguir; os seus mecanismos de separagdo
serdo discutidos em artigo posterior.

de injegdo.
CRITERIO DE
CLASSIFICACAQ CROMATOGRAFIA
TECNICA EM COLUNA PLANAR
FASE MOVEL GAS - LIQUIDO L1QUIDO
FASE I l l - :
SOLIDO LIQUIDO SOLIDO LIQUIDO FASE TROCA EXCLUSX0  SOLIDO LIQUIDO
ESTACIONARIA LIGADA IONICA l v
| s e |
TIPO DE ' ' ' 1
CGL CLS CLL CLFL CTI CE cco cp
CROMATOGRAFIA ces [ S | | R |

Fig. 2 As modalidades de Cromatografia. As modalidades CLS, CLFL, CTI sdo as mais usadas em CLAE, CLL € CE sio pouco usadas.

Antes de passarmos para as discussGes mais detalhadas,
uma interpretagdo operacional do termo Eficiéncia € possi-
vel e necessdria, para justificar o nome Cromatografia Liqui-
da de Alta Eficiéncia. A Eficiéncia de um sistema cromato-
grifico se traduz por picos agudos no cromatograma. Todos
os sistemas de CLAE possuem esta caracterfstica, o que lhes
assegura, invariavelmente, excelentes Resolugdes (capacida-
de de separar componentes) porque a sobreposi¢do de picos
agudos ¢ mais dificil que a de picos largos (para discussdo
detalhada da Resolugdo ver, p. ex. (15) e (19).

Cromatografia Liquido-L{quido (CLL)

Emprega-se como fase estaciondria (FE) um liquido de-
positado sobre um suporte solido e inerte, finamente divi-
dido, ou sobre a superficie interna de colunas capilares. A
FM ¢ sempre um liquido de baixa miscibilidade com a FE.
Como o mecanismo de separagio é o de particdo entre
os dois liquidos (FE e FM), ambos devem ser escothidos em
fun¢do da solubilidade da amostra em cada um deles. Con-
seqiientemente, serdo misciveis em alguma extensdo, cau-
sando desgaste da coluna, uma vez que a passagem de alguns
litros de FM removem, lentamente, a FE do suporte!®. Em-
bora existam técnicas para minimizar este problema, como
a pré-saturagdo da FM com FE em pré-colunas, este sistema
nio tem uso geral, pois impede o uso da técnica de eluigdo
com gradiente de polaridade da FM, extremamente 1til em
muitos casos!’.

A CLL ¢ subdividida em CLL em Fase Normal, quando a
FM ¢ apolar (p. ex. benzeno, n-hexano) e a FE € polar (p.

ex. glicol), e CLL em Fase Reversa, quando é usada a FM
polar e FE apolar.

Cromatografia Liquido—Sélido (CLS)

A FE ¢ um s6lido sob a forma de partfculas de uniformi-
dade varidvel, conforme a origem!?. A FE pode ser po-
lar, como a silica, pérolas de vidro porosas ou alumina, ou
apolar, como pérolas de polfmeros orginicos®. As FE
mais modernas sdo pérolas com camada porosa (porous layer
beads, PLB), também chamadas de peliculares, desenvolvi-
das a partir de 1967. A FM € um liquido, que pode ser po-
lar, como etanol ou piridina, ou apolar, como hexano ou
tetracloreto de carbono. Também podem ser usadas mistu-
ras de solventes, com polaridades ajustadas.

A CLS baseia-se num mecanismo de adsorgdo-desor-
¢30'S e pode ser subdividida em Adsor¢do em Fase Nor-
mal (FM apolar ¢ FE polar) e Adsor¢do em Fase Rever-
sa (FM polar e FE apolar). O uso da classificagdo CLS para
os processos de adsor¢do j4 estd consagrado, embora uma
melhor designagdo pudesse ser Cromatografia de Adsorgdo
Liquido-Sélido, pois existem outros modos de Cromatogra-
fia em que a FE € um sélido e a FM um liquido, como a
Cromatografia de Troca I6nica e a de Exclusdo, comentadas
a seguir.

Cromatografia Lfquida em Fase Ligada (CLFL)

A forma mais eficiente de evitar a lavagem da coluna
pela FM (que limita o uso da CLL) foi desenvolvida por
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Halasz ¢ Sebastian em 1969%, e consiste em ligar quimica-
mente a FE ao suporte. Esta técnica de preparagdo da colu-
na permitiu o surgimento da Cromatografia Liquida em Fa-
se Ligada, como alternativa 4 CLL. Atualmente, a CLFLé a
forma mais representativa de CL, por causa da possibilidade
de se explorar o alcance de um mecanismo de separagdo que
se baseia num compromisso entre adsor¢do e partigdo’?,
e que permite aplicagBes variadas. Além disto, as colunas
nfo tém vida curta como as empregadas em CLL.

Cromatografia de Troca Iénica (CTI)

A FE mais comum € constituida de uma matriz rigida
(resina) sob a forma de p€rolas, geralmente derivadas de co-
polimeros de estireno e divinilbenzeno!?, a qual sdo adi-
cionados grupos funcionais ionizdveis. Assim sdo obtidas
resinas cationicas e anidnicas. A FE pode, também, ser cons-
tituida de uma pelicula trocadora de fons depositada sobre
pérolas de vidro'®. Destas Gltimas, as mais estéveis sdo
as quimicamente ligadas!’. A FM &, geralmente, uma
solugdo i6nica com propriedades tamponantes, escolhida
de forma a ser compativel com a FE usada, ou seja, se a FE
retém cdtions, a FM deve conter cdtions capazes de substi-
tuilos preferencialmente, promovendo sua separagdo.

A CTI baseiase em mecanismo de separagdo predomi-
nantemente quimico, com indicios experimentais de que di-
versos processos contribuem para o mecanismo global; por
exemplo, a separagdo de algumas espécies com fases esta-
ciondrias ligadas 2 silica € muito mais eficiente que a separa-
¢30 com resinas 2 base de poliestireno®®.

A CTI pode ser classificada em Troca Catidnica, quando
a FE tem sitios carregados negativamente e retém cdtions,
que serdo deslocados pela FM, e Troca Ani6nica, quando os
sitios ativos da FE sfo carregados positivamente, retendo
dnions. Existe, ainda, a técnica da Troca de Ligantes, em
que os ligantes a serem separados complexam, diferencial-
mente, contra-fons metdlicos ligados eletrostaticamente a
resina'”.

Cromatografia por Exclusdo (CE)

A FE ¢é um gel granulado, com partfculas de forma, ta-
manho e porosidade uniformes. Os géis utilizados po-
dem ser rigidos!?, feitos de vidro ou sflica, semi-rigi-
dos'?, derivados de poliestireno copolimerizado com
divinilbenzeno, ou macios!?, constituidos de dextrano.
Os géis mais macios nfo sio adequados para aplicagio em
CLAE, pois nio suportam as pressdes empregadas. Q me-
canismo detalhado da separagdo por exclusfo é comple-
x0'7, embora o ideal seja muito simples: as moléculas
sdo separadas porque as menores sio capazes de penetrar
nos poros da FE, ficando retidas em *“zonas de calmaria”
enquanto as maijores passam liviemente entre os granulos,
acompanhando a FM, sendo que as de tamanho intermedid-
rio migram com velocidades varidveis entre estes dois ex-
tremos.

AS COLUNAS PARA CLAE
A superficie interna das colunas deve ser perfeitamente
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polida, com o propésito de evitar a formagdo de canais es-
treitos, aos quais as particulas de suporte e FE ndo tenham
acesso, propiciando tunelamento da FM e diminuindo a efi-
ciéncia da separagdo. As colunas retas sdo preferiveis as em
forma de U e as helicoidais, que perdem em eficiéncia, devi-
do &s caracteristicas de fluxo hidrodinidmico da FM. As co-
lunas normalmente empregadas em CLAE tém de 10a 100
cm de comprimento, com capacidade de carga proporcional
i 4rea da secgdo transversal, o que faz com que o fluxo atra-
vés da coluna seja proporcional  sec¢fio reta da mesma.

O empacotamento das colunas é feito com micro-parti-
culas porosas (CLS), ou pela aplicagdo de uma pelicula de
FE sobre um suporte inerte (CLFL, CLL), que pode ser a
prépria superficie interna da coluna, ou um sélido micro-
granulado, usado como enchimento.

As colunas de CLAE sdo, via de regra, operadas 4 tempe-
ratura ambiente, havendo casos em que temperaturas supe-
riores ou inferiores 4 ambiente sdo empregadas, com o pro-
pésito de melhorar a resolugéo.

A escolha de uma coluna deve recair sobre trés pardme-
tros fundamentais: velocidade de separagfo, resolugdo e ca-
pacidade de processamento de amostra, sendo este ltimo
de importincia decisiva nos casos em que se deseje efetuar
testes ou tratamentos ulteriores com a amostra cromatogra-

fada.
O comprimento da coluna influi diretamente na veloci-

dade de separagdo, condicionando a resolugdo (que é pro-
porcional @ raiz quadrada do comprimento’®, enquan-
to o didmetro interno se reflete na capacidade de pro-
cessamento da amos@ra3. A quantidade de FE disponivel
(que depende da drea superficial do suporte) e as intera-
¢Oes FE-amostra-FM influem na quantidade de amostra que
a coluna pode processar com boa resolugdo. O uso de supor-
tes finamente divididos permite melhores resolugdes, cau-
sando, por outro lado, retardamento do fluxo de FM, por
oferecer caminhos mais estreitos 4 sua passagem, acarretan-
do grande queda de pressdo, que deve ser compensada pela
bomba, de modo a se conseguir velocidade de operagdo con-
veniente. O uso de FE peliculada, aplicada ao longo da su-
perficie interna da coluna, favorece o fluxo da FM, sendo a
solu¢do encontrada no caso de colunas capilares. Os su-
portes micro-granulados revestidos com peliculas de FE
apresentam porosidade de profundidade reduzida para pe-
netragdo da FM, fazendo com que este tipo de coluna ganhe
em resolug@o, quando comparada a de macro-particulas.

A SEPARACAO NA COLUNA: Uma interpretagdo simples.

Suponhamos que uma amostra constituida pelas molé-
culas X, Y e Z € injetada na coluna e que € adsorvida pela
FE. Com a passagem da FM, X, Y e Z dividem-se entre a
FM e a FE diferencialmente e a amostra ¢ fracionada. Esta
situagdo est4 representada na figura 3 onde estdo esquemati-
zados a FM em fluxo, uma particula da FE sélida(*1) e
uma molécula de cada soluto. No instante to a FM ainda
nio retirou nada da amostra da FE. A partir de tg ocorrem

(*1) Para fins de exemplo hipotético, tanto faz imaginar a FE soli-
da, quanto a FE liquida como um filme sobre granulos de um
sélido.



interagGes e a molécula X ¢ retirada. Entdo, dissolvida na
FM, ela ¢ arrastada para longe da particula de FE (instante
t;). Desta forma sdo arrastadas Y (instante t,) e Z (t3). O
fato das moléculas ndo serem arrastadas simultaneamente
indica, ou que elas ndo se encontravam retidas com a mes-
ma intensidade na FE, ou que elas nio possuem a mesma
afinidade pela FM, ou ambos (neste exemplo, o ideal é que
as moléculas sejam adsorvidas pela FE com as intensidades
relativas Z>Y>X e que suas solubilidades na FM sejam
X>Y>Z. Assim, somam-se os efeitos de adsor¢do com solu-
bilidade para se conseguir a separagdo).

lFRENTE DA FM

BEe
N
O
SR

o t ty ty

Fig.3 Separagio cromatogrdfica hipotética.

.

Depois de retiradas pela FM, X,Y e Z passam a se deslo-
car, todas, com a mesma velocidade uM da FM, até encon-
trarem outra particula de FE. Como toda amostra tem mui-
tas moléculas, toda coluna deve ter o maior nimero vidvel
(*2) de particulas pois, assim, estatisticamente pode se pre-
ver que, em média, sempre que uma molécula de X encon-
tra uma particula de FE, as de Y e Z também o fazem (*3).
Agora, como a intensidade de reteng¢do das moléculas na FE
é Z>Y>X, asmoléculas tipo Z sofrerdo maior retardamento,
seguidas por Y e, depois, X. O resultado final € que as velo-
cidades médias destas trés espécies, dentro da coluna, serdo
diferentes (e todas menores que a velocidade da FM) e elas
saem da coluna separadas.

Portanto, como a velocidade da FM ¢ constante’® e
as velocidades médias de X, Y e Z sdo diferentes, a ordem
de saida destes solutos da coluna pode ser descrita pelos va-
lores das razdes, R, entre suas velocidades e a velocidade da
FM. A razio R é denominada de Fator de Retardamen-
to'” ou Retengdo."

velocidade média da banda i I

velocidade média da FM Hy

(*2) As melhores colunas sdo aquelas construidas com as menores
particulas, pois num mesmo volume (de coluna) pode-se ter
maior nimero de particulas da FE.

R é umagrandeza que tem nomes impréprios. Fator de Retar-
damento ou Reten¢do: é normal que se pense ‘“‘quanto
maior R, maior o retardamento e mais tempo decorre para
a espécie sair da coluna”. Mas o que ocorre é exatamente o
inverso! (E um problema de definigdo).

Calcular as {j e fip nfo é um problema dificil. Contudo,
por razdes praticas, nfo se usam calcular e comparar Rj, de
modo que esta grandeza, como se verd posteriormente, é
substituida para fins de interpretagdo e defini¢do dos resul-
tados obtidos nas andlises cromatogrificas, por outras gran-
dezas tdo iuteis quanto ela, porém mais préticas. Estas gran-
dezas serdo o objetivo das préximas péginas, porém, antes
de discutilas vamos analisar mais algumas figuras, que se re-
ferem 4 separagdo hipotética da figura 3.

Na figura 4A estd representada a situagdo em que esta-
riam as espécies X, Y e Z dentro da coluna, depois de de-
corrido um intervalo do tempo At,, a partir da inje¢do da
amostra. Esta figura foi desenhada com o cuidado de se
demonstrar que as moléculas de cada espécie estariam uni-
formemente distribuidas em determinadas regiGes da coluna
— uma consideragdo que ¢ enfatizada pelos perfis gaussia-
nos desenhados sobre cada mancha. Estas distribui¢Ges sdo
devidas 4 improbabilidade de todas as moléculas de cada es-
pécie terem, ao longo do percurso, a mesma velocidade de
migragdo (*3).

Portanto, algumas moléculas migram com maior veloci-
dade, outras com menor velocidade e a maior parte com ve-
locidades proximas de u;.Na figura 4A também est4 claro
que as moléculas que percorreram maior distancia (as molé-
culas X) sdo as que ocupam maior porgdo da coluna.

As figuras 4B a 4E representam o que ocorre com as es-
pécies quando migram toda a extensdo da coluna, a forma
como elas entram no detector e as respostas que se obtém
deste.

Na figura 4 destacamos nove aspectos:

(1) A banda do componente X entra no detector com o
mesmo tipo de distribuigdo uniforme que tem dentro da co-
luna e o detector gera os sinais conforme a banda passa por
ele. Estes sinais, depois de processados no amplificador (fig.
1), geram o cromatograma (fig. 4E). Note que se o volume
do detector for inadequado, grande demais p. ex., a banda
se altera dentro dele e o pico gerado ndo reflete a situa-
¢do dentro da coluna.

(2) A forma do pico que é desenhado pelo registrador
(fig. 4E): esta forma ¢ reflexo dos inimeros sinais emitidos
pelo detector, cujas intensidades sio proporcionais is quan-
tidades do componente que atinge o detector por intervalo
de tempo. (Observe que os perfis sobre o detector (fig. 4B-

(*3) O exemplo utilizado, representado pelas figuras 3 ¢ 4AE ¢
bastante simplificado, por que representa a situagdo ideal de
todas as moléculas percorrerem caminhos idénticos dentro da
coluna, sofrerem o mesmo nimero de equilibrios (interagdes)
entre FE e FM e serem separadas devido a estes equilibrios
serem distintos para espécies diferentes. Um modelo mais
completo envolveria uma discussdo que estd acima do nivel
de introdugédo a que se propde este artigo. Esta discussdo mais
minuciosa pode ser estudada nas referéncias 4, 13,15¢ 19 —
procure por “Equagdo de van Deemter”.
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D) ndo representam o cromatograma, mas 0s picos como
eles sdo “vistos” pelo detector — a pinta preta no perfil da
fig. 4B ¢ uma molécula de X; ela também estd na fig. 4E
para mostrar que, no cromatograma, o pico é o inverso do
perfil.

H
|

SINAL
E _j\_/\/\
x Y z

TENPO

Fig.4 A SEPARACAO CROMATOGRAFICA DE 3 ESPECIES.
A) Na coluna as espécies se distribuem segundo um perfil
gaussiano. B) Os sinais do detector sdo proporcionais is
quantidades de X por intervalo de tempo. C) A banda de Y
¢ mais larga que a de X. D) Y e Z ndo sdo totalmente sepa-
rados. E) O cromatograma parece ter os picos invertidos em
relagdo a coluna — observe a orienta¢do do eixo do tempo.

(3) Na fig. 4A, as bandas dos componentes Y e Z encon-
tram-se parcialmente superpostas, indicando que até o ins-
tante t, elas ndo foram resolvidas pela coluna.

(4) As bandas se alargaram durante o percurso. Note que
a banda do componente Z, mesmo sendo a mais estreita na
fig. 4A, ao sair da coluna (fig. 4C) tem largura maior do
que a largura correspondente da banda de X em At,. Por-
tanto, os componentes mais lentos, depois de percorrerem
toda a coluna, se encontrardo mais espalhados que os mais
rdpidos. A explicagéo € simples: apesar de X, Y e Z terem
as mesmas probabilidades de interagdo com particulas da
FE, quando todos percorrem a coluna inteira, Y e Z inte-
ragem mais intensamente com a FE e, por isto, necessitam
maiores quantidades de FM para serem arrastados. Dar eles
entrarem no detector mais espalhados.

(5) Na fig. 4B, o pico desenhado pelo registrador ndo
estd completo (X ainda estd passando pelo detector), mas
vai se completar antes do inicio da detec¢dode Y.

(6) O pico desenhado para a espécie Y (fig. 4C) € mais
largo e mais chato do que o da espécie X, e ao pico de Z
(4D) corresponde o maior espalhamento dos trés.

(7) O pico de Y ndo vai se completar: as dltimas fra¢Ses
de Y entrardo no detector misturados com as primeiras fra-
¢Oes de Z. Portanto, durante certo intervalo de tempo, o
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detector vai emitir sinais correspondentes & mistura Y/Z
até que ele passe a detectar somente Z (fig. 4D).

(8) Na fig. 4E estd esquematizado o cromatograma que
seria obtido com esta amostra hipotética. Todos os picos
tém a mesma drea, o que, idealmente, sugere que X, Ye Z
estavam presentes em quantidades equimolares (ver comen-
tdrio (9b), abaixo). Os picos se alargam desde o componen-
te de maior /i até o de menor fj.

(9) Ainda que na fig. 4E se tenha procurado representar
uma separag¢io inadequada (de Y e Z) ela ainda € ideal, pois:
(a) Sugere que os picos tém as mesmas 4reas, 0 que §é inco-
mum nas amostras reais geralmente a intensidade do sinal
do detector € diferente para iguais quantidades de compos-
tos diferentes, ou seja, mesmos nimeros de moles resultam
em dreas diferentes.

(b) S6 tem picos simétricos, enquanto que nos casos reais é
comum que, pelo menos, os ltimos picos apresentem cau-
das como na fig. 5.

1 1. solvente
2. estricnina
3.sbrucina

Coluna:0,5m x imm
1,1% Poli G 300/Corasil 1 (37-50um)

Fase Movel:

9% Etanol em Heptano
2} F = 0,27 m/min

P. = 21 bar

in

Detector: 270 nm

5 30 {min})

Fig.5 Cromatograma real mostrando as caudas comuns ao0s picos
mais tardios.

EFICIENCIA E SELETIVIDADE =RESOLUCAO

O objetivo fundamental na cromatografia € consegui-
rem-se separacGes adequadas das espécies (que ndo se obte-
ve com as espécies Y e Z do nosso exemplo). Quando isto
ocorre diz-se que o sistema cromatogrifico tem boa resolu-
¢do para o par de picos considerado (X e Y do exemplo).

A resolu¢do de um sistema cromatogrifico € o resultado
de um compromisso entre a sua Eficiéncia e a sua Seletivida-
de. A Eficiéncia de um sistema cromatogrifico € a sua capa-
cidade de manter uma espécie, depois dela percorrer toda a
coluna, concentrada numa zona estreita. Referindo-se ao
nosso exemplo, figs. 4B e 4E, dizemos que o sistema croma-
togrifico (FM e FE) é mais eficiente com relagdo ao com-
ponente X, menos eficiente para Y e menos ainda paraZ —
note, na fig. 4E, que os picos se alargam na ordem X, Y, Z.
Com relaggo i Seletividade, ela é muito boa para o par X-Y.
Para o par Y-Z ela ndo é boa, de forma que as tltimas fra-
¢Bes de Y saem da coluna misturadas com um pouco de Z.

A Resolu¢do (= Seletividade + Eficiéncia) serd assunto
tratado em artigo a ser publicado.
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DETERMINAGCAO DE PARAMETROS DE UMA CELA UNITARIA — EXPERIENCIA DE QUIMICA GERAL
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CP 6154, 13100 Campinas, SP.

(Recebido 26/02/81)

A difragdo de raios X é o método consagrado para se de-
terminar o retfculo cristalino de um composto e suas di-
mensdes. Parte daf uma falsa idéia de que ndo se pode ela-
borar, neste assunto, experiéncias simples que pelo menos
oferecam alguns resultados sugestivos. O experimento a se-
guir explanado prova que isto ndo € verdade e que, através
de um trabalho simples de laborat6rio, pode-se concluir,

com certa margem de seguranga, quanto ao reticulo de um

cristal, chegando-se, inclusive, a estimar as distdncias inte-
ridnicas e os raios cristalogrdficos com boa aproximagdo.

Evidentemente, é necessdrio uma certa discussdo acerca
do assunto para que os alunos possam, a seguir, trabalhar
com os resultados obtidos. Neste texto nfo iremos além do
minimo necessdrio, uma vez que se encontra amplo material
em livros, inclusive de Qufmica Geral.

No final do experimento, para o cdlculo dos raios crista-
logrificos, aconselha-se a utilizagdo do valor de densidade
obtido da literatura, uma vez que a sua determinagdo, em
laboratério de alunos, torna-se dificil pela higroscopicidade
¢ alto custo de alguns dos compostos. Sugerimos, no en-
tanto, também, outra via utilizando apenas os dados ob-

tidos no laboratério.

Consideramos muito importante que o aluno compare os
seus dados experimentais com os da literatura pois, ao mes-
mo tempo em que se exercita no uso desta, desenvolve o
espirito critico quanto aos resultados obtidos num trabalho
de laboratério.

A duragdo da experiéncia depende do nimero e do tipo
de balangas disponiveis. A grosso modo estimou-se que, pa-
ra cada aluno-(ou grupo de alunos), utilizando-se balanga
de um prato com leitura digital, é necessdria uma hora para
trabalhar com um sal, segundo o procedimento abaixo. Em
fungdo disto podese organizar o laboratério de modo a
tornar possivel a realizaggo da experiéncia dentro de um pe-
riodo de quatro horas (considerando a turma toda).

Nos nossos laboratérios de ensino esta experiéncia é ofe-
recida utilizando provetas calibradas pelos préprios alunos
na aula interior. Isto, no entanto, nfo melhora o resultado
significativamente. Com este cuidado, no entanto, além do
exercicio de pesagem e do aprendizado de calibragdo, os

-alunos podem ter uma melhor estimativa do erro experi-

mental.
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