B.3 LigagOes Intermoleculares

A grande maioria das andlises quimicas envolve a identifica¢do e quantificagdo de um ou mais componentes de
uma mistura complexa. A cromatografia é a técnica de separacao analitica por exceléncia; fundamenta-se nas
diferentes afinidades dos componentes a separar para a fase estacionaria e para a fase mével. Tais afinidades
podem, em parte, interpretar-se recorrendo a conhecimentos de ligacdes intermoleculares. A eletroforese é

outra importante técnica analitica de separacdo. Requer a ionizacdo de moléculas em meios aquosos e permite

separar espécies através da utilizagdo de um campo elétrico.

B.3.1 Técnicas cromatograficas

Uma das técnicas mais sensiveis usadas para separar e identificar os componentes de uma mistura é a

cromatografia.

Um exemplo simples de cromatografia ocorre quando se mergulha a extremidade de um papel escrito num
liquido. Devido a um fendmeno chamado capilaridade, o liquido sobe pelo papel, molhando-o completamente.
Isto acontece porque o liquido tende a ocupar os pequenos espacos que existem entre as fibras do papel. A
medida que o liquido vai subindo no papel, comeca a arrastar a tinta. Como os diferentes componentes da
tinta sdo arrastados com diferentes velocidades, podem ser separados. Alguns componentes movem-se até mais
longe que outros e, sendo espécies coradas, originam bandas de cor (Fig. 1). Esta separa¢do por cores deu
origem ao nome cromatografia, que significa escrita de cor. Contudo, ndo é necessdrio que os componentes da

mistura sejam corados para poder haver separacdo.

Figura 1 — Cromatografia em papel.

Ha, portanto, uma partilha (ou particdo) do material por duas fases: a fase mdvel e a fase estacionaria. Esta

partilha depende da afinidade das espécies quimicas do material para cada uma destas duas fases.
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A cromatografia é uma técnica que depende da afinidade entre espécies quimicas, isto é, da maior ou menor
intensidade das ligacdes que se estabelecem entre elas. Estas ligacdes sdo, neste caso, quase sempre ligacdes
intermoleculares. As técnicas cromatograficas dependem, assim, de diferencas, por vezes muito subtis, nas

forgas intermoleculares entre espécies.

3.1.1 Interagdes de van der Waals

As forgas atrativas e repulsivas entre moléculas, chamadas forgas intermoleculares, foram estudadas na seccdo
B.3.2 do 102 ano. Estas forgas, de baixa intensidade, podem integrar-se em trés tipos fundamentais e caracterizar-

-se de acordo com a tabela 1.

Tipo de interagdo Valor tipico de Energia / k) mol* Moléculas em interagao

2 Moléculas polares estaciondrias
0,3 Moléculas polares em rotagdo

Ligagdo ou ponte de
hidrogénio

Dipolo-dipolo

Moléculas com atomos de N, O, F, em que a

Ay ligagdo é partilhada com um dtomo de H

Tabela 1 — Interagdes intermoleculares.

Para se poder apreciar a baixa intensidade destas interacGes, pode comparar-se o valor médio da sua energia
com o correspondente valor médio nas interagbes ides-ides, que é de 250 kl/mol, ou com a energia de uma

ligacdo intramolecular, como em H-Cl(g), que é de 431 kJ/mol.

As ligacOes intermoleculares sdao também designadas por forgas ou interagdes de van der Waals, em honra de
Johannes van der Waals (1837-1923), que desenvolveu os seus estudos sobre estas interacGes, sobretudo nos

estados gasoso e liquido. Recordemos cada um destes trés tipos de interagdes.

| - Forgas de dispersdo de London

Cada substancia, mesmo os gases nobres, podem condensar-se para a fase liquida. Ja foi referida a auséncia de
ligacOes entre os dtomos dos gases nobres para formar moléculas, mas alguma atragao devera existir entre eles
para se poder transforma-los em liquidos. Esta atragdo, comum entre todas as moléculas é designada por interagao
de London, for¢as de London ou forgas de dispersdo de London. A sua origem deriva de as nuvens eletrénicas de

atomos e moléculas ndo serem estaticas, mas a sua densidade variar nestas unidades estruturais (Fig. 2).

00-00-060

Figura 2 — Forgas de London.
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A medida que os eletrdes se movem no interior das moléculas, podem momentaneamente «empilhar-se»
numa regido da molécula, deixando nucleos de dtomos noutra regido da molécula menos protegidos. Como
resultado, haverd nesta regido uma carga positiva parcial e momentanea, enquanto noutra regido, haverd uma
carga negativa parcial e momentanea. Esta distribuicdo aleatéria e momentanea de cargas produz um momento
dipolar transitdrio, mesmo nos dtomos dos gases nobres. As cargas momentaneas parciais com sinais opostos, de
diferentes moléculas, atraem-se, podendo fazer com que as moléculas se juntem mais e a respetiva substancia
pode passar a fase liquida. A variacdo da intensidade destas forcas traduz-se, assim, na variacdo do valor de

algumas propriedades fisicas, como o ponto de fusdo e o ponto de ebuli¢do.
Aintensidade destas for¢as aumenta:

e Comonumerode eletrGes da molécula e, consequentemente, com a sua massa molecular relativa. As moléculas
mais pesadas tém maior numero de eletrdes e, portanto, tém maiores flutuacdes entre as cargas parciais das
nuvens eletronicas. As tabelas 2, 3 e 4 ilustram este facto e permitem comparar valores de propriedades fisicas

de diferentes substancias, cujas moléculas constituintes apresentam algumas semelhancas.

Nome/Férmula Ponto de fusdo /°C Ponto de ebuli¢do /°C

Hidrogénio/ H, —259 —253

Oxigénio/ O, -218 —-183

Cloro/ Cl, -101 -34

Tabela 2 — Propriedades fisicas de algumas substancias elementares constituidas por moléculas diatémicas.

Nome/Férmula Ponto de fusdo /°C Ponto de ebuligido /°C

Fluoreto de hidrogénio/ HF -93 20

Brometo de hidrogénio/ HBr -89 -67

Sulfureto de hidrogénio/H,S - 86 -60

Tabela 3 — Propriedades fisicas de algumas substancias moleculares compostas de hidrogénio e outro elemento.

Nome/Férmula Ponto de fusdo /°C Ponto de ebuligdo /°C

n-pentano/C.H, . (liquido pouco viscoso, nas
condigGes de pressdo e temperatura padrdo)

Tabela 4 — Propriedades fisicas de alguns hidrocarbonetos de cadeia normal.

-130 36
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e Com a estrutura da molécula — dois isémeros (dois compostos com igual massa molecular relativa e com
igual nimero de eletrdes) tém necessariamente geometrias moleculares diferentes. Poderia esperar-se que

tivessem iguais valores de ponto de fusdo e de ponto de ebuli¢do, mas isso ndo acontece. Por exemplo:

Figura 3 — n-pentano, C,H,,, p.e. =36 °C (A); 2,2-dimetilpropano, C.H,,, p.e. =9 °C (B).

12/

12/

Acontece que as moléculas de forma alongada do pentano normal permitem mais interacdes entre si,
enguanto as moléculas do 2,2-dimetilpropano, de forma mais esférica, ndo podem ficar tdo préximas entre si,
e s6 uma pequena regido de cada molécula interaciona com outras. Como resultado, o ponto de ebulicio do
2,2-dimetilpropano é menor do que o ponto de ebulicdo do pentano normal. Em geral, as forcas de London em
moléculas de forma mais alongada sdo mais intensas do que as que se exercem entre moléculas de igual massa

molecular relativa, mas de forma mais esférica.

Il - Interagdes dipolo-dipolo

As moléculas polares tém cargas parciais permanentes, além das cargas parciais que resultam das flutuacdes da
nuvem eletrdnica, ja referidas no ponto anterior, como interacdes de London. As cargas parciais permanentes
de uma molécula polar podem interatuar com as cargas parciais permanentes das moléculas vizinhas e originar

interacoes dipolo-dipolo (Fig. 4).

A

Figura 4 — LigagGes dipolo — dipolo.

Contudo, quando as moléculas rodam livremente, como acontece em substancias no estado gasoso, as
interagdes de London podem assumir maior importancia. Tal resulta de as rotacdes moleculares enfraquecerem

as interagdes dipolo-dipolo, mas ndo as interag¢ées de London (Tab. 1).

Para avaliar a intensidade das interaces dipolo-dipolo, pode-se comparar as energias (entalpias) necessarias
para vaporizar amostras sélidas de uma substancia em que estas sdo as intera¢des que predominam (HCl) e de

outra em que as interagdes sdo do tipo ido-ido (NaCl):

Entalpia de vaporizacdo/k) mol* 18 787

As interagBes ido—ido sdo mais fortes do que as dipolo-dipolo, porque as moléculas polares tém apenas cargas

parciais. Deste modo:

e Nas moléculas diatémicas, aumentando a diferenca de eletronegatividade entre os dtomos envolvidos na

ligacdo, a intensidade das interacdes dipolo-dipolo também aumenta;
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e Nas moléculas poliatdmicas, para além da diferenca de eletronegatividade entre os dtomos envolvidos nas
ligacOes, a forma da molécula também influencia a intensidade das intera¢des dipolo-dipolo. Numa molécula
polar, quanto maior for o momento dipolar resultante, mais intensas serdo as interagdes dipolo-dipolo. No
limite, uma molécula muito simétrica, na qual os momentos dipolares se anulassem, originando um momento

dipolar total nulo, teria apenas as interacées de London como interagGes intermoleculares.

Nas interagdes dipolo-dipolo, os valores das energias de vaporizacdo e os dos pontos de ebulicdo, serao bons
indicadores dos valores relativos das intensidades destas interagdes: quanto maiores forem estes valores, mais

intensas serao as interagoes.

~ N\
Questao ]

? Na figura estdo representados dois isomeros, derivados halogenados cl
@ ¢ do benzeno, o p-diclorobenzeno e o o-diclorobenzeno. Os valores dos Cl
O_.:Q\—C seus pontos de ebuli¢do sdo 180 °C e 174 °C, n3o necessariamente cl

0’ O pela mesma ordem. Atribui, justificando, a cada composto o valor do al

respetivo ponto de ebuli¢do. o-dibromobenzeno p-dibromobenzeno

Resposta: Ha duas ligagBes H-Cl, polares, em cada molécula, o que implica dois vetores momento dipolar com a mesma
intensidade. Na molécula de p-diclorobenzeno esses dois vetores tém a mesma dire¢do e sentidos opostos, que se anulam
e a molécula é apolar. Na molécula de o-diclorobenzeno, a soma dos dois vetores ndo é nula, pelo que a molécula é polar.

Deste modo, o valor mais elevado, 180 °C, correspondera ao ponto de ebulicdo do o-diclorobenzeno e o valor 174 °C ao

k ponto de ebuli¢cdo do p-diclorobenzeno.

lll - Ligagoes de hidrogénio ou pontes de hidrogénio

Como ja se sabe do 102 Ano, a ligacdo de hidrogénio, ou ponte de hidrogénio, é uma ligacdo em que um atomo de
hidrogénio de uma molécula, que se encontra ligado por ligacdo covalente a outro atomo muito eletronegativo
como fluor F, oxigénio O, ou azoto N, estabelece ligacdo com um destes dtomos nas moléculas vizinhas (Fig. 5).
Qualquer um destes trés dtomos O, F e N, possui pares de eletrées ndo compartilhados. Na ligacdo covalente
da molécula, os eletrdes da ligacdo H-O, ou H-F ou H-N, sdo fortemente atraidos para o O, F ou N, deixando o
atomo H com uma carga parcial positiva. Entdo, a regido de H desta molécula sera atraida pelos eletrées ndo

ligantes de O, F ou N de outras moléculas vizinhas, iguais ou diferentes.

C HC)'O | OO
Figura 5 — Ligacdo de hidrogénio e ligagdo de hidrogénio entre moléculas de HF.

Analisemos a tabela 5, com pontos de ebulicdo e massas molares de substancias compostas de hidrogénio e
outro elemento do grupo 16 da TP, a pressdao normal. Note-se que as substancias sao todas constituidas por
moléculas diatémicas e, nesta tabela, estdo ordenadas por ordem crescente do nimero atdémico do elemento do
grupo 16 da TP. Assim, o ordenamento das substancias corresponde ao dos elementos consecutivos deste grupo

da TP que as integram conjuntamente com hidrogénio.
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Sulfureto de Seleneto de Telureto de
hidrogénio H,S | hidrogénio H,Se | hidrogénio H,Te

Pontos de ebuli¢do / °C

Tabela 5 — Pontos de ebuligdo normais e massas molares de compostos de hidrogénio e elementos consecutivos do grupo 16 da TP.

Seria de esperar que os pontos de ebulicdo destes compostos aumentassem com o aumento da massa molar,
devido a intensidade das forcas de London aumentar com o numero de eletrdes. Mas, isso s acontece de
H,S em diante. O primeiro destes compostos, a agua, H,0, de menor massa molar, apresenta o maior ponto
de ebulicdo, a pressdo e temperatura ambiente, é liquido, enquanto os outros sdo gases. Isto explica-se pelas

intensas ligacGes de hidrogénio que se estabelecem entre as moléculas de agua.

Impressoées digitais

As impressdes digitais sdo Unicas para cada individuo e, por isso, podem ser usadas como forma de
identificagdo. No local de um crime podem ser encontrados dois tipos de impressdes digitais: as visiveis e
as ocultas. As visiveis podem ser observadas se os dedos estavam sujos, por exemplo de sangue. As ocultas
sdo resultado dos vestigios de substancias segregadas pelos seres humanos e que o dedos deixaram em
objetos que toquem. As substancias segregadas sdo misturas complexas que incluem ésteres e acidos

carboxilicos, com cadeias lineares longas.

A revelagdo de impressoes digitais ocultas, de criminosos ou de vitimas, é de grande importancia em
investigagao forense, existindo varios processos de o fazer. O mais comum inclui a utilizagdo de um pé que
adere as impressées digitais. Contudo, ha que ter em conta que as impressoes digitais ocultas tendem a
desvanecer-se e a desaparecer, devido a evaporagdo de substancias.

Recentemente verificou-se que as impressdes digitais de criangas desaparecem muito mais rapidamente

do que as de adultos. A utilizagdo de técnicas analiticas, como a cromatografia gas-liquido, revelaram

informagdo importante sobre a composi¢cdo quimica
das impressoes digitais. Com efeito, verificou-se que as
de adultos possuem principalmente substdncias com
moléculas que tém cerca de trés dezenas de atomos
de carbono (por exemplo o éster ), ao passo que as de
criangas sdo constituidas sobretudo por substancias
contendo apenas uma dezena de atomos de carbonos

(por exemplo o acido carboxilico I1).

Il
I- C,H,—C—CH II- C,H,,—C—0—H

15 31 16 433 12" 25

Apesar de | e [l serem moléculas polares, as forgas intermoleculares que predominam entre elas sdo forgas
de dispersdo de London, devido a terem cadeias lineares longas. Estas forgas sdo tanto mais intensas quanto
mais longa for a cadeia. Entdao, como as impressoes digitais de criangas sdo constituidas por compostos de
cadeia mais curta, as forgas intermoleculares entre elas sdo menores, pelo que em algumas horas estes
compostos podem evaporar-se totalmente, sobretudo se a temperatura ambiente for elevada.
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Questao ]

"I) Quais das seguintes ligagdes intermoleculares podem ser pontes de hidrogénio?
) a) CH,NH, com CH,NH,

@
@9 b) CH,OCH, com CH,OCH,
/ c) HBr com HBr
O

Resposta: Apenas a), pois apenas nas moléculas do composto CH,NH, ha dtomos H ligados diretamente a N. Em b),
embora na molécula haja atomos H e O, ndo estdo ligados entre si. Em c), hd a&tomos H nas moléculas, mas ndo ha dtomos
deN,OoukF.

3.1.2 Cromatografia

A cromatografia, como ja foi referido, usa-se para separar e identificar componentes de misturas.

Embora possa ser usada na purificacdo de substancias (cromatografia preparativa), a cromatografia usa-se essencialmente

como técnica analitica. Permite separar por¢ées pequenissimas de material (massas da ordem do picograma).

E usada em laboratérios clinicos, em hospitais, para diagnosticar doencas, em laboratdrios forenses para, por
exemplo, procurar e identificar drogas ou outras provas, em controlo de qualidade, por exemplo para testar a

qualidade de alimentos e até no solo de Marte, para procurar formas de vida naquele planeta.

Todas as técnicas cromatograficas se baseiam nas diferentes intera¢des entre as moléculas dos componentes da

mistura e duas fases: a fase mével e a fase estacionaria.

As espécies quimicas com maior afinidade para a fase estacionaria tendem a ficar retidas nela. As espécies que
tém maior afinidade para a fase mdvel sdo arrastadas por ela e movem-se mais rapidamente percorrendo uma

maior distancia no mesmo intervalo de tempo.

Em geral, a fase estacionaria é um sdlido que tem a capacidade de reter certas espécies quimicas. Por vezes, as
espécies quimicas ficam retidas por um liquido que esta fortemente adsorvido a superficie de um sélido, por

exemplo dgua adsorvida por fibras de papel.

A fase mével chama-se também eluente. E comum usar como eluente misturas de liquidos, incluindo solucdes
aquosas de acidos ou de sais. A composicdo da mistura pode ser ajustada para aumentar, ou diminuir, a sua

afinidade para determinada espécie quimica.

A composicao do eluente costuma ser indicada em proporcao de volume. Por exemplo um eluente de agua +
acetona 9:1 significa que a mistura tem nove volumes de dgua e um volume de acetona (por exemplo: 90 mL de

agua + 10 mL de acetona, ou 45 mL de dgua + 5 mL de acetona).
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Questao i

Determina que volumes de butanol, etanol e amoniaco devem misturar-se para se preparar 120 mL de um
[ I eluente na proporg¢do 3:1:1?

- g
ol O Resposta: A mistura é constituida por 5 partes (3 + 1 + 1 =5). Cada parte devera ter 24 mL (120 mL + 5 = 24 mL). Entdo, ha

que medir: 3 x 24 mL de butanol; 1 x 24 mL de etanol; 1 x 24 mL de amoniaco.

O volume de eluente (cerca de 120 mL) obtém-se misturando 72 mL de butanol, 24 mL de etanol e 24 mL de amoniaco.

N\ J

Existem varias técnicas cromatograficas. As mais bdsicas sdo a cromatografia em papel, em camada fina e em
coluna. Ha técnicas mais avancadas, instrumentais, que requerem equipamento muito sofisticado. A cromatografia

gas liquido e a cromatografia liquida de alta pressdo sdo usadas, por exemplo em investigacdo forense.

| — Cromatografia em papel

Neste caso, a fase estacionaria é providenciada por papel. A dgua fortemente adsorvida pelas fibras de papel
interage com os componentes da mistura. A figura 6 ilustra como se obtém um cromatograma por cromatografia

em papel. O cromatograma é o papel que se obtém apds realizar a cromatografia.

Figura 6 — Cromatografia em papel (A); cromatograma (B).

Numa linha colocada numa das extremidades mais estreitas da tira de papel, a linha de base, colocam-se umas
gotas da mistura a separar. Mergulha-se a tira de papel num eluente adequado, que sobe por capilaridade ao longo
do papel. A linha alcancada pelo eluente chama-se frente do solvente. Como as moléculas dos componentes
da mistura interatuam com as moléculas de dgua da fase estaciondria com diferentes intensidades, esses
componentes vao subindo com velocidades diferentes, separando-se a distancias diferentes da linha de base.

Dessa forma, é possivel visualizar os diferentes componentes da mistura.

Geralmente, no mesmo papel colocam-se a amostra em estudo e amostras padrdo, isto €, amostras de substancias

bem conhecidas e que sdo usadas para comparar com os componentes desconhecidos.

Se, num cromatograma (Fig. 7), a posicdo e a cor de um componente e de uma amostra padrdo coincidirem, isso

indica que se pode tratar da mesma substancia.
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Esta analise pode ser confirmada por calculo do chamado fator de retengdo, R, para cada mancha obtida no

papel. R, define-se:

disténcm da linha de base a mancha {D1)
dnsténc:a entre a linha de base e a frente de solvente (02) 7

71

Assim, uma mesma substancia em misturas diferentes, sujeitas a .

cromatografia em condigbes idénticas, origina iguais valores de R. 02 .

D1
Um principio basico dos processos cromatograficos é que uma

diferenca no valor de R. é considerada como prova de que as amostras

sdo diferentes. Entretanto, valores idénticos de R, apenas indicam que

a substancia poderd ser a mesma.
Figura 7 — Cromatograma.

Il - Cromatografia em camada fina ou TLC

A abreviatura TLC é composta pelas iniciais das palavras em inglés Thin Layer Chromatography, que significam
cromatografia em camada fina. Tal como o nome indica, cromatografia deste tipo é realizada usando uma camada
fina e uniforme de silica gel (SiO,), ou de alumina (AL,O,), revestindo um pedago de vidro, metal ou plastico rigido. A

silica gel (ou a alumina) é a fase estacionaria. A fase moével é um eluente liquido ou uma mistura no estado liquido.

A medida que o eluente sobe pela placa, os diferentes componentes
deslocam-se a velocidades diferentes por terem diferentes afinidades com
o material da placa e a mistura separa-se nos diferentes componentes,

originando diversas manchas coradas (Fig 8).

Até agora foram abordadas separag¢des de misturas coradas em componentes

gue originam manchas coradas. Contudo, a cromatografia aplica-se também

. ; . Figura 8 — Cromatogramas de TLC.
a materiais sem cor, o que é muito comum em TLC. Para resolver o problema
da auséncia de cor, é necessario realizar uma operagao que se designa por

revelagdo do cromatograma. Ha duas maneiras de o fazer:

e Pode, simplesmente, observar-se o cromatograma sob luz ultravioleta. Algumas substancias sdo naturalmente
fluorescentes. Isto significa que a substancia apresenta um brilho intenso quando nela incide luz ultravioleta

intensa, pelo que as suas manchas serdo bem visiveis nessa situacao.

e Pode adicionar-se a fase estaciondria uma substancia que se torna fluorescente quando exposta a luz UV,
como a fluoresceina. No local das manchas de componentes da mistura separados por cromatografia, o

brilho desaparece e vé-se uma mancha escura.
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Em alguns casos, é possivel tornar as manchas visiveis fazendo-as reagir com uma solucdo contendo uma
substancia que origine um produto corado. E o caso da ninidrina, uma substancia muito usada na revelagdo de
cromatogramas de misturas de aminodcidos. Com um frasco de spray, espalha-se a solugdo de ninidrina sobre o

cromatograma. Esta reage com os diferentes aminoacidos formando compostos corados.

Outro processo é colocar o cromatograma seco dentro de um recipiente tapado juntamente com uns cristais
de iodo. Em alguns casos, o vapor de iodo pode reagir com as substancias que constituem as manchas dos

componentes. O iodo pode ser simplesmente adsorvido pelas manchas, o que lhes confere cor.

Il - Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna usa uma coluna vertical de vidro para conter a fase estacionaria. Os materiais da fase
estaciondria sdo os usados em TLC, ou seja, silica gel (SiO,) ou alumina (AlLO,). A coluna € cheia com uma mistura

de fase estacionaria e do eluente que se pretende usar, com a figura 9 A ilustra.

A mistura a separar deve ser preparada como uma solucdo concentrada da mistura, de preferéncia usando o eluente
como solvente. Em seguida, adiciona-se a mistura corada e abre-se a torneira para que a mistura percorra a fase
estacionaria. Vai-se adicionando eluente, que arrasta a mistura a medida que esta desce na coluna. Os diferentes
constituintes da mistura descem a coluna com velocidades diferentes, a qual depende da sua afinidade para a fase

estaciondria e para o eluente. A figura 9 B mostra a sequéncia de separacao que se pode observar.

Continuar a : : : .
Camada de solvente |----» . adicionar novo A g e Ve ‘
no topo da coluna solvente }
""" I Coluna cheia l I
com silica gel
ou alumina
saturada com
L3 de vidro para evitar solvente
que a fase estacionaria _‘D QH _‘P QH _‘D ‘H

seja arrastada para
fora da coluna |--->

Mudar o copo logo que o
liquido amarelo comece a cair

Figura 9 — Enchimento de uma coluna de cromatografia (A);

esquematiza¢do de uma cromatografia em coluna ao longo do tempo (B).

Atividade T

// Consultar o sitio da Internet, que simula a execugdo de uma cromatografia em coluna.

’ http://www.lapeq.fe.usp.br/labdig/animacoes/coluna_ani.php

N J
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IV — Técnicas avancadas de cromatografia

Existem outras técnicas de cromatografia, mais avangadas e mais complexas.

A cromatografia liquida de alta pressao, HPLC — sigla da frase em inglés High Pessure Liquid Chromatography, é
uma forma altamente aperfeicoada da cromatografia em coluna. Em vez do solvente percorrer a coluna por agao
da gravidade, é forcado a percorré-la sob altas pressdes (cerca de 400 atm), o que torna o processo muito mais
rdpido. Também permite usar material de enchimento com particulas muito menores, aumentando assim a area
de interacdo entre as particulas da fase estacionaria e as unidades estruturais da mistura arrastadas pelo eluente.
Por este facto, a separacao dos componentes da mistura é muito bem conseguida. O outro aperfeicoamento

nesta técnica diz respeito aos métodos de detecdo, que sdo automatizados e muito sensiveis.

Ha duas variantes em HPLC, dependendo da polaridade relativa do solvente e da fase estacionaria.

A cromatografia gas-liquido, GLC — sigla da frase em inglés Gas Liquid Chromatography, também é designada

frequentemente por cromatografia em fase gasosa.

Neste caso, a fase mdvel é um gas, como o hélio, e a fase estaciondria é uma mistura de um sélido que absorveu
um liquido de elevado ponto de ebulicdo. A rapidez com que um composto atravessa a coluna, dependera da
sua maior afinidade para o gés ou para o liquido absorvido pelo sdlido. A figura 10 representa um diagrama de

fluxo para este tipo de cromatografia.

Forno
Gas deinjecio  Amostra

de arrasto

E 0
- Detetor

Coluna
--Forno

Figura 10 — Esquema de cromatografia gés-liquido.

Injeta-se na coluna um volume pequenissimo da amostra em analise. A temperatura do forno, como o da figura 11 (A),

pode ser controlada.

O valor da temperatura ideal serd aquele que faz a amostra entrar em ebulicdo e ser transportada no estado

gasoso para a coluna pelo hélio, ou por outro gas transportador.
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A coluna mais comum é de ago inoxidavel e tem 4 mm de didmetro interno e entre 1 e 4 metros de comprimento (Fig. 11 B).

Figura 11 — Forno de um cromatdgrafo gas-liquido (A); coluna para cromatdégrafo gas-liquido.

O seu enchimento é feito com terra de diatomaceas, que é uma rocha muito porosa finamente dividida. Este

material absorve liquidos de elevados pontos de ebuli¢do, normalmente polimeros.

A coluna também esta dentro de um forno e a sua temperatura pode variar de 50 °C a 250 °C. No inicio da
analise a temperatura pode ser baixa e aumentar, de forma controlada, durante a analise. Este procedimento

permite melhorar a separacdo e diminuir o tempo da analise, pois:

e Se atemperatura for mais baixa, a separagdo é melhor, mas mais demorada;

e Se atemperatura for mais elevada, a separacdo é menos eficiente, mas mais rapida.

A separacdo que ocorre a medida que a mistura flui na coluna pode envolver varios fenémenos:

-Um composto com ponto de ebulicdo superior a temperatura da coluna, tende a condensar no inicio da coluna. Contudo,

alguma parte evaporara abaixo do ponto de ebulicdo, podendo condensar mais adiante noutro ponto da coluna.

- Alguns compostos podem dissolver-se na fase estacionaria; os mais soliveis demoram mais tempo dissolvidos
na fase estaciondria, enquanto os menos sollveis passardao mais tempo no gas. Dito de outro modo, a mistura

divide-se entre a fase estaciondria e o gas.

As substancias que saem da coluna sdo identificadas e
no analisador e registadas como uma série de picos no
cromatograma. Cada um desses picos representa um
componente da mistura que passou no detetor. Além

da identificacdo, os picos também permitem calcular

as quantidades relativas de cada composto presente:

as areas subjacentes aos picos sdao proporcionais as -

quantidades de cada composto que chega ao detetor.
" . . Figura 12 — Cromatograma.
Estas sdo medidas automaticamente pelo computador

ligado ao analisador (Fig. 12).
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