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RESUMO

Este trabalho trata do desenvolvimento de métodos anali-
ticos para misturas de compostos com formula CxC2yBrz(x=1 e 2),
radioativos ou sem atividade. Para isto foram estabelecidos os
métodos instrumentais, as condigdes experimentais, as quaﬁtida—
des minimas‘detectéveis e as limitacoes de cada processo.

Atraveés da Cromatografia Gasosa (CG) , obteve-se a sepa-
ragao e deteccgao dos compostos CCLasa, CCL3Br, CCR2Br;, CC4Brs,
CBrs, C2C¢, CC2Br,, C;Brg, C,Cls e CaBrs. Todavia foi cons-
tatada a indicagdo da decomposicdo do C,C,Br, no sistema cro-
matografico, o que impds limitagdes a essa técnica.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utili-
zando colunas com fase estacioniria quimicamente ligada (fase
reversa), além de separar parcialmente a maioria dos compostos
com um atomo de carbono, apresentou boa separacao dos compos-
tos com dois carbonos, a temperatura ambiente e sem serem cons-
tatados quaisquer indicios de decomposicao..

As respostas relativas dos compostos per-halogenados
estudados, em dois detectores de Cromatografia Gasosa (foto-
ionizacdo e ionizagdo de chama), possibilitaram a andlise qua-
litativa, pois os valores obtidos efam peculiares a cada com-
posto.

As respostas relativas em dois comprimentos de onda no
ultravioleta para a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

xvi



forneceram também importantes subsidios para a andlise qualita-
tiva.

A espectrometria de massa deu espectros caracteristicos
e a abundanc ia isotdpica dos fragmentos muito ajudou na con-
firmacdao est rutural.

A cromatografia preparativa possibilitou a coleta dos
componentes radiocativos separados, mesmo os com baixa ativida-
de, e os decaimentos das espécies puderam ser observados.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, por ter
maior capacidade de amostragem do que a Cromatografia Gasosa,
mostrou ser o© método ideal para o estudo de misturas de com—
postos radioativos com baixa atividade e em baixas concentra-
¢oes, como as produzidas nas irradiacdes com néutrons térmicos.

As aplicacgOes analiticas apresentadas neste trabalho
abriram varias perspectivas de pesquisa na area da fotoquimica

e da quimica das radiacbes de compostos per halogenados.
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ABSTRACT

This thesis deals with the development of analytical
methods for compounds with formula C, Cly Brp(x = 1 & 2),
either‘radioactive or not. Instrumental methods were esta-
blished, as well as experimental conditions, minimum detectable
quantities and the limitations of each process.

The separation and detection of CC#4, CC3Br, CC%3 Bry ,
CCeBr;, CBr, , C,C% , C2Brs, C;Cl:Br;, C2Cs . and C; Bry was
achieved through Gas Chromatography. However, there was
suspicion of decomposition of C,C%,Br, into the chromatographic
system and this imposes limitations to applications of this
technique.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) using
bonded phase columns (reversed phase); besides partially
separating the C-1 compounds, presented excellent separations
for the C-2 species at room temperature and without any
suspection of sample decomposition.

The different relative responses for the per-halogenated
compounds studied in two GC detectors (foto-ionization and
flame ionization) made possible the qualitative analysis, since
the obtained data were peculiar to each compound.

The relative response in two wavelengths in the
ultraviolet, for HPLC, also furnished important information

for qualitative analysis.
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Mass Spectrometry, which gave the characteristic spectra
and isotopic abundance information about the fragments
containing halogen atoms, helped in the structural confimations.

Preparative scale chromatography made possible the
collection of separated radioactive compounds, even those with
low levels of activity, and the decay could be followed, so
that quantitative measurements of the labelled species could be
made.

Analytical applications which were included in this
project suggest several new research directions in the areas
of photochemistry and radiation chemistry of per-halogenated

compounds.
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1. INTRODUCAO

1.1 PARA METODOS RADIOQUIMICOS

Esta seccao se propoe apresentar os
principios dos processos radioquimi-
cos.

1.1.1 Desenvolvimento da quimica das radiacdes

A Quimica das RadiacOes teve sua origem com a desco-
berta dos raios X por Rdentgen em 1895 e da radioatividade por
Becquerel em 1896. Pode ser definida como o estudo dos efei-
tos quimicos produzidos num sistema, pela absorcdo de radia-
gdo ionizante (1). Incluidos nesta definicao estdo os efei-
tos quimicos produzidos por radiagdes emitidas por niicleos
radioativos (particulas alfa, beta e gama), por particulas
carregadas de alta energia (elétrons, prdtons, déuterons,
etc.) e por radiacado eletromagnética de alta freqiiéncia
(raios X com comprimentos de onda menores que 250 A e ener-
gias maiores que 50eV). Uma reagao quimica pode também ser
iniciada por radiacao eletromagnética com comprimentos de
onda longos, na regiao do ultravioleta e visivel, apesar de
gue, neste caso, a ionizac¢ao n3o ocorre e a reacao se da via
estados eletronicos vibracionais e rotacionais excitados. As
reacoes destas espécies excitadas d3o origem ao campo da fo-

toquimica.



A principal diferencga entre a quimica das radiacdes e
a fotoquimica estd na energia da radiacdo que inicia a reacio.
Em fotogquimica, cada féton excita somente uma molécula e &
possivel ser produzido um dnico estado excitado, bem defini-
do.

O estudo da probabilidade de reacdo em funcdo da ener-
gia, para radiagdes monocromidticas no ultravioleta, é mais
simples do que para os outros métodos de ativacio, pois a
energia das espécies é conhecida. No entanto, o nimero de
espécies e a faixa de energia a qual as espécies sio produ-
zidas sao limitados pelo espectro de absorcio (2-4) .

| Os efeitos quimicos que acompanham as transformagoes
nucleares, como os efeitos originados por ativacdo nuclear ou
por decaimento radioativo apresentam um extenso campo de estu-
dos. Mas o que realmente expande este campo & a existéncia
de métodos convenientes para a ativacdo das espécies, sem
aquecimento dos reagentes. Isto possibilita a observacio de
reagdes de Aatomos com alta velocidade, com substincias ter-
mo-labeis.

Os neéutrons térmicos, usados para a ativacao das amos-
tras no presente trabalho, possuem energia da ordemde 0,025 ev
a temperatura ambiente. S&o capturados pelos niicleos dos
stomos de 7%Br e 8%Br, dandcg origem a isdtopos nuclearmente
excitados que decaem, transferindo sua energia através de
emissao de fotons ou de ionizagao das moléculas as guais es-
tdao ligados. Geralmente o nicleo, formado num estado excita-
do, volta ao estado fundamental através de emissido de um ou -

mais raios gama, e a reagcao pode ser escrita:

” Br(n,y)® Br



POR CANAL

CONTAGENS

As radiacOes gama s&do radiacgdes eletromagnéticas de
origem nuclear, com comprimentos de onda na regido de
3x10"° a3x10"" c¢m ou com energias de 40keV a 40MeV, respecti-
vamente.

Os raios gama emitidos por isdtopos radioativos sio
geralmente monoenergéticos ou podem ter um pequeno numero de
valores discretos da energia, como, por exemplo, o bromo-82,
que produz fotons gama com energias de 0,554 até 1,475 MeV

(Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Espectro do bromo-82, medido em escala de 2MeV. Equipamento:
Analisador multicanal Northern Econ II.



Os raios gama, geralmente, tendem a dissipar a maior
parte de sua energia através de uma dUnica interacdo com a
matéria (1) .

As radiagOes ionizantes podem produzir moléculas exci-
tadas (M*) direta ou indiretamente, pela neutralizacao dos

ions formados:
a - M-"\An-  MF
b - v~ MY+ e (ou (MY )* + e7)

C - Mt + @ » Mr* - M*

A absorcao de radiacdes no ultravioleta e no visivel

pode ser representada por:

M + hy - M*

onde, h € a constante de Planck e v a freqliéncia da radiacao.
Portanto,estes e outros processos podem gerar espécies exci-
tadas.

As interacgOes de particulas ou radiacdes eletromagné-
ticas com a matéria podem produzir alteracdes estruturais, e
este fato da origem ao fascinante campo da radidlise e fotd-

lise, respectivamente.

1.1.2 Efeitos quimicos nas transformagdoes nucleares

As reacgoOes nucleares liberam grandes quantidades de

energia, podendo produzir espécies muito energéticas, que,



quando reagem, podem formar varios produtos. Tais energias
sao geralmente muito maiores do que as energias empregadas
nas reacgdoes quimicas.

Os produtos das reacoOes nucleares s3o energeticamente
excitados em todos os niveis possiveis, translacionalmente
ou eletrdnicamente, e sdo de modo geral ionizados. Estes
estados excitados geram colisdes e causam danos ao sistema
onde a particula tem sua trajetéria. Pode haver um instan-
te tal, que a particula num estado excitado reage com uma
molécula do meio, como conseqiiéncia da colisdo, ficando qui-
micamente 1igada.

Os estudos dos efeitos quimicos nas transformacdes
nucleares foram iniciados por Szilard & Chalmers em 1934 (5) ’
e mostraram que atomos radioativos deixam a molécula-mie, como
conseqgiéncia de uma ativagdo nuclear, e passam para uma forma
tal que podem ser separados da forma inicial.

Posteriormente Amaldi et alii (6) concluiram que a
ruptura de ligacdes quimicas resulta da emissdo de fétons—-gama
na desexcitacao do nacleo.

InvestigacoOes de reacles entre halogénios ativados nu-
clearmente e haletos de alquila demostraramque o processo de
ativacao poderia também resultar na formacdo de ligacao car-
bono-halogénio (7).

Desde 1944, mais de 300 trabalhos foram publicados so-
bre os efeitos de transformacoes nucleares em sistemas orga-
nicos. Existem muitos artigos de reviséo sobre espécies ati-
vadas no estado gasoso e em sistemas orginicos condensados,
como os feitos por Willard (8-11), Wolfgang (12,13), Maddock
& Wolfgang (14), Filatov (15,16), Campbell (17), Wolf (18)e
Urch (19,20).



ReacOes no estado sdlido foram examinadas por Walton
(21) , Muller (22) e Harbottle (23).

Varias teorias e modelos foram apresentados como ten-
tativa de explicar os mecanismos de reacdes com halogénios,
como o modelo da "Bola de Bilhar" de Libby e outros modelos
(25-29).

Libby (24), baseando-se no fato de que halogénios pro-
duzidos por processos nucleares poderiam ser usados no estudo
de reagoes quimicas de espécies com alta energia cinética,
aplicouw © termo "Quimica dos Atomos Quentes" a este campb de
estudos.

A energia de recuo de atomos de halogénio, gerada num
processo (Ilg), varia de dezenas até a centenas de eV. Alguns
atomos podem reagir quimicamente com moléculas do meio em que
se encontram, na primeira colisdo. O estado quimico dos dto-
mos de recuo, os quais sofreram reacdo nuclear, é de grande
importancia.

Depois de uma reacdo (n,7), alguns atomos podem perma-
necer num estado metaestavel, o qual depois de um processo de
conversao interna os torna carregados. O aumento de carga se
da depois que o dtomo deixa a molécula-mie. A maior parte da
energia de excitagéo do nacleo, depois da reagéo nuclear, é
dissipada através de emissdo de fotons-gama com energias de
1 até 3 MeV. O restante da energia € dissipada em transicdes
de baixa energia, acompanhadas de conversio interna (30) .

A energia de recuo de um atomo quente, como conseqiién-
cia de emissdo de féton-gama de alta energia, é transferida
ao étoﬁo que se desprende da molécula-mae e se torna quimi-

camente estabilizado. Isto se dd numa distdncia de alguns



didmetros moleculares do local de ativacao, em menos de 10~ 1
segundos, depois da captura do néutron. As meias-vidas das
transigOes com baixas enerxrgias, como a emissio de elétrons
de conversao produzidos pelo processo Auger, situam-se na
faixa de 107" a 107° segundos. Por isso, o aumento de car-
ga deve ocorrer muito depois que o atomo quente & conduzido
a um estado termal, no qual permanece por tempo suficiente,
quimicamente estabilizado (31). Isto implica que estados nu-
cleares metaestaveis em dtomos quentes venham ter vidas su-
ficientemen te longas, de modo que nido possa ocorrer ativacao
nuclear por conversao interna e radiacdo Auger, até que o
dtomo perca sua energia inicial de recuo. Se uma carga +2
(ou mais) €& adquirida enquanto o dtomo estd ligado guimica-
mente, ela € capaz de produzir a desintegracao da molécula
por forgas CoulOmbicas, mesmo na auséncia de energia de re-
cuo (32,33) .

A guimica de dtomos quentes deve entio prever a dupla
possibilidade de introdugdao de atomos radioativos numa molé—
cula. A primeira, como resultado dq recuo, devido a fo-
tons-gama de alta energia, e a segunda, como resultado de
conversao eletrdnica e captura eletrdnica devido a fotons-ga-
ma de baixa energia e a posterior formacio de carga no atomo.

Os produtos das transformacdes nucleares tém geral-
mente grandezenergia cinetica, carga elétrica ou ambos. O
atomo de recuo se torna radioativo pelo mesmo processo que
lhe confere alta energia. Como consegiiéncia, & possivel dis-
tingui-lo de outro no sistema e estudar o seu comportamento
quimico em funcdo de parimetros fisicos. O trabalho de

Szilard & Chalmers em 1934 (5), estudando a reacéo nuclear
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1271 (n,v) 1281, deu inicio ao uso de processos nucleares para
tais estudos e foi posteriormente expandido para proces-

SOSs (7,11), (n,2n), (d,p)’ (T.I), etc.

1.1.3 Efeitos fisicos nas transformacgdes nucleares

A captura de um néutron térmico por um nilicleo produz
geralmente uma espécie nuclear com energia de excitacdo da
ordem de 5 a 10 MeV (34). |

O néutron incidente, que possui baixa energia ciné-
tica, inicialmente nao exerce efeito no estado quimico do
atomo cujo nicleo o absorveu. Todavia, a maior parte da
energia de excitacdo é rapidamente dissipada através da emis-
sdo de um ou mais fétons-gama (6,35).

Pela Lei da Conservagé.o do Momento, cada gama emitido
produz um impulso ao nicleo emissor, o qual recua com uma
energia Er. Esta energia varia de zero até o maximo de
(537 Ex*/M) , onde Er é a energia do raio gama emitido ou a
energia de ligag¢ao do néutron, em MeV, e M €& a massa atdmica
do atomo ativado, em unidades de massa atdmica (36).

Quando um nicleo de *I captura um néutron, a energia
de ligacao de 6,8 MeV liberada na forma de um dnico féton-ga-
ma da ao nicleo de **I cerca de 182 eV de energia translacio-
nal (37). Para espécies de bromo produzidos da mesma forma
os valores sao semelhantes (31).

No entanto, muitos fotons-gama sdo emitidos de modo
aleatdrio, em todas as direcgoes, quase que simultdneamente

(38,39). Isto implica em cancelamento de momento de recuo do
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nicleo e da origem a um espectro de energias de recuo, varian-
do de zero (cancelamento total) até o maximo, na emissdo de
um dnico £fOton. A distribuicdo provavel da energia de recuo
obtida por wum atomo, como resultado de processos nucleares,
tem sido di scutida (39-42).

Cobb le & Boyd (42) mostraram que nao ha evidéncia de
acentuada correlagao angular na emissdo de raios gama por
isOtopos de bromo.

Assim, o cancelamento de momentos ndo reduziria signi-
ficativamen te a probabilidade de ruptura de ligacdes quimicas
(43,44).

Como resultado de uma ativagdo nuclear, um nuclideo
pode passar para um estado nuclear metaestavel. No decai-
mento deste estado para o estado fundamental (T.I.) o atomo
se torna ativado novamente, adquirindo carga elétrica (posi-
‘tiva) e enexgia de excitacao eletrdnica como resultado de con-
versdo interna, captura de néutron, emissdo de raios gama e
de elétrons Auger (45).

0s dois processos, (n,yY) e Transigdao Isométrica (T.I.),
apesar de terem mecanismos diferentes, transferem energia
cinética para os atomos-produto. Porém o processo (n,y) &
dependente do composto original, pois nele um atomo obtém
energia cinétiga devido ao recuo, com a emissido de raios gama
pelo nicleo excitado.

Atomos de halogénio, ativados pelo processo (n,Y), sio
formados com altas energias, geralmente excedendo as energias
necessarias para a reacdo quimica.

Um &tomo pode obter neutralizacdo parcial por um pro-

cesso de transferéncia de carga, atraindo elétrons de outros
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dtomos na molécula. Isto traz como conseqiéncia a formacdo
de carga positiva em alguns ou até em todos os dtomos, que se
repelem com forcas consideraveis. A distribuicdo de energia,
resultante de tais forcas Couldmbicas, depende da distribui-
cao de carga dos ions produzidos pela Cascata Auger, da dis-
tincia que separa os dtomos na molécula e das massas relati-
vas dos atomos (46).

A Transicao Isomérica ®'Br™(T.I)*Br8 & conhecida por
produzir °°Br# com elevada carga positiva, como consegiiéncia
de conversao interna e emissdo eletrdnica Auger (46). Os ions
®°Br& formados na T.I. nio recebem quantidade significante de
energia de recuo, como conseqiiéncia da emissio de raios gama
de baixa energia ou elétrons Auger, mas eles podem ser ejeta-
dos da molécula-mae com aprecidvel energia cinética, devido
a repulsdo Couldmbica, se uma distribuicdo de carga na molé-
cula ocorrex antes da dissociacdo resultante da perda de elée-
trons de ligacao (47-49). Portanto, a reacido de qualquer dos
dois is6topos naturais do bromo com néutrons térmicos pode
produzir nGcleos metaestaveis, os quais decaem por transicao
isomérica (T.I.) e emissio de raios X (conversio interna).

No esquema da Figura 1.2 tem-se as formas de decai-—
mento do bromo, com os valores das energias dos raios gama
emitidos e oOs tempos de meia-vida das transicdes.

Nos Ultimos anos indmeros pesquisadores tem estudado
as reagdOes nucleares envolvendo compostos de bromo. Talvez
seja pela facilidade de serem irradiados com néutrons térmi-
cos, e pelo desafio de serem elucidados os complicados meca-
nismos das reacOes, cujos resultados apresentados sio muitas

vezes conflitantes. Isto & devido a recente descoberta da
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transi¢do i somérica do *?Br™ que era desconhecida até 1965
(50,51) e também pelas limitagdes analiticas, pois muitos
compostos s ao termo-labeis ou produzem reacdes de troca nas
colunas cromatograficas (52).

Pens ava-se que a quimica do %Br resultante de ativa-
¢do nuclear fosse somente do tipo recuo (n,Y). A presenca
de um estado transitdrio, com meia-vida da ordem de nanose-
gundo, també€ém complicou a compreensdo das reacdes do %BrRm
(t1/2= 4,4 h) iniciada por transicdo isomérica.

Carl son & White (53) afirmaram que se um atomo A 4numa
molécula RA passa por uma transicdo isomérica, a maior parte
da energia € liberada em forma de Raios X e convertida inter-
namente.

A emissao de elé&trons Auger faz com que A se torne
altamente carregado, e se estiver ligado a R a carga se
distribui por toda a molécula, causando a sua decomposicao
imediata (54). Os fragmentos carregados se repelem e ad-
quirem alta energia translacional, na ordem de 10 a 100
eV (55).

Para distinguir as reacdes quimicas devido ao re-
cuo de atomos de bromo gerados pelo processo (n,v), das in-
duzidas por transicao isomérica, é necessdrio estudar os ato-
mos de °°Br & que sdo produzidos diretamente do ’%Br. Isto
exige irradiacOes intensas e andlises rapidas. Todavia um
método experimental mais facil seria medir a atividade do
®Br™ depois que todo o °°Br8 inicial tivesse decaido, porém
os resultados poderiam complicar-se deviao ao aparecimento

de ®°Br® oriundo do decaimento do ®°Br® (56).
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Milman e colaboradores (57, 58) estudaram os efeitos da
irradiagao de bromoetano com néutrons térmicos, para elucidar
as diferengas quimicas entre %Br® (assumindo ser simplesmente
espécies de recub) e ®Br& (assumindo ser ativada por conversao
interna oriunda de transigao isomérica). Experimentalmente os
seus resultados confirmaram os de Gilroy, Miller e Shaw (59),
onde o %Br8 teve maior facilidade de substituicao de H, enquan-
to que o ¥Br® favoreceu o ataque a ligagdes C-C e C-Br.

Mia, Shaw (60) e Cole (61) discutiram de modo detalhado
as provaveis reacgSes de ¥Br® e ®Brg em iodeto de etila, e mos-
traram variagdes de rendimento de produtos marcados com a adigdo
de bromo.

Collins (62), estudando solugoes de bromo em tetraclore-
to de carbono, notou um decréscimo do rendimento de bromotriclo-
rometano, com o aumento da concentragéo de bromo. Por outro la-
do, observou um aumento rapido do rendimento do dibromodicloro-
metano. O rendimento organico total, no entanto, cresceu com a
concentragao de bromo, confirmando os resultados de Mia, Shaw e
Cole.

Collins, Robinson e Collins (63) concluiram que nao ha-
via brometp organico proveniente unicamente de eventos de recuo,
quando estudaram reagdes envolvendo solugdes de bromo-tetraclo-
reto de carbono. Assim, a auséncia de ligagdes C-Br poderia
significar que as Gnicas reagdes quentes com rendimentos signi-
ficativos eram as de formacao de moléculas do tipo Br-Cf. Isto
porém nao se aplica necessariamente a sistemas com outros sol-
ventes.

Merrigan, Ellgren e Rack (64) concluiram que a irradia-

¢ao com néutrons térmicos gerava espécies de recuo de ¥®Brm e
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®¥Brm e que aparentemente nao havia diferenca no comportamento
quimico dessas espécies. Os produtos marcados com *Br® eram de-
tectados diretamente, enquanto que as moléculas marcadas com
¥prm se decompunham quando ocorria a transicdo isomérica. A
conversao interna dos raios X e os processos Auger, posterior-
mente, conduziam & formagao de muitos fragmentos carregados.

No entanto, apesar de terem sido encontradas variagSes
nos rendimentos dos produtos marcados, a distribuicao dos pro-
dutos era semelhante para o ¥*Brm e ®Brg., 1Isto fez com que
Kazanjian & Libby (65) concluissem que a formagao dos produtos
era devida a 3tomos quentes, se a particula original fosse pro-
duzida por processos (n,7v) ou T.I.

Merrigan, Nicholas, Rack (66) e Geissler & Willard (67)
enfatizaram a importancia da formagao de espécies carregadas,
como resultado de conversao interna de raios X. Suas idéias di-
vergiram quando envolviam a conversao de raios X.

Kazanjian & Libby sugeriram a COmpleta formacao de
OBr®(T.I.) ®Br8 e a neutralizacao das espécies durante a dis-
sipacao da energia de recuo, antes de combinarem quimicamente (65).

Geissler & Willard (67) concluiram que alguma excitacao
nucleafrresidual poderia permanecer na espécie de recuo depois
que ela formasse um composto quimico. A emissao posterior de
raios X devida & conversao interna conduziria & formacao de car-
ga e conseqﬁentemente a fragmentagao. 1Isto nao- aconteceria em
espécies nucleares diferentes, pois estas teriam graus de exci-
tagao e estrutura nuclear peculiares. Os produtos quimicos
marcados, que fossem observados no final, teriam a sua formagao
dependente de reacgoes em regides localizadas na estrutura. Os

rendimentos finais dos produtos mostraram diferencas devido &s
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diferentes energias de decaimento de ¥BrM e ®Brnh, pois é sabi-
do que a radiagao gama pode aumentar os rendimentos organicos (68).

Nb entanto, Fonseca e colaboradores (69), comparando efei-
tos (n,7), (T.I.) e efeitos de radiblise, concluiram que a auto-
radidlise nao pode explicar as relagoes entre os rendimentos dos
produtos que sao observados nas reacdes de recuo do bromo.

Na fase liquida, uma comparagao de rendimentos entre as
transigoes isoméricas %Br®m(T.I.) ®Brg e ®Brm(T.I.) ®Brg em CCI4
nao mostrou diferenca (70). Por outro lado, estudos mais deta-
lhados em fase gasosa mostraram rendimentos mais altos para o
processo envolvendo o ®Brm, Isto se deve, provavélmente, ao
decaimento do ®Br®, em dois estigios, com estado intermediirio
de meia-vida da ordem de nanosegundo. O primeiro estagio forma-
ria uma grande variedade de moléculas e o segundo, com decaimen-
to por conversao interna, causaria fragmentacdo (70).

Quando o atomo ou radical ligado ao ®Br® & H ou alquila
e ao ®Br®™ & bromo, proveniente de Br- ®Br™®, as energias de re-
cuo sao provavelmente diferentes (72).

Como podemos notar, a quimica do bromo "quente" & muito
complexa e pouco conhecida, existindo muitos mecanismos inexpli-
cados ou que nao estao em concordiancia (63, 73-75).

Futuramente, com o desenvolvimento de novos métodos ana-
liticos, muito hd de ser feito para a compreensio desse impor-

tante ramo da Quimica dos Atomos Quentes.
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1.2 PARA METODOS CROMATOGRAFICOS
Egta segao se propae apresentaz os prin—
cipios dos processos cromatograficos.

Depois de transferir a maior parte do excesso de energia
e carga elétrxrica para o meio, os &tomos quentes obtém um estado
estivel numa grande variedade de formas gquimicas.

As informagoes qualitativas e quantitativas sobre essas
espécies quimicas sao as mais importantes fontes de dados para
a interpretagdo da quimica e dos mecanismos das reagoes que as
originaram.

Os métodos radioquimicos de andlise, depois de irradiacgao
ou desintegracao de um niicleo excitado, sao de fundamental im-
portadncia devido & sua extrema sensibilidade na detecgao das es-
pécies radiomarcadas.

Na fotdlise de compostos halogenados, principalmente de
bromo, varios prddutos também sao formados, geralmente em guan-
tidades muito pequenas, requerendo para isso um sensivel siste-
ma de detecgao das espécies nao radioativas.

A cromatografia gasosa tem mostrado ser uma excelente
opgdo para as investigagoes dos produtos gerados na radidlise,
na fotdlise e na quimica dos atomos quentes de compostos halo-
genados (62, 76-89). Essa técnica permite simultaneamente a
separacao, a purificacao em alguns casos e a identificagao de
quantidades extremamente pequenas de espécies quimicas nos esta-
dos s6l1lido, liquido, desde que vaporizavel, e gasoso.

Evans & Willard (84), em 1956, separaram e detectaram
guantidades na ordem de 10" g de CH; ®Br de uma mistura de pro-
dutos obtidos na irradiacao de brometo de propila.

Além da sensibilidade, a cromatografia gasosa possibilita
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anidlises rapidas, o que é um fator muito importante para o es-
tudo de isétopos de meia-vida curta, como os de bromo.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ainda nao foi
usada nesse campo de aplicacgoes, mas devera complementar futura-
mente muitas informagoes obtidas por cromatografia gasosa. Isto
é devido 3@ grande eficiéncia dast colunas, 3 sensibilidade dos
detectores, & capacidade de operagao em temperatura ambiente e
d capacidade de injeg'é:) de guantidades maiores de amostras ra-

diocativas, em escala preparativa, para maior sensibilidade na

contagem das particulas emitidas.

1.2.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa foi introduzida em 1952 por James
& Martin, quando publicaram o seu trabalho classico descrevendo
a particao l1iquido-gas na separagao de acidos alifaticos (90).

A potencialidade do método se tornou aparente aos quimi-
cos quase que imediatamente, e intensas pesquisas se delinearam
em muitas dreas da ciéncia. No entanto, somente quatro anos de-
pois dos trabalhos pioneiros de 1952 € que seu uso em radioqui-
mica foi reconhecido (84).

A cromatografia pode ser definida como um método fisico
de separacao no qual os componentes a serem separados sao dis-
tribuidos entre duas fases, uma das quais & estacionaria e de
grande area, e a outra um fluido que percola através da primei-
ra (91-92).

A cromatografia gasosa emprega como fase mdvel um gas qui-
micamente inerte em relacdo i fase estacioniria e em relacao aos

constituintes da amostra. Divide-se em duas principais categorias:
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1.2.1.1 Cromatografia gas—solido

A fase estaciondria & um sdlido de grande superficie,
como carvoes ativos, com areas de 600 a 3.000 m? /g, silica-gel,
com &reas que podem chegar a mais de 500 m?/g, polimeros porosos
do tipo estireno-divinilbenzeno interligados (Porapak), etc.

O principio de separagdo & baseado nas propriedades de

adsorcao da fase estacioniria,

1.2.1.2 Cromatografia gas—1liquido

A fase estaciondria & um liquido muito pouco voldtil, dis-
tribuido sobre a superficie de um suporte sdlido inerte.‘ O prin-
cipio da separagao & baseado na particdo da amostra entre a fase
movel e a fase estacionaria.

A cromatografia gas—1liquido € a mais usada em CG, gracas
ao grande nimero de fases estacionarias disponiveis comercial-
mente, abrangendo a maioria das aplicagoes.

Na Figura 1.3 tem-se um diagrama dos métodos cromatogri-
ficos, inclusive daqueles desenvolvidos recentemente, e na Figu-

ra 1.4 tem—-se um esquema de um cromatdgrafo gasoso.

CROMAT(:GRAFIA

L L]
CROMATOGRAFIA GASOSA (C6) . CROMATOGRAFIA Liquipa (C1)
] R .

1. L F 1
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CGS cel ) l | | ] -' [ ]
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" CLS CLL [ o CE cCoD cP

Figura 1.3 - Diagrama dos métodos cromatograficos.
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Figura 1.4 - Esquema de um cromatografo gasoso.
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Quando uma amostra contendo uma mistura de componentes

€ injetada no sistema, as moléculas do gis de arraste levam os

componentes através da coluna. As moléculas tendem a se di-

fundir na pelicula liquida da fase estaciondria, e este pro-

cesso & denominado partic3o (93).

Quando uma fase liguida com propriedades adequadas e

uma coluna com comprimento suficiente sdo usadas, o processo

de particao entre as fases gasosa e liguida resulta numa si-

tuacdo tal que cada componente da amostra é eluido numa mis-

tura binaria com o gas de arraste (Figura 1.5.).

~ v
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. LIS
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PARTI _ . COLUNA
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<
e Lt a Al

MOLEGUL A DA
AMOSTRA POROsS
“:.©  PARTICULA DO

- __SUPORTE SOLIDO

PARTICULA LIQUIDA DA
FASE ESTACIONARIA

ST~ GAS DE ARRASTE
-7* (FAse mOvEL)

Figura 1.5 - Representacao esquemitica de uma coluna cromatografica.
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Em cromatografia g&s-s6lido, ndo se tem uma pelicula
liquida, e o processo de retardamento seletivo dos componen-—
tes da amostra se da unicamente devido a adsorcdo seletiva.

O tempo que um componente da amostra é retardado pela

fase estacionaria, € denominado tempo de retencdo ajustado

ou t'R (94) (Figura 1.6).
—— R~ 4
! le t ;
0 } e .‘
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,"-——*-‘fR ——— !
ro !
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Figura 1.6 — Cromatograma tipico

O tempo de passagem
te ou de um componente ndo
presentado por tg .

0 tempo de retencao

— )
tr = to+ tgr

atravées da coluna, do gas de arras-

retido pela fase estaciondria, & re-

€ entdo igual a:
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A relacdo entre t', e tp & denominada fator de capa-

cidade k , isto é:

)
ty /to =k

Muitas vezes, principalmente em cromatografia liquida,
o fator k aparece designadorpor k'.

A teoria original da cromatografia gasosa (90) visua-
lizava a coluna como sendo constituida de pequenos segmentos,
nos quais erxra estabelecido um equilibro entre as duas fases,
caracterizado pela relagao entre as concentracdes do soluto.

Na realidade, devido a natureza dinamica da cromato-
grafia, tal equilibrio n3o pode ser estabelecido em qualquer
parte da coluna, e a inexisténcia deste é a maior causa do
alargamento dos picos. Todavia, a posicio do ponto maximo do
pico é relacionada com o equilibrio, o qual seria completo
se o fluxo cessasse. Este equilibrio pode ser caracterizado
pela constante de equilibrio, que & denominada coeficiente
de particao, K. Por definicdo, é a relacdo entre a concen-
tracao do componente X na fase liquida e a concentracao des-
te componente na fase gasosa. O coeficiente de particdo é
um parémetro fundamental para um determinado componente e de-
pende somente da fase estaciondria e da temperatura. Assim,
se forem preparadas varias colunas com dimensdes diferentes e
com a mesma fase estaciondria, 3 mesma temperatura e com a
mesma amostra, o coeficiente de partigao seria idéntico para
todas as colunas.

O coeficiente de particdo pode ser relacionado com o
fator de capacidade como:

K = kB, onde 8 & denominado razdo de fases, pois & a relagdo
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entre os volumes das fases gasosas e ligquidas no interior da
coluna. O valor de k pode também ser expresso como sendo a
relagao entre a massa do componente X na fase liquida wy) e

a massa deste componente na fase gasosa (wg) , isto e:

k = @ /oy

Tanto a razao de fases, como o fator de capacidade,
sdo caracteristicas de uma coluna cromatografica. Toda\}ia,
© seu produto (K) é independente da coluna, isto &, compa-
rando-se duas colunas, se B for maior numa das colunas, o
valor de k deve ser menor e vice-versa.

Na pratica, o valor de k é o que realmente deve ser
conhecido, pois para se consegqguir uma determinada separacao,
© que importa, entre outros fatores, é a posicdo relativa
dos picos, que €& expressa em termos de k. Em geral, quanto
menor o valor de k, mais dificil sera de se conseguir uma
separacdao. No entanto, a quantidade de amostra gue pode ser
injetada numa coluna, sem sobrecarrega-la, depende da quan-
tidade de fase estaciondria liquida que, por sua vez, depen-
de da relacao de fases B . Uma maior quantidade de fase
ligquida implica em menor valor de B e maior k, porém um gran-
de volume de fase liquida pode resultar numa pelicula muito
espessa o que é indesejavel no processo de particdo (94).

A relacao entre os fatores de capacidade possibilita
o cancelamento de muitos parametros inerentes 3 coluna, sen-

do por isso freqlientemente usada.

= _ t'R2
Kz/Kl = k2 /ky Tt R - (VR = Vo) /(Vg - V), = a
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Onde @ & denominado fator de separacdo ou retencdo relativa
e € um importante pardmetro cromatogrifico. Para uma determi-
nada fase 1Iiquida e temperatura, o valor de a é idéntico para
varias colunas, e independente do seu tipo ou dimensio.

Por analogia com outros processos de distribuicdo, a
eficiéncia de uma coluna cromatogrifica é medida em termos do
namero de pratos tedricos n (95). O valor de n é obtido dire-
tamente do cromatograma, por uma relacdo derivada da teoria

da probabil idade (96,97):

n = (tg/0)* = 16 (tp/t,)>

onde ¢ &€ o desvio padrio. O valor de n é aproximadamente
constante para picos prdoximos no cromatograma, desde que as
condigOes amnaliticas sejam constantes, isto &, para uma de-
terminada coluna, fase mowvel, fluxo e temperatura. Obviamen-
te, n depende do comprimento da coluna, e para se expressar
a eficiéncia de uma coluna, independentemente do comprimento,

criou-se o termo "altura equivalente a um prato tedrico", H:

H = L/n,onde L & o comprimento da coluna.

Portanto H é uma medida da eficiéncia da coluna, isto
é; a capacidade relativa de uma coluna dar origem a picos
delgados (com pequenos ty) e bem separados, e depende da po-
sicdo do pico ou mais especificamente do fator de capacidade,

k, do componente.
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As wvezes €& interessante expressar a eficiéncia de uma
coluna em fun¢dao do numero efetivo de pratos tedricos, Ngf,

que €& calculado considerando-se o tempo de retencdo ajustado.

neg = 16(ty / t,)" =5,54 (£1/t,p)”

onde tyy € a largura do pico a meia altura.
O nimero efetivo de pratos tedricos depende, entre ou-
tros fatores, do valor de k e pode ser representado em funcio

deste fator:

nef = n (k/(k + 1))°

O objetivo de gqualquer processo cromatografico & obter
uma separac¢ao adequada dos componentes de uma amostra, no me-
nor tempo possivel. Para se conseguir esse objetivo, deve-se
procurar uma maneira qualitativa de avaliar os diversos pa-
rametros cromatograficos. Isto pode ser feito através da ma-
ximizacao da resolucio, Rs. A resolugao pode ser definida
como sendo a relacdao entre a distadncia de dois picos e a mé-

dia de suas larguras (95):

(tRZ = tgy)
112 (twl + tw2)

Para um valor de Rs=1, a resolugdo & razodvel, pois
somente 2% de um pico sobrepdem o outro. Valores maiores de
Rs implicam em melhor separa¢do. Esta equacio di uma nocio
qualitativa da separacao, porém ndo pode ser usada para a

otimizacao ou controle da separacdo. Para isto, & necessario
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saber como Rs varia com parametros experimentais, tais como:
tipo de coluna, temperatura de anadlise, coeficiente de parti-
¢do e grau em que os picos sdo separados.

Foi = desenvolvida uma equagao para a resolucdo conten-
do varios fatores diretamente relacionados com variiveis ex-—

perimentais e que podem ser obtidos de um cromatograma (92).

Rs = (1/4)(e¢ - 1) vV n (k'/1 + k')

Como a medida da resolugao é geralmente feita parva dois
picos proximos, o valor de k deve ser o valor médio dos fa-
tores de capacidade, representado na equagdo por k'.

E desejavel maximizar n (ou minimizar H), através do
ajuste dos parametros cromatogréficds, para se consegulr uma
desejada resolucao Rs. Para isto, & importants considerar
inicialmente a simetria dos picos, pois picos . anétricos in-
dicam que a coluna e o equipamento funcionam adequadamente,
em relacdao a separacdo. Picos assimétricos podem indicar a
existéncia de fatores relacionados com a coluna ou extra-co-

luna, que aumentam tp ou ty (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 -~ Fatores extra-coluna que influem em n.
FATORES tr ty
Volume excessivo no modulo de injecao + ++
Volume excessivo de amostra injetada + ++
Vaporizacao lenta da amostra ++ +++
Volume excessivo do detector + +++
Resposta lenta do detector + ++

Volume excessivo nas conexoes da coluna + ++
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Exis tem dois tipos de assimetria: assimetria anterior
(primeira metade do pico) e assimetria posterior (segunda me-
tade do pico).

A assimetria anterior é observada em amostras com pres-
soes de vapor muito baixas,que condensam no médulo de injecao
ou na parte anterior da coluna. Geralmente possuem tempos de
retencao muito longos.

A assimetria posterior, denominada cauda, & geralmente
produzida por adsorcao do componente na superficie do suporte
da fase estacionaria ou nas paredes do tubo da coluna. Pode
também ser originada pelo efeito de mistura nas regides ex-
ternas a8 coluna, denominadas "volume morto" do sistema. Nos
equipamentos modernos o volume morto € minimizado ao ponto
de ndo influir na resolugdo. Muitas vezes os operadores in-
troduzem volume morto, através de conexdes imprdprias na
coluna.

O uso de colunas de vidro sinalizado, para a elimina-
¢do dos pontos ativos na superficie, reduz a zero os efeitos
de adsorcao.

Estes efeitos foram bastante estudados por Van Deemter
e colaboradores (98) e Jones (99) ha gquase duas décadas.

Trés fatores podem contribuir para o alargamento dos
picos:

- efeito de caminhos miltiplos (A);

- difusio molecular (B) ;

resisténcia a transferéncia de massa (C).
Baseando-se nestes fatores, uma equacao foi desenvol-

vida (98), cuja forma simplificada é:

H=2A+ B/u + Cu
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onde p & a velocidade linear do gias de arraste e & dado pela
relacdo entxe o comprimento da coluna e o tempo de residéncia
de uma substancia ndo retida (tg).

Pode—se observar que esta € uma equacdo com trés ter-
mos gue se somam. Cada um exerce a sua contribuig¢ao na sepa-
racao.

Uma expansdao desta equacdo mostra com mais detalhes
a dependéncia de H em funcdo de varios parametros, tais como
diametro das particulas do suporte sélido, coeficiente de
difusao da amostra no gas de arraste, irregularidades no em-—
pacotamento, espessura da pelicula de fase estacionaria e
outros. (98-100)

Como pode ser visto na Figura 1.7, hd um valor ideal,
para a velocidade linear do gas de arraste. Na pratica, mui-
tas vezes & conveniente perder um pouco na resolucdo e ganhar
no tempo de analise, operando-se o sistema com uma vazio um

pouco maior que a ideal.

/
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S -~ de massa:-C- . .

s

' }efeiro dos caminhos mﬁlriplos‘

M ideal velocidade I'mear-/.c

Figura 1.7 - Variagao da eficiencia de uma coluna com avazao da fase movel.
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O primeiro termo da equagao, termo A, traduz os diver-

sos caminhos possiveis que uma determinada molécula pode per-
correr no interior da coluna, acarretando tempos de residén-
cia diferentes para uma mesma substancia, colaborando para o

alargamento dos picos. Este efeito & influenciado pelo tama-
nho das particulas que constituem o empacotamento, pela sua

forma, pelo modo como é feito o empacotamento e pelo didmetro

da coluna. (Figura 1.8)
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Figura 1.8 - Efeito dos caminhos multiplos.

O uso de particulas de pequenos didmetrosé uma forma
de minimizar A. No entanto pequenos diametros conduzem a
grande perda de carga na coluna e a empacotamentos ndo uni-
formes (101), implicando em limitacdo quanto ao diametro das
particulas.

0 segundo termo; g;-é proporcional ao coeficiente de
difusao de amostra no gas de arraste. O valor deste coefi-
ciente pode ser reduzido, aumentando-se a densidade do gas,
quer pelo aumento do peso molecular ou pelo aumento da pres-
sdao. No entanto, exigéncias do equipamento, facilidade de
adquirirgases no mercado nacional, custo, etc. limitam a es-

colha a poucos gases.
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0 tex-ceiro termo, C, representa o alargamento de picos,
resultante da resisténcia ao transporte de massa na fase 1i-
quida. Observando-se o grafico da Figura 2.5, pode-se notar
que o termo C varia linearmente com a velocidade do gas de
arraste, comatribuindo com uma constante no valor de H. Para
velocidades muito grandes, o térmo C, devido a resisténcia ao
transporte de massa, predomina, como & de se esperar.

Para obter as condicboes de otimizacdo, diferencia-
se a equagao obtendo-se o minimo da funcao:

dH __B L c=0eu= 5Oy "

au M

Substituindo-se na equacdo geral:

Hpip, = A + 2C (B/C) =A + 2 (BC)

Nota—se entdo, pelo valor Hyi, = A+2(BC)? , que a
eficiencia depende fundamentalmente do termo A, que & funcao
do diametro das particulas e da homogeneidade do empacota-

mento.

1.2.1.4 Colunas para cromatografia gasosa

A coluna é um dos componentes mais importantes de um
cromatografo, pois ela € a responsdvel pela separacdo das
substancias constituintes da amostra.

As colunas cromatograficas podem ser de dois tipos:
capilares e empacotadas. Trataremos apenas de colunas empa-

cotadas, ou de recheio, que sao constituidas de um tubo me-
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talico, de wvidro ou de plastico, preenchido com a fase esta-
cionaria, onde sera promovida a separacio.

As colunas analiticas tém geralmente diametros de 2 a
5 mm e comprimentos de 1 a 10 metros. As preparativas tém
diametros internos de 5mm a 10cm e até 10 metros de compri-
mento.

Para cromatografia gas-sdlido, varias substancias tem
sido usadas para adsorver seletivamente os componentes de uma
amostra. Materiais do tipo carvdo grafitizado, comercializa-
dos como Caxbopack (102), sdao bastante usados atualmente. Ou-
tros materiais muito comuns sao os polimeros porosos, alumina,
silica gel e peneira molecular, sendo que este Gltimo separa
por exclusao.

Quando estes materiais sao impregnados com determinadas
substdncias, denominadas "modificadores de superficie", a sua
capacidade de separacac pode se tornar maior que a do mate-
rial original (103-105).

Uma excelente comparagéoVentre os desempenhos debdi-
versos materiais usados em cromatografia gas-sélido foi apre-
sentado por Vidal-Majar e colaboradores (106), estudando a
retencao de clorofluorocalcanos.

Na cromatografia gas-liquido, o sucesso de uma separa-
cao depende da escolha da fase liquida que recobre o suporte
solido.

Devem-se considerar os seguintes fatores na selecdo de
uma fase estacionaria liquida:

- forcas de interacao soluto-solvente, isto &, proprie-
dades das solucoOes, tais como: polaridade, interacdes quimicas,

pontes de hidrogénio e outras forcas de coesio;
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- limitacdo de temperatura, pois a fase liquida deve
ter baixa volatilidade (pressao de vapor menor de 0,1mm Hg na
temperatura de operacgdo), e ser estavel quimicamente nas tem-
peraturas de analise;

- possibilidade de reacOes irreversiveis na coluna,
pois deve ser compativel gquimicamente com os componentes da
amostra, inclusive com eventuais impurezas injetadas.

Existem constaﬁtes cromatograficas que podem ser de
‘grande auxilio na escolha de uma fase liguida. S30 as cons-
tantes de Rohrschneider (107) e McReynolds (108). O sistema
da escolha € baseado no uso de indices de retencao, descrito
detalhadamente por Kovats (109). O indice de retencio I in-
dica a posicao de um composto no cromatograma, em relacdo a
hidrocarbonetos saturados de cadeia linear (n-parafinas).

Por defini¢do, I para o hexano vale 600, para o nonano vale
900 e para CpH2pn42 vale 100 n, para qualquer coluna ou condi-
cao experimental.

0 indice de retencdo para um determinado composto po-
de ser obtido em uma coluna apolar e em uma coluna polar, e

sua diferenca pode ser calculada

AL = Ipolar ~ Iapolar

Esta diferenca (AI ) é proporcional a polaridade da
coluna.

Rohrschneider (107) concluiu que a polaridade de uma
coluna varia também com a substancia a ser analisada. Para
isto, determinou os valores de AI para benzeno, etanol, meti-
letilcetona, nitrometano e piridina e usou esqualano como

fase estacionaria apolar.
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Para se caracterizar um grupo de fases liquidas & ne-
cessario somente determinar os indices de retencdo para os re-
feridos compostos numa coluna de esqualano e depois nas colu-
nas a serem caracterizadas. Todas as determinacoes devem ser
feitas em idénticas condigdes experimentais e usados 20% de
fase liquida em Chromosorb WAW 80/100 mesh.

As constantes de McReynolds, obtidas de modo similar
as de Rohrschneider, sd3o as mais usadas nas avaliacdes de
fases estacionarias, e sdo apresentadas pelos fabricante‘s e
distribuidoxes (110-111).

McReynolds classificou mais de 400 compostos em 77 fa-
ses liquidas diferentes (108,112). Os valores obtidos sio
aproximadamente 100 vezes maiores do que os valores apresen-
tados por Rohrschneider. Ao examinar os valores das cons-
tantes de McReynolds numa tabela (Apéndice 1) obtém-se uma
orientacdo guanto a polaridade da fase estacioniaria ou quanto
a sua capacidade de retencdo das espécies quimicas em que a
tabela foi baseada (113).

Supina (114) apresentou uma analise muito interessante
sobre o uso das constantes de Rohrschneider, mostrando a se-
letividade de varias colunas e previsdes dos valores destas
constantes, baseadas em tratamento matematico.

0 suporte da fase liquida ou suporte solido também
desempenha um importante papel no processo de separacdo. Pri-
meiro, porgue influi diretamente na eficiéncia da coluna, isto
- &, na largura do pico (efeito dos caminhos miltiplos). Segun-
do, porque se interagir fortemente com algum componente da
amostra, produz cauda no pico. Este fendmeno & causado por

sitios ativos na superficie do suporte, geralmente como con-
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seqgliéencia de interacoes do tipo pontes de hidrogénio. A mi-
nimizacdo da cauda pode ser feita através da modificacdo da
superficie do suporte, da seguinte maneira:

- eliminando-se os sitios ativos através da lavagem
do suporte com acido ou base. Isto remove impurezas minerais
da superficie, assim como microparticulas (denominadas "finos").

- Modificando-se a superficie através de reagdes com
agentes silanizantes.

- Usando-se fases liquidas que possuem grupos funcio-
nais polares, que interagem com a superficie ativa, neutralizan-
do parcialmente seu efeito adsortivo.

Além de ser inerte, o suporte sdlido deve ter grande
area, estabilidade mecidnica, térmica, e oferecer baixa perda
de carga. No entanto, sabe-se que as substdncias que possuem
grande area exibem atividades de adsorcao.

Os materiais do tipo terras diatomaceas sdo verdadei-
ras micro-esponjas e apresentam grandes areas. S3o provenien-
tes de esqueletos de diatomitas, que sao algas microscopicas,
unicelﬁlares, formadas principalmente de silica amorfa e con-
tendo oOxidos metalicos como impurezas. Estes materiais s3o
os mais usados como suportes de fase estacionaria e s3ao comer-
cializados com os nomes de "Chromosorb", "Diatoport", "Supel-
cort", "Anakron", "Celite" , etc.

A resisténcia mecdnica é outro fator importante, pois
no processo de empacotamento ou mesmo no manuseio e transpor-
te; as particulas podem quebrar-se dando origem aos "finos",
que acarretam sitios ativos e grande perda de carga na coluna,

diminuindo a sua eficiéncia.
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Os polimeros porosos como o "Porapak", foram primeira-
mente usados por Hollis (115) e sao amplamente usados na sepa-
racao de gases inorganicos e hidrocarbonetos leves e na ana-
lise de poluentes atmosféricos. As microesferas do polimero
funcionam simultaneamente como fase estacionaria e como supor-
te sdlido. As moléculas da amostra interagem diretamente com
a superficie do polimero amorfo, e por isso a natureza do poli-
mero determina as propriedades da coluna. Por nao existir fa-
se estacionaria liquida, estes polimeros apresentam muita cons-
tancia nos dados de reteng&o, principalmente quando se traba-

lha com programagao de temperatura.

1.2.1.5 Fase movel

A fase movel & também denominada gis de arraste, e por
ser um const ituinte que participa no processo de separacgao e
de detecgao, & muito importante no sistema cromatografico.

Na cromatografia gas-liquido, o gas de arraste & con-
siderado inerxrte e serve apenas para transportar a amostra
através do sistema.

Na cromatografia ga&s-sdlido , o gas de arraste pode
competir com os componentes da amostra, na interagao com os
sitios ativos da fase estacionaria, e pode influenciar dire-
tamente na separacao (91).

Geralmente, devem-se considerar os seguintes fatores,
na escolha de um gas de arraste:

- Serxr inerte, para nao interagir com os componentes da
amostra.

- Sexr de facil aquisigdo, a prego acessivel e com alto

teor de pureza.
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- Ser compativel com o sistema de detecgdo.

Os gases mais usados sao: hélio, hidrogénio, argdnio,
nitrogénio e CO,.

O hé&lio apresenta muitas vantagens: & inerte, pode ser
encontrado com alto teor de pureza e & compativel com os detec-
tores, pbrém tem alto custo. O hidrogénio pode ser facilmente
adquirido no mercado nacional a baixo prego e com alto teor de
pureza, porém oferece um grande perigo no seu manuseio e ndo &
totalmente inerte, apresentando possibilidade de reagir com com-
ponentes da amostra e até com partes de certos detectores, como
os termistores. O nitrogénio & inerte, barato, compativel com
muitos detectores, pode sexr encontrado com alto teor de pureza,
e & por isso o mais usado em nosso pais.

No Apéndice 2 tem—se as caracteristicas dos gases mais
usados.

O efeito das impurezas do gas de arraste na estabilida-
de e na resposta do detector pode ser muito acentuado, e aumen-
ta com a sensibilidade da an&dlise. A concentrac¢do de impurezas
na coluna pode resultar na alteragao dos tempos de retengao,
principalmente em cromatografia gas-sdlido.

A velocidade da fase movel, como ja se viu pela equagado
de Van Deemter, também influi na eficiéncia de uma coluna e de-
ve ser estabelecida com certo cuidado para o maior desempenho

do sistema.

1.2.1.6 Sistemas de deteccio

Os sistemas de deteccado das substdncias separadas pela
coluna cromatografica podem ser classificados em detectores

integrais e diferenciais.
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Os pximeiros dao resposta proporcional & massa total
do componente eluido. O cromatograma produzido compdoe-se de
uma série de degraus onde a distadncia entre os niveis é pro-
porcional & massa total do componente.

Os detectores diferenciais dao resposta proporcional
a concentracgao ou vazao do componente eluido. O cromatogra-
ma neste caso se constitui de uma série de picos, cada pico
correspondente a um composto‘diferente. Estes detectores sao
os mais usados devido a sua sensibilidade e praticidade na
operacao.

As propriedades e caracteristicas de varios detectores
usados em cromatografia gasosa foram discutidas por Dimbat e
colaboradores (116), Driscoll (117) e outros (90-93) e estdo
mostradas resumidamente no Apéndice 9.

E dificil fazer uma comparacdo entre os diversos tipos
de detectores, pois a maioria difere entre si no principio de
funcionamentov. Todavia, os requisitos gerais para um detector
devem ser:

- detectar todas das substancias eluidas na coluna

- alta sensibilidade

- rapidez na resposta

~ baixo ruido

- grande faixa linear de resposta

- simplicidade de operacio

- baixo custo

- robustez

~ insensivel a pequenas variacdes na vazao e temperatura

- nao destrutivo, para possibilitar a coleta de fracdes

eluidas (preparativa).
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Um detector que reuna todas estas qualidades ainda
nao foi desenvolvido; no entanto, muitos preenchem a maio-
ria dos requisitos para um determinado propésito;

Existem casos, em que se deseja especificidade do detec-
tor, e para isto a seletividade é fator positivo.

A sensibilidade de um detector pode ser definida em
termos da quantidade minima detectavel da subst3ncia que se
deseja medix, e é dada por Q/ty, onde Q & a quantidade mi-
nima detect&vel e Q= 2N, onde N é o ruido da linha de base,

conforme a Figura 1.9.

Figura 1.9 - Quantidade minima detectavel

O sinal de um detector, que é alimentado num registra-
dor, pode ser ampliado eletrdnicamente, tanto quanto se quei-
ra. Porém; o ruido eletrénico; proveniente do sistema croma-
tografico e dos componentes eletrdnicos, é também ampliado,
podendo ultrapassar o proprio sinal gerado pelo detector. Por isso
had um limite de ampliacdo ou uma concentracdo minima da amos-
tra a ser detectada.

Na maioria dos detectores, a resposta € funcao da es-
trutura quimica do composto; e pode ser definida como a gquan-

tidade de sinal gerada por certa quantidade de amostra. Isto
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pode ser obtido dividindo-se a area do pico pela massa do
componente cue deu origem ao pico (95).

Existem varios sistemas de medida de dreas, que apre-
sentamos no Apéndice 7.

A faixa de linearidade de um detector é definida (95)
como a relacao entre a maior e a menor concentracao, na gual
o detector & linear. Os valores de linearidade variam de de-
tector para detector.

O detector mais comumente usado é o de condutividade
térmica, que, apesar de ter sido pouco usado no presente
trabalho, merece uma breve discussao.

O principio de funcionamento baseia-se na capacidade
de um corpo guente dissipar calor, numa razido que depende
da composicao do gis que o circunda. Esta capacidade, ou
mais especificamente a velocidade de transporte de calor pelo
gas, € uma forma de medir a sua composicao. O elemento sen-
sor pode ser um filamento aquecido (de tungsténio ou ligas
deste) ou um termistor (semicondutores feitos de 6xidos me-
talicos).

O calor é dissipado por conducio, quando as moléculas
do gas colidem com o filamento aquecido e tém sua energia ci-
nética aumentada. Quanto maior o nimero de colisdes por uni-
dade de tempo, maior serd a dissipacao. As diferencas na con-
dutividade térmica de gases sio baseadas na mobilidade ou ve-
locidade na qual as moléculas do gias se difundem, e essa ve-
locidade & funcdo do peso molecular. Isto implica gque gquanto
menor a molécula; maior € a sua velocidade e a sua capacida-
de de conduzir calor; ou condutividade térmica. O hélio e o

hidrogénio possuem altas condutividades térmicas.



39

A corrente elétrica passando pelo filamento vai aque-
cé-lo, e o gas de arraste continuamente dissipa o seu calor.
Se somente flui o gas de arraste, a dissipacdo é constante e
tem-se uma linha de base uniforme no cromatograma. Quando um
componente € eluido, a mistura com o gas de arraste altera a
condutividade térmica do sistema que flui, o filamento se
aguece e a sua resisténcia elétrica é alterada. Isto provo-
ca um desequilibrio numa ponte de Wheatstone onde se localiza
o filamento, e o sinal aparece como um pico, no papel do re-
gistrador. Este detector & de simples operacdo, ndo é des-
trutivo, responde a tudo que elui da coluna, porém nio apre-
senta alta sensibilidade.

O detector de ionizacdo de chama é um detector de alta
sensibilidade, porém é seletivo. Este fato & muitas vezes
benéfico, pois pode fornecer importantes informacdes para a
analise qualitativa. Além de ser destrutivo, o que dificul-
ta a cromatografia preparativa, utiliza varios gases para a
sua operacao. Hidrogénio e ar sdo usados para a manutencdo
da chama, além do gas de arraste.

Este detector foi inventado peios ingleses McWilliam
e Dewar (118—119); que se basearam na emissao de elétrons
por moléculas organicas e inorgdnicas, devido & energia tér-
mica de uma chama de hidrogénio. O eluido da coluna é mis-
turado com hidrogénio e queimado com o oxigénio do ar num
macarico. Os ions e elétrons formados na chama, ao se apro-
ximarem de um eletrodo, propiciam a passagem de uma corrente
elétrica entre o macarico e o eletrodo, onde ha uma diferenca
de potencial. A corrente elétrica é ampliada atravésde um

amplificador eletrométrico (eletrdmetro) e registrada.
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A maioria Aos compostos organicos e alguns gases inorganicos
dao resposta neste sistema, com excecdao dos apresentados no
Apéndice 8.

Os mecanismos da produgao dos ions na chama foram ex-—
plicados pox Sternberg e colaboradores (120).

E muito importante a relacdo de vazio entre os gases
que entram mna regiao da chama, principalmente a relacdao hi-
drogénio/‘gés de arraste, pois determina a sua temperatura e
conseqglientemente a eficiéncia da ionizacio. Condon e colabo-
radores (121) determinaram que a relacdo Otima é 1. A re-
lagao entre ar/gas de arraste deve variar de 8 a 10, porém
a vazao de ar nunca deve exceder a 400 mL/min (122). Um ex-
cesso de ar conduz a turbuléncia na regido da chama, o que
conseqlentemente resulta em ruido. Baixa vazao de ar acar-—

reta um decréscimo de sensibilidade (Figura 1.10).
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Figura 1.10 - Efeito da vazao de hidrogénio e de ar na sensibilidade do
detector de ionizacao de chama.
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A semnsibilidade deste detector é proporcional ao na-
mero de atomos de carbono da espécie, principalmente para
uma série homdloga.

Outro detector que atualmente tem sido muito usado é
o detector de fotoionizacdo. Este sistema de deteccdo & re-—
lativamente novo, pois o primeiro instrumento disponivel co-
mercialmente foi introduzido em 1976, pela HNU Inc. (123).

O detector de fotoionizagdo utiliza o principio da
absorcao de um foton por uma molécula e sua conseqliiente ioni-

zacao, conforme a reacgao:

M+ h » M + e~

onde M &€ a molécula ionizavel e hy & um foton com energia
maior ou igual ao potencial de ionizacdo da molécula. Os ions
resultantes da fotoionizagido sofrem neutralizacdo nos eletro-
dos, onde existe uma diferenca de potencial. Conseqlientemen-—
te uma corrente elétrica proporcional & concentracdo da espé-
~cie ionizada é gerada e ampliada por um eletrdmetro.

Para a fotoionizacdo, € usada uma lampada que emite
radiacao no ultravioleta, correspondente 3 linha alfa do hi-
drogénio, em 121,6nm; isto é; com energia de 10,2 eV. Os
-fétohs passam através de uma janela de fluoreto de magnésio
e vao a camara. de ior;‘izacéo onde flui o eluido da coluna
cromatografica.

Este detector responde com muito baixa sensibilidade,
ou nao responde, a substidncias cujos potenciais de ionizacao
excedam a 10,2 eV (Apéndice 3).

Certas moléculas produzem picos negativos devido & captura de
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elétrons por heteroidtomos, e este efeito é denominado "quenching"
(124).

A extrema sensibilidade deste detector ja foi compro-
vada eﬁ varios trabalhos (124-129). Driscoll e colaboradores
(124,126) apresentaram uma comparacdo de sensibilidade e de-
sempenho entre este detector e o de ionizagao de chama, e con-
cluiram que o detector de fotoionizacdo é 35 vezes mais sen—
sivel para compostos aromaticos e 7 vezes para alcanos.

Os parametros instrumentais que afetam a sensibilidadeg
do detector de fotnionizacdo s3o:

- intensidade da lampada;

-~ vedacao do sistema de deteccio;

- limpeza do bulbo ou invélucro da lampada;

- limpeza dos eletrodos;

- limpeza da janela de fluoreto de magnesio;

- fluxo de gas através de detector:;

- temperatura de detector.

Finalmente, outro sistema de deteccio que esta sendo
amplamente usado nos sistemas cromatograficos & o espectrd-
metro de massa, que, alem de detectar as substincias eluidasr
da coluna, fornece importantes informacdes para a elucidacao
dés suas estruturas.

O espectrOmetro de massa é geralmente integrado ao
cromatdgrafo através de uma interface, e a este sistema se
da o nome de CG/EM (Figura 1.11).

Os primeiros sistemas deste tipo foram desenvolvidos
por Gohlke em 1957 (132;133), que usou um espectrdmetro de
massa para monitorar o eluido de uma coluna, em paralelo com

um detector de condutividade térmica.
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Antes do desenvolvimento dos sistemas CG/EM era muito
dificil a realizagao de analise qualitativa de uma mistura
complexa de compostos organicos. Necessitava-se de quantida-
des razoaveis de amostra (muitos miligramas) e muito tempo
de trabalho. Hoje pode-se submeter uma mistura de menos dé
1 miligrama , contendo muitos componentes, em baixas concentra-
coes (menos gque 0,1%) a um sistema CG/EM e em pouco tempo
pode-se obter a identificacdo da maioria, sendao de todos os

componentes (134).
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Figura1.11 - Esquema de um sistema CG/EM.

0 eluido do cromatdgrafo vai para o separador ou inter-
face, onde os componentes da amostra sdo separados do gas de

arraste. A interface tem duplo propdsito: eliminar o gas de
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arraste e xeduzir a pressao de saida do cromatdografo ao nivel
desejado para a camara de ionizacao.

Os separadores ou interfaces mais usados sao os do
tipo "jato™ e foram inicialmente reportados na literatura em
1964 (142,143). O seu principio de funcionamento & baseado
nas diferentes velocidades de difusio das substancias eluidas
da coluna, na regidao de estrangulamento do tubo separador,

causando um fracionamento da mistura gasosa (144,145) (Figura
1.12) |
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Figura 1. 12 - Separador do tipo "jato" com dois estagios (142).
g P

0 eluido gasoso do cromatdgrafo, ao passar através de
um orivfiqio estrangulado (a); se expande rapidamente numa re-
gido com vacuo (b). Isto causa um gradiente de pressao no
interior do fluido. O efeito de separacdo ocorre se existirem
condicoes tais que os componentes mais pesados figquem no
meio e os mais leves na periferia do jato. A difusio para
cada componente & fun¢ido do peso molecular, e por isso o hélio

é geralmente usado como gas de arraste (134).
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O hélio é eliminado pelo sistema de vacuo e a mistura
enriquecida com o componente eluido vai para a cadmara de io-
nizacao.

Ryhage (142) estudou com detalhes a influéncia de va-
rios parametros no efeito da separacdo, assim como o niimero
de estagios que pode possuir um destes sistemas.

Bonelli e colaboradores (146) desenvolveram um separa-
dor de um estagio, de vidro, para ser usado com substancias
termolabeis e que se decompdem em contato com metais. Este
separador € usado atualmente nos sistemas Finnigan e Hewlett-
Packard.

A ionizacadao das moléculas provenientes do separador
pode ser feita através de varios processos, entre os quais
o impacto eletronico, a ionizacdo quimica e os processos de
desorcao (147) (Figura 1.13).

0 método do impacto eletrdnico é o mais popular e
acompanha a quase totalidade de espectrdmetros, gracas a sua
estabilidade, facilidade de operagdo, precisdo no controle
do feixe de elétrons, alta eficiéncia de ionizacao e custo.

Os elétrons sdo emitidos de um filamento aquecido
(catodo) e acelerados por um eletrodo (Anodo) que mede sua
intensidade (correntes elétricas de 50 a 250 microamperes
sao usadas) . A voltagem de aceleracido dos elétrons ou a
energia de ionizacao € variada pela mudanca do potencial en-
tre o filamento e as paredes da camara de ionizacio.

A interacao entre o feixe de elétrons e as moléculas
organicas resulta numa transferéncia de energia de 10 a 20
eV, que & suficiente para causar ionizacao e, na maioria dos

casos, a decomposicao em fragmentos idnicos menores. O con-
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junto de fragmentos idnicos, inclusive o Ion molecular,
se existir, é acelerado através de fendas para o analisa-
dor, que & onde os fragmentos sdo separados. O feixe de
ions é entao focalizado e os fragmentos separados de acordo
com a relagao entre sua massa e carga (m/e). Como a maio-
ria dos jons tem carga unitdria, a separacdao é considerada
pela massa do fragmento. Existem varios tipos de analisado-
res, como os de Unica focalizacdo, de duplo foco, do tipo
"time of flight" e os quadrupolos. No sistema de foco Gnico,
a deflexdo dos ions € feita por um campo magnético. No de
duplo foco, usa-se geralmente um campo eletrostdtico e em se-
guida um campo magnético. O sistema "time of flight" separa
os ions conforme a velocidade que adquirem depois de acelera-
dos. O tempo gasto para um ion atravessar um determinado ca-

-

minho é funcao da sua massa e pode ser determinado com alta

precisao.
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Figura 1.13 ~ Camara de fons e analisador do tipo quadrupolo.
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No entanto, o analisador mais usado em CG/EM é o sis-
tama quadrupolo (147,148) . Este sistema consiste de quatro
bastdoes paralelos com secgio hiperbdlica ou cilindrica, onde
é aplicado um campo eletrostitico com freqgliencia das ondas de
radio (radiofreqﬁéncia) . Os cilindros opostos s3o conectados
eletricamente, conforme a Figura 2.11. E aplicado; em pdlos
opostos, um componente de voltagem continua U e um componente
V =Vgcos (wt) ondew=27Ff e f a freqgiiéncia. A diferenca
de potencial entre os dois conjuntos de bastdes & U+ Vg cos (wt).
Na pratica a relacdo U/V deve ser menor gue 1 ou entdo todos
os ions sdo coletados nos pdlos negativos (134).

Como conseqliéncia do campo elétrico oscilante, um ion
positivo entrando na regidao do quadrupolo deve oscilar entre
os eletrodos adjacentes, de polaridades opostas. Para um va-
lor especifico da freqiiéncia, Iions de um Gnico valor de massa
sofrem uma oscilacao constante e estavel entre os eletrodos.
Ions de menores ou maiores valores de massas oscilam com am-
plitudes crescentes até colidirem com os eletrodos, sendo
neutralizados e retirados do sistema pelas bombas de viacuo.

Dentro do campo do gquadrupolondo hid forcas na direcao
longitudinal, de forma que um ion com uma oscilacao estavel
continua com a sua velocidade original até o detector.

Na Figura 1.14 tem-se uma comparagdo de espectros do
benzoato de propila obtido nos diversos tipos de espectrdme-
tros. Observa-se que a diferenca entre os espectros & mini-
ma.

A deteccao dos ions separados pelo analisador & feita
por multiplicadoras de elétrons ou por chapas fotograficas.
As multiplicadoras de elétrons produzem uma amplificacao de

corrente com ganhode 10° a 10® e muito baixo ruido (148).
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Figura 1.14 — Espectros do benzoato de n-propila obtidos em varios
espectrometros (134).

O sinal da multiplicadora de elétrons, depois de devi-
damente processado, & apresentado na forma de um diagrama de
barras, de tabelas ou simplesmente na forma de picos.

O espectro de massa, apresentadd através de um diagra-
ma de barras, & tracado por um sistema computerizado e apre-
senta os valores m/e calibrados, em funcdo das abundincias
relativas dos fragmentos.

Os espectros obtidos por um registrador oscilografico,
na forma de picos, ndao tém escala calibrada e por isso neces-

sita-se de uma contagem manual e comparacio com espectros de
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padrdes, cujos picos tém valores de m/e conhecidos.

Quando um espectrOmetro de massa é usado como detec-
tor de um cromatdografo, pode-se registrar o cromatograma
por varios métodos, dependendo do grau de sofisticacio do
sistema. Geralmente a medida da corrente idnica total é o
método mais usado, e & feita através de um sistema de eletro-
" dos coletores de Ions, colocados antes dos analisadores, que
interceptam de 0 a 100% dos ions acelerados em direcao ao
analisador (149).

Quando se deseja muito alta sensibilidade, principal—
mente na analise de tracos, se faz a monitoracao da corrente
devida a um unico fragmento, geralmente um ion peculiar ou o
mais abundante. Isto evita interferéncias do sinal gerado
pelo gas de arraste ou impurezas. Existem sistemas que podem
-realizar a monitoracdo de mais de um fragmento, e sdo denomi-
nados "monitoracdo de lons multiplos", que possibilitam o re-
gistro do sinal devido a até oito fragmentos diferentes, sen-
do de grande utilidade em analise quantitativa (150).

Os computadores e os microprocessadores tém desempe-
nhado nos UGltimos anos um papel de fundamental importdncia
para os sistemas CG/EM, nao sO para o controle do sistema, mas
principalmente para o processamento e a apresentacao dos re-
sultados. Varios trabalhos marcaram o uso de computadores em
sistemas cromatograficos (151,157-160) , e futuramente a maio-

ria ou até todos os equipamentos analiticos serao controlados

por microprocessadores.
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1.2.2 Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

1.2.2.1 Conceitos basicos

A cromatografia liguida teve sua origem em 1903, quan-
do Tswett descreveu a separacdao de pigmentos clorofilados de
plantas numa coluna de gesso (161).

Até o inicio da década de 60 nenhum avanco foi conse-
guido na cromatografia liguida, em termos de resolucao, para
complementar e até sobrepor, na maioria dos casos, a croma-
tografia gasosa. No entanto, no final desta década, um novo
ramo da cromatografia mostrou grande esperanca em revolucio-
nar esta fabulosa técnica analitica — denominado cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A diferenca entre a CLAE e a cromatografia liquida
classica estd no equipamento usado ou, mais especificamente,
na coluna.

As colunas para a cromatografia cliassica operam com
pressoes baixas, pois os materiais de empacotamento oferecem
baixa perda de carga, por serem constituidos de particulas de
grande diametro (60-200 mesh). Isto conduz a baixas eficién-
cias nas separacoes e a analises muitas vezes demoradas.

As colunas para CLAE possuem fases estacionarias com
particulas de pequeno didmetro (5-10 gm). Isto requer opera-
¢do com altas pressdes, (300 kg/cm?), acarretando grande efi-
ciéncia e analises ripidas.

Os detectores modernos oferecem muita sensibilidade e
Os sistemas permitem total automatizacdo tanto analiticamente

guanto na forma preparativa.
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Figura 1.16 — Esquema de um sistema de CLAE.

Os componentes basicos de um sistema de CLAE s3o (Fi-

gura 1.16) =

- bomba, para propelir a fase movel;

- sistema de amostragem, para a introducido da amostra

no sistema;

- coluna, que contém a fase estaciondria;

- detector, que indica a eluicdo dos componentes da
amostra;

- registrador, que apresenta a resposta do detectof,

através do cromatograma;

- sistema de processamento de dados, as vezes denomi-

nado microprocessador, que processa os dados forneci-
dos pelo detector e também controla o sistema croma-—
tografico;

~ sistema preparativo, para coletar os componentes elui-

dos.
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Existem quatro processos cromatogrdficos, usados para
retencdo das moléculas da amostra por CLAE: liquido-liquido,
liguido-s6l1ido, troca-idnica e exclusio.

0 processo ligquido—l1iguido, ou cromatografia de pax_‘ti-—
cao, envolve uma fase estacioniria liquida recobrindo um su-
porte inerte e de grande area. A fase liquida pode ser me-
cadnica ou guimicamente ligada ao suporte, porém nos sistemas
atuais quase que sO fases quimicamente ligadas sdo usadas, e,
por isso, vamos abordar somente este caso.

Baseando-se nas polaridades relativas das fases md-
veis e estacionarias, tem—se a cromatografia liquido-liguido
com fase normal e com fase reversa. Com fase normal, o supor-
te sd0lido tem em sua superficie fase estaciondria polar, e a
fase mdvel & apolar. Para fase reversa tem-se o oposto, isto
&, fase estacioniria apolar e fase mbvel polar.

0 brocesso liquido—sdlido ou cromatografia de adsorcao,
envolve particulas de grande drea, e a retencdo ocorre por
adsorcao na superficie da fase estacionaria.

Na cromatografia por troca ionica, a fase estacioniaria
contém grupos idnicos fixos, quimicamente ligados & estrutu-
.ra de um polimero ou & silica, tais como R-SO,”, com contra-
fons de carga oposta, como Na‘. Os contra-ions estio normal-
mente presemntes na fase moOvel na forma de um sal, como NaCl.

As moléculas idnicas da amostra sdo retidas por troca-idnica:
+

X' + -RSO; Na' 2 Na' + -RSO; X

Finalmente, em cromatografia de exclusdo (cromatografia

em gel), o material de empacotamento & poroso, e a exclusio
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se da por tamanho de molécula. Moléculas muito grandes

ndo penetram nos poros e sao excluidas enquanto que as pe-
gquenas podem penetrar e sao retardadas no processo. Assim,
sdo eluidas primeiramente as substdncias cujas moléculas sao
maiores, o contrario do gue ocorre nos outros processos.

As colunas constituem a parte mais importante em todo’
processo cromatografico e, gracas aos fantdsticos avangos na
tecnologia de fabricacao, a CLAE & a teCnica-analitica que
mais rapidamente cresce nos dias atuais (162-163).

O namero de fases estacionarias do tipo microparticu-
las para cromatografia liguido-sdlido disponiveis comercial-
mente em 1980 dobrou em relacdo a 1977, e o numero de mate-
riais para fases quimicamente ligadas triplicou (164).

0 processo de retengdo em CLAE é diferente do proces-
so para cromatografia gasosa, pois nesta a fase movel € um
gas inerte, gque nao exerce interacdo com as moléculas da amos-
tra, e sua participacdao no processo é meramente como um flui-
do de transporte.

0 estudo das colunas usadas em cromatografia gasosa
forneceu dados e informacoes muito importantes para o desen-
volvimento das colunas para CLAE. Porém os mecanismos de
separacao em CLAE sao muito mais complicados. Em CLAE, a fa-
se mOvel, muitas vezes impropriamente chamada de solvente,
desempenha um papel de fundamental importancia no processo de
separacéo; pois interage fortemente com a superficie da fase
estacionaria e com as moléculas da amostra. Qualgquer mudan-
ca na fase mdvel acarreta mudanca no processo de separagéo.
A complexidade do processo traz como consequéncia melhores se-

paragoes, muitas vezes impossiveis por CG.
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A estratégia para planejar um sistema de CLAE, com ©

objetivo de conseguir uma determinada separacdo, pode ser

baseada em varios fatores, como:

- natureza da amostra;
- tipo de separacdo (seletividades) desejada;

conveniéncia experimental;

experiéncia com o método.

Baseando-se nestas consideragdOes, Snyder & Kirkland
(165) apresentaram um esquema para a escolha do melhor método
de separacao de uma determinada mistura, e que apresentamos no
Apéndice 4.

Uma vez selecionado o método cromatogrdfico a ser usa-
do, deve-se procurar otimizar o processo de separacdo, através
de alteracgOes das variaveis cromatograficas.

O objetivo geral em qualquer sistema cromatografico é
obter uma separacio adequada dos componentes da amostra, e a
forma qualitativa para isto é a medida da resolucido.

As relagoes entre os parametros cromatogriaficos estdo

resumidos na Tabela 1.2...
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Tabela 1.2 — Equagoes usadas em cromatografia.

No| Equagio SIGNIFICADO DOS TERMOS'
Ljeg =t (Q+k tp = tempo de retencao.
t, = tempo de residéncia de substancia nao
retida pela fase estacionaria.
tp - t
2 |k' =R~ "0 k' = fator de capacidade.
to
3 VR = tR . F VR = Volume de retencgao.
F = Vazao de fase movel.
e \2 n = numero de pratos tedricos.
4 |n =16 { B
W t, = largura do pico.
L L. = comprimento da coluna.
5|n="/H
H = altura equivalente a um prato teorico.
Rg=tR, = tg, Rg = resolugao.
6
1 tr, € tg, = tgr dos componentes 1 e 2.
7'(tR1 * oty ) 17 "Re
1 ! ~
7 |Rg =7 (@ - 1) v/n T3k7)| & = fator de separagao.
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1.2.2.2 Cromatografia ligquido-s6lido (CLS)

Os materiais de empacoﬁamento das colunas para croma-
tografia liquido-s6lido (CLS) sido denominados adsorventes e
sdo descritos em func¢ao da sua composicdo quimica (silica,
alumina, carvao ativo, etc.), Aarea e geometria das particulas
(diametro, porosas e peliculares, irregulares ou esféricas,
etc.). Estes materiais sao geralmente classificados dentro
de duas categorias (162):

1) microesferas (30 a 40 um), com camada porosa ou pe-

liculares;

2) microparticulas (5 a 10 pm) totalmente porosas.

Podem ainda ser s6lidos rigidos, géis rigidos e géis
moles, particulas esféricas ou irregulares.

Na maioria das separacgoes analiticas, empregam-se mi-
croparticulas totalmente porosas de silica ou de alumina, com
didmetros na faixa de 5 a 10 um. Os processos de retencio
para estes adsorventes sao similares, sendo retidas com maior
intensidade as substancias mais polares.

As colunas de silica sio mais usadas do que as de alu-
mina; possivelmente por permitirem injecdes de maiores quan-
tidades de amostra, por serem mais inertes quimicamente,
pela disponibilidade em maior nimero de formas cromatografi-
camente usaveis e pelo maior nimero de referéncias na litera-
tura descrevendo as suas caracteristicas e aplicacdes (168).

Os compostos basicos sdo mais retidos em silica, ao
passo que compostos acidos sio mais retidos em alumina basi-
ca, algumas vezes até adsorvidos irreversivelmente. Compos~

tos que produzem reacoes, catalisadas por acidos ou bases,
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devem ser separados em alumina ou silica, respectivamente
(165) .

Na caracterizacdo de um adsorvente, deve-se considerar
a sua area, o didmetro médio de poro e o conteiido de igua
(168-171) . A area da fase estacioniria em todo processo cro-
matografico & de primordial importdncia e influi diretamente
no valor de k' e na resolugdo. A maioria das silicas porosas
possuem adreas que podem ultrapassar a 400 m?*/g. Valores maio-
res conduzem a poros extremamente pequenos e conseqglientemente
a menor eficiéncia no transporte de massa. Areas muito pe-
quenas conduzem a baixa capacidade de amostra(e a decréscimo
na sensibil idade de detecgido).

O conteldo de dgua na superficie do adsorvente desem-
penha um importante papel no processo de separag¢ao, e pode
ser controlado pela fase movel.

Para o desenvolvimento do sistema analitico, a fase
movel representa a principal variavel, e suas caracteristi-
cas, como a energia de adsorc¢do por unidade de area £° e a
constante dielétrica £, devem ser consideradas.

Geralmente se inicia com dois solventes com valores
de £¢° bem diferentes e se alteram as suas proporc¢des até que
a fase movel possua a forca ideal para os valores desejados
de k'.

Quando se deseja alterar o fator de separacao ® em CLS,
deve-se manter a forca da fase mdvel constante (£{° constante)
e substituir um dos solventes. Praticamente isto pode ser
feito através de abacos como o do Apéndice 5. Diversas combi-
nacoes de solventes podem conduzir a seletividades diferentes

e ao valor desejado de a (173). A adicdo de pequenas quanti-
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dades de agua ou compostos polares a fase movel & usada como
alternativa para melhorar a seletividade. Estes compostos
modificadoxres da forca do solvente podem ser adsorvidos nos
sitios ativos, desativando a fase estacioniria e conduzindo
a separacoes melhores, pois a eficiéncia & aumentada com a
diminuicao das caudas causadas por estes sitios ativos. No
entanto, na pratica, € dificil a avaliacdo da quantidade de
agua que deve ser adicionada a fase mével. Quando se muda
de uma fase moOvel para outra, o conteudo de dgua na coluna é
alterado e depende do carater higroscopico dos solventes usa-
dos.

Por disso recomenda-se usar fases mdveis denominadas
isohidricas, que sao fases mdveis que possuem a mesma porcen-
tagem de saturacao com agua e sao intercambidveis, sem alte-
rar o conteldo de agua do adsorvente. Isto significa que
quando uma segunda fase isohidrica & usada, o adsorvente nao
ganha e nem perde agua para a fase movel (174).

O uso de modificadores organicos em lugar de agua tem
sido recomendado para certas anadlises. Geralmente fases mo-
veis com 50% de saturagao com agua, juntamente com solventes
imisciveis (modificadores), s3o usadas quando o valor de £°
para a fase movel for maior do que 0,1 (174).

O volume de amostra & também importante e, para siste-
mas analiticos em CLS, deve ser menor do que um terco do volu-
me da fase movel gasto para eluir o primeiro picb de interes-
se do cromatxgrama; a nao ser gque a amostra esteja dissolvi-
da em um solvente mais fraco do que a fase mdével (175). Outro
critério seria considerar o limite de 1 mg de amostra por gra-
ma de fase estacionaria, para colunas de silica totalmente po-

rosa e 0,2 mg/g para silica pelicular e alumina (175).
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Um pxoblema que € comum em CLS € o decréscimo de k'
com o nimero de analises, em conseqgiliéncia da retencdo irrever-
sivel de compostos polares, injetados como impurezas. Neste
caso, deve-—sse proceder a regeneracdo da coluna, isto &, da
eluicao de todo material acumulado com o passar do tempo.
Para isto, devem-se passar pela coluna, na seqliéncia indica-
da, os seguintes solventes: 10 Vc de diclorometano, 20 Vc de
metanol e 20 Vc de agua, onde Vc é o volume da coluna (176).
No caso de suspeita de presenca de componentes acidos e basi-
cos, deve-se adicionar ao metanol ou & agua um pouco de piri-
dina e acido acético, respectivamente. Em seguida, a coluna
deve ser comndicionada com a fase movel a ser usada na analise,
para removex o excesso de agua e metanol. Para isto, usa-se
20 Ve de metanol, 20 Vc de diclorometano e 20 Ve de hexano
ou heptano, nesta ordem. Quando a fase contiver modificado-
res, a seguinte seqgiéncia pode ser usada: 20 Vc de éter eti-
lico, com certo grau de saturacao em agua, e 20 Vc da fase
movel (176) .

A eficiéncia na regeneracido pode ser verificada pela
reprodutividade dos tp, depois de varias injecOes de um pa-

drao (com k' >1) a cada 5 a 10 vc.

1.2.2.3 Cromatogradia liquido-liquido

A cromatografia liguido-liquido classica, como descri-
ta por Martin & Synge em 1941, emprega fases estacionarias
liquidas mecanicamente ligadas a superficie de um suporte soé-

lido. As moléculas da amostra s3o distribuidas entre os dois
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liquidos imisciveis, sendo um deles a fase mével e o outro
a fase estacionaria.

Neste sistema, quando necessario, a fase estacionaria
pode ser renovada, sem o reempacotamento da coluna, pela pas-
sagem da fase liquida dissolvida em um solvente, através do
suporte sO0lido. Isto possibilita uma ficil descontaminacio
e uma vida mais longa para a coluna.

No entanto, as fases quimicamente ligadas s3o as mais
usadas atualmente, apesar do pequeno nimero disponivel. A
grande vantagem das fases quimicamente ligadas esti na sua
estabilidade, pois devido a estarem covalentemente ligadas,
dificilmente sao removidas do suporte, acarretando vida lon-
ga para a coluna.

A cromatografia com fase reversa quimicamente ligada
encontra sua aplicacao na separacido de misturas apolares e
emprega fases moveis polares. Por isso veio a denominacao de
fase reversa, pois a fase estacionidria é apolar e a fase mé-
vel é polar, o inverso da cromatografia de adsorcao. As fa-
ses estaciondrias usadas em cromatografia com fase reversa
podem também ser usadas na separacdo de espécies ionicas,
através da cromatografia com pares ionicos (177).

Os materiais de empacotamento podem ser preparados
por varios métodos, através de reacoes da fase liquida com
o suporte sOlido. Grande parte das fases estacionirias sio
constituidas de um suporte de silica, uniforme e finamente
dividido e da fase estacionaria ligada covalentemente com
Os grupos silanol (Si-OH) (Figura 1.17).

As silicas totalmente hidrolizadas possuem uma cone-

centracdo de aproximadamente 8 micromoles de grupos silanol
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por metro quadrado de superficie, mas no maximo 4,5 micromo-
les por metro quadrado podem reagir. O restante dos grupos
Si-OH, apesar de blindados pelos radicais ligados, apresen-

tam atividade de adsorcdo e podem causar caudas nos picos de

componentes polares (178).

Si-OH + HOR —= SIiOR

3
MgBr Si'©
Si-OH + socl, —= S'Cl&
?'7/0
zggkg g

é, CiSiRg3 g
$V “O0H + oy ——>55i-0-5siR3
g ROSiR3

Figura 1.17 - Reagoes usadas no preparo de fases estacionarias quimica—
mente ligadas.
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Os &teres sio sensiveis 3 hidrdlise e & temperatura,

e por isso mnao podem ser usados com fases méveis que contém
agua ou alcoois, o que impde grande limitacdo ao seu uso.

Os materiais formados por ligacdOes silica-carbono ou
silica-nitrogénio produzem baixa concentracdo orgdnica na su-
perficie da silica, e freguientemente deixam residuos indeseja-
veis (179-180).

Os materiais mais usados atualmente sao os siloxanos,
que sao hidroliticamente estdveis na faixa de pH de 2 a 8,5
e a temperaturas de até 80°C, e sdo disponiveis com supor-
tes peliculares ou totalmente porosos (164).

Um grande numero de grupos funcionais poae, em prin-
cipio, ser ligado aos grupos silanol do suporte. No entanto,
poucos sao usados pelos fabricantes, e os mais comuns sao o
octil (Cg), o octadecil (C;s ), o fenil, o alguilamina, o al-
guilnitrila e o ciano. Estés materiais oferecem uma grande
faixa de polaridade e a combinacdo com a forgé da fase movel,
que pode sexr ajustada pelo operador, da grande potencial de
separacao a esta técnica cromatografica (181).

A CLL. com fase normal quimicamente ligada produz re-
sultados semelhantes a cromatografia liquido-solido, com as
vantagens de serem miniinizados os efeitos de cauda nos picos
devido a adsorcao, de ndo necessitar um controle rigoroso do
conteido de agua na fase mdvel, de se conseguir um rdpido
equilibrio da coluna, o gque acarreta maior facilidade na ope-
racao com gradiente, e da compatibilidade com muitos solven-—
tes.

Os solventes mais comuns para constitulrem a fase movel
em cromatografiacom fase normal sao os hidrocarbonetos (por exem-

plo, hexano e heptano) e diclorometano.
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A se’letividade para a fase reversa é obviamente dife-
rente do que para a fase normal. A ordem de eluicdo é rela-
cionada com o aumento da natureza hidrofdbica dos componentes
da amostra e pode ser considerada o inverso da ordem de elui-
¢do para a Xase normal. Isto significa que componentes que
eluem rapidamente com fase normal e sdo mal separados,vido
eluir num tempo muito longo com fase reversa (k' grande) e
conseqlienternente a separacao pode ser mais facil.

As fases moveis usadas para fase reversa sio misturas

de solventes organicos com &gua, como metanol-dgua, te-
trahidrofurano-agua e acetonitrila-agua.

0 mecanismo de retencdo em cromatografia com fase qui-
micamente ligada nao foi até agora perfeitamente estabeleci-
do. Existem varias proposicdes e dentre elas a de Horvath e
colaboradores parece ser a mais convincente (182). Eles pro-
poem que as moléculas da amostra interajam na superficie de-
finida pela parte organica ligada ao suporte, que exista di-
fusdo e particdo das moléculas entre o material ligado & si-
lica e a fase mdovel, e, para o caso de adsorcao, que as mo-—
léculas da amostra e da fase mdvel exercam uma competicao

por um lugaxr na superficie organica (182).

1.2.2.4 Desenvolvimento do processb cromatografico:

otimizacao das variaveis

Depois de escolhida a coluna cromatografica, deve-se
proceder a otimizagcdo dos pardmetros que governam a separacgao

dos componentes de uma amostra.



65

Algumns autores apresentaram interessantes trabalhos
sobre formas praticas para a otimizacdao das variiaveis de um
processo cromatografico, tanto analiticamente como em prepa-
rativa (183-186).

O desenvolvimento do método cromatografico pode ser

realizado na seguinte ordem:

1 - seleciona-se 0 processo adequado para o tipo de-
amostra, conforme esquema do Apéendice 4;

2 - selecionam-se as condigbes experimentais iniciais
e obtém-se o cromatograma;

3 - procede-se a mudancas em parametros cromatografi-
cos para uma melhor separacao;

4 - estabelecem-se condicgdes para a obtencdo da reso-
lucao desejada, isto &, procede-se a otimizacido dos
parametros cromatograficos;

5 - se necessario, resolvem-se problemas especiais;

6 - caso nao se consiga atingir o objetivo, procede-se

a escolha de outro processo, pelo item 1.

As informacgdes relativas 3 amostra sio de muita uti-
lidade nos procedimentos iniciais, pois a separacdao de subs-
tadncias conhecidas & muito mais facil do que quando nada se
sabe a respeito da amostra.

Paré proceder a otimizacdo das varidveis cromatografi-
cas, deve-se avaliar quantitativamente estas, através do cro-
matograma;, em termos da resolucao desejada para um conjunto
de picos. O controle da resolucdo vai depender fundamental-
mente do naGmero de componentes da amostra e de como eles foram

separados nas tentativas iniciais.
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O comtrole quantitativo da resolucdo pode ser baseado

na otimizac&o das variadveis da equacdo fundamental:

Rs = (1/4) (a-1) Vi~ (x'/1+k")

a b c

onde k' é o valor médio dos fatores de capacidade para os pi-
cos.

A vax~iagdao do primeiro termo (a) em funcio de @ acarre-
ta o deslocamento de um pico em relac3o ao outro e produz um
grande aumernto de Rs. O tempo de analise e as alturas dos
picos nao sofrem consideravel alteraciao.

A vax-iacdo de n (b) resulta em picos mais delgados e
as alturas sofrem altera¢coes consideraveis.

Qualguer alteracao em (c¢), funcdo de k', implica em
grandes mudancas na separacao.

Na Figura 1.18 tem-—se exemplos de picos onde se deve
procurar aumentar a resolucdao. Os picos com k' pequeno
(k'< 1) dewvenm ser aumentados para a faixa 6tima, isto &,
1< k' <10 (idealmente k' = 5), pois Rs aumenta muito com
pequeno aumento do valor de k' (165). A partir deste ponto
o aumento de Rs se da em menor proporcdo. Para valores de
k' > 10, os picos se tornam excessivamente largos e o tempo
de analise mwuito longo. |

Snyder & Kirkland (165) observaram que os valores de
' I.EL sdo controlados através da forca da fase mével. Outros
autores (186 ); depois de um extenso tratamento matematico
para separacdo de séries homdlogas, mostraram o efeito da for-
¢a e da velocidade da fase movel, sendo que esta afeta pouco

© valor de n e conseqgientemente de Rs.
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Figura1.18 - Otimizacao de uma separacao cromatografica.

Para se proceder a um aumento dé k' usam-se fases mdveis
fracas, e para uma diminuicdo, fases fortes. A variacdo da
forca da fase movel & feita pela variacao da concentracao dos
seus componentes ou pela substituicdo destes. Se a forca da
fase movel forconstante durante toda a anilise, tem-se um sis-
tema isocratico e se existir variacdao desta forca com o tempo,
tem-se um sistema gradiente. Quando se usa um sistema iso-
créitico; deve-se proceder a varias alteracdes na concentracio
da fase movel, até a obtencdo do valor ideal de k' (187).
Uma excecao a este caso &€ a cromatografia de exclusdo, onde
a migracao independe da composicdo da fase movel e somente

a mudanca da fase estacionaria altera os valores de k'.
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A vaz 3o da fase mével também pode ser variada, até
que k' se situe entre 3 e 5 (188).

Para rnisturas complexas, devem-se obter os valores de-
sejados de k ' e da resolucao pretendida, para um grupo de
picos, sem desfavorecer a separacao de outros. Em caso con-
tririo, a operacdo isocratica pode ndo satisfazer a separa-
cio total e a operacdo gradiente deve ser tentada. Para is-
to as condigpaés sdo mudadas durante a separacao, de forma que
k' vai sendo otimizado durante a analise.

0 efeito de n estd diretamente ligado ao tempo de ana-
lise, comprimento da coluna e pressao (189). Como as colunas
nio podem sexr aumentadas ou diminuidas, um procedimento prati-
co para a sua otimizacdo seria a conexdao de duas ou mais co-
lunas em séxr ie. Convém mencionar gque neste caso pode ser in-
troduzido vo lume morto através da conexdo, o que conduz a di-
minuicdo da resolugao.

Efetuando variacdes em cada parametro e mantendo os
outros fixos , pode-se conseguir a separacao desejada num
tempo de an&lise aceitavel (188-190).

O aumento de @ influi muito na resolucao e geralmente
conduz 3 diminuicdo do tempo da analise. No entanto, as va-
riacdes de < sdo empiricas e dependem de varias tentativas
experimentais. Quando o seu valor & tal que 1,0 < o < 1,1,
isto»é; o termo (o -1) varia de 0 < (o -1) < 0,1, existe pos-
sibilidade de se conseguir boa separacdao. O aumento de o po-
de ser feito através da modificacdo da fase movel, da troca
de solventes (ou do pH, em casos particulares), da mudanca
da fase estacionaria e da temperatura da coluna. No entanto,
antes de se pxroceder aqualquer alteracao, deve-se obter o valor

ideal de k" como ja foi descrito.
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Valores da forca do solvente sdo freglientemente en-
contrados na literatura e podem dar uma idéia naksua sele-
cao (165-16 7).

A mudanc¢a da fase estacionaria implica na mudanca de
coluna, o que deve ser considerado a Gltima tentativa.

A variacao da temperatura implica na variacao da vis-
cosidade da fase mdvel e conseqgilientemente na vazdo e na pres-
sdo, mas € uma alternativa que pode ser Gtil. Deve ser sempre
obedecido o limite de temperatura da operacdo da fase esta-
cionaria, gue € especificado pelos fabricantes.

A otimizacao dos valores de k', n e o para uma mistura
complexa &€ geralmente dificil e envolve muitas tentativas.
Existem vardias rotinas sistemiticas que possibilitam a sele-
géo das condicoes ideais (187-195). Assim, para cada caso,

o entendimento dos principios cromatograficos, as observa-
¢Oes empiricas feitas nas primeiras tentativas de separacio
e os dados obtidos da literatura sdo os fatores usados na

otimizacao das variaveis cromatograficas.

1.2.2.5 Detectores para CLAE

Muitos detectores tem sido usados na saida das colunas,
para detectar os componentes eluidos. Até agora nio se con-
seguiu desenvolver um detector que satisfaca a todos os requi-
sitos analiticos.

As caracteristicas desejdveis de um detector para a

CLAE sao:
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- tex alta sensibilidade;

- responder a todas as substancias;

- sex linear numa grande faixa de concentracoes;

- nao ser afetado por variacgdes na temperatura e na
vazao da fase mdvel;

- nao contribuir para o alargamento dos picos (ter o
menor volume possivel);

- sex de simples operacdo;

- tex um custo acessivel;

- nao destruir os componentes da amostra;

- tex resposta rapida.

Geralmente os detectores disponiveis satisfazem a maio-
ria dos requisitos.

Para substancias que diferem muito em suas proprieda-
des fisicas e quimicas, pode ser necessario o uso de mais de
um detector, simultaneamente, de modo a garantir que cada
componente seja detectado adequadamente.

Os detectores Oticos sdo os mais usados e dentre eles,
estdo os de Iindice de refracio, de absorbancia e fluorescén-
cia no visiwvel e no ultravioleta. Outros detectores; como
os eletroguimicos, de ionizacdo de chama, absorcdo atdmica,
de espectrometria de massa e infravermelho, apesar de serem
usados em muitos casos, ainda se encontram em fase de desen-—
volvimento.

Um detector é classificado como seletivo se sua res-—
posta difere com a estrutura molecular dos componentes da
amostra.

Os detectores de absorbancia e fluorescéencia sao sele-
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tivos e de grande sensibilidade, enquanto que os iIndices de
refracdo, apesar de responderem a um maior numero de subs-
tancias, tém muito baixa sensibilidade.

Uma caracteristica muito importante na selecao de um
detector para CLAE & a compatibilidade com eluigao gradiente,
e isto & possivel quando o detector & insensivel a variacao
da composicd@o da fase mbvel. Os detectores de absorbancia e
fluorescéncia geralmente satisfazem a este requisito, mas o
detector de indice de refracdo raramente pode fazée-lo.

A sensibilidade absoluta em unidades de absorbancia de
um detector espectrofotométrico compara o sinal gerado -S-
com o ruido -N-, de modo gue a relacao S/N seja maior ou
igual a 2 (183).

A sensibilidade relativa é a minima quantidade ou con-
centracdo da amostra, na qual se qbtém a relacao S/N=>2, obti-
da de modo analogo ao reportado para CG.

A guantidade minima detectavel - QMD - nao & uma ca-
racteris£ica do detector, pois os detectores usados em CLAE
sd3o dependentes da concentracdo e por isso sao melhor carac-
terizados pela concentracao minima detectavel -CMD-. A QMD
é igual ao produto da CMD pelo volume de fase movel usado
para eluir o componente. Este Ultimo mede o grau de dilui-
cdo do componente na fase movel antes de entrar no detector.
Esta diluicd3o ou alargamento de pico & uma funcao do fluxo
e do processo cromatografico na coluna. Entao a CMD carac-
teriza o detector e a QMD o sistema cromatografico (166,183).

No Apéndice 6 tem-se uma comparacao de diversos de-

tectores comercialmente disponiveis.
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1.2.3 Anal dse qualitativa

A identificacao dos componentes separados e detectados
pelo sistema cromatografico pode ser feita pela utilizacdo de
parametros <romatograficos ou pelo uso de técnicas auxiliares.

O termpo de retengao de uma substancia (tg) € uma carac-
teristica <desta substincia, apesar de que duas ou mais subs-
téncias poden ter o mesmo tgp, quando o sistema cromatografico
é operado erm idénticas condigoes. |

A adicao de um padrao puro & mistura, e o consegiiente
aumento da &rea de pico cuja identidade se procura obter, é&
um subsidio a mais na elucidacao final.

A resposta relativa a um determinado composto, em dois
detectores (CG e CLAE) ou em dois comprimentos de onda dife-
rentes, & uma caracteristica conclusiva, na maioria dos ca-
soSs.

0 uso de um equipamento que identifica a substancia,
conectado diretamente ao sistema cromatogridfico, é desejavel,
pois isto imndependeria do manuseio de amostra. Este sistema
deve medir certa propriedade especifica de cada substancia,
para que seja relacionada com dados da literatura ou com pa-
droes.

Dos equipamentos us’ados; o espectrometro de massa € o
que malis possibilidades pode ‘oferecer em termos de riqueza de
informagbes analiticas, apesar do custo alto e das limitacdes
c_iuanto a fase movel. No entanto, além de poder fornecer o
peso molecular, a andlise elementar, e muitas vezes a estru-
tura, através do estudo do mecanismo da fragmentacao, utiliza

quantidades muito pequenas de amostra.
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O sistema CLAE/espectrometro de massa vem sendo motivo
de muitas pesquisas, visando principalmente sobrepor as li-
mitagbes impostas pela interface, que separa a amostra da fa-
se movel.

Varios sistemas sdo comercializados atualmente (196-
197) . O sistema Finnigan, por exemplo, usa uma fita meta-
lica para transportar o eluente do cromatdgrafo até a camara
de ionizacdo. Neste trajeto a fase movel é evaporada com ©
uso de radiacdo no infravermelho e por um sistema de vacuo.
Os componentes da amostra sao entdo aquecidos e vaporizados
na camara de ionizacdo (198).
| Atualmente, com o desenvolvimento dos microprocessa-
dores, a analise por espectrometria no infravermelho (CLAE/
IV) (199) tem despertado muito interesse e é atualmente o
segundo método mais usado, depois da espectrometria de massa.
Esta técnica pode oferecer importantes informacdes qualita-
tivas a as vezes até elucidar a estrutura do composto incdg-
nita, pgla comparacao dos espectros da amostra com um padrio.

Todavia, a CLAE/Espectrometria de Massa e CLAE/infra-
vermelho estao em desenvolvimento e ainda muito hi de ser fei-
to para que estas técnicas sejam potencialmente instrumentos

de analise qualitativa acessiveis em muitos laboratdrios.

1.2.4 Analise quantitativa

A capacidade de realizar analise quantitativa dos com-
ponentes de uma mistura por CLAE e por CG &uma das caracte-—

risticas mais importantes destas técnicas.
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A CLAE e a CG podem ser usadas para ensaios de alta
precisao dos componentes de uma amostra, mesmo em muito bai-
xas concentxacoes e para misturas complexas. Em condigoes
ideais de operacdo, pode-se obter desvio padrdo de 20,25%

e sensibilidade de deteccao na ordem de partes por bilhdo
(ppb) (200) .

Uma wantagem que a CLAE tem em relacdo a CG € no manu-
seio da amostra, pois em CLAE geralmente se injeta a amostra
tal como ela &, ao passo gque em CG muitas amostras necessi-
tam de purificacdo.e derivatizacdo dos componentes para se
tornarem volateis, prejudicando a precisdo dos resultados.

As vezes a amostra deve ser diluida na fase movel,
antes de sua injecao (CLAE) e a sua perfeita dissolucdo é
muito importante. Em alguns casos se procede a uma filtra-
cao ou centrxifugacido antes da injecdo, o que ocasiona alguma
perda, contxibuindo para os erros finais. Quando nio & pos-
sivel dissolver os componentes da amostra na fase mével, o
solvente usado devera ser miscivel com esta, e volumes de
amostra relativamente grandes devem ser injetados (=2 25 mi-
crolitros).

As injecOes por meio de valvulas oferecem maior pre-—
cisao do que por seringas e dependem menos da habilidade do
operador.

O sistema cromatografico em si nao deve contribuir sig-
nificativamente para erros, pois deve-se evitar a decomposi-
cao da amostra e tentar obter boa resolucido através das co-
lunas. No entanto, se os picos de interesse apresentarem
caudas, ha necessidade de troca de coluna, pois os erros po-

dem ser apreciaveis.
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varios tipos de erros podem acontecer decorrentes do
sistema de detecgao e dependem de parametros fundamentais,
tais como: estabilidade do detector, linearidade e sensibi-
lidade constante.

Mas, realmente, a grande fonte de erros esta na medi-
da das areas dos picos. Os sistemas eletrdnicos denomina-
dos integradores minimizam muito as possibilidades de erros,
pois possuem programas para corre¢do de linha de base e para
calcular areas de picos mal separados e com caudas, além de
realizarem as operacoes de calculos.

Os m&todos manuais para medida de areas dos picos e
as técnicas de calculos se encontram descritos no Apéndice 7.

Para analise de tracos, a CLAE & uma técnica muito
poderosa. Primeiramente pela grande variedade de detectores,
qgue permite alta sensibilidade. Segundo, pela eficiéncia
das colunas, que permite separacao de misturas complexas.
Finalmente, porque a CLAE nao requer, na maioria dos casos,
purificacao da amostra. Um excelente texto sobre andlise
de tracos foi recentemente editado pelo National Bureau of
Standards (Estados Unidos) (201) e apresenta técnicas de
amostragem, analise qualitativa e quantitativa, tratamentos
estatisticos de dados e procedimentos analiticos especiais,

tanto por CLAE como por CG.



2 - OBJETIVOS E PLANEJAMENTOS

Para a realizagao deste trabalho de pesquisa, fixaram-
se alguns objetivos e a partir deles planejaram-se as expe-

riéncias.

2.1 OBJETIVOS

a - Separagao de misturas de substidncias de férmula
CxC£§Brz (x = 1 e/ou 2) por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE), com resolug3o maior do que 1,0, para fins ana-
liticos e preparativos.

b - Separagao de misturas de substdncias de férmula
CxczyBrZ (x = 1 e/ou 2) por cromatografia gasosa CG, com reso-
lugcao maior do que 1,0, para fins analiticos e preparativos.

¢ - Desenvolvimento de métodos cromatogrificos de identi-

ficacao de compostos de férmula Cl2Br, (x =1 efou 2).

y
d - Identificacao dg compostos de fo6rmula CxczyBrz
(x = 1 e/ou 2) por espectrometria de massa.
e - Estudo da decomposicao dos compostos de férmula
CxczyBrz (x = 1 e/ou 2) no sistema cromatografico.
f - Avaliagao dos aspectos quantitativos da radioativi-
dade de amostras de fdrmula CxczyBrZ (x = 1 e/ou 2) separadas

por cromatografia gasosa liquida de alta eficiéncia.

g - Aplicagoes dos mé&todos desenvolvidos.
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2.2 PLANEJAMENTO

O trabalho foi planejado para ser realizado em cinco

etapas:

a - montagem do equipamento analitico. Avaliagé.o dos
sistemas;

b - sinteses de misturas de compostos per-halogenados;

¢ - desenvolvimento dos métodos analiticos;

d - irradiacdes com 1luz ultravioleta, raios gama e néu-

trons térmicos;

e - analise dos produtos das irradiacdes.



3 - MaTerIAIS E METODOS

3.1 PRODUTOS QUIMICOS

Os produtos quimicos usados neste trabalho, estio rela-

cionados com o nome do fabricante, especificagao e/ou grau de

pureza.
R = grau reagente
P.A. = para anilise
E = para espectroscopia
Cc = para cromatografia

CBrg. « ¢« v ¢ ¢« . . ¢ ...+ ... .. Eastman Kodak, 1314, R
CpBrg. « « « = « .« ... .. .... K&K Lab., 30739, p.A.
CoClg. = v ¢« = o . . . ... . . ... carlo Erba, 340207, R
C2C£4Br2. * "t st s+« . e« ... . Aldrich, 13,339-6, R
CCLye v ¢ v ¢« v v i v . ui v . ... Carlo Erba, 434683, E
CC£3Br. **® ® s+« ... . Eastman Kodak, 5995, R
CZC£4. *t o s+ ¢ .. ... Eastman Kodak, 5743, R
Metanol. . . . . . .. . ... .... Merck, 6009, P.A.
Metanol - UVASOL . . . . . . . . . . . Merck, 6002, E
Metanol - LiChwxosolv. . ., . . . . . . . Merck, 6007, C
Metanol. . . . . . . .. ... . ... Purificado pelo grupo de anialise
organica da UFPR.
Isopropanol. . . . . . . ., .. . ... Merck, 9634, P.A.
Acetonitrila . . . . ** e+« « ... Carlo Erba, 401215, E
Tetrahidrofuramo-THF. . . . . ., . . . . Merck, 8114, P.A.
Diclorometano. . . . . . . . . . .. . Carlo Erba, 463023, E
Hexano. . . . . . . . . .. .., . ... Merck, 4372, E
Heptano . . . . . . . .. + + ¢ « . . . Merck, 4366, E
Carvao ativo, PG&. . « . . v . . . . . . Baker, 1560

Peneira molecular 4 A. . . . ., . . . . Alpha Inorganics, 87955
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Peneira molecular 5A . .. . . . . . . Alpha Inorganics, 87965
Ladevidro. . . . ... ... « .. .. Supelco, 2-0411, C
Bromo. . . . . . ... ... . . ... . Baker, 9760, P.A.
Silicagel, 70/230 mesh. . . . . . . . . Merck, 7734, C

Alumina Basica. . « + « « « « « . . . . Merck, 1085, C
LiChrosorb SI-60, 10um, C-18 . . . . . . Merck, 9334, C
LiChrosorb SI-60, 10um, silica. . . . . Merck, 9387, C

LiChrosorb SI-60, 5um, silica. . . . . . Merck, 9388, C
Nitrogenio. . . . . . . ... . . ... Oxigénio do Brasil, 99,5%
Aluminio em p6. . . . . ... . .. . . Riedel-De Haen, 11008, P.A.

20% sP 2100/0,1% Carbowax 1500 em. . . . Supelco, 1-1821, C
Supelcort 100/120 mesh

3.2 PURIFICAGAO DOS PRODUTOS QUIMICOS
Alguns dos produtos quimicos usados neste trabalho fo-
ram purificados e os métodos usados para purificacao serao

descritos a seguir:

Tetracloreto de Carbono - 500 mL de CC%, de grau espec-

trométrico foram deixados sob agdo do sol por 4 horas, com
aproximadamente 2,0 g de bromo, e depois submetidos a lava-
gens com porgdes de 100 mL de solugdo 0,1 N de Na,SO, em dgua,
para a eliminagao do bromo residual e de materiais solidveis.
Depois foram lavados 5 vezes com porgdes de 100 mL de &gua
destilada e deionizada. O CC#, obtido desta forma, depois de
destilado nao aprésentou picos de impurezas, quando analisado

por cromatografia gasosa.

CBra, CpBrg e C,C2,Br, - foram purificados por sublima-

gao. Utilizou-se o sistema da Figura 3.1, onde o material a
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ser sublimado foi colocado no tubo de vidro sob fluxo de ni-'
trogénio. Depois de retirado o tubo de teflon onde fluia o
nitrogénio, a extremidade do tubo de sublimacao foi ligada a
um sistema de vacuo (0,02 kg/cm’), e se procedeu ao aguecimen-
to em banho de areia. Para o CBr, utilizou-se 80°C e para o
C,Bry e C,C2,Br,, 120°C. Todo o sistema foi protegido contra

a incidéncia de luz.

° conechor
Termometre lde borracha
S e
vdcuo
banho e _ — V3
. de = — = S A -
areta ; i ‘ rerentor, feito
= /nal'-eri_al \ma}'_eriadl c:m?li de vidro
o -
aser sublimado sublima +ubo de vidro | em tubo devidro

pyrex 10x100mm

Figura 3.1 - Sistema de sublimacao.

Tetrahidrofurano — THF - O perdxido presente nos fras-

cos de THF foiretido em coluna de alumina basica, previamente
ativada a 200°C por 5 horas. Para assegurar a inexisténcia
de perdxido no eluido, reagiu-se 5 gotas deste com 2 mIL de
solucao 1 M de NaI em agua. O escurecimento da solucido indi-
cava perdoxido e conseqgiientemente a ineficidncia da coluna,
que devia ser reativada.

Em seguida procedeu-se a destilagao a 66°C, paraaeli-
minagao do agente antioxidante BHT (2,6-isobutil-4-metilfe-
nol), que tem ponto de fusao de 265°C e absorve fortemente no

ultravioleta. Quando se suspeitava de presenga de tracgos de
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agua, adicionavam-se pequenos pedagos de sddio metdlico, sob

agitacao e com bastante cuidado.

Metarnol - purificado a partir de metanol Merck (p.a.),
que foi destilado, passando através de colunas de carvao ativo,
silica gel e alumina basica, e destilado novamente. Utilizou-
se também metanol purificado por varios métodos quimicos e fi-
sicos, pelo grupo de Anadlise Organica da Universidade Federal

do Parana (202).

.Agua - A &gua usada como fase mdvel foi purificada em
varias etapas. Inicialmente, procedeu-se 3 destilacdao de agua
de torneira, que foi em seguida deionizada e destilada nova-
mente. Esta &gua foi passada por coluna cromatografica, de
fase reversa (Vydac RP-18, 30-44um, 350x 4 mm), com fluxo de
3 mL por mimnuto. Foram rejeitados os primeiros 30 mL e cole-
tado aproximadamente 1 litro do restante. A Agua assim obtida
nao absorveu em 220 nm e o cromatograma obtido por CG ndo acu-

sou a presemnca de contaminantes.

3.3 SINTESE DE MISTURAS DE COMPOSTOS PER-HALOGENADOS

Com lase em experi@ncias preliminares, estabeleceram-
se as seguintes proporgoes dos reagentes:

1,6 g de CBr,, sublimado previamente;

1,2 g de aluminio em pd;

25 mI, de CCL,;

2 g de peneira molecular 4A.
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O CBr,; foi dissolvido em CC&, e passado por uma colu-
na de 20xl cm contendo peneira molecular, para remogao de tra-
¢os de agua. O eluido foi coletado num baldo de 50 mL onde
havia um £1 uxo de 1 mL/minuto de nitrogénio. Foi adicion_ado
© aluminio e colocado sob agitagdo durante 2 horas a 80°C em
banho de gl icerina. O tubo onde fluia o nitrogénio foi remo-
vido logo apds a adigao do aluminio. Foi usada uma coluna de
destilagao fracionada tipo Vigreux, para refluxo, com saida
aberta & atmosfera. Obteve-se como produto um 1iquido escuro,
usado como teste nas aplicagdes dos métodos analiticos (Secdo

5.3).

3.4 INSTRUMENTACAO ANALITICA

Por terem sido usadas diversas técnicas instrumentais,

esta segao tratarid de cada uma separadamente.

3.4.1 Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia - CLAE -

3.4.1.1 Eqgquipamento
0 .sistema usado em CLAE constou de um equipamento com
mbdulos de wiarios fabricantes, assim sendo:
a - Bomba, tipo pistao, Altex modelo 110.
Altex Scientific Inc.
Divisao da Beckman Instruments

1780 Fourth Street, Berkeley - California 94710
Usa
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b - Programador de solventes, Master modelo 1601.
Laboratory Data Control
Divisao da Milton Roy Co.
Riviera Beach, Florida
usa
¢ - Misturador de solventes, Master modelo 1000..
Laboratory Data Control
d ~ Detector de ultravioleta, de comprimento de onda
variavel, modelo Spectroflow 770.
Schoeffel Instruments
Divisao da Kratos Inc.
74 Booker Street
Westwood, N.J. 07675
Uusa
e - Detector de indice de refrag3o Varian, modelo 400.
Varian Instruments
611 Hansen Way D-070
Palo Alto - California 94303
USA
f - Registrador potenciométrico ECB, modelo RB-101
Equipamentos Cientificos do Brasil Ltda.
Sao Paulo - SP.
g - Valvula de injecgao de amostras, modelo 70-10
Rheodyne Inc.
6815 So. Santa Rosa Ave.
Cotati - California 94928

Usa
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3.4.1.2 Colunas para cromatografia liquida de
alta eficiéncia

DIAMETRO
DE ~
NO FASE ESTACIONARIA PARTTCULAS DIMENSOES
(.U-m) (mm)
12 Vydac RP-18 (fase reversa)
octadecilsilano 10 250 x 10
28 Vydac RP-18 (fase reversa)
octadecilsilano 30-44 350 x 4
3a LiChrosorb SI-60 (silica) 10 250 x 4
4a LiChrosorb SI-60 (sIlica) 5 250 x 4
5a Alox T (alumina) 10 250 x 3
6b LiChorosorb RP-18 (fase reversa)
octadecilsilano 10 250 x
7b LiChrosorb SI-60 (silica) 5 250 x

a - colunas pré~fabricadas.

b - colunas empacotadas durante o trabalho.

3.4.2 Cromatografia Gasosa - CG

3.4.2.1 Equipamento
Foram usados 4 sistemas:

19 Sistema

Cromatdografo de gas, modelo CG 370, com detector de
ionizagao de chama.
Instrumentos Cientificos CG Ltda.
Rua Domingos de Morais 2423
Sao Paulo - SP

29 Sistema

Este sistema modular constou de médulos de diferentes
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fabricantes. 0 forno foi da Varian, modelo Moduline 1400,
com mbdulo de injecdo e programador de temperatura. O detec-
tor foi de fotoionizagao, modelo PI-5202 da HNU, conectado &
coluna através de uma linha de transferéncia conforme o esque-
ma da Figura 3.2.

HNU Systems Inc.

30 Ossipee Road

Newton, Ma 02164

USA

O registrador usado neste sistema foi da ECB modelo

RB-102.
ECB - Equipamentos Cientificos do Brasil Ltda.
Sao Paulo - SP
39 Sistema

Cromatdgrafo de gas modelo 700, com detector de con-
dutividade térmica, da F&M Scientific.
F&M Scientific Inc.
Divisao da Hewlett - Packard Co.
1301 Page Mill Road
Palo Alto - California 94304
USA

49 Sistema

Constou dos dois primeiros sistemas acima descritos,
sendo que a saida do detector de fotoionizacao foi ligada &
entrada do detector de ionizacao de chama por meio de um tubo

capilar de ago inoxiddvel de 40 cm de comprimento.
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ligado a um reostato.
Figura 3.2 - Esquema do sistema de acoplamento do detector de

fotoionizagao com a coluna.
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3.4.2.2 Colunas para cromatografia gasosa

GRANULOMETRIA MATERTAL DIAMETRO COMPRI-

No FASE ESTACIONARIA DO SUPORTE DO INTERNO  MENTO
(mesh) TUBO (mm) (m)
% porapak Q 80/100 ago
a 37 OV-17 em Chromosorb 80/100 vidro
WAW-DMCS
32 10% SE-30 em Chromosorb 80/100 vidro 2 3
WAW-DMCS
42 57 0V-210 em Diatoport S 80/100 vidro 2 A 2
58 10%Z DC~200 em Diatoport S 80/100 vidro
6° 207 SP-2100/0,1% Carbowax
1500 em Supelcort 100/120 vidro 2 3
7® 207 sP-2100/0,1% Carbowax 100/120 vidro 2 1,5

1500 em Supelcort

a -~ Colunas preé-fabricadas.

b - Colunas empacotadas durante o trabalho.

3.4.3 Espectrometria no ultravioleta

Foi empregado um equipamento Zeiss UV-visivel, modelo
PMQ-II, para a obtencao dos espectros das fases mdveis usadas
em CLAE. As medidas foram feitas em cela de quartzo com per-
curso Otico de 1 cm e comprimentos de onda variiveis de 200 a

280 nm.

3.4.4 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de massa - CG/EM

Foram utilizados dois sistemas para identificacao dos

componentes das misturas separadas cromatograficamente ou de
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padroes in-jetados isoladamente.

O primeiro sistema, Finnigan modelo 4000, da Escola de
Farmacia da Universidade de Mississipi-USA, constituido de um
cromatografo gasoso Finnigan, modelo 9500, acoplado a um es-
pectrometro de massa com analisador do tipo quadrupolo. Este
equipamento possuia um sistema de processamento de dados, e os
espectros de massa foram apresentados na forma de diagrama de
barras, com escala de massas calibrada em valores de m/e. A
corrente idnica total possibilitou a reconstrugao dos croma-
togramas. A coluna usada foi de vidro, 180 x 0,2 cm, com 10%
de 0OV-17 em Chromosorb WAW-DMCS, 100/120 mesh. A temperatura
do forno do cromatdgrafo foi programada para 50 a 150°C a
4°C/minuto. A energia de ionizacdo foi de 70 ev.

O segundo sistema, Finnigan modelo 3000D, semelhante
ao anterior, do Departamento de Toxicologia da Policia Civil
do Estado do Paranid, n3o possuia o sistema de processamento
de dados, e os eépectros de maésa foram apresentados na forma
de picos, por um registrador oscilografico. Neste caso, hou-
ve necessidade de injegao de padrdes para a calibragao dos va~
lores de m/e. Os cromatogramas foram obtidos num registrador
potenciométrico, através da corrente idnica total. A coluna
foi de vidro, 200 x 0,2 ¢m, com 20% de SP 2100/0,1% de Carbowax
1500 em Supelcort 100/120 mesh. A temperatura do forno do
cromatdgrafo foi programada para 60 a 140°C a 4°cC por minuto.

O gas de arraste usado foi o h&lio, a 25 mL/minuto.
Alémkde CG/EM, utilizou-se este sistema para injecgoes de amos-
tras sSlidas e liquidas, diretamente na cimara de ions, atra-
vés de pontas de prova ou amostradores fornecidos pelo fabri-

cante. Para as amostras sdlidas, procedeu-se ao aquecimento



programado na ponta de prova, da temperatura ambiente até

100°C.

3.4.5 Sistemas de contagem de radiacoes °

Conforme o diagrama da Figura 3.3, foram utilizados

quatro sistemas para a contagem das radiacoes pelos radio-

isbtopos do bromo.

3.5 SISTEMAS DE IRRADIACAQO

3.5.1 1Irradiacao com luz ultravioleta

Utilizou-se uma lampada de vapor de mercirio de alta
pressao, Philips modelo HPL-N de 125 W, da qual se extraiu o
bulbo externo. As amostras, em ampolas de quartzo de 1 mL,
seladas a vacuo, foram colocadas a 30 cm da fonte de radia-~

cao.

3.5.2 Irradiacao com raios gama

Empregou-se a fonte de radiagao gama do cobalto-60 do

89

CENA-Centro de Energia Nuclear Aplicada 3 Agronomia, da Esco-

la Superior de Agronomia Luiz de Queirds, em Piracicaba-SP.
As amostras foram irradiadas em ampolas de vidro "pyrex" com

capacidade de 1 mL. As doses de radiagao foram variadas,



l. Sistema modular

Amostras do CG ou CLAE

90

Scaler

Brasele
SE~12~72

!

Timer
Ortec 719

Analisador
monocanal

HP-5583 A

_ Amplificador Analisador
I l e .
»| fonte Philips multicanal
PW- 4621 Northern Econ 1t
Cristal
Harshaw NaI
(TT)
2.Sistema de monitoragdao do eluido da coluna cromatografica.
Pré-amplificador Amplificador
HP-5554 A Linear
Hewlett-Packard HP-5582 A
tubo de
teflon com Fonte Ortec
volume total 456

de 100 pl.

Log-linear
Ratemeter
Ortec 449-2

y

Registrador
Potenciométrico
ECB~RB 101-100mV

3.Espectrometro para radiag¢des gama, Philips, contendo componentes

similares aos do sistema 2, porém integrados em um sd mddulo.

4.Espectrometro de cintilagido liquida Philips,

das radiagdes Cerenkov.

Figura 3.3 -

Metodos de contagens de radiaggo gama.

usado para contagens
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usando-se informagoes de calibragao fornecidas pelos opera-
dores e var iando-se os tempos de exposicao. A temperatura de

irradiagao foi de 0°cC.

3.5.3 Irradiacao com néutrons térmicos

As irradiagOes com néutrons térmicos foram feitas no
reator nuclear do IPEN-USP - Instituto de Pesquisas Energéti—é
cas e Nucleares situado no campus da Universidade de S3o Pau-
lo em Sao Paulo-SP — , operando com poténcia de 2 MW, com
fluxo neutrSnico de 2x10'? n.cm 2s™!. Os tempos de irradia-
gao foram de 100 e de 600 sequndos. A introdugao das amos-
tras no niicleo do reator foi feita através de um sistema pneu-
matico. As ampolas contendo as ambstras (geralmente 6) foram
devidamente acomodadas em um tubo de polietileno (coelho) ,
utilizando-se espuma plastica como amortecedor de choque, pa-

ra evitar a quebra de ampolas.

3.6 LIMPEZA DOS FRASCOS DE REACAO

Todas as ampolas usadas nas irradiagoes foram primei-
ramente lavadas com mistura sulfocrdmica e enxaguadas varias
vezes com agua destilada e deionizada. Depois de secas, fo-
ram lavadas com pequena porgao de CCf, e secas novamente em
estufa. As ampolas usadas nas irradiacdes com néutrons t&r-
micos foram ainda lavadas duas vezes com acido nitrico con-

centrado. Depois de enxaguadas varias vezes com agua desti-
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lada, foram lavadas com solucao aquosa de hidrdxido de amdnio
a 10%, enxaguadas varias wvezes com agua destilada e deioniza-

da e secas em estufa a 200°C.

3.7 AMPOLAGEM DOS REAGENTES

Os reagentes foram introduzidos nas ampolas sob fluxo
de nitrogénio. Antes dé se retirar o tubo de teflon usado
para fluir o© nitrogénio, as ampolas foram imersas em nitro-
génio liquido e os reagentes congelados. As ampolas foram
entao fechadas, sob vdcuo, rapidamente, de modo a n3o permi-
tir que os xeagentes sofressem fusao antes de ser retirado o
magarico. Este procedimento evitou o aquecimento e excesso
da luz da chama, minimizando a decomposicgao térmica e 'foto—
quimica dos reagentes, que s3o mais estiveis no estado sdli-
do e a baixa temperatura. Além disto, este procedimento evi-
tou a presemnga de ar e de humidade, que poderiam interferir

nas reagoes.



4 - ResuLTADOS E DiscussAo

Nesta segao serao apresentadas separadamentéas va-
rias etapas para o desenvolvimento dos métodos de analise de
misturas de compostos per—halogenados, contendo ou naoc ato-
mos de bromo radioativo. Também serdao discutidas varias é.pli—

cagoes para confirmar a eficiéncia dos métodos.
4.1 CROMATOGRAFIA GASOSA - CG

Na literatura existem poucos trabalhos referentes a
analise de compostos per-halogenados e, na maioria deles, os
autores usaram colunas metalicas, suportes sdlidos com gran-
de atividade (como firebrick), detectores de condutividade
térmica com superficie metdlica exposta ao contato direto
com os compostos, e modulos de injecdo metdlicos, aquecidos
(64,203). Possivelmente esses fatores contribuiram para a
decomposigcao das espécies separadas e para reagoes de troca
nas colunas.

Neste trabalho procurou-se minimizar esses efeitos,
usando-se colunas de vidro silanizado, suportes de fase es-
tacionadria também silanizados e sistema de injecdao direta-
mente na coluna, sem que houvesse contato entre a amostra e
o metal aquecido. Os detectores usados possuiam pequeno vo-

lume morto e a ligagao com a coluna foi feita com tubo capi-
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lar de vidro. Na ligagac entre os detectores de fotoioniza-
gao e de ionizagdao de chama empregou-se um tubo capilar de acgo,
no qual o tempo de residéncia das substéinciés eluidas foi

muito pequeno (aproximadamente de 0,1 segundo).

4.1.1 Columnas para cromatografia gasosa

Considerandc que as amostras analisadas eram constitui-
das de misturas de compostos apolares ou pouco polares, ber-—
halogenados (contendo cloro e bromo), com um ou dois dtomos
de carbono, procuraram-se colunas de média e de pequena pola-
ridade. Para istco, baseou-se nas constantes de McReynolds,
que fornecerxram uma boa indicagdo da polaridade da fase esta-
cionaria.

Na Tabela 4.1 hd alguns pardmetros das colunas usadas
neste trabalho, e nas Figuras 4.1 (4.1.1 a 4.1.6), os croma-
togramas correspondentes. Para a obtengéo dos dados desta
tabela, as separagSes foram otimizadas através de alteragfies
na vazao da fase mdvel e na temperatura da coluna. Pode-se no-
tar as colunas3e 5 que s3o de metil-silicone, possuem ca-
racteristicas semelhantes, considerando-se os valores das
constantes de McReynolds. No entanto, quando se procedeu as
injegoes das misturas dos compostos per-halogenados, obser-
vou-se uma grande variagao nos tempos de retencio, provavel-
mente devido as diferentes eficiéncias, conseqiiéncia da qua-
lidade do empacotamento e do material usado para isto. A adi-
cao de polietilenoglicol (carbowax 1500) ao metil-silicone
(SP-2100), em baixa proporgéo (0,1%), deu a coluna n® 2 ca-
racteristicas melhores para separagao destes compostos. Po-

de-se observar que as colunas n9 2 e n9 3 separaram o CBrs e
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Figura 4.1.3 — Coluna
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o C,CLe, com coeficientes de separagao a« = 1,1, possibili-
tando inclusive injegoes de maiores quantidades de amostra,
para fins preparativos.

A coluna de 0OV-210 foi a que apresentou a pior sele-
tividade, apesar de ter permitido anadlises mais rapidas.

As condigoes analiticas foram escolhidas em fungao
das caracteristicas das colunas. A coluna de SE-30 apresen-
tou um sangramento com a programagao de temperatura, que foi
detectado com muita intensidade pelo detector de fotoioniza-
cao. Isto ocasionou um grande deslocamento da linha de ba-
se, 0 que exigiu operagao isotérmica (Figura 4.2).

O mesmo ocorreu com a coluna de 0V-210. As colunas
de OV-17 e Porapak apresentaram muito pequeno sangramento e
por isa:tnna’programagéo de 60 a 150°C foi usada. A coluna
de SP 2100/Carbowax 1500 praticamente nao apresentou deslo-
camento da linha de base, quando se usou programacao de 60 a

140°C a 6° C/minuto.

4.1.2 Comparacdo entre os sistemas de deteccio

Os sistemas de deteccao usados em CG apresentaram
muita diferenca de sensibilidade. 1Isto foi devido aos seus
principios de funcionamento, que, apesar de serem de ioniza-
¢ao, diferem no processo de ionizar as moléculas.

As respostas relativas dos dois detectores sao carac-
teristicas de cada composto e por isso foram usados em ana-
lise qualitativa.

Observou-se, como mostra a Figura 4.3, que o detector
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Figura 4.2 - Exemplo de sangramento da fase estacionaria, com programa-
gao de temperatura. Coluna: 10% SE-30. Temperatura da co-
luna: programada de 60 a 150°C a 6°C/minuto. Amostra: CBra
em CC (0,1%Z) irradiada com luz ultravioleta por 1 minu-
to. Fase movel: nitrogenio a 25 mL/minuto. Detector: fo-
toiomizacao.
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postos per-halogenados, por ionizagao de chama e por foto-

ionizagao; respostas relativas dos detectores.

a 100°C. nitrogenio a 25 mL/minuto.
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de fotoioni=zacao era aproximadamente duas vezes mais sensi-
vel do que © de ionizagao de chama, para o CBr,. Para o
C,Br¢ a sensibilidade foi ainda maior, pois nada foi detec-
tado no detector de ionizacao de chama, nos niveisde concen-
tragao da amostra injetada. A sensibilidade do detector de
ionizagao de chama aumentou com o aumento do niimero de dtomos
de cloro na molécula, e o de fotoionizagao diminuiu‘até tor-
nar-se negativa pelo efeito "quenching" (Figura 4.4).

Foi observada, também uma queda na sensibilidade do
detector de fotoionizagao em fungao do tempo de operacgao
(Figura 4.5). Este fato foi provavelmente devido a dois fa-
tores. Primeiro, d opacidade da janela de fluoreto de mag-
nésio, que atenuou a radiagép ultravioleta que ioniza as
moléculas. Isto foi devido & constante deposigao do mate-
rial eluido da coluna, que pode ter sido do material injeta-
do ou do sangramento da coluna. Este fato foi agravado
quando se injetou Br,, e a sensibilidade caiu muito mais. A
limpeza da Jjanela com pasta abrasiva, fornecida pelo fabri-
cante, deu ao sistema a sensibilidade original.

Segundo, pelo envelhecimento da lampada de ultravio-
leta, que apesar de o fazer em muito menor escala, provocou
uma diminuigao na sensibilidade do sistema. Conseqiientemen-
te, as respostas relativas aos dois detectores também varia-
ram com o tempo, com o nimero de injegoes e com o tipo de
amostras injetadas. Isto implicou na necessidade constante
de se fazerem calibracdes antes das andlises qualitativas e quan-
titativas e limpezas periddicas nas janelas dé fluoreto de

magnésio.
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Figura 4.4 - Respestas dos detectores de ionizacdao de chama e de foto-
ionizagao. Padroes injetados (100 pg/uL) de: CC em
CCl3Br; CCU3Br em CCRs; CBrg em CC%4; CpBrg em CCQ4;
C2CR4Br; emCC4 ;C2C Br, em CCR4. Volume injetado: 2 KL.
Coluna: SE-30 a 100°C.

4,4,1 - Compostos com um atomo de carbono.
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Figura 4.5 - Variagao da sensibilidade do detector de fotoionizagao com

o tempo. Amostra injetada: CBra em CC%4 (100 pg/uL). Co-
luna: SE-30 a 100°C. Fase mdvel: N; a 25 mL/minuto. Vo-
lume injetado: 2 L. Sensibilidade: 4x107" ampéres para
deflexao de toda a escala.
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4.1.3 Sensibilidade do sistema de cromatografia gasosa:

concentracao minima detectavel - CMD

Os sistemas de deteccao usados mostraram ter muita
sensibilidade para os compostos per-halogenados. Na Tabela
4.2 tem-se os dados experimentais obtidos para varios desses
compostos, através de injegoes de solugdes-padrao, com ope-
ragao dos dois detectores em série e com a mixima sensibili-
dade (10 !? ampéres para deflex3o de toda a escala do regis-
trador). As areas foram tais que a relagdo sinal/ruido foi

maior do gue 2.

Tabela 4.2 - Concentragao minima detectavel para os detectores
de ionizagao de chama e de fotoiomizagao.

Coluna: SE-30 a 100°C
Gas de arraste: nitrogeénio a 25 mL/minuto.

Volume injetado: 2uL.

CONCENTRAGCAO EM pg/pL

DETECTOR , CC%  CC23 Br CBrs C2C2%  CpBrs C2C2 Bry CpCla
DIC 10% 5x1003%  2x10% 1074 10 4 10 4 104
DFI 10% 2x10°2 104 103 10 3 10 ¢ 5x10 4

4.1.4 1Influéncia da vazao da fase mdvel na sensibilidade do

detector de fotoionizacdo e na eficiéncia das colunas

O detector de fotoionizagdo detecta a concentragao do

componente eluido da coluna na unidade de tempo e, por isso,

para vazoes menores a sensibilidade & maior. Isto foi com-
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provado pela variagao da &rea do pico do CBr, com a mudancga
da vazao da fase mével (Figura 4.6). Uma vazao pequena se-
ria desejavel, porém a eficiéncia de uma coluna cromatogra-
fica também varia com a vazao da fase mdvel, e na andlise de
misturas complexas e de dificil separagao, a eficiéncia &
muitas vezes um fator primordial (Figura 4.7).

Na maioria das andlises procurou-se a vaziao que dava
ao sistema a eficiéncia necessidria para separar os componen-
tes das misturas injetadas, e que foi de 25 mL/minuto, para a
coluna de SP 2100/Carbowax 1500. Com esta vazao, a sensibi-
lidade do detector foi suficiente para detectar os compostos

eluidos, mesmo em baixas concentragdes.

4.1.5 Cromatografia gasosa preparativa

0 material radiocativo, eluido de uma coluna cromato-
grafica, deve ser coletado mesmo quando nao se guer proceder
a testes posteriores a4 andlise. A coleta desse material de-
ve ser a mais eficiente possivel, pois, além de tdxico, & ra-
dioativo. Para isto, desenvolveu-se um sistema simples e de
grande eficiéncia. Constou de um tubo de vidro pyrex de 6 mm
de diametro interno e 5 cm de comprimento, onde uma extremi-
dade foi estrangulada de modo a acoplar com a saida do detec-
tor através de um tubo de Tygon de 2x20 mm. Foi usada 13 de
vidro em ambas as extremidades e o tubo foi empacotado com
uma mistura de carvao ativo e peneira molecular 5 A, em vo-

lumes iguais.

O sistema mostrou reter as fragdes radioativas eluidas
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Figura 4.6 — Influéncia da vazao da fase movel na semnsibilidade do detec-
tor de fotoionizagao. Coluna: SE-30 a 100°C. Amostra in-
jetada: CBrs em CCe; (100 pg/mL). Volume injetado: 2 ML.
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Figura 4.7 — Influéncia da vazao da fase movel na eficiencia da coluna.
Coluna: SP 2100/carbowax 1500, programada de 60 a 140°C a
6°C/minuto. Amostra injetada: CBrs em CCls (1%7). Volume
injetado: 2 pL. Detector: fotoionizagao.
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da coluna logo no inicio do frasco coletor, conforme mostra

®
a Figura 4.8. Observou-se também que o tubo de vidro nao fi-
cou impregnado com o material eluido, pois quando foi removi-
do o material do frasco coletor o tubo nao mostrou atividade,
e toda a atdvidade estava na parte removida. A eluigao do
material retido no adsorvente, com CCfs (10 mL), mostrou tam-
- bém que a atividade foi totalmente extraida, indicando a fa-
cilidade da recuperagao do material coletado.
- - Atividade ¢ c =
Secgao |Atividade apds 48 horas orreg¢ao
1 1 0 —
. 2 123 51 130
peneira
molecular 3 294 120 307
4 2634 1054 2703
5 6814 2729 6998
la de
. — vidro 6 18 5 13
Tubo de
Tygon Total 9884
Saida do
Cromatografo | l
Figura 4.8 — Coletor de fragoes para CG. Dados para o pico do CBr,.
Material injetado: CBr, irradiado (100ug CBr,/mL CCL,).
Atividade injetada (padrao) em 2 uL: 97202
a - Atividade medida em contagens por minuto.
b ~ Corregao da atividade para o decaimento que ocorreu
™~ entre a primeira e a segunda contagem.

4.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - CLAE

Devido & inexisténcia de dados na literatura, o desen-

volvimento da separagao dos compostos per-halogenados por CLAE,




;13
mereceu uma atencao especial.
A escolha do processo de separagao foi baseada no es-
qgquema do Apéndice 4. Duas possibilidades apresentaram-se ini-

cialmente:

a — Cromatografia liquido-sdlido, com silica ou
alumina;
b — Cromatografia liquido-liquido, com fase rever-

sa, gquimicamente ligada.

4.2.1 Preparo e ativacao das colunas de CLAE

As colunas com LiChrosorb SI-60 (silica) e Alox T
(alumina) foram condicionadas, passando-se 100 mL de diclo-
rometano e depois a fase mdvel até obtencgdo de uma linha de
base estavel, operando-se o detector em 230 nm para hexano e
em 254 nm para os demais solventes, usados como fase movel. A
coluna de Alox T, depois de condicionada dessa forma, foi re-
tirada do sistema e colocada num forno a 150°C com fluxo de
nitfogénio de 2 mL/minuto, durante 12 horas. Isso foi feito
visando-se uma maior ativacdo da alumina. No entanto, nao se
constatou nenhuma diferenca na seletividade dos compostos
per-halogenados injetados antes e depois desses procedimentos.

A ativacdo das colunas para fase reversa foi feita
através da passagem de 100 mL de metanol puro, para a remo-
cao de compostos organicos retidos, e depois da fase movel,
até o equilibrio.

A coluna de Vydac RP-18 estava contaminada e nao apre-

sentava a eficiéncia esperada. Quando foi aberta, observou-se
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o actmulo de material escuro em ambas as extremidades. Reti-
raram-se 3 c<m de fase estacionéria de cada extremidade e em-
pacotou-se mnovamente a coluna, manualmente. Bombearam-se 60
mL de metanol a 6 mL/minuto (pressdo de 100 kg/cm®) e abriram-
se novamente os conectores terminais, para que fossem comple-
tados os espagos oriundos da acomodacao das particulas. Repe-
tiu-se a operagao até@ que nao se constatou mais volume morto
nas extremidades da coluna. Esta operacao foi repetida alguns
dias depois e a eficiéncia da coluna permaneceu constante, in-
dicando que a operacgao de recuperacdao conduziu a resultados

satisfatorios.

4.2.2 Avaliacao da eficiéncia das colunas:

otimizacao do processo

Na Tabela 4.3 e na Figura 4.9, tem-se os resultados
das injegoes de misturas de substancias per-halogenadas, em
colunas diferentes, depois que o sistema cromatografico foi
otimizado. A coluna de fase reversa apresentou a melhor se-
letividade e eficiéncia. Na otimizagdo do processo de separa-
¢ao, procurou-se variar a fase mdvel e a sua vazido, para gque
os valores de K' de quaisquer componentes da mistura se si-
tuassem na faixa ideal, entre 1 e 10. Dessa forma consegui-
ram-se reéultados muito bons e as seletividades desejadas
(x> 1,1), indicando possibilidade para a realizagao de croma-
tografia preparativa (vide Apéndice 13 para avaliacao de va-

lores de resolugao e eficiéncia).

Foram empacotadas algumas colunas de fase reversa, com
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Figura 4.9 - Cromatogramas obtidos por CLAE correspondentes aos dados da
Tabela 4.4. Coluna: VYDAC RP 18 - 10u. Detector: ultravio-
leta em 220 nm.
4.9.1 - Fase movel: acetonitrila/agua, 80/20 v/v.
. 4.9.2 ~ Fase movel: tetrahidrofurano/3gua, 60/40 v/v.

4.9.3 - Fase movel: metanol/agua, 70/30 v/v.
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o0 objetivo de conseguir maiores eficiéncias, porém as carac-
teristicas foram semelhantes as das colunas pré-fabricadas.

Um fator que influenciou muito na obtengao das separa-
coes foi a pureza do metanol utilizado, pois a forga do sol-
vente atua diretamente nos wvalores de K' e de a. Quando se
trabalhou <om metanol Uvasol ou LiChrosolv, a seletividade
foi aumentada substancialmente em relagao ao metanol purifi-
cado somente por métodos fisicos (Tabela 4.4).

A analise por CG dos quatro tipos de metanol mostrou
que o que foi purificado por colunas e por destilagao aére—
sentou muitos picos. Isto nao aconteceu com os demais (cro-
matogramas no Apéndice 10). O espectro no ultravioleta dos
quatro tipos de metanol usados nao mostrou diferengas sensi-
veis, e se fOssemos nos basear apenas nesse tipo de controle
certamente nao iriamos conseguir reprodutibilidade dos resul-
tados (Apéndice 11).

Portanto, a pureza do solvente usado como fase mdovel
foi um fator muito importante no processo de separagao e as
impurezas transparentes ao ultravioleta modificaram a forcga

do solvente, conduzindo a resultados nao reprodutiveis.

Tabela 4.4 — Influencia da pureza da fase movel na seletividade.
Coluna: Vydac RP-18, 300x10 mm
Fase movel: metanol/agua, 70/30 v:iv.
Vazao: 2 mL/minuto

VALORES DE «

TIPO DO METANOL
/ CBr4 /CCL4 C2C2% Bry /Cy Brg C, Clg /C2 Cq Bra

Uvasol 1,22 1,22 1,13
LiChrosolv 1,21 1,22 1,15
Purificado por métodos

quimicos e fisicos 1,19 1,23 1,12

Purificado por colunas de
adsorcao e destilagao 1,10 1,09 1,12
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4.2.3 sistemas de deteccio para CLAE

.Foram usados inicialmente os detectores de ultraviole-
ta e de indice de.refr'agéo. Este apresentou baixa sensibili-
dade aos compostos per-halogenados, possivelmente porque as
concentragoes destas substancias, nas amostras analisadas,
eram muito baixas. Para se ter uma idéia da diferenga de
sensibilidade entre os dois detectores, apresentamos o croma-
tograma da Figura 4.10, com os dois detectores ligados em sé-
rie. O detector de ultravioleta estava atenuado e poderia ter
sido usado com a sua sensibilidade aumentada de 10 vezes, en-
quanto o de indice de refragadao estava com a sua maxima sensi-
bilidade.

Para a escolha do comprimento de onda ideal, para o
sistema de detecgéo por absorcgaoc no ultravioleta, procedeu-
se a injegoes de 100pL de solugdo com concentragido de 0,lmg/
mL de cada componente em metanol, variando-se o comprimento de
onda de 5 em 5 nm, entre 210 e 260 nm. As areas forammedidas
por base a meia altura (mé&todo descrito no Apéndice 7) e cada
injegao foi repetida considerando-se o valor médio das altu-
ras para o calculo das areas. As variagdes foram menores gque
3%.

Os valores de Xmax crescem para hidrocarbonetos haloge-
nados na ordem C¢< Br<I e os valores de { também aumentam nes-
ta ordem (204). Para os compostos per-halogenados estudados,
dissolvidos na fase mdvel (metanol/agua 70/30 v:v), observou-
se uma grande variagao de absorbdncia com a estrutura, para

um mesmo comprimento de onda (Figura 4.11). Para o C;Cls em

220 nm, obteve-se uma area de 410 mm? enquanto que para o CC2a
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Figura 4.10 - Detecgao simultanea de mistura de compostos per-halogenados
por ultravioleta (230 nm) e por indice de refragao. Coluna:
VYDAC RP 18. Fase movel: metanol/agua, 70/30 v/V (metanol
purificado por colunas de adsorgao e destilagao). Vazao da
fase movel: 2,5 mL/minuto.
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Figura 4.11 — Resposta do detector de ultravioleta aos compostos per-

halogenados. Coluna: VYDAC, RP 18 (fase rezersa). Fase
movel: metanol/agua, 70/30 V/V; Concentragao de cada com-
posto em metanol: 0,1 mg/mL.
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féi de apenas 86‘ mm?. A substituicao dos atomos de cloro po.‘r
dtomos de bromo também provocou uma significativa mudanga na
absorbéncia, pois para o C2Brg a area foi de 1080 mm? , isto &,
mais que o dobro do que para o C;C¢. Devemos salientar que
as massas injetadas e as condigOes analiticas foram as mesmas.
Observou-se, no entanto, gque todos os compostos analisados
apresentaram um valor de Kméx proximo de 220 nm, e por isso
este valor f£oi escolhido para os estudos posteriores. Para
os valores de M\ inferiores a 220 nm, a fase mdOvel, mesmo com
metanol Uvasol ou LiChrosolv, passou a absorver e a sensibili-
dade do sistema diminuiu. Para valores maiores do que 220 nm,
os compostos em solugao, principalmente os clorados, absor-

veram menos e a sensibilidade também diminuiu.

4.2.4 Sensibilidade de deteccao do sistema de CLAE:

concentracao minima detectavel

Apesar de ser menos sensivel do que os sistemas de de-
tecgao da cromatografia gasosa, o detector de ultravioleta
para CLAE foi muito sensivel para compostos per-halogenados.
Na Tabela 4.5 tem-se os resultados experimentais obtidos pa-
ra alguns destes compostos em solugdao em metanol. A fase mo-
vel foi metanol/agua, 70/30 v:v, sendo o metanol da marca
UVASOL. A concentracao minima detectada foi tal, que a rela-

¢do sinal/xruido foi maior do que 2, na maior sensibilidade do

detector (0,01 unidades de absorbancia) e em 220 nm.
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Tabela 4.5 - Concentracgao minima detectavel para compostos per-
halogenados. Detector: UV em 220 nm. Fluxo da
fase movel: 2 mL/min. Sensibilidade de detecgao:
0,01 unidades de absorbancia, para deflexao de to-
da a escala do registrador.

COMPOSTO CCl4 CC23Br CBrg C2Cl  CaBrg C2ClaBr, CpCl4
Concentragao 2x10° 2 103 2x10 ® 5x10 ° 1,5x10 °  2x10 ° 10 ¢
minima detecta-

vel (ug/uL)

4.3 ESPECTROMETRIA DE MASSA DOS COMPOSTOS PER-HALOGENADOS

Os espectros de massa desses compostos foram bastante
caracteristicos e de facil interpretacdo. Os mecanismos de
fragmentacao envolveram apenas rupturas de ligagces halogé-
nio-carbono, sem rearranjos complicados, como podem ocorrer
em varias outras moléculas orginicas.

As abundancias isotOpicas e a grande diferenca de mas-
sa entre o cloro e o bromo conduziram a espectros peculiares,
com fragmentos facilmente identificaveis.

No Apéndice 12, tem—se os espectros de massa de subs-
téncias-padrao e das amostras obtidas por CG/EM. Apresenta-
mos adicionalmente os diagramas das abundincias isotdpicas
obtidas teoricamente para os fragmentos com varias combina-
goes de atomos de cloro e de bromo. Pode-se observar que as
abundancias isotdpicas dos fragmentos identificados nos com-
ponentes das amostras coincidiram com as abundancias isoto-

picas previstas. Por exemplo, no espectro do CC#Br,, o frag-

mento CCiBr,, originado da perda de bromo do ion molecular,
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apresentou ;ﬁcosvde massas 205, 207, 209 e 211 com abundén¥‘
cias de 4:9:6:1, respectivamente, exatamente como previsto
(Figuré 4.12).

Baseando-se apenas nas fragmentagdes e nas abundancias
isotdpicas foi possivel comprovar a identidade dos picos cro-
matograficos, e estes resultados confirmaram as suposigoes

. originadas por respostas relativas dos detectores e tempos de

retengao.
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5 - APLICACOES: AMOSTRAS SEM ATIVIDADE

. Nesta segao serdo apresentadas varias ilustracdes e

aplicagoes dos métodos analiticos desenvolvidos.

5.1 ANALISE DE UMA MISTURA PADRAO

A primeira aplicagao dos mé&todos desenvoividos foi a
analise qualitativa e quantitativa de uma mistura contendo:
CCe3Br, CBra, C2Cs, C2C3Bx, e CyBrg, dissolvidos em CClg
(para CG) e em metanol (para CLAE).

Na Tabela 5.1 tem-se os resultados desta anilise e nas
Figuras 5.1 e 5.2 os cromatogramas.

Os cromatografos foram operados nas seguintes condi-
coes:

a - Cromatdgrafo gasoso

Coluna: SP 2100/Carbowax 1500.

Temperatura da coluna: programada de 60 a 140°C
a 6°C/minuto.

Detectores: de ionizacgao de chama e de fotoio-
nizagao.

Temperatura dos detectores: 150°C.

Fase movel: nitrogénio a 25 mL/minuto.
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b - Cromatografo liquido

Coluna: Vydac RP-18 (N@ 1, item 3.4.1.2).
Fase movel: métanol/égua, 70/30, v/v.
Vazao da fase mdvel: 2 mL/minuto.

Os tempos de retengao obtidos pelos dois sistemas
cromatograficos (Figura 5.1) coincidiram com os dos padroes
injetados isoladamente e as respostas relativas dos detecto-
res foram conclusivas na identificacao de cada componente. A
analise quantitativa també&m mostrou boa precisao éelos dois
métodos, quando se usou a técnica de base 3 meia altura pa-
ra as medidas das areas,e calibragao absoluta para determi-
nacao de massas ou concentragoes.

Pode—-se observar que a relagao de areas em dois com-
primentos de onde (CLAE) deve ser obtida com muito cuidado,
pois os valores obtidos foram muito proximos. Para maior
confiabilidade dos resultados, & necessidrio que se injetem
quantidades aproximadamente iguais da amostra e dos padroes
e que se use a mesma fase movel, isto &, uma injecdo apds a
outra.

Para CG os valores sao bem diferentes e, apesar da
fase movel nao interferir na detecg3o, & aconselhavel gque
também se injete amostra e padrdes, consecutivamente.

Esta foi a andlise de uma mistura cujos componentes
eram conhecidos qualitativa e quantativamente.

As aplicagoes que se seqguem sao referentes 3 anidlise

de misturas desconhecidas.
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5.2 ANALISE DOS PRODUTOS DA IRRADIAGCAO DE UMA SOLUGCZO
DE CBRs EM CCfs (FRACAO MOLAR 0,01) COM LUZ ULTRA-
VIOLETA , POR CROMATOGRAFIA GASOSA.

Nesta analise, procedeu-se i injegdo no CG da solucgao
antes da irradiagao, para comprovar a pureza dos reagentes.
Depois de irzradiada com luz ultravioleta durante 4 horas,
injetou-se novamente a mistura, mantendo-se as mesmas condi-
¢oes analiticas.

Os cromatogramas mostraram a formagao de alguns pro-
dutos da reagao. A comparacgio de tempos de retencgao dos pi-
cos da mistuxrxa irradiada e dos picos de padrdes injetados
isoladamente forneceu as informagoes iniciais para a sua
identificagcao. As respostas relativas nos detectores de ioni-
zagao de chama e de fotoionizagdo confirmaram a sua identi-
dade. A anélis’elquantitativa foi realizada logo depois de
obtidas as curvas de calibragéo para o CBrg4, C;Cl¢ e C2Brg,
para se evitar variagcao da resposta do detector de fotoio-
nizagao com o tempo.

Na Tabela 5.2 tem-se os resultados da anilise e nas

Figuras 5.3 e 5.4, os cromatogramas respectivos.

Tabela 5.2 - Analise de uma solugao de CBr, em CC2,, irradiada com luz
'~ ultravioleta durante 4 horas.

Coluna: SE-30
Temperatura da coluna: 100°C, isotérmica.
Fase movel: Nitrogenio a 25 mL/minuto.

COMPOSTO QUANTIDADE INICIAL QUANTIDADE FINAL  RESPOSTA RELATIVA
pg/uL yg/uL DIC/DFI
CBra 33 33 0,56
C‘Z C«ql6 0 1 , 2 ) 27
C; Bre 0 0,1 x 10 2 -
C,C4 0 4 0,5
CC43 Br 0 nao detectado -
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A formagao de C;CLs como conseqﬁéncia da recombinacgao
de dois radicais CCf, formados na fotodecomposigao do CCls Jja
havia sido observada (205) e agora foi comprovada.

No entanto era de se esperar a detecgao do produto da
combinagao do radical CC%s com espécies bromadas, dando CC3Br.
E possivel que o CCL3Br nao tenha sobrevivido até o momento da
anélise.

Por outro lado, a irradiagéo com luz ultravioleta de
solugdes concentradas de CBrs em CCs (>50%) mostrou um pe-
queno pico de CC#3Br (Figura 5.5), detectado logo apds a

irradiacgao.

5.3 ANALISE QUALITATIVA DA MISTURA DE COMPOSTOS
PER-HATOGENADOS OBTIDA POR REACAO TERMOQUIMICA
ENTRE CBrs E CCLs, NA PRESENCA DE ALUMINIO.

Esta aplicagao mostra a importancia da pureza da fase
movel na separagao por CLAE. O objetivo foi a identificacgao
das fragoes coletadas do sistema de CLAE, através da cromato-
grafia gasosa.

Os produtos da reagao ( 2mL) (vide segao 3.3) foram
parcialmente extraidos com 5mL de metanol. Cem microlitros
da fragao metandlica foram.injetados no cromatdgrafo liquido,
com coluna de fase reversa (Vydac RP 18) e detectados por
absorcgao no ultravioleta em 220 nm. Coletaram-se as fragoes
de 6 injegoes consecutivas, perfazendo volumes de 20, 12, 15
e 20 mL, para os picos de numeros 1, 2, 3 e 4, respectivamen-
te (Figura 5.6). Cada fracao foi novamente injetada em CLAE,
para avaliar a eficiéncia da cromatografia preparativa (Figura

5.7).
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Figura 5.5 - Cromatograma correspondente a injegido de solugao concentrada
de CBrs em CC (50%) e irradiada com luz ultravioleta. Colu-
na: SE-30. Temperatura da coluna: programada de 70 a 140°C
a 6° C/minuto. Fase movel: nitrogenio a 25 mL/minuto.
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Figura 5.6 - Cromatograma correspondente a CLAE preparativa dos produtos da
reagao termoquimica entre CBrs e CCls na presenca de aluminio.
As flexas indicam o ponto de inicio de coleta da fragao. Co-
luna: Vydac RP-18. Fase movel: metanol/agua 75/25 v/v. Va-
zao da fase movel: 2,5 mL/ minuto. Volume injetado: 100 L.
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Adicionaram-se 10 mL de agua a cada fragdo, para dimi-
nuir a solubilidade dos compostos per-halogenados em solugao,
e extraiu-se com 3mL de CCR4. A injegao de 5uL do material
extraido com CCe4, no cromatdgrafo gasoso, revelou que o se-
gundo pico (fragao n? 2, Figura 5.6) era correspondente ao
CBr, e o texceiro (fragao n® 3, Figura 5.6) ao C,Cl¢ e
C,Brg, que nao foram separados por CLAE. A baixa eficiéncia
da coluna usada em CLAE foi consequéncia de impurezas no me-
tanol usado como fase movel, e cujo espectro no ultravioleta
mostrou transparéncia em 220 nm (veja Apéndice 11). No en-
tanto a presenga de contaminantes transparentes ao UV modifi-
cou a forca da fase mbvel. Quando se substituiu este metanol
por outro passado por coluna de fase reversa, depois de puri-
ficado, a separacao entre C,Cls e C,Brg foi melhor (Figura
5.8).

Tentou-se extrair os componentes das fracgoes 1 e 4, da
fase mdovel, que depois de injetados no cromatdgrafo gasoso nao
foram detectados. Provavelmente eram tracos de impurezas dos
reagentes ou de produtos formados na reacdao, que absorveram
fortemente no UV e que na extracao foram diluidos ou n3o fo-

ram extraidos em quantidades detectiveis por CG.

5.4 IRRADIAGAO DE SOLUGCOES DE CBrs, EM CCfs COM RAIOS GAMA

Os f£&tons da radiagdo gama, por serem mais energéticos
do que os da radiagao ultravioleta, deram origem a um maior
nimero de produtos de reagdo, quando se irradiaram solugoes

de CBry em CCl4.
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Condigoes analiticas ideénticas as de Fi-

mente passado por coluna de fase reversa.
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As reagoes foram estudadas através da cromatografia
gasosa, cujos cromatogramas possibilitaram acompanhar o con-
sumo de CBrsa e a formagao dos produtos (Figuras 5.9 e 5.10).
A identificacao dos picos foi feita por comparagido de tempos
de retengao, por resposta relativa dos detectores de ioniza-
gao de chama e de fotoionizagdo e por CG/EM.

Amostras com concentragoes de CBrs em CCf4 de 1; 3,3;
10; 20 e 33 mg/mL foram irradiadas com doses de 0,1; 0,3;
1,0; 3,0 e 5,0 mega Rads de radiagao gama. Cada amostra
foi injetada 3 vezes e a mé&dia das areas foi determinada.

As solugoes estudadas eram muito diluidas e portanto a
quantidade de CCs; foi considerada constante, comparada com a
qgquantidade de CBry.

hy

CBra + (CC24) icesso — produtos

Supondo-se inicialmente que esta reagao possa ser de

ordem superior, tem-se:
n
-d [CBrs]l/ dt = k [CBr4l
onde n & a ordem da reagao, e k a constante de velocidade.

Entao:
log ( -d[CBrsl1/dt) = 1log k + n log [CBrs]

Se esta suposicao for verdadeira, um grafico de.
log (-d [CBrsl/dt) versus log [CBrs] daria uma reta, cujo
coeficiente angular seria a ordem da reagdao. Para a obten-
cao dessas variaveis a partir dos cromatogramas, tragou-se
a curva de consumo de CBrs com a dose de radiagao, confor-
me mostra a figura (5.11).

Os valores dos coeficientes angulares das tangentes em
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varios pontos desta curva seriam iguais a -d[CBrsl/dt e as
ordenadas dos pontos de tangéncia seriam log[CBrs].

Plot aram-se os logaritmos destes dados e obteve-se uma
reta, como mostra a Figura 5.12. E interessante notar que os
pontos dest a reta estao alinhados, com um coeficiente de cor-
relagao igual a 0,987. A ordem da reacdo foi entio obtida
pelo coeficiente angular da reta, que foi de 5,987 =n=6.

Assim podemos supor que a reagao do CBrs com o CCls,
ativada pox radiacao gama, tal que (CBrs) K (CCt4), seja de
sexta ordem com relagao ao CBrj. |

No entanto, observando a cufva da Figura 5.11, pode-
se notar que o consumo de CBr; & muito rdpido no inicio da
reagao até +tornar-se linear e lento no final. Aparentemen-
te esses resultados podem ser interpretados como sendo conse-
quéncia de pelo menos dois mecanismos ou processos diferentes
e com pelo menos um mecanismo de ordem superior.

Anal ogamente pode-se supor que a formagao dos produtos
também seja conseqiéncia de mais de um processo ou mecanismo
(Figuras 5-.13 a 35.19). O processo de formagdao de C;Brs, apa-
rentemente, segue um mecanismo mais simples que os demais,
pois a sua formagao & realmente linear com o tempo de irra-
diagao (Figura 5.17).

Esses resultados preliminares foram obtidos a titulo
de aplicacao dos métodos analiticos desenvolvidos e poderao
fornecer subsidios e originar futuramente novas perspectivas

de tese n0o grupo de radioquimica.
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-d[CBf‘L]) .
lo (—————— tog ICBr, .
— S s g [ 1.]
i 1.32 2,013
]+
e 1.54 2,034
< X
) N 1,68 2,051
o ordem dareagago =
2 .. 186 : 2,083
= coeficrenre angular=59887
' 2,00 2114
coeficiente de correlacdo=0,987
¢ ! 219 2,152
2.5
2.0

1.5+

10 - r v .
2000 2050 2100 ——————» 2150 yog [CB!“]

Figura 5.12 - Grafico de log ( - g—s ) versus log C, para determinacao da

ordem da reacao.
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6 - APLICAGCOES: AMOSTRAS RADIOATIVAS

Esta secgdo trata de aplicagoes dos métodos desenvolvi-
dos no estudo dos produtos das irradiacoes de compostos per-
halogenados , com néutrons t&rmicos, no reator de IPEN (Sao

Paulo).

6.1 ANALISE DOS PRODUTOS DA IRRADIACAO DE CBrs (NO ESTADO
SOLIDO) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA -
CLAE.

Varias amostras de CBrs no estado sdlido, previamente
purificadas por sublimagéo, foram irradiadas com néutrons
térmicos, com fluxo neutrdnico de 2 x 1012' n.cm 2. s ', du-
rante 600 segundos e a 30°C.

| Depois de irradiadas, foram diluidas em CCL3Br e inje-
tadas nos sistemas de CG e CLAE.

Na Figura 6.1 tem-se um cromatograma obtido por CLAE
~ preparativa. Foram coletadas periodicamente 60 fragoes de
2 mL do material eluido do sistema cromatografico; a atividade
de cada fracao foi medida num contador gama e tragada no pro-
prio cromatograma, como pode ser visto pelos pontos interli-
gados. A atividade relativa ao pico do C;Bre¢ foi de 7,13% da
atividade total injetada e correspondeu a aproximadamente 5ug

de C,Brg injetados. Este valor foi estimado comparando-se a
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area do pico correspondente ao C;Brg com a area de pico do
C2Brs de uma solucao-padrao sem atividade contendo 0,1 pg/ul,
detectado por ultravioleta em 220 nm.

O alargamento dos picos se deve ao fato de terem sido
usadas duas colunas em série, Vydac RP-18 e LiChrosorb C-18,
conectadas através de um tubo capilar de ago de 40 cm de com-
primento. Isto possivelmente introduziu volume morto no sis-
tema. A razao de terem sido usadas duas colunas foi aumentar
os'valores de k' e conseqlientemente a capacidade da coluna,
com relagao as concentragoes e volumes das amostras injetadas.

OQutras solugoes contendo CBrs irradiado no reator, em
varios niveis de concentracao, foram também injetadas e os re-
sultados se reproduziram, como mostra a Figura 6.2, corres-
pondente a uma amostra de CBrs, que depois da irradiagao foi
diluida em metanol (1%). Nesse nivel de diluigcao o pico do
C2Br¢ nao foi detectado por ultravioleta, mas a sua ativida-
de foi medida e o seu valor situou-se proximo ao valor obti-

do para solugOes concentradas.

6.2 ANALISE DOS PRODUTOS DA IRRADIACAO DE SOLUCOES
DE CBrs EM CC24 COM NEUTRONS TERMICOS

Essas experiéncias tém como objetivo determinar os ren-
dimentos de alguns produtos formados na irradiagao e observar
o decaimento das espécies radioati&as separadas pelos métodos
cromatograficos.

Varias amostras de solugSes de CBrs em CCl4, com con-

centragoes de 33, 100 e 330 mg/mL, foram irradiadas durante
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100 segundos com néutrons térmicos, com fluxo neutrdnico de
2x10“.n.cm—2s_1; a 30°C. Como os resultados foram simila-
res, vamos apresentar os obtidos com amostras de concentracao
de 100 mg/ml..

A injecao da mistura irradiada num cromatografo gasoso
produziu varios picos (cromatograma da Figura 6.3). A croma-
tografia preparativa possibilitou a medida do decaimento de
cada componente identificado no cromatograma, como mostra a
Figura 6.4. Os rendimentos, baseados na atividade total in-
jetada, estao representados na Tabela 6.1.

Observou-se que apesar de ter sido grande a quantida-
de de CBrs remanescente, como se vé pela area do pico corres-—
pondente (Figura 6.3), a sua atividade foi apenas 14,3% da
atividade total injetada.

A atividade do C,Brg foi de 2,6% e corresponde a uma
massa injetada de aproximadamente 0,2 kg, obtida por compara-
¢ao de areas com cromatogramas-padrio. O pico corresponden-
te ao C;CL¢ formado na reacgao, mas sem atividade por ja ter
decaido, representa uma massa de aproximadamente 10 pug, esti-
mada de modo anadlogo ao modo usado para o C,Brg.

Aproximadamente 1 mL da mésma amostra irradiada foi
lavada com 1 mL de solugdao 0,1 N de Na; SOs para eliminagdo do
bromo. Depois de lavada com &igua varias vezes, extrairam-se
Os compostos per-halogenados com 2 mL de metanol e injetaram-
-se 100 pL num sistema de CLAE, o qual possuia um sistema
continuo de contagens de radiagdes ligado 3 saida do detector
de ultravioleta. O radiocromatograma obtido, como mostra a
Figura 6.5, possui pelo menos 4 picos com atividade. As fra-
¢oes correspondentes foram coletadas e se procedeu a medida

do decaimento das espécies, conforme a Figura 6.6.
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CC!gBr
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Figura 6.4 - Decaimento das espécies separadas por CG.
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Tabela 6.1 - Rendimentos das espécies radioativas separadas por CG.

Atividade
Fragao Atividade Total Composto Massa
Coletada¥* (cpm) Injetada Aproximada
(Z) (ug)
1 9105 47,8 Br, -
2 3461 18,2 CC23 Br -
3 543 2,9 C2Brs -
4 2068 10,9 CC23 Bry -
5 322 1,7 CC2Brs -
6 2357 12,4 CBrs 200
7 368 1,9 Cauda do -
CBrs
144 0,8 -
485 2,6 C2 Brs 0,2
10 195 1,0

* - Os pontos de coleta estao marcados no cromatograma da Figura 6.3.

Na Tabela 6.2 tem-se a representacgao da atividade de-

vida ao ®Br® e a porcentagem de atividade de cada espécie em

relagao a atividade total injetada.

Tabela 6.2 - Rendimentos das esp&cies radioativas separadas por CLAE

Fragao Atividade Atividade
Coletada* (cpm) Injetada Composto
(%)
1 61 - -
2 58 774 18,0 CC43 Br
3 3 533 1,1 b
4 2 441 0,8 b
5 107 910 33,1 CBr; C%;
6 118 457 36,3 CBrg
7 24 922 7,6 Cz2 Bre
8 10 200 3,1 cauda do CzBrg

* - Os pontos da coleta estao marcados no cromatograma da Figura 6.5.

b - Nao identificado.
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Figura 6.6 — Decaimento das espécies separadas por CLAE.



162

6.3 ANALISE DOS PRODUTOS DA IRRADIACAO DO C;C24Br,
(NO ESTADO SOLIDO) COM NEUTRONS TERMICOS

Uma ampola contendo C,C24Br; (cristais) foi irradiada
com fluxo neutrdnico de 2x102 n.cm 2.s™ ! .durante 600 seguﬁdos
e a 30°C. A amostra foi dissolvida em metanol (1 mg/mL apro-
Ximadamente) , e 100 pL desta solugido foram injetados no siste-
ma de CLAE preparativa. A detecgao por ultravioleta em 220 nm
revelou a formagao de poucos produt;_os, como mostra o cromato-
grama da Figura 6.7. O rendimento do C,C4Br,, em termos da
atividade total injetada, foi de 60,8%. Pode-se observar um
pico préximo ao do C;CLiBra, que n3o foi identificado e con-
tribuiu com 26,8% da atividade total e que quase nao deu res-
posta no ultravioleta.

O pico correspondente a fracao 3 (vide cromatograma)
nao possuiu atividade e & devido ao C, C2s formado na irradia-
gao. Por comparacio de adreas com cromatogramas de misturas-
padrao, a massa de C,Cl4 cqrrespondente a esse pico foi de
aproximadamente 0,1 ug (para 100 pg de C,ClsBr, injetado) .

Essa mesma amostra quando analisada por CG mostrou que
se decompoe através do sistema cromatografico, como mostra a
Figura 6.8. Observou-se neste cromatograma uma variacao da
linha de base, caracteristica de decomposig¢do na coluna. O
C:CL4Br; foi a Ginica espécie estudada neste trabalho que se
decompoe no sistema de cromatografia gasosa, quando se inje-

tam solugoes concentradas.
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6.4 REACOES DDE TROCA NO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Estas experiéncias tém como objetivo testar a presenga
de reagdes de troca no sistema cromatografico.

Inicialmente injetou—-se no sistema de CLAE (vide Tabe-
la 6.3 para condigoes analiticas) uma solugao metandlica sa-
turada de CBx4 irradiado. Constatou-se que a atividade do
CBrs foi de 87,8% e do C;Bre¢ de 6,6%, da atividade total in-
jetada (vide cromatograma da Figura 6.2). Adicionaram-se
aproximadamermnte 100 mg/mL de C;Brs (carregador) a esta solu-
géo e injetou-se novamente, mantendo-se as mesmas condigaes
analiticas. A atividade do CBrs desta vez foi de 86,5% e do
C2Brg¢ de 6,2%. Apesar de ter aumentado muito nesta injecgao
o pico do Cz; Br¢ (detecgao em 220 nm), a sua atividade perma-
neceu aparentemente' a mesma. Isto indica que provavelmente
niao houve reacao de troca no sistema de CLAE, nos niveis
detectaveis pelo sistema, considerendo a eficiéncia de conta-
gem do sistema.

Para © sistema de CG (vide Tabela 6.3 para condigoes
analiticas) o©s resultados foram semelhantes.

Adicionalmente, injetaram-se no sistema de CG prepa-
rativo, 2 ul., de bromo irradiado, com atividade de 170 793
contagens poxr minuto (cpm). Apds a sua eluicao e coleta do
eluido do sistema cromatografico, a atividade coletada foi
de 171 862 cpm, indicando gque aparentemente toda a ativida-
de injetada saiu do sistema e foi coletada. No entanto, lo-
go apds a eluicao do bromo, injetaram-se 5 uL de uma solucgdo
de CBrs em CC2s (20%) sem atividade, coletou-se o eluido

correspondente a cada pico e mediu-se a atividade correspon-
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dente, que foi de 423 e 526 cpm respectivamente. Consideran-
do-se que o ruido de fundo (background) era de 362 cpm, pode- |
se suspeitar que neste caso tenha havido reacao de troca,

apesar de estes valores serem muito prdximos do ruido de fundo.

Tabela 6.3 - Condicoes analiticas para as experiencias de reacoes de troca.
P

- . - Vazao
Tecnica Coluna Temperatura | Fase Movel L/minuto
CG SP 2100/Carbowax 1500 | 60 - 150°C nitrogenio 2,5

a 6 C/minuto
CLAE Vydac RP-18 em série 20°¢ metanol/agua 2,5
com LiChrosorb C-18 70:30




7 - SUMARIO DOS METODOS DE ANALISE

As diversas etapas para a andlise de amostras contendo
misturas de compostos per-halogenados, com um, dois ou mais
atomos de carbono, radioativos ou sem atividade, se encontram
esquematizadas na Figura 7.1.

Abaixo serao apresentadas algumas sugestdes e comentd-
rios sobre as etapas analiticas.

Geralmente antes de se analisar uma mistura de compos—
tos per-halogenados, tem-se alguma informacio sobre a sua ori-
gem, como por exemplo, quais os reagentes usados, se é produto
da irradiacao com néutrons térmicos de um sdlido puro, etc. E
provével; inclusive, que se tenha indicacdo de possiveis subs-
tancias que se vdo formar ou até se estardo em niveis de tra-
¢os ou em altas concentracoes.

Estas informacoes quando existirem serio somadas as
obtidas através de um ensaio preliminar; feito por CLAE, para
se estabelecerem os métodos analiticos mais convenientes.

Para este ensaio; utiliza-se uma coluna da fase reversa; com
octadec;lsilano (do tipo Vydac RP 18¥350x9mm; pelicular) e
como fase movel uma mistura de metanol/agua 70/30; v/v com va-
zdo de 2 mL/minuto. Injetam-se inicialmente 10 kL da amostra
e utiliza-se detecgao por absorgao no ultravioleta em 220 nm.
Nestas circunstadncias obtém-se um cromatograma que podera
informar sobre a constituigdo basica da amostra, isto &, se

contém compostos com um, dois ou mais Adtomos de carbono.
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Para amostras que contém apenas misturas de compostos
com um atomo de carbono (CCleBry), a Cromatografia Gasosa € a
técnica anal itica a ser usada. Esta técnica & rapida, muito
sensivel e separa todas as espécies sem que haja decomposicdo
ou adsorc¢ao irrevérsivel de nenhum componente no sistema. Para
isto utiliza-se uma coluna de vidro de 200 x 0,2 cm com 20% de
SP 2100/0,1% Carbowax 1500 em Supelcort 100/120 mesh, com tem-
peratura programada de 60 a 140°C a 6°C/minuto. Obteve-se pa-
ra uma destas colunas uma eficiéncia de 13.800 pratos/metro, |
para o CBrg,.

Utilizando-se dois detectores em série, como o de foto-
ionizacdo e de ionizacdo de chama, pode-se realizar a andlise
qualitativa através das respostas relativas de cada substan-
cia nos dois detectores. Este é um parametro caracteristico
de cada espécie per-halogenada e varia muito de uma para outra,
dirimindo davidas que possam surgir pela simples comparacao
dos tempos de retencgao.

Na auséncia de padrSes para obter as respostas relati-
vas; deve-se usar a Cromatografia Gasosa/Espectrometria de
Massa (CG/EMJ; e a fragmentacao e a abundincia isotdpica podem
levar a conclusiva identificacdo das espécies.

A analise quantitativa deve ser realizada através das
medidas das areas dos picos e de calculos posteriores; ou por
medidas das atividades das espécies radioativas; se existirem.

Para amostras radioativas; desenvolveu-se um frasco
coletor de fracoes péra CG, muito eficiente na coleta, consti-
tuido de um tubo de vidro de 50x6 mm, recheado com uma mistura
de carvéo ativo e peneira molecular 5 A (1/1) e que € conecta-

do diretamente 3 saida do detector de fotoionizacdo. Este
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frasco pode ser posteriormente colocado dentro do po¢o de con-
tagens ou o composto adsorvido poderda ser eluido com um sol-
vente como © CCR; ou metanol, diretamente para um frasco de
contagens (para cintilacd3o 1liquida ou a radiagao Cerenkov).

As amostras que contém misturas de compostos com um,
dois ou mais atomos de carbono podem ser analisados por CG ou
por CLAE, dependendo dos ensaios ja realizados.

A andlise feita exclusivamente por CG sé é_viével se
nao for constatada a decomposicdao de nenhum composto no siste-
ma cromatografico. Por ja ter sido observada a indicacao de
decomposi¢cao do C2CL4Br,, pode-se supor que outros compostos
com dois ou mais atomos de carbono, que ndao foram estudados
neste trabalho, possam também decompor-se. Os compostos
C,CR;, C2Brs, C2Cl¢, C2CL2Bra e C,Br, nao mostraram sinais de
decomposicao no sistema de CG, podendo ser analisados por esta
técnica. Todavia, a técnica indicada para a analise dos com-
postos com dois ou mais atomos de carbono & a CLAE, podendo a
CG ser usada para complementar informagoes. Em CLAE os compo-
nentes da amostra nao sofrem aquecimento e sdo separados em
solucdo na fase movel. A analise deve ser realizada com colu-
nas de fase reversa (do tipo octadecil, como a Vydac RP 18) e a
deteccao por ultravioleta em 220 nm. Para a obtencao das res- -
postas relativas, deve-se repetir cada injecao, realizando uma
analise em 220 nm e a outra em 255 nm. A fase mével devera
ser metanol/agua, iniciando-se com 70/30, v/v e depois aumen-
tando-se a porcentagem de agua se houver necessidade de melho-
rar a separacao. E de fundamental importdncia que os solven-
tes sejam proprios para CLAE ou purificados convenientemente e

que a coluna seja bastante eficiente para a melhor separacao.
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A eficiencia da coluna usada neste trabalho foi de 16.640 pra-
tos/metro para CBr,, com fase mével metanol/agua 70/30 v/v. E
possivel corxseguir colunas mais eficientes do que esta, através
dos fabricamnxtes ou feitas no proprio laboratdrio.

A CLAE é a técnica ideal para a cromatografia prepara-
tiva, pois admite injecdes de até 100 uL de amostras, permi-
tindo a contagem mais precisa de fragdes radioativas com bai-
xa atividade ou a coleta de maior quantidade dos compostos
separédos, com a finalidade de preparo e purificacdo de padroes

obtidos por sintese.



8 - CONCLUSOES

1 - Para a separac;éo de uma mistura de compostos per-
halogenados em seus componentes individuais, a Cromatografia
Gasosa (CG) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
se complementaram.

A cromatografia Gasosa separou e detectouv espécies
per-halogenadas com um e com dois atomos de carbono. Estes
ultimos podem sofrer decomposigdo térmica na coluna, como foi
observado parxra o C2CBr,. Por outro lado, néo se detectou
decomposigao para o C,Cg¢ € para o C;Brs.

A Cromatografia Liquida de Alta Efici_éncia* apre-
sentou boa separacéo entre os compostos com dois atomos de
carbono, sem ser constatada qualquer: indicagz_’ao de decomposi-
céo, pois nessa técnica as amostras foram analisadas a tempe-

ratura ambiente e em solucgao.

2 - Das varias colunas testadas em CLAE, as de fase re-
versa quimicamente ligada, com octadecilsilano-ODS-, utilizan-
do-se metanol/agua 70/30 v/v como fase mdvel, apresentaram as

melhores separacodes.

3 - A CLAE, por permitir injegc_”)es de grandes guantida-
des de amostras (até 100 uL) em escala preparativa, com sepa-
ragoes muito boas, possibilitou o estudo de espécies per-
halogenadas radioativas com pouca atividade ou em concentracoes

muito baixas.
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4 - A coluna de vidro silanizado, com fase estacionaria
SP 2100/Carbowax 1500 (CG), ndo apresentou sangramento detectavel
por fotoionizacao ou por ionizacdo de chama, e por isso possi-
bilitou a programagéo de temperatura, acarretando separagoes
de todas as espécies estudadas com a > 1 e podendo possivel-
mente separarx outros compostos de férmula
Observou-se, no entanto, indicacao da existéncia de
reagaes de txoca de atomos de bromo radioativo entre moléculas,
porém o nivel de atividade medido foi muito baixo e prdximo do
ruido do sistema de contagem. Esta pequena atividade foi
obtida de uma amostra injetada apds a eluicdao de grande quan-
tidade (2 uL) de bromo radioativo, com intensa atividade, é é
possivel que a atividade detectada nas espécies carregadoras
tenha sido conseqiiéncia do arraste de tracos de bromo adsorvi-
do na coluna, pelos componentes da amostra. Outras experién—

cias realizadas nao mostraram reacgdes de troca.

5 - O detector de fotoionizacdo foi altamente sensivel
a compostos per-bromados, e o de ionizagao de chama, aos per-
clorados. A sensibilidade destes dois detectores aumentou com

o numero de atomos de bromo e de cloro, respectivamente.

6 - O sistema de CG, possibilitando o uso de dois de-
tectores em série, com o de fotoionizagéo e de ionizagéo de chama,
ofereceu grande capacidade de identificagéo de compostos per-halo-
genados. Isto porque as respostas relativas sao tipicas de cada
substancia e variam muito de uma para outra.

| O sistema de CLAE também pode ser usado para a
identificagéo de substéncias per-halogenadas. As respostas

relativas em dois comprimentos de onda diferentes, no ultra-
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violeta, podem fornecer importantes subsidios para a elucida-

cao estrutur-al.

7 - Os espectros de massa dos compostos per-halogenados
foram caracteristicas e a abundancia isotdpica dos halogénios

conduziu a multipletes que deram informacdes sobre o seu nime-

ro e sua pos icao na molécula.



9 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Os métodos analiticos desenvolvidos e as aplicacdes
apresentadas neste trabalho abriram novas perspectivas de pes-

quisas, e dentre elas podemos citar:

1 - Estudo dos mecanismos das reacOes entre CCLs e CBrg
ativadas por radiacglOes gama, radiacdes ultravioleta e néutrons

térmicos.

2 - Estudo da irradiagao com néutrons térmicos, de amos-
tras s6lidas de compostos per-halogenados, com 1, 2 ou mais

atomos de carbono.

3 - Estudo da irradiac3do com néutrons térmicos de com-

postos per-halogenados em solucgao.

4 - Sintese de compostos per-halogenados utilizando-se

a CLAE preparativa para purificacdo das espécies.

5 - Uso de colunas capilares em CLAE para melhores se-
paragoes de compostos per-halogenados com dois ou mais atomos

de carbono.
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Apendice 1 - Constantes de McReynolds (111)

187

(continua)

=

-~ 3 2

N < e
FASE : ] @ E = o
LIQUIDA X & & E et & g E
o - =] 2 = A /@ = S
= o -t - (@] - bt
5 & B 2 § § & § =&
= & & & &£ § 3 g 3
=) m o~ = =) o~ - o~ ~—
Esqualano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nujol 9 5 2 6 11 2 9 2 6
Parafina Liq uida 11 6 2 7 13 2 12 2 9
Apiezon L 32 22 15 32 42 13, 35 11 31
SF 96 12 53 42 61 37 31 0 21 41
SE 30 15 53 44 64 41 31 3 22 44
ov-1 16 55 44 65 42 32 4 23 45
SE 31 16 54 45 65 43 32 3 23 46
SE 33 17 54 45 67 42 33 4 23 46
Oleo de Sili cone M 14 57 46 67 43 33 2 22 46
DC 200 16 57 45 66 43 33 3 23 46
0vV-101 17 57 45 67 43 33 4 23 46
DC 410 18 57 47 68 44 34 5 24 48
SE 52 32 72 65 98 67 44 23 36 67
SE 54 33 72 66 99 67 46 24 36 68
DC 560 32 72 70 100 68 49 24 35 69
ov-3 44 86 81 124 88 55 39 46 84
ov-7 69 113 111 171 128 77 68 66 120
DC 550 74 116 117 178 135 81 74 72 128
ov-11 102 142 145 219 178 100 92 164 59
DC 710 107 149 153 228 190 107 108 98 174
Hallcomid M~ 18 79 268 130 222 146 202 82 48 106
ov-17 119 158 162 243 202 112 119 105 184
ov-22 160 188 191 283 133 152 132 118 99
-QV-25 178 204 208 305 280 144 169 147 251
Tricresil Fo sfato 176 321 250 374 299 242 169 131 254
SAIB 172 330 251 378 295 264 147 128 276
QF-1 144 233 355 463 305 203 136 53 280
0v-210 146 238 358 468 310 206 139 56 283
Igepal CO-630 192 381 253 382 344 277 172 136 288
UCON 50-HB-2 Q00 202 394 253 392 341 277 173 147 289
XE 60 204 381 340 493 367 289 203 120 327
ov-225 238 369 338 492 386 282 226 150 342
Quadrol 214 571 357 472 489 431 208 142 379
Carbowax 20—~M 322 536 368 572 510 387 282 221 434
Carbowax 20—M TPA 321 537 367 573 520 387 281 220 435
Carbowax 6000 322 540 369 577 512 390 282 222 437
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(econelusao)
8
3 2 s
FASE ~ o - E o
LIQUIDA = ~ = 3 G A 5 o
< 0 8 & T 9 E 4 3
Q ] % Coﬁ =1 r-.-'l m = (@]
=1 o £ pd b (@] =i -
S % B 2 &8 § 8 § *°
= £ &% & & % § § =
[22] [=5] o~ =  Pa o~ - o~ —
FFAP 340 580 397 602 627 423 298 228 473
Carbowax 1500 347 607 418 626 589 449 306 240 493
Reoplex 400 364 619 449 647 671 482 317 245 540
Diglicerol 371 826 560 676 854 608 245 141 724
DEGS 499 751 593 840 860 595 422 323 725
THEED 463 942 626 801 893 746 427 269 721
EGS 537 787 643 903 889 633 452 348 795
TCEP 593 857 752 1028 915 672 593 375 853




Apendice 2 — Caracteristicas dos gases usados como fase movel.

(91, 93, 95).
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GAs FATOR B n A I(gs
Hidro génio 0,30 0,695 39,60 15,426
Nitrogenio 0,11 0,756 5,68 15,580
Argnio 0,12 0,816 3,88 15,790
Hélio - 10,647 33,60 15,860
Co, 0,097 0,935 3,39 13,790
Ar - 0,768 - -

PI:

Difusao molecular (vide equacao de Van Deemter, secdo 2)

Viscosidade, centipoise

Coeficiente de condutividade térmica (cal/cm.5x 10°)

Potencial de ionizacao, eV
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Apendice 3 — Potenciais de ionizagdo de atomos e moléculas (131).
ATOMO OU POIT(;ENNICZ{&ACIE&ODE ATCMO OU POI'%ED?ICZIAA&ODE
MOLECULA o MOLECULA (o)

H 13,595 I, 9,280
c 11.264 HF 15,770
N 14,540 HCA 12,740
0 13,614 HBr 11,620
si 8,149 HI 10,380
S 10,357 S0, 12,340
F 17,420 Co, 13,790
c 13,010 cos 11,180
Br 11,840 CSs 10,080
I 10,480 N20 12,900
Ha 15,426 NO2 9,780
N2 15,580 0s 12,800
02 12,075 H 0 12,590
co 14,010 H S 10,460
CN 15,130 H, Se 9,880
NO 9,250 H, Te 9,140
CH 11,100 HCN 13,910
OH 13,180 C2 N, 13,800
Fa 15,700 NH; 10,150
C22 11,480 CHs 9.840

Bxra 10,550 CHs 12,980
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(continua)

POTENCIAL DE

MOLECULA IONIZAGAO
(ev)
HCL 12,740
C%, 11,480
CHs 12,980
Cloreto de metila 11,280
Diclorometano 11,350
Tricloromet ano 11,420
Tetraclorome tano 11,470
Cloreto de etila 10,980
1,2-dicloroetano 11,120
1-cloropropano 10,820
2—-cloropropano 10,780
1,2-dicloropropano 10,870
143-dicloropropano 10,850
i-clorobutano 10,670
2—-clorobutano 10,650
{-cloro~2-metilpropano 10,660
2—-cloro-2-metilpropano 10,610
HBr 11,620
Brz 10,550
Brometo de metila 10,530
Dibromometano 10,490
Tribomometano 10,510
CH; BrCg 10,770
CHBr2 C2 10,590
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(eontinuagao)
POTENCIAL DE
MOLECULA IONIZAGAO
(eV)
Brometo de e tila 10,290
1,1-dibromoe thane 10,190
1{-bromo-2-cloroetano 10,630
1-bromopropamo 10,180
2-bromopropamno 10,075
1,3-dibromop xropano 10,070
1-bromobut ano 10,130
2-bromobut ano 9,980
1-bromo-2-me tilpropano 10,090
2-bromo-2-me tilpropano 9,890
1-bromopent ano 10,100
HI 10,380
Ia 9,280
iodeto de metila 9,540
di-iodometano 9,340
iodeto de etdla 9,330
1-iodopropano 9,260
2-iodopropanco 9,170
1-iodobutano k 9,210
2-iodobutano 9,090
1-iodo~2-met ilpropano 9,180
2-iodo-2-met ilpropano 9,020
1-iodopentano 9,190
Fy 15,700

HF 15,770
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(Conclusao)
POTENCIAL DE
MOLECUZLA IONIZAGAO
(eV)
CFC3 (Freon 11) 11,770
CF;C%2 (Freon 12) 12,310
CF3C2 (Freon 13) 12,910
CHCRF2 (Freon 22) 12,450
CFBrs 10,670
CF2Brz 11,070
CH3 CF2 C% (Genetron 101) 11,980
CFC3, CF, CL 11,990
CF3CCR3 (Freon 113) 11,780
CFHBrCH, Br 10,750
CF2 BrCH,; Br 10,830
CF3CH2 I 10,000
n~-C3F7 I 10,360
n~C3 F7 CH, CI 11,840

n—-C3F7 CH, I

9,960
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Guia para a escolha do método de separagao por CLAE.
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Apendice 5 = Forga do solvente €® (silica)
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0w 30 £ ' -
H++—H % DCM em CIP
o . %0 100
bttt % EE em CIP
o 5 1 :7 3 s 10 30 30 100
1. T T S I 1 1 l ]
r X LA SN 4% ACN em CIP
° : s ' PR 3 10 0 30 3° "°°
i i i N A "
r - t—t++—1—1 7 McOH em CIP
! %20 s0 '00
HH+H —————— 7 EE em DCM
50 100
04235 10 40 " s080
% ACN em DCM
30 10d
o os 1 7 3 s 10 20 30 6080
% e e  aae e TR .
36100 L e em DCI
o 510 2030 70
Z ACN in €t 0
° s , 2 s s 0 0 50 100
L R 1 EnE
T TTTT] AMeOH em EE
0, 3 s 0 50 70 100
}—L“—*———i-———}-—}—'}—Jr—‘}—{ 7 MoOH em ACN 7
H - Hexano
b4
CIP - Cloreto de isopropila
DCM =~ Diclorometano
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ACN - Acetonditrila

MoOH

Metanol
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Apendice 6 — Comparacao entre diversos detectores para CLAE(207).
QUANTIDADE
FAIXA DE MINIMA
DETECTOR SELETIVIDADE SENSIBILIDADE LINEARIDADE DETECTAVEL
(g)
Indice de . A=29 4 (~6
Refracio Universal 3 x 107° g/s 10 10
UV (fixo) Seletivo 10-11 gls 10° 1b‘9
UV (variavel) Seletivo 2 x 10~ g/s 10° 10-°
Fluorescencia Muito 14 N 12
(laser) Seletivo 10 g/s 10 10
Radioatividade P/compostos 20-50 cpm no
Radioativos detector (qual- 10° -
quer volume).
Eletroquimico Seletivo 10-7 g/s 10° 10-°
Infrevermelho Seletivo 1077 g/s 10* -
Condutivimetro Seletivo 10-° gls 10° 10~8




Apéndice 7 -~ Analise Quantitativa

Neste apéendice vamos descrever resumidamente as técnicas quanti-

tativas usadas no presente trabalho.

7.1 TFONTES DE ERROS

A precisao de uma analise cromatografica é funcao da habilidade
de definir e controlar as condicoes experimentais. Por isso é necessa-
ria uma grande atencdo em todas as etapas da analise, desde a amostra-
gem até os calculos finais.

Existem duas fontes de erros relativas a amostra. A primeira
refere-se ao material injetado, isto &€, se ele representa a amostra a
ser analisada. Muitas amostras sao heterogeneas e a sua composicao varia
da superficie até o fundo dos frascos que as contéem. A segunda é rela-
cionada com o destino da amostra, isto é, se a amostra injetada vai in-
tegralmente para o detector, se é vaporizada (CG), se reage, decompoe ou
até fica adsorxrvida irreversivelmente no sistema cromatografico.

Portanto, € importante que a amostra seja representativa, passe
pelo sistema cromatografico integralmente e seus componentes sejam de-
tectados.

As outras fontes de erros sao referentes ao sistema de deteccao,
registro e aos processos de calculos usados. Cada uma pode contribuir
com uma parcela e o erro final pode ser grande. Por isso devem-se mi-

nimizar os erxros em cada etapa analitica.

7.2 MEDIDAS DOS PICOS CROMATOGRAFICOS
Existem varios métodos para medir os picos de um cromatograma.

Vamos apresentar apenas os métodos manuais, usados neste trabalho.

7.2.1 Alturas dos picos

A altura de um pico cromatografico pode ser relacionada com a
massa (concentracao) do componente que lhe deu origem. E a distancia
da linha de base ao ponto maximo do pico. Em caso de desnivel, conside-
ra-se como linha de base a linha que liga o inicio e o final do pico,

como mostra a Figura 7.1.
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Figura A.1 Altura do pico cromatografico

7.2.2 Altura multiplicada pela largura a meia altura

A maioria dos picos cromatograficos se assemelham a um triangulo,
e a sua area pode ser determinada multiplicando-se a altura do pico pe-
la largura a metade da altura (como mostra a Figura 7.2). Esta técnica

é simples e pode dar uma precisao relativa de 2% (165).

h

T
b

G
i T

Figura A.2 Area de um pico cromatografico obtida multiplicando-se a

altura pela largura a meia altura.

7.2.3 Outros métodos

Existem varios metodos de medidas de areas dos picos cromatogra-
ficos, manuais e instrumentais, e que estao descritos detalhadamente na

literatura (91-95, 165-167).
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7:3 ANALISE QUANTITATIVA POR CALIBRAGAO ABSOLUTA

Quantidades conhecidas de um composto puro (padrao) sao injeta-
das no sistema cromatografico, e as areas dos picos sao plotadas contra
as massas obtendo-se uma reta que passa pela origem. A quantidade do
composto correspondente na amostra desconhecida, injetada posteriormen-
te, € medida por interpolagcao grafica a partir da area do pico obtida
do cromatograma.

A precisao deste método esta relacionada com a precisio das in-
jecoes e medidas das areas dos picos dos padrdes que dao origem a curva
de calibracao. E importante que a sensibilidade do sistema de deteccio
se mantenha constante desde a injecao dos padroes até a deteccao da
amostra. Para o detector de fotoionizacao, as curvas de calibragao de-
vem ser refeitas periodicamente.

Nas Figuras 7.3 a 7.7, tem-se curvas de calibracao tipicas para

varios compostos per-halogenados.

7.4 OUTROS METODOS DE ANALISE QUANTITATIVA
Existem outros métodos de analise quantitativa, como o de norma-
lizacao de areas e de padronizacao interna, que sao muito usados e es-

tao descritos na literatura (91-95, 165-167).
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5000
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Qék
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4000 ’ 5

3000+

2000
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: massa injetada C(pg)

Figura A.3 - Curva de calibragéo absoluta para o CBrs por CG. Volume inje-
tado: 2 uL Ssolugao em CCR ). Coluna: SE30 a 100°C. Detector:
fotoionizagao. Sensibilidade: 10712 ampdres (toda escala).
Tempo de uso do equipamento entre as duas curvas: 150 horas.
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Figura A.4 - Curva de calibracao absoluta para o C;Brg por CG. Volume in-

jetado: 2 pL (solggio em CCL ). Coluna: SE-30 a 100°C. De-
tector: fotoionizagao. Sensibilidade: 107t2 ampéres (toda

escala). Tempo de uso do equipamento entre as duas curvas:
150 horas.
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~ Area do pico
§ de CCI,Br (men?)

4000
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29204

20001

1440
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0 ¥ L L L] 170 LS L] ¥ L] 2'0 ¥ ¥ ¥ L] 3|0
massa injetada (pg)

Figura A.5 - Curva de calibragao para o CC23Br por CG. Volume injetado:
2 pL (solugao em CC% ). Coluna: SE-30 a 100°C. Detector:
ionizaggo de chama. Sensibilidade: 10712 ampéres (toda esca-
la). Fase movel: nitrogenio a 25 mL/minuto. Vazio do ar:
260 mL/minuto. Vazao do hidrogénio: 25 mL/minuto.
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S080 1
5000 +

Area do pico
do C2C15 (mmz)

4000 +

3000 4

2000

1000 4

0 25 50 75 100 125 150

massa injetada (¥ 9)

Figura A.6 - Curva de calibragao absoluta para o C;C2 por CG. Volume in-
jetado: 2 upL (solugs.o em CCl ). Coluna: SE-30 a 100°C. Detec-
tor: ionizacao de chama. Sensibilidade: 10712 amperes (toda
escala). Fase movel: nitrogenio a 25 mL/minuto. Vazao do ar:
260 mL/minuto. Vazao do hidrogenio: 25 mL/minuto.
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Figura A.7 - Curva de calibragao absoluta para o C,CfsBr; por CLAE. Volume
injetado 100 pL. Coluna: VYDAC RP 18. Fase movel: metanol/

agua 70/30. Vazao da fase movel: 2,5 mL/minuto. Detector: ul-
wvioleta em 220 nm - 0,1 U.A.
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Apendice 8 - Compostos que produzem pouca ou nenhuma resposta no detector

He
Ar
Kr
Ne
Xe

Ny

de ionizagao de chama.

CS,
cos
Hy S
S0,
NO

H0
NO,

co

CO;

Hy, 0
SiC%4
SiHCL3
SiFs
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Apéndice 9 - Comparagao entre diversos detectores para CG (207).

Faixa de Quantidade
Detector Seletividade Sensibilidade Linearidade Minina
Detectavel
(g)
Condutividade Universal 6x10 © g/s 10* 108
termica
Ionizagao de Compostos 9x10 B g/s 107 2x10 M
chama Organicos
Captura Especies que 2x10 ¥ g/s 10? 2x10 B
eletronica capturam elée-
trons
Alcali-P Compostos fos— 4x10 ¥ g/s 10° 2x10 2
forados
Alcali-N Compostos ni- 7x10 2 g/s 10® 2x10 ©
trogenados
Fotoionizagao Compostos com - 107 2x10 2

potencial de
ionizagao
<10,2 eV,
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Apendice 10 — Cromatogramas dos Solventes

Cromatogramas, obtidos por CG, dos metandis e da agua usados como
fase movel em CLAE.

Nesta segao temos os cromatogramas das fases moveis usadas em CLAE,
obtidos nas mesmas condigoes analiticas experimentais.

Utilizou-se a coluna de SP 2100/Carbowax 1500, com temperatura pro-
gramada de 70 a 140°C a 6°C/minuto. O detector foi de fotoionizagao ope-
rando com sensibilidade de 4x10 " ampéres para a deflexdo de toda a escala

de registro. Os picos devidos a impurezas nido foram identificados.
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Apendice 11 — Espectros no ultravioleta dos metandis e da agua, usados
como fase movel em CLAE.

Nesta segao temos os espectros mo ultravioleta dos metanois e da
agua usados como fase movel em CLAE. As medidas foram feitas em cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Stico, usando-se como referéncia o ar. Em
cada grafico estao representados os comprimentos de onda e a sensibilidade

em unidades de absorbancia - U.A.
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Figura A.15 - Espectros no ultravioleta do metanol UVASOL e da agua para
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Figura A.16 — Espectro no ultravioleta do metanol LiChrosolv. Instrumento:

Espectrofotometro visivel - UV,Zeiss PMQ - II.
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Apendice 12 — Espectros de massa de compostos per—halogenados

Os espectros com diagramas de barras foram obtidos por CG-EM do
produto da irradiacao do CBrs em CC% , com néutrons térmicos. Os espectros
apresentados mna forma de picos foram obtidos por injegao direta de padroes
na camara de ionizagao.

As prowvaveis fragmentagoes estao mostradas em cada espectro e desta-

. - ] . - 284
cam o valor de m/e do ion contendo os isotopos mais leves, isto e, CCeBrs
2 ?

indicando C35C% "Br; com valor de m/e = 284.

A verificacdo do nimero e tipos de halogénicos em cada fragmento po-
de ser feita por comparaggo do multiplete correspondente ao fragmento, com
multipletes obtidos teoricamente, como apresentado na proxima pagina. Como
exemplo, podemos usar o multiplete com m/e 205, 207, 209, 211 e com abun-
dancias aproximadas de 4, 9, 6, 1, respectivamente, obtidas para o CCL{Br; .
A distribui¢Zo tedrica & ideéntica a esta e caracteriza dois atomos de clo-
ro e um atomo de bromo no fragmento.

Condigcoes experimentais:

~a) Espectros das Figuras 12.2 ate 12.7.
Instrumento: Finnigan modelo 4000 CG/EM.
Coluna: 5% 0V-17 com temperatura programada de 50 a 140°C a 6°C/
minuto.

Energia de ionizagao: 70 e V.

b) Espectro das Figuras 12.8 ate 12.10.
Instrumento: Finnigan modelo 3000D CG/EM.
Coluna: 207 SP 2100/0,1% Carbowax 1500 com temperatura, progra-
mada de 50 a 140°C a 6 C/minuto.

Energia de ionizagao: 70 e V.
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i Cl, Br Bra Brs
| Ll . |
Py2 P +4 P 44 P+2 P +4 P +4
CiBr CiBr, Cl,Br Cl,Br,
| 1 .
P +4 P +4 P +4 P +4 48
Figura A.19 — Multipletes obtidos teoricamente, para moléculas que contém

isotopos de cloro e de bromo (147).



223

6558

* v1gn op Bssew 2p oaldadsy - 0T°'V eandtg

05 9___« ST Qa1 M
. M SO NEEPI S _..u.. PR URPSIN DR -1 P ._..«. __I._ ____ __.. i .....:,_J..J}u..____.. _L
Y 574 8799 _ TG ool “ Ty 0
2651 RTA ,
g i
|
[+3-7 4 -
LT
.TP_ okl
~ 069
8141
Zigo .
®
52
1°CET L) .
gy 8'¢o
. !
@ g 18-D
m»m.n ®
ageagy < Sagp-— Eagp i
9 D 6L T6 OLT _~76be
.W -
R H)
get i
J
@Am
68l - 0°081
¥ SYNISWYD TTEWS
coIvy - ol G YI88Ch 1TYD B2ICT + ©DIGDGE 18/8C/19
67 :a/M ASYd o681 G¥ivE URLORSS SSYH
. L



224

il

+1g €590 op eBssew 9p ox3oedsy - | 7'V

L

091 o 0z) o9 08 09 am
1k d PR TS W . FYR VRN SUNE YONE U WY SUN ST Y o d PR PRI ST S SV 1 L smereet SDET WOO WE Y WA NN SNOY SHONE T ¥ PR YR WY
62zl | g ™ eba 908
591 o790 490 A0
|9t ® 687 i
6°cot of | R
29709 .
L
1. 618
»)
ol
L 0cs
DAt -
*ﬁm
S1nn . €100 A
g%0> \ 28 \ \ 921 i
€ 2
100 2g%109
i 9T
2g€100 i
96T
MOo
6°911 -o°col
1 SVILAND TIENS
‘8335, Ol SB_Y188ZF SIT¥D P58 + GD:EGSI 18/82/bD

initNzIe dow

eInd1g



225

*23g tynn op eSsew 9p o0aloadsy - Zzz'v BIndTg

i 0ol bl obY 0} 0 6y 69 am
et d a s taa e b et ce l e st P e b e d s i e a e ol e a ety TSN SRS BT
boul |See . . M o7 ] __ |
A 163
z 6271 6°26 LA
K 1079 L
&0 Jg1o0 Pt
9
s L 34
S99
a3
191 618
r 4
/22 L 0-cs
Q90D
%100 -
4]
N‘v 2
ZgoeagLop~-Ig°To0  “xgIo0 |
8°zo1 16 921 - FSH €02
: &g 10
49222 0v2
& |
€
860
6911 L 37031
_ T SYNIQUYD FILNS
‘w1 914 S8 YISSTH ITYD 70:8 + 0DSDIGI 14/57/kD
211 3/ 35V 18I0 T WIVD ‘ HAGLIAAS SSYH



226

* £1g¥0nH Op eBsseli ap oxajoedsy -~ gz'V eandig

A A o . G1 Im
.ww........._.........‘_.....,.t_...._..........__....__._r.._.A......r..T_ ...‘...._....m..w 4.,"._.._.m19...-13.{14 A.?.:J
2052 _& 8651 : bEot _ 169 g

M.‘.... “ J.»@ . : .
msma ¥ B 2 6911
£ < I
49
s e 1z @
..,.L..
4 W
6°05 i
b4 \%WU I\L@(wm@
84T : -
5 2
% 005
ago 682
7 +
. 16 )
AR sa |
+24100 +2€0
mmﬁ/ 0LT
mew\vau mnmﬂom\ 4Mhﬂ0 ]
: 602 6te
N’HmQ * 00 .Hm / \ Hu
* 6L + et !
: gsT L N WA o\
49109 +
& F ez
L 0°001
.
R A— v S, T
‘22881 M S Y1837 :ITV: 35+ 0D:G0IST 18
262 fa/m a5vd 6220 1 ViVA [NI10335 SSYH



aa7

* vy0) Op essew 9p oaloedsy - #z°'y evInd1g

65T 6ac 651 201 a
..._._._._.._._.~._......_._._.............n._J.._._.,T.
GG, 6 be (el s'ent ’ * : ,z
6°69 g°'gg
0
6°18
%100 €109 e
23 LTL @® I
Y159
26T
- ‘ - 005
N = L
7100
h mao i
@
.www;wm - ’ Q.@wu . !@.Qw«
. . ' , T SYHINYD HTINYS
"Gy88sE 0N Sh YISk fITVD Yo'y + GUEGIGT 18/8C/00
211 348 3svd <ol VI fviva . . UNTINTAS qovis



228

*9¥0 % op Bssew op oa3oedsy - ¢z°'y ®Ind1g

L e
‘ ......, TN I PR R (Y ...1||...<.~....p-
.LN 0°Gu1 “ I Trtor [T _ I *_ !
"5/,
6°571
[N 4 s
¥97| bbl 8591 e
1/
i @Bw 025
8¢ ok 1°69 .
Sy £ i
Feke) 2 19
177 ¢%8
Kiop)
- ]
L o'eg
g
s z 8 T
/O D .
910%
12 %4 ]
€}
@\UU - . L 0-¢or
9T G# YIS8TH ‘ITVD ZHETE + 00 ehSE e
ZT1 sEM 35vE ocen T FYiva HAELOEDS SOVH
F ] | 4



229

*¥y0 %) op essewm ap oazoedsy - 9z'y eindig

i
e —

I R V)

gy 9D

v D Doy J"LJ

?

f




230

*91g %) op ®Bssew

@p oajoedsy - £7°'V ®Ind1g

[ Adiaten SaBRLE S TL LS o

‘o <.
Vanl
P KT N
[l ]
3.y N
s Nf
&

'
r
eeealyy "

»ne .,?/, Y
e

| ( -

s
N PN



231

*T1gvyn %) op essem 9p oildadsy - gz'y BINSTg

| . a SRS TR P o e e e e e e
i B - DR . N ! ) o ] n
r o - g AL L LTINS LA T A s REAid AU
u 0 e G o b
i " . ™ e : o | ‘ &
el Ny g o -....3.3..&.3&.& i o e f v
g ! A v@ »_ ]
P,
‘ R\ull’
- //.J”t .
)w./.
A N
N w
B
. !
A
Lo
M
o ;




232

Apendice 13 — Valores de resolucdo (Rs) para varias relagoes entre as areas
dos picos (208).
Ry=04 05 08 0.7
.
) !
08 10 125
! !
|
Figura A.29 - Para relagao de areas de 1/1.
Ry~ 0.4 05 06 o7

N .
A ﬂ\

125

0.8 - 1.0
9“ "
| ”f‘

Figura A.30 — Para relacao de Areas de 2/1.

Ry=0.4

05 0.6 or
0.8 10 L2s
{ »; -
7 |

Figura A.31 — Para relagao de areas de 4/1.
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f=0.4 0.5 0.6 o7

0.8 LO

-—32

Figura A.32 - Para relagao de area de 8/1.

Relagao de ——— yyy 174 1716
areas entre

os picos.
Rg=0.6

Rg= 08

AN
NN
- M
WA A

Figura A.33 - Separagao em fungao de Rs e da relagao de area entre os
picos. :
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Figura A.34 - Valoxes de & tais que os valores de do primeiro pico e os

valores de t, sao os mesmos para todas as situagoes.



