Programacao dos Experimentos — Bloco 02

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC): Determinagdo de
cafeina em amostras de cha.
e Cromatografia Gasosa (CG): Andlise de metanol e etanol em biodiesel.

e Cromatografia Liquida de Troca Ionica: Separagao de ions Cu®* e Co**



BLOCO 2
Experimento 1 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Determinagao de cafeina em amostras de cha
1. Objetivo
Determinac¢ao de cafeina em amostras de cha utilizando a cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2. Materiais e reagentes

* Balao volumétrico de 10 mL (6) * Termometro de 100°C

* Béquer de 10 mL (2) * Eppendorf de 2 mL (2)

* Béquer de 250 mL (1) * Bastdao de vidro médio

* Vidro de relogio (1) * Micro seringa de vidro

* Chapa de aquecimento * Bacia com gelo

« Pipeta volumétrica 0,5 mL (1) « Agua Milli-Q

* Pipeta volumétrica 1 mL (1) * Membrana 0,45 mn di do poro
* Pipeta volumétrica 2 mL (1)  Padrao analitico de cafeina

* Pipeta volumétrica 3 mL (1) *Amostras de cha

* Proveta de 250 mL

3. Instrumentacao

* Cromatografo Liquido - Shimadzu

* Detector: Arranjo de Diodo — Modelo: SPDM-10ADVP (A = 254 nm)

* Injetor Reodyne com Loop (al¢a de amostragem) de 20 uL

*Coluna: SGE C18: (250 mm x 4,6 mm D.I., didmetro da particula 5pym e didmetro
do poro = 120 A).

* Pressdao maxima da coluna: 300 Kgf/cm?

* Microsseringa 100 pL.

4. Condi¢oes cromatograficas
» Fase mével- Metanol: solugdao aquosa acida pH 3,5 (50:50 v/v)

* Vazdo: 1 mL/min



* Algca de amostragem: 20 pL

5. Procedimento experimental
5.1. Solu¢ao-padrao da cafeina
Partindo da solugdo-padrao de cafeina na concentra¢do 0,5 mg mL™*, preparar
5 solugdes (10 mL) nas seguintes concentragdes: 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 e 0,125 mg
mL!. Estas solu¢des diluidas deverdo ser preparadas em solucio de metanol 50%,

pH=3,5. Injetar em triplicata cada uma das concentragdes.

5.2. Preparo da amostra de “cha”:

Pesar a massa correspondente a um saché de cha. Mergulhar a amostra de cha
em 200 mL de dgua (MilliQ) a 80° C por 10 minutos. Apds atingir & temperatura
ambiente, pipetar 3,0 mL da amostra em baldo volumétrico de 10 mL e completar o
volume com a solugdo de metanol 50%, pH 3,5. Filtrar, com auxilio da micro seringa
de vidro em membrana com porosidade 0,45 pm, recolher o filtrado em eppendorf e

injetar no CLAE nas condi¢des indicadas no item 4.

6. Questoes

1) Tragar a curva analitica para a determina¢do de cafeina (Area do padrdo vs
concentracdo). Determinar a concentracao de cafeina na amostra desconhecida. A
partir das concentragdes de cafeina encontradas pelos grupos, discuta a precisdo

intra-ensaio do método, ou seja, o coeficiente de variagao (CV).
CV =s. 100/x, onde s é o desvio padrio e x, a média das concentragoes.

2) Determinar a concentragdo de cafeina (m/m) em relacao a massa do saché de cha
utilizado.

3) Discutir o mecanismo de separagao em cromatografia liquida em fase reversa.

4) Otimizar as condi¢des cromatograficas (propor¢des dos componentes da fase
movel e comprimento de onda)

5) Discutir os modos de elui¢ao por gradiente e isocratica.



Experimento 2 - Cromatografia Gasosa (GC)
Determina¢ao da concentraciao de Metanol e/ou Etanol em amostras de
Biodiesel

OBS: trazer luvas e mascara para essa aula pratica

1. Introdugao

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica para separagdo e andlise de
misturas de substancias volateis. Esta pratica tem como objetivo a familiarizacao dos
alunos com o equipamento assim como a determinacdo de parametros
cromatograficos e a quantificacdo de metanol e/ou etanol em biodiesel.

O biodiesel, combustivel renovavel e biodegradavel, constituido de uma
mistura de ésteres, ¢ produzido a partir da reagao de transesterificagdo de um
triglicerideo, Oleo vegetal, com um alcool de cadeia curta, normalmente, metanol ou
etanol. A presenca de metanol ou etanol no produto final, em concentragdes
superiores ao especificado pela legislacdo vigente, interfere no ponto de fulgor,
propriedade importante dos combustiveis, e que esta relacionada com o transporte
dos mesmos. Pela resolugdo ANP n.7 de 19/03/ 2008, o teor maximo permitido para

alcool (metanol ou etanol), no biodiesel, é de 0,20% m/m.

2. Objetivo
Determinacao da concentracdo de metanol e/ou etanol em amostra de
biodiesel utilizando-se a técnica de padronizagao interna por Cromatografia Gasosa

de Alta Resolucgao.

3. Equipamento

* Cromatodgrafo a gas: GC-2010 Shimadzu.

* Coluna: coluna de silica fundida OV-1 30m x 0.32mm x 3.0 um — Marca: OHIO
Valley.

4. Materiais e reagentes:
* Microsseringa de 10 pL.
* Frasco de 1,5 mL (6)

* Micropipeta (5-50 uL)



* Micropipeta (100-1000 pL)

* Micropipeta (200 uL)

* Ponteiras para micropipeta

» Padrdes: Metanol e Etanol (HPLC)

* Padrao Interno: terc-butanol (99%)

« Solvente: 1-butanol anidro (99,8%)

* Solucdo estoque: 1% dos padrdes de metanol e 1% etanol (m/v) utilizando o 1-
butanol anidro (99,8%) como solvente (Preparado pelos técnicos)

* Solugdo estoque: 1% (m/v) de terc-butanol (Padrao Interno) utilizando o 1-butanol

anidro (99,8%) como solvente (Preparado pelos técnicos)

5. Procedimento:
5.1. Condi¢oes cromatograficas:
* Programacgao de temperatura da coluna: Temperatura inicial de 50 °C durante 4
min, aquecendo a rampa de 50°C/min até 100°C. Manter nesta temperatura por 2
min.
» Temperatura do injetor: 175°C
» Temperatura do detector (FID): 260°C
* Gés de arraste: nitrogénio
* Vazdo de hidrogénio: 30 mL/min
* Vazao de nitrogénio + Make up: 40 mL/min
* Vazao de ar sintético: 400 mL/min

* Volume injecdo da amostra de 0,5 puL (Split de 50)

5.2. Preparagao da Curva Analitica
Partindo da solugdo estoque da mistura de 1% de metanol e 1% etanol (m/v),
efetuar as dilui¢cdes nas concentragdes de 0,05; 0,10; 0,20, 0,40 e 0,50 % (m/v) em
um frasco de 1,5 mL, conforme indica a Tabela 1 abaixo.
A cada solugao diluida dos padrdes (metanol e etanol), adicionar um volume

fixo de 200 pL da solugdo padrdo 1,0 % do Padrao Interno (terc-butanol).



Tabela 1. Preparar dilui¢gdes para volume final de 1 mL de 1-Butanol

Padrao % (m/v) 0,05% 0,1% 0,2% 0,4% 0,5%

Metanol e Etanol 50pL  100pL  200pL 400 pL 500 pL

Terc-butanol (PI) 200puL  200pL  200pL 200l 200 pL

1-butanol (solvente) 750ul. 700ul  600ul 400yl 300 pL

Volume Total 1000 pL. 1000 pL 1000 pL 1000 L 1000 pL

Agitar as solugdes vigorosamente. Injetar 0,5 ul. cada solug¢ao padrao diluida
no GC-FID. Identificar os picos de etanol ou metanol, terc-butanol e seus respectivos
tempos de retengdo. Obter as areas dos picos de metanol e/ou etanol e terc-butanol
(Padrao Interno). Calcular a razao das areas utilizando a equagao a seguir:

Area x

R, = -
X Area PI

Onde: Rx € a razdo de area do componente x
Area x € a area obtida do componente x

Area PI é a area obtida do padrdo interno (1-butanol)

Tragar as curvas analiticas (uma para o metanol e outra para o etanol),
colocando no eixo das abcissas as concentragdes dos analitos nas solugdes padrdes e

no eixo das ordenadas (y), os valores das razdes de areas (Rx).

5.3. Preparag¢ao da amostra
Em um frasco de 1,5 mL, previamente tarado, pesar 100 uL da amostra de
biodiesel, acrescentar 200 ul. da solug¢ao estoque terc-butanol (PI) e 700 pL de
solvente 1-butanol (Volume Total 1000 pL). (CUIDADO PARA NAO DEIXAR



CAIR BIODIESEL NA BALANCA). Injetar 0,5 pLL da amostra de biodiesel com o
padrdo interno no GC-FID.

6. Célculos e resultados
Abplicar os valores obtidos para cada injecao da amostra na equagao da curva
analitica. Obter os valores de concentragao dos componentes de interesse para cada

injecao.

7. Questoes

1) Calcular o fator de retencdao, resolu¢do cromatografica, ntiimeros de pratos
tedricos, altura equivalente a um prato tedrico e retencao relativa (o) dos analitos.
2) Discutir a resolugao cromatografica em relagao a variagdo da temperatura da
coluna, no modo isotérmico e empregando a temperatura programada.

3) A escolha do padrao interno empregado nesta analise foi adequada? Discutir.

4) Descrever os principios tedricos do detector de ionizagdo de chama (FID).



Experimento 3 — Troca Ionica

Separacdo dos ions Co** e Cu?*

1. Objetivo

O principal objetivo deste experimento sera separar os ions Cu®** e Co** por

cromatografia de troca i6nica e construir o cromatograma correspondente a

separagdo usando espectrofotometria na regiao do VIS.

2. Materiais e reagentes

* Bureta de 10 mL (1)
* Suporte universal mL (2)

» Garra para bureta (2)

* Amostra: Solugdes de concentracao
0,05 mol. L' de CuSO, .4H,0 e 0,1
mol. L' de CoCl, .6H,0

* Pipeta de Pasteur (2) * Solugdo tampao citrato de
* Béquer de 50 mL (2) sodio/acido  citrico 0,2 mol/L
* Espectrofotometro (2) pH=5,5;

* Par de cubetas. * Solugdo tampao citrato de

* Tubos de ensaio de capacidade 3 mL sodio/acido  citrico 0,2 mol/L
(30) pH=3,5; (contendo NaCl 0,3 mol/L)
* Resina Troca I6nica Dowex 50W X4-

200- Sigma/ Aldrich;

3. Procedimento Experimental
3.1. Preparo da coluna cromatografica

Para o preparo da coluna cromatografica, pesar aproximadamente 10g de
resina ion-exchange resin Dowex 50WX4-200 hydrogen form (Sigma-Aldrich),
transferir para um béquer e lavar com 100 mL de 4gua deionizada durante 2 minutos.
Descartar o sobrenadante e repetir este procedimento de lavagem mais duas vezes.
Adicionar 50 mL da solugdo tampao citrato de s6dio/4cido citrico 0,20 mol. L de
pH= 5,5 ao béquer que continha a resina e reservar.

Utilizando uma bureta de 10 mL, adicionar uma pequena porg¢ao de 13 de

vidro em sua extremidade, percolar um pouco da solu¢ao tampao para a fixacao da



13 no fundo da bureta (acima da torneira) e em seguida, adicionar 10 mL da solugdo
tampao na bureta.

Em seguida, transferir a bureta a solu¢do que continha resina. Adicionar
pouco a pouco, agitando constantemente o béquer, de modo que toda a resina fique
suspensa para ser transferida a coluna. Controlar a vazao para 1,0 mL/min (20 gotas
correspondem a ~1 mL). Nunca deixe a coluna secar.

O preparo da coluna sera previamente realizado pelo técnico.

3.2. Aplicacao e eluicao da amostra

Adicionar a coluna cromatografica, com o auxilio de uma micropipeta, 0,5
mL da amostra contendo os ions Co** e Cu?*. Ao aplicar a amostra, o nivel do
tampao deve estar pouco acima da resina, aproximadamente 2 mm. ESTA ETAPA
DEVE SER FEITA CUIDADOSAMENTE PARA NAO REVOLVER A RESINA.
Apos a amostra adentrar na resina, iniciar a eluicdo dos analitos utilizando a solu¢ao
tampao de pH 5,5.

Coletar as aliquotas de 2,0 mL em tubos de ensaio identificados (2,4, 6, ....
mL) para posterior analise no espectrofotometro.

Cada aliquota devera ser analisada nos comprimentos de ondas de 510 nm e
680 nm. Utilizar a solug¢do tampao como branco de referéncia.

O mesmo procedimento devera ser realizado utilizando tampao citrato de

sddio/acido citrico 0,20 mol. ! de pH 3,5 (contendo NaCl 0,3 mol/L).

IMPORTANTE: a coluna cromatografica NUNCA devera ficar sem solucdo, para

que esta nao resseque.

3.3. Analise espectrofotométrica dos cations
Fazer as leituras das absorbancias de todas as fragoes recolhidas, utilizando o
tampado citrato como branco.

A absor¢dao em 510 nm para o ion Co** e em 680 nm para o ion Cu**

4. Tratamento dos resultados
Montar uma tabela com os valores de absorbancia obtidos para cada

comprimento de onda e para cada um dos valores de pH;



Construir cromatogramas com os valores de absorbancia obtidos em fung¢do
das diferentes fragdes e discutir os resultados.

5. Questoes

1) Um exemplo classico da aplicagdo da cromatografica liquida por troca i0Onica é a
separagdo do niquel, manganés, cobalto, cobre, ferro e zinco utilizando-se uma
coluna de troca anidnica. A elui¢ao foi realizada com HCI em concentragdes, que

variaram de 12,0 a 0,005 mol L. A Figura 1 abaixo ilustra essa separagao:
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Figura 1. Separac¢do de metais de transicdo (Mn a Zn) a concentra¢des variaveis de HCI.
Coluna Dowex 1,26 x 0,29 cm, operada a uma vazao de 30 mL h'. Concentragdes de HCI:
1=12molL2=6molL';3=4molL';4=25molL";5=0,5mol L'; 6 = 0,005 mol
L'

a) Explique a ordem de eluigao dos cations
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