RESUMO DA AULA 2 (PARTE I1) (2022)

MECANIMOS DE SEPARACAO — CONTINUACAO

Principais conceitos abortados:
PARTICAO

e Cromatografia de Particdo é aquela em que a FE e a FM estdo em estado fisico

liquido. Portanto, a separagéo ocorre as diferentes solubilidades que os analitos

tém entre eles em ambas as fases.
e A FE pode ser um liquido (agua, por exemplo) (FL) que se encontra adsorvida a
um suporte sélido (silica, por exemplo) — por isso essa fase fica

estacionada/imobilizada. Mas na imensa maioria das aplicacdes cromatograficas,

a FE constitui-se num Liquido Quimicamente Ligado (Fases Quimicamente
Ligadas: FQL) a superficie de um sélido (como silica, alumina, dentre outros). As
FQL sdo muito mais estaveis e mais versateis que FL, uma vez que ha liquidos de
diferentes caracteristicas fisico-quimicas que podem ser ligados ao suporte sélido.

e A Cromatografia de Particdo é subdividida em Particdo de Fase Normal (FE ¢
mais polar do que a FM) e Particdo de Fase Reversa (FE é menos polar do que a
EM).

e Principais FE empregadas em modo de Fase Normal: aminopropil, diol,

cianopropil.
e Principais FE empregadas em modo de Fase Reversa: Cs, Cs, fenil, aminopropil.
e Fase Normal é principalmente empregada na separacdo de compostos polares.
e Fase Reversa € principalmente empregada na separagdo de compostos

mediamente polares a apolares.

PARTICAO EM MODO DE FASE REVERSA

e Na Cromatografia Planar por Particdo em Fase Reversa, o analito que menos
migrar na placa é o0 menos polar. (Exercitar o raciocinio considerando o emprego

de Fase Normal)



¢ Na Cromatografia em Coluna por Particdo em Fase Reversa, o analito que sai
primeiro da coluna (o primeiro a ser coletado no final da coluna) é o mais polar.
(Exercitar o raciocinio considerando o emprego de Fase Normal)

e Na otimizacdo de uma separacdo cromatografica, deve-se considerar a seguinte
priorizacdo de modificagOes nas condicdes estabelecidas:

1. Como primeiro passo deve-se considerar alterar a forca da FM. Fase Movel
mais forte implica em menor interacdo do(s) analito(s) com a FE. FM mais
fraca, implica em maior interagdo com a Fase Estacionaria. Em Fase Reversa,
a FM serd mais forte quanto maior for a propor¢do do componente organico
(menos polar) em relacdo ao componente aquoso (mais polar). (Exercitar o
raciocinio considerando o emprego de Fase Normal)

2. Em seguida, alterar a seletividade da FM a partir da troca de um dos seus
componentes (analitos tém solubilidades diferentes em solventes diferentes).
Em Fase Reversa, geralmente troca-se o componente forte da Fase Movel.

3. Como terceira alternativa (antes de considerar alterar o mecanismo de
separacao que esta sendo empregado), considera-se alterar a seletividade da
FE, trocando a FE por outra, mantendo o mecanismo de separac¢do. No caso
da FE Reversa, € comum considerar a troca de uma FE do tipo C1g por uma
do tipo Cs.

e Para a separacdo de compostos ionizaveis (acidos e/ou bases) por Fase Reversa
deve-se selecionar um pH da Fase Movel que permita que os analitos estejam na
condicdo ndo ionizada. Para &cidos, utilizar pH a duas unidades abaixo do pKa do
analito. Para analitos bésicos, utilizar pH a duas unidades acima do pKa do analito.
Entender este principio através do Gréafico que relaciona Retencdo em Fase

Reversa versus pH e também pela Equacdo de Henderson-Hasselbalch.

PARTICAO EM MODO DE FASE NORMAL

e Cromatografia de Particéo (FE e FM séo liquidas) em modo de Fase Normal é
aquela em que a FE € mais polar do que a FM. Portanto, composto mais polares

ficam mais retidos na FE do que os compostos menos polares.



Enquanto o modo de Fase Reversa é utilizado preferencialmente para a separacédo
de compostos que variam de moderadamente polares a apolares, 0 modo de Fase
Normal é principalmente empregado na separacdo de compostos muito polares.
Assim como ocorre no modo de Fase Reversa, em Fase Normal a FM é geralmente
composta de uma mistura de solventes, sendo neste caso, solventes de baixa
polaridade. Nessa mistura, 0 componente que for mais polar sera o responsavel
por ditar a forca da FM, isto é, quanto maior a sua proporcéo na FM, mais forte a
FM sera e, portanto, menos retidos os analitos ficardo na FE.

Em Particdo de Fase Normal, as opcdes de solventes para a FM sdo maiores do
que em Fase Reversa, permitindo que haja uma maior possibilidade de variacéo
da Seletividade da FM.

Em Particdo de Fase Normal ha também significativa variabilidade de opcGes de
FE, conferindo boa variacao de seletividade na separacdo cromatogréfica.

TROCA IONICA

Neste mecanismo sdo empregadas FE constituidas de funcdes polares idnicas
(cations ou anions), as quais sdo ancoradas em suportes inorganicos (como silica,
por exemplo) ou poliméricos (resinas).

A interacdo do analito com a FE se da por adsorc¢do reversivel do tipo atracdo
eletrostatica

A FM contém eletroélitos (ions) que funcionam como contra-ions, os quais mantém
um equilibrio de troca com a FE. Esses contra-ions sdo responsaveis para evitar
que os analitos de carga oposta a FE fiqguem indefinidamente ligados a ela e,
portanto, eluam (cromatografia de coluna) ou migrem (cromatografia planar) com
a FM.

Trocador catiénico: refere-se a uma FE que troca cations e que, portanto, possui
carga negativa

Trocador anibnico: refere-se a uma FE que troca anions e que, portanto, possui
carga positiva.

Trocador forte: refere-se a uma FE (cationica ou aniénica) que tem habilidade de

se manter ativa em maior amplitude de pH



e Trocador fraco: refere-se a uma FE (catidnica ou anidnica) que tem habilidade de

se manter ativa em restrita faixa de pH

EXCLUSAO POR TAMANHO

e Mecanismo de separacdo baseado na interacdo fisica (mecanica) de moléculas de
diferentes tamanhos por entre os poros da FE.

e As opcbes de FE consistem em particulas pequenas (~10 um) de silica ou
polimeros contendo uma rede de poros uniformes dentro dos quais as moléculas
do soluto e do solvente podem difundir.

e As moléculas muito grandes sdo excluidas do leito cromatografico e eluem
primeiro; as moléculas médias poderdo penetrar 0S poros em varios graus
dependendo de seu tamanho; e as moléculas menores difundindo-se mais dentro

da estrutura dos poros eluem por altimo.



