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RESUMO

O desenvolvimento do treinamento técnico foi realizado no Laboratério de
Aerossois, Solugdes Aquosas e Tecnologias (LAQUATEC), que conta com uma
infraestrutura laboratorial capacitada para desenvolver diferentes analises
quimicas. A principal abordagem do laboratério € projetos de pesquisas
relacionadas aos temas: quimica da atmosfera, transferéncias de espécies
quimicas nas Interfaces de ecossistemas, estudos da qualidade de corpos de
agua interiores e costeiros e tecnologias ambientais, bem como deposigao e
emissao de espécies quimicas em diferentes escalas geograficas e ambientes.
Este relatorio aborda como objetivo o treinamento, e capacitagao utilizando um
cromatégrafo liquido de ions da marca Metrohm modelo 850 Professional IC,
com o modulo 858 e utilizando a coluna de separacgao de cations Metrosep C4
100/4 100/4.0 mm e coluna de anions Metrosep A Supp 5 100/ 4.0 por

detecgao condutimétrica.






TECHNICAL TRAINING FOR USE OF A LIQUID CHROMATOGRAPHY
TECHNIQUE FOR ANALYSIS OF CATIONS AND ANIONS IN AQUEOUS
EXTRACT OF ATMOSPHERIC PARTICULATE.

ABSTRACT

The development of technical training was conducted at the Laboratory of
Aerosol Aqueous Solutions and Technologies (LAQUATEC), which has a
capable to develop different chemical analysis laboratory infrastructure. The
main approach of the laboratory's research projects related to the themes:
atmospheric chemistry, transfer of chemical species in ecosystems interfaces,
studies of quality of inland bodies of water and coastal and environmental
technologies as well as deposition and emission of chemical species in different
geographical scales and environments. This report addresses the objective of
the training and qualification using a liquid chromatograph ion Metrohm Model
850 Professional IC tag with the module 858 and the separation column using
cation Metrosep C4 100/4 and 100/4.0 mm anion column Metrosep A Supp
5100 / 4.0 by conductometric detection.
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1. INTRODUGAO

A intervencdo do homem no ciclo natural do nitrogénio vem alterando as
concentragdes de suas diferentes espécies presentes no solo, nas aguas e no
ar atmosférico. Um grande problema evidenciado em diversos locais do mundo
€ 0 excesso de nitrogénio presente no solo que produz uma alteragdo das
concentragbes das aguas subterraneas (niveis mais profundos) essa agua
enriquecida em compostos de nitrogénio é levada, através de aguas da chuva
e do escoamento subterrédneo, aos cursos de agua, essas aguas com
concentragdes elevadas dessas espécies quimicas levam a alteragdes nos
ecossistemas, trazendo danos como o crescimento abundante de algas
nocivas e a morte de peixes devido a falta de oxigénio e contaminagao toxica
emitida pelas algas, este desastre ocorre devido ao enriquecimento —

nutricional conhecido como eutrofizac&o.'?

Para ilustrar melhor o ciclo do nitrogénio e o mecanismo de transformagao dos

compostos de nitrogénio € apresentada a figura abaixo:

ALY,
NH, + HNO, — NH, NO, g2
| i
chuva T fixagao de : i
acida '\ W nitrogénio deposi¢ao g
umida

A NO
deposigao seca NO,
t
$
|
|
i

_NO
o,
NQQ"
... | s
lixiviagéo dissolugao NOz
pela agua °N02_ desnitrificacao

Figura 1: Ciclo do nitrogénio com as principais rotas e emissdes.
Fonte: Quimica Nova edi¢cao n°26, 2008.
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O trabalho a ser desenvolvido tem como foco o componente atmosférico do
ciclo do nitrogénio devido a existéncia de seu excesso na atmosfera, sendo que
faltam, a esse tipo de investigagédo, estudos aprofundados, pois pesquisas e
experimentos realizados ainda n&do se tém muitos dados relativos a este
problema. Assim, € necessario mobilizagdo, conscientizacdo e buscas
avangadas sobre o assunto, para se ter uma maior visibilidade deste fator

negativo pois € um problema ambiental, em geral, de carater local.

O nitrogénio esta em maior parte na atmosfera em forma de gas N, (78%) e
desta forma nao pode ser utilizado pelos organismos que dependem dele para
seu crescimento, pois fazem parte da estrutura do DNA, RNA e das proteinas
necessarias para as partes basicas da construcdo da vida. No entanto é
realizada a transformacgéo do N, em outros compostos em forma de gases NO,
NO,, N2O e NH3; ou como compostos soliveis em agua NH;" e NO3™ e é este
tipo de nitrogénio presente em excesso na atmosfera que resulta em chuvas

acidas e contaminacdo das aguas e solos, alterando a biodiversidade. 3

A alteracédo da biodiversidade resultante do excesso de nitrogénio reativo na
atmosfera vem se alterando faz décadas através de formas intencionais ou niao

intencionais:

. Intencionais: intervengdo do homem nas praticas agricolas através de
fertilizantes e insumos composto por nitrogénio, e também através da produgao

de energia por processos de combustéo,

. N&o intencionais: fixagdo de nitrogénio através de bactérias vivendo
simbidticamente em raizes de plantas leguminosas (exemplo: feijao e alfafa) e
também cianobactérias que vivem em campos alagados com plantagdes de

arroz e algumas bactérias que vivem no solo. '

O estudo desenvolvido esta diretamente ligado a identificagdo do nitrogénio na
atmosfera nas formas NO, NO,, N,O e NH; e NH,* NO; e a concentracao de
cada elemento. As amostras serdo coletadas em denuders e filtros tratados
especificamente para o projeto com solu¢des basicas e acidas, estes denuders
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e filtros serdo acompanhados de um sistema contendo: medidor de volume,
rotdmetro e uma bomba. Este sistema sera protegido por compartimentos
adequados. Apds a coleta realiza-se o tratamento e analises por cromatografia

liquida de ions. *

Os primeiros registros na literatura sobre cromatografia com fase liquida ou
mais conhecida como “cromatografia liquida” foram feitas no ano de 1917
estando relacionada a um dos tipos cromatografia por troca ibnica com
propésitos de resolverem problemas analiticos de investigagdo bioquimica
aplicando-se para a determinagéo do teor de aménio na urina. Porém somente
no ano de 1964 o primeiro cromatégrafo liquido foi construido por Csaba
Horvath.®

Atualmente este tipo de técnica de analise quantitativa € a mais aplicada
devido a suas principais caracteristicas como: alto poder de resolucao,
separagdes rapidas, monitoramento continuo do eluente, automacido do
procedimento analitico e do manuseio de dados e também por ndo possuir uma

limitacdo & escolha de fase estacionaria e fase movel. *>°

Neste trabalho sera utilizada a técnica de cromatografia por adsorgédo na qual
se baseia no uso de uma coluna recheada com um sélido (fase estacionaria) e
uma fase movel liquida (eluente), realizando a interagdo das moléculas. Quanto

mais forte for essa interacdo menor sera adsorgcao do soluto.

As principais partes que constituem este tipo de analise sao:

Coluna (fase estacionaria)

Eluente (fase movel)

Amostra

Padroes
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A coluna cromatografica é constituida por um tubo de polietileno em posicao
vertical, possuindo a extremidade superior aberta e a inferior afilada que
permite 0 controle da vazdo da fase movel. As dimensdes da coluna
dependerao da quantidade de material a ser analisado. O tipo da coluna e o
preenchimento interno (recheio) a ser escolhido dependerdo das caracteristicas

fisicas da amostra e o tipo de informacéo que se deseja obter. >°

O eluente tem como principal fungdo promover o desenvolvimento dos
componentes da mistura na coluna e remover ou dessorver esses
componentes seletivamente. A escolha é determinada por sua polaridade, pela
natureza dos componentes da amostra, tipo do recheio da coluna a ser

utilizada e a compatibilidade com o detector. >°

A amostra a ser analisada é passada por diferentes tipos de tratamento, varia-
se de acordo com sua natureza, exemplo a amostra de particulados
atmosféricos em filtros é realizado pesagens anteriormente e posteriormente a
coleta, solubilizados, e filtrados. Depois de tratados as amostras sao injetadas

no cromatégrafo para a analise. >°

Os padrdes sdo de grande importancia, pois s&o feitos de sais ou de padrdes
certificados, € através deles que sao feitas as curvas de calibragcdo do
equipamento, curvas que sdo necessarias para a identificacdo dos elementos

no grafico obtido apds a amostra analisada. *°

Este tipo de técnica de cromatografia tem sido escolhida devido a sua

simplicidade e eficiéncia na separagcédo de misturas bastante complexas.

2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
2.1. Descrigao do equipamento

O treinamento técnico para utilizagdo da técnica de cromatografia a liquido

para analises de cations e anions foi desenvolvido no equipamento 850
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Professional IC, da marca Metrohm, sendo empregado para analises de cations

e anions.

Figura 2: Modelo de cromatégraf50 Professional IC.
Fonte: Metrohm (2013).

Para operar o equipamento foi necessario conhecer um pouco das partes que o

compdem:

v . Frasco de eluente

. Detector de condutividade

Metrohn

. Valvula de injecao

. Bomba de alta pressao

. Degaseificador do eluente

. Valvula de purga
. Amortecedor de pulsagao
. Degaseificador da amostra

. Coluna de separacao

= O 00 N O 0o & W N =

0. Coluna termostatica

9 10

Figura 3:Parte interna do cromatografo.
Fonte: Forti, Alcaide (2010).
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Degaseificador de Eluente: remove as bolhas de gas e gases dissolvidos do

eluente.

Bomba de alta pressao: uma pequena bomba de alta pressdo que bombeia o

eluente através do sistema.

Filtro de linha: protege a coluna de separagdo e outros componentes do

sistema contra possiveis contaminagdes do eluente e de solucgdes utilizadas.

Amortecedor de pulsagao: protege a coluna de separagdo de danos
causados pelas flutuacdes de pressao quando ocorre a comutacido da valvula
de injecdo e reduz as pulsagdes que podem interferir em medi¢cbes de grande
sensibilidade.

Degaseificador da amostra: remove as bolhas de gas e gases dissolvidos da

amostra.

Valvula de injegdo: conecta o eluente e a amostra através de uma valvula de
transicdo rapida e precisa. Uma quantidade precisa de amostra € injetada e

enxaguada com eluente na coluna de separagao.

Coluna termostatica: controla a temperatura da coluna e do canal do eluente

e, portanto, garante a estabilidade das condi¢gdes de medicao.

Detector de condutividade; mede a condutividade do liquido em escoamento

processando-o em forma digital.

Coluna de separagao: € a principal parte que compdéem a analise
cromatografica liquida de ions, pois ela separa os diferentes componentes

presentes na amostra através da interacao. 8

2.2. Descrigao da coluna utilizada no cromatégrafo 850 Professional IC

— Metrohm

XiX



As colunas utilizadas para as analises de cations e anions sao de modelos
parecidos alterando apenas o preenchimento do seu interior de acordo com o
tipo especifico de analises (cations ou anions). O modelo de coluna para
cations €& Metrosep C4 100/4.0, que realiza determinagcdo de cations
monovalentes e bivalentes. E o modelo de coluna para anions € Metrosep A
Supp 5 100/ 4.0, que realiza uma separagao rapida e eficiente dos
componentes. Ambas possuem um chip que armazenam informacdes (datas,
horas) e também tem como objetivo melhorar a eficiéncia do reconhecimento

da coluna no aparelho de cromatégrafo.?

Figura 4: Coluna de cations.
Fonte: Metrohm (2013).

Figura 5: Coluna de anions.
Fonte: Metrohm (2013).
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Um componente de grande importancia € a pré — coluna que realiza a protegao

da coluna contra contaminantes referente a amostra e ao eluente aumentando

sua vida util.
Figura 6: Modelo de pré - coluna de anions.
Fonte: Forti, Alcaide (2012).
2.2.1. Eluente

O eluente é a fase mével do cromatdgrafo, é o responsavel por transportar a
amostra através da coluna separadora e do detector e realizar a interagao dos
elementos presentes na amostra >°. Ele é especifico ao tipo de coluna que esta
sendo utilizada variando de acordo com o modelo e as especificacbes das

analises, nas colunas utilizadas nesse estudo os eluentes sao:

o Eluente cations: Esta solucdo é preparada a partir de 234 mg de Acido
Dipicolinico e 237l de HNO; (PA) para 2L de agua reagente.®

e Eluente anions: Esta solugido € preparada a partir de 678 mg de
Na,COs3 (PA) e168 mg de NaHCO3 (PA) para 2L de agua reagente. Para
este tipo de coluna é necessario um eluente complementar consistindo

em uma solugao de acido sulfirico a 5%.%

O preparo de todas as solugdes, padroes e diluicdbes para serem usados no
cromatégrafo é empregado agua reagente sendo de alta pureza, agua do tipo 1

podendo ser considerada como “ideal”, ou seja, a agua com a melhor qualidade
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possivel de ser obtida com a tecnologia disponivel atualmente para tratamento

e purificagdo de agua.’

Apoés o preparo de ambos eluentes (cations, anions e acido sulfurico), estas
solugdes sao colocadas no ultrassom para a remogao de possiveis bolhas

maiores contidas na solucao.

2.3. Padroes preparados a partir de um padrao certificado.

Os padrdes certificados sao solugbes compradas que passaram por varios
testes por diferentes empresas e métodos, e adquirem um certificado
comprovando sua concentragao, e estes padrbes sdo usados para fazer outras

solucdes sendo padrdes mais diluidos.
o Padrbes cations

Para o preparo deste padrdao € necessario cinco padroes de diferentes

componentes sendo eles:

Padrdo 1 Na® Massa Molecular 22,98 - Concentracéo 1000.107 ppm.
Padrao 2 NH,* Massa Molecular 18,00 - Concentracdo 1000.10 ppm.
Padrao 3 K* Massa Molecular 39,09 - Concentragao 1000.10™ ppm.
Padrao 4 Ca*? Massa Molecular 40,07 - Concentragéo 1000.107 ppm.
Padrao 5 Mg*? Massa Molecular 24,30 - - Concentragdo 1000.10™ ppm.

A partir desses padrdes € preparado o padrao primario, retirando-se 1 ml de
cada padrao descrito acima e transferindo-se para um baldo volumétrico de

100 ml e avoluma-se sempre conferindo através da massa obtida na pesagem.

Através da solugao anterior, sdo preparados os padroes mais diluidos sendo
todos com volumes de 50 ml (medidos em balbes aferidos). Para o padréao 1
retira-se 24ml do padrao primario e avoluma-se para 50 ml, para o padrao 2

retira-se 12 ml e avoluma- se para 50ml e para o padrdo 3 retira-se 1,5ml e
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avoluma-se para 50ml.Apds o término é realizado o calculo das concentragdes

reais obtidas nos padrdes.
e Padrdes anions

Para o preparo deste padrdo sado necessarios trés padrdes de diferentes

componentes sendo eles:
Padrdo 1 CI~ Massa Molecular 35,5 - Concentragdo 1000.10° ppm.

Padrdo 2 NO; Massa Molecular 62 - Concentragdo 1000.10° ppm.

Padréo 3 SO, 2 Massa Molecular 96 - Concentraggo 1000.10° ppm.

A partir desses padrdes é preparado o padrao primario, retirando-se 3,90 ml do
CI™ (Cloreto), 2,48 ml do NO5 (Nitrato) e 2,40 do SO, 2 (Sulfato) e transfere-
se para um baldo volumétrico de 100 ml e avoluma-se sempre conferindo

através da massa obtida na pesagem.

A partir da solugcédo anterior, sdo preparados os padrbes mais diluidos sendo
todos com volumes de 100 ml (com baldo aferido). Para o padrédo 1 retira-se
10ml do padréo primario e avoluma-se para 100 ml, para o padrédo 2 retira-se
2,5 ml e avoluma- se para 100ml e para o padrao 3 retira-se 625ul e avoluma-
se para 100ml.Apds o término é realizado o calculo das concentracdes reais
obtidas nos padroes.

2.4. Curva de calibragao.

A curva de calibragdo € o método de calibrar o equipamento para receber e
identificar as amostras a serem analisadas. Esta curva € obtida através dos
padrdes injetados no equipamento, portanto através deles é obtido as medidas
quantitativas das amostras podendo ser a area do pico, a altura ou a

concentragao do componente presente na amostra ou padrao injetado. 6
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos séo referentes a técnica de cromatografia liquida de ions
realizada no decorrer do treinamento, pois toda a pratica do trabalho foi feita

com as amostras de particulados atmosféricos coletadas e tratadas
adequadamente.

Os dados obtidos sao em forma de cromatogramas contendo as concentragdes
de cada componente presente na amostra ou padrao analisado, e algumas
outras informagdes como o tempo de retengao registrado do elemento, todos

os dados apresentados a seguir sdo de uma analise de anions:

Anions Nitrito-Nitrato
pSicm

24,0 A

Cloreto 3,563

22,0 1

20,0 -

18,0 +

)
o
0
2
©
=
=

16,0 1

P Sulfato 8,80

14,0 1

12,0 4

L] ! I L I ) 1 ! I L I I 1 |

1.0 20 3.0 40 5.0 6,0 7.0 8.0 9.0 10,0 11,0 12,0

min

Figura 7: Cromatograma de analise de anions.

Fonte: Cromatégrafo 850 Professional IC — Metrohm (2013).
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Mumero do pico  Tempo de retencdo Area Altura Concentracdo Nome do componente

min (uS/em) x min - pSfem uM

3,533 0,9542 6,081 25,520 Cloreto
2 5,825 0,3196 1,207 10,180 Nitrato
3 8,887 0,4346 1,351 6,148 Sulfato

Figura 8: Dados registrados referentes a amostra analisada.
Fonte: Cromatografo 850 Professional IC — Metrohm (2013).

Para as analises de anions é feito um ajuste nas informacgdes inseridas antes
de ser feita a curva de calibragdo, e € escolhido o tipo por linearidade sendo a
capacidade de produzir resultados diretamente proporcionais a concentracao
dos elementos na amostra em uma dada faixa de concentragdo de trabalho
(drea x altura). Para determinar a curva de calibragdo, em primeiro lugar
realiza-se uma estimativa da faixa concentragdo de trabalho, em seguida
obtém as estatisticas dessa curva tais como o coeficiente de correlagao linear,
Ou seja, se a curva obtida adere a uma reta como modelo matematico. A curva
de calibracdo € obtida através da leitura de padrbes com diferentes
concentragdes (diluicbes feitas a partir de padrées certificados com
concentragdes maiores) contendo os principais anions que serdo analisados
nas amostras. Depois de processada pelo software do cromatografo e obtida a
curva de calibragao, se aceita aquela cujo coeficiente de correlagao seja 0 mais

préximo de 1 indicando assim a sua confiabilidade.

Abaixo sao apresentadas algumas curvas de calibragdo feitas no préprio
cromatégrafo de treinamento, para cada analito contendo suas concentragdes

e seus respectivos coeficientes de correlacéo.
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Cloreto :ﬂnianﬁ Mitrito-Mitrato)

{pSicm) = min
4,0 7
3.0 1
2,0 A
1.0 A
0.0 A
I T T T T T T
0.0 20.0 40.0 80.0 B0.0 100.0 1200
Fungdo _ _ | L. L lllllllll.._ A= -0.0665006 + 3,61635E-4= Q
Desvio padrdo relative . - - - - o - . L L L L L L L Lo 2340274 %
Coeficiente de comelagdo . . . L L L L L L e e e e o e e e e e e e 0,999900
Tipo de amostra Indice Conc. Volume Area Identificagdo Data Utilizado
Padrao 1 1 114,540 11086 4522 P1 ANIOMS 18/02/2013 2013-02-19 14:45:33 UTC-3  utilizado
Padrio 2 1 28910 11086 1,055 P2 AMIOMS 19/02/2012 2013-02-19 15:00:15 UTC-2  utlizado
Padrdo 3 1 T.308 110G 0,254 P32 ANIONS 18/02/2013 2013-02-18 15:15:05 UTC-3  utilizado

Figura 9:Cromatograma da curva de calibragdo do Cloreto.
Fonte: Cromatografo 850 Professional IC — Metrohm (2013).

Hitrato :ﬁmionﬁ Nitrito-Mitrato)

{pSficm) x min
1.2 1
P
0.4
0.0 +
T T T T T T T T T T T T
4.0 B.0 12,0 16,0 20,0 24.0 28,0 32,0 36,0 40,0 440 . m
L A= -2 B4614E-3 + 2,86395E-4% @
Desvio padrdo relative _ _ . . L _ L L L el 0671835 %
Coeficiente de comelagdo . . . L L L L L L Lo i e e e e e e e a o 0,999991
Tipo de amostra  Indice Conc. Volume Area Identificagio Data Utilizado
Padrio 1 1 43205 1106 1,365 P1 ANIONS 1902/2012 2013-02-19 14:45:33 UTC-2  utilizado
FPadrio 2 1 10,806 1106 0,348 P2 ANIOMNS 18/02/2013 2013-02-18 15:00:15 UTC-3  utilizado
Padrdo 3 1 2,758 110.86 0,082 P3 ANIONS 1802/2013 2013-02-18 15:15:05 UTC-3  utilizado

Figura 10: Cromatograma da curva de calibragao do Nitrato.
Fonte: Cromatografo 850 Professional IC — Metrohm (2013).
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Sulfato [.ﬁnicms Mitrito-Mitrato)

{pSfem) x min
1.6 o
1.2
0.8 1
pet -
0.0 q
T T T T T T T T
0,0 4.0 B.D 12.0 16,0 20,0 24.0 280
Fungdo _ _ . _ o . oo A =00188824 + 6 11468E-4" @
Desvio padrdo relative . o . . o L . L L C i i o e i e o e e e e e e e e e e e e e e aaa 1,136155 %
Coeficiente de comelagdo . | _ | _ L _ . L o _ll_llll_. 0,933973
Tipo de amastra  Indice Conc. Volume Area Identificagdo Dhata Uitilizado
Padrio 1 1 26,780 1108 1,828 P1 ANIONS 18/02/2013 2013-02-19 14:45:33 UTC-3 utilizado
Padrio 2 1 6,782 110,68 0,483 P2 ANIONS 18/02/2013 2013-402-19 15:00:15 UTC-3  utilizado
Padrio 3 1 1.710 110,68 0,128 P3 ANIONS 18/02/2013 2013-02-19 15:15:05 UTC-3 utilizado

Figura 11: Cromatograma da curva de calibragdo do Sulfato
Fonte: Cromatografo 850 Professional IC — Metrohm (2013).
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4, CONCLUSAO

Pode se concluir que o treinamento técnico foi desenvolvido no cromatégrafo
850 Professional IC, no Laboratorio de Aerossois, Solugbes Aquosas e
Tecnologias (LAQUATEC) do Centro de Ciéncias do Sistema Terrestre
(CCST), do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), e foi adquirido
conhecimento sobre a técnica de cromatografia liquida e suas caracteristicas,
as necessidades para a realizagdo da analise, preparacdo de padrbes e
eluentes e o controle que € necessario realizar com as amostras e

interpretacéo e analise dos dados enunciados pelo equipamento.
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