Aula

CROMATOGRAFIA

META
Ao final desta aula o aluno devera ser capaz de isolar ou purificar compostos organicos de uma
mistura utilizando a técnica da Cromatografia em Camada Delagada - CCD

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:
verificar experimentalmente o comportamento de uma mistura por meio da cromatografia em
camada delgada.

PRE-REQUISITOS
Seguranca em Laboratoério, nomenclatura dos compostos organicos, propriedades fisicas, forcas
intermoleculares.

Cientista utilizando a cromatografia.
(Fonte: http://www.ars.usda.gov)
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INTRODUCAO

Olal Preparado para aprender mais um novo método de purificagiao
de compostos muito utilizado na quimica organica? Pois muito bem! Hoje,
n6s vamos falar de cromatografia.

A palavra cromatografia, do grego kromatos-cor, e grafos-escrita, foi,
primeiramente, usada em 1990 por Mikhail Tswett, um botanico russo, para
descrever a separagdo de pigmentos de plantas em zonas de cores distintas.
Tswett usou um tubo de vidro preenchido com uma substancia solida (cat-
bonato de calcio) e passou através do tubo extratos de plantas, observando
a formagao de zonas verdes e amarelas. Entretanto, foi somente a partir de
1950 que o uso da cromatografia se tornou popular como um método de
separacao de substancias coloridas. Atualmente, o método aplica-se também
a substancias incolores, porém o nome original foi mantido.

Na verdade, para melhor compreensio ¢ preciso que se entenda que
o principio de todos os métodos cromatograficos é, em ultima analise, o
mesmo em que se baseia a extracao, ou seja, trata-se da distribuicao de uma
substancia entre duas fases distintas. Como ja vimos na aula anterior, na
extragdo, uma substincia se transfere, preferencialmente, para a fase em
que ela é mais solavel. E um estado de equilibrio que pode ser deslocado
por modifica¢oes das condi¢es externas. Isto significa, por exemplo, que
uma substancia extraida com éter de uma solu¢do aquosa pode ser extraida
do éter por tratamento com muita agua. (Marques, J. M., 2007).

Mikhail Tswett, cientista russo pioneiro na utilizagdo da cromatografica.
(Fonte: http://labvirtual.eq.uc.pt)
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Agora que entendemos o principio envolvido na cromatografia, podemos
entdo definir a cromatografia como sendo a separa¢ao de uma mistura de dois
ou mais compostos pela distribuicao entre duas fases, sendo uma denominada
fase moével ou eluente que passa por outra denominada fase estacionaria. As-
sim, os métodos cromatograficos se caracterizam pela passagem de uma fase
movel sobre uma fase estacionaria. Se uma substancia esta dissolvida na fase
movel, ela se movera mais ou menos rapidamente, de acordo com a relacao
de afinidade com a fase mével e com a fase estacionaria.

Quando a fase estacionaria ¢ uma substancia solida, em vez da solu-
bilidade relativa das substancias a serem separadas, deve-se considerar a
sua adsor¢do relativa no sélido. Atente para o fato de que no fendémeno
da adsor¢ao, ha formac¢ao de uma ligagao fraca entre as moléculas de um
gas ou de um liquido e a superficie de um sélido. (Marques, J. M., 2007).

Existem varios tipos de cromatografia, os quais dependem da natureza
das duas fases envolvidas e de sua interacao diferencial com as substancias
a serem separadas, Figura 1. Entretanto, focaremos a nossa aten¢ao para a
cromatografia de adsor¢ao, também conhecida como cromatografia liquido-
solido. Neste processo os componentes de uma mistura sao separados por
migracdo diferencial, na qual a propriedade do soluto responsavel pela
competi¢ao é a polaridade.
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Cromatograficas de acordo com a configuracdo da fase mével e estacionaria.
(Fonte: COLLINS, C. H., BRAGA, G. L., BONATO, P. S. Introdugdo a Métodos Cromatograficos.
7% Ed., Editora da Unicamp, 1997).
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Atente para o fato de que para uma analise cromatografica satisfatéria
devemos ter cuidados com a escolha do eluente. Este deve obedecer aos
seguintes critérios:

- deve ser capaz de solubilizar os componentes da mistura a ser cromato-
grafada;

- devem ter baixo ponto de ebuli¢ao (35-85°C) para que sejam evaporados
facilmente;

- a vazao do eluente pode ser aproximadamente de uma gota por segundo.
Nio se deve aumentar muito rapidamente a polaridade do eluente para
evitar a sobreposi¢ao de bandas.

Bem, na cromatografia de adsor¢ao podemos ter a fase estacionaria
constituida de uma superficie plana, denominada Cromatografia em Ca-
mada Delgada (CCD) ou em Cromatografia em Coluna (CC) a qual pode
ser: Cromatografia em Coluna Classica, Cromatografia Gasosa (CG) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Vejamos agora especificamente cada um destes métodos por adsorgao:

Cromatografia em Camada Delgada — CCD:

Na cromatografia em camada delgada, CCD (ou TLC, “thin layer
chromatography”), a fase moével ¢ o solvente de desenvolvimento e a fase
estaciondria encontra-se adsorvida a superficie da placa. A fase estacionaria
mais comum ¢ constituida por uma camada de silica-gel. A CCD pode
ser analitica (CCDA) e/ou preparativa (CCDP), Figura 2, e seu principio
consiste na andlise dos componentes de uma mistura através da migragao
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana.
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CCDA ap6s isolamento de substancias a partir de uma mistura.
(Fonte: AQUINO NETO, E. R., NUNES, D. S. S. Cromatografia: Principios e Técnicas Afins. Editora
Interciéncia, 2003, pg 33).
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A analise qualitativa de uma substancia ¢ realizada através da cor da
mancha, e de seu fator de retenc¢do (Rf), segundo a férmula abaixo:

Rf = distancia percorrida pela mancha

distancia percorrida pelo solvente

Para uma boa analise, as substancias a serem analisadas deverao obe-
decer aos seguintes critérios (Figura 3):
- Serem dissolvidas na menor quantidade possivel de solvente [Por exemplo:
um spot da amostra para 0,1 mL de solvente (uma gota)];
- Serem aplicadas a uma distancia de aproximadamente 1,0 cm da base da
placa, com o auxilio de um capilar;
- Terem um spot de 1 a 2 mm de diametro;
- Terem, aproximadamente, 0,5 cm de distancia uma da outra;
- E, finalmente, as placas deverao ser reveladas primeiramente com lam-
pada ultra-violeta. (Cuidado! Nao olhe diretamente na luz). Neste caso, os
contornos das manchas observadas deverao ser marcados com o auxilio
de um lapis grafite e, em seguida, as placas deverao ser reveladas em cuba
saturada com vapores de iodo ou solugoes apropriadas.
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Etapas da Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).
(Fonte: AQUINO NETO, E R., NUNES, D. S. S. Cromatografia: Principios e Técnicas Afins.
Editora Interciéncia, 2003, pg 37).

Tampa
Placa mergulhada P.apel de
no solven/fe filtro /
|| Papel de
[ filtro
Solvente S
{a) Frasco de vidro (b) cuba com tampa

Etapas da Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).
(Fonte: AQUINO NETO, E R., NUNES, D. S. S. Cromatografia: Principios e Técnicas Afins.
Editora Interciéncia, 2003, pg 38).
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Agora, vamos ver quais as vantagens, usos e aplicagoes da CCD.

Vantagens da CCD:
- facil compreensao e execugao;
- separagoes em breve espago de tempo;
- versatilidade;
- grande reprodutibilidade;

- baixo custo.

Usos da CCD:
- reagOes organicas: pureza e acompanhamento da reagao;
- fitoquimica: pureza dos compostos, natureza quimica dos compostos,
identificacao;
- fitoterapia: controle de qualidade.

Aplicagdo: Industria Farmacéutica; Industria de Alimentos; Industria
Petroquimica; Analise Forense; Quimica Organica; Bioquimica; Farmaco-
logia; Analises Clinicas e Produtos Naturais (Farmacognosia).

CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

Da mesma forma que na CCD, a cromatografia em coluna é também
um processo de separaciao dos componentes de uma mistura por migragao
diferencial, na qual a propriedade do soluto responsavel pela competi¢cao
também ¢ a polaridade; a fase mével é o solvente de desenvolvimento,
enquanto que a fase estacionaria é o adsorvente. A Tabela 2 lista alguns
adsorventes utilizados na fase estacionaria da CC, classificados por ordem
crescente de sua capacidade de ligacdao. Esta habilidade de ligacao depende
de ambos, material adsorvente e polaridade dos componentes na mistura
a ser separada. Geralmente, quanto maior a polaridade, mais forte sera a
ligacdo e mais dificil sera a separa¢ao de cada componente na mistura den-
tro da coluna. Para componentes tendo polaridades similares ou idénticas
o peso molecular sera o fator determinante, com os componentes de alto
peso molecular se deslocando mais lentamente (Eaton, D.C., 1989).
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Tabela 1 — Adsorventes mais utilizados em cromatografia em coluna.

Adsorventes usados em Cromatografia em Coluna |

Celulose

Amido

Acgucares

Silicato de magnésio
Carbonato de calcio
Fosfato de calcio
Sulfato de calcio
Oxido de célcio
Silica gel

Florisil Charcoal
Alumina

Aumento da
habilidade de
ligagdo

\

A Figura 4 mostra a simula¢ao da separacao dos componentes de uma

mistura por migracao diferencial numa coluna cromatografica.
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Desenvolvimento de uma coluna cromatografica.

(Fonte: COLLINS, C. H., BRAGA, G. L., BONATO, P. §. Introducao a Métodos Cromatograficos.

7% Ed., Editora da Unicamp, 1997, pg 68).

Bom, agora que vocé ja tem uma boa nogao da técnica de cromatogra-
fia como um método de separagio e purificagdo de compostos organicos,
vamos entdo dar inicio aos nossos experimentos, como forma de visualizar

na pratica a teoria que acabamos de ver.
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ATIVIDADES

1. Cromatografia em camada delgada
Procedimento

Pegue uma placa cromatografica pronta, de silica suportada em
aluminio. Com o auxilio de um lapis, uma régua e um estilete corte um
pedaco da placa no tamanho de 2,5 cm por 7,0 cm, com cuidado para nao
danificar a camada de silica de outras regioes da placa. Analise as substancias
fenantreno, 3-naftol e anilina segundo a sequéncia abaixo:

1. Com o auxilio de tubos capilares, aplique cada substancia e a mistura
em pontos separados de 0,5 cm entre si e em relagdo as bordas laterais, e
distantes 1,0 cm da borda inferior. Deve ser aplicada uma gota (spot) de
solucdo de cada uma das substancias puras e uma gota da mistura.

2. Com uma proveta de 10,0 mL prepare uma mistura de 0,5 mlL de hexano
e 9,5 mL de acetato de etila. Transfira 5,0 mL da fase mével para a cuba
cromatografica, tampe e aguarde saturar o ambiente.

3. Transfira a placa cromatografica para a cuba de modo que o nivel do
liquido fique abaixo dos pontos de aplica¢ao, e desenvolva (elua). Espere o
desenvolvimento do cromatograma mantendo a cuba fechada.

4. Quando a frente do solvente ficar a 1,0 cm (registre essa distancia) da
borda superior da placa, retire-a e deixe-a secar totalmente ao ar (10 a 15
minutos).

5. Faca a revelagdo com lampada de UV e marque o contorno das manchas
das substancias UV ativas, cuidadosamente, com o auxilio de um lapis.

6. Em seguida, faca a revelacdo borrifando com uma solucao de anisaldeido
(anisaldeido com acido sulfurico em etanol).

7. Com o auxilio de uma régua, registrar as distancias percorridas pela frente
do solvente e pelos componentes de cada amostra analisada (fenantreno,
B-naftol e anilina), medidas a partir do ponto de aplicagio.

8. Repetir estes procedimentos nas seguintes concentragoes: hexano/acetato
de etila (9:1) e hexano/acetato de etila (8:2).

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

- Siga rigorosamente todas as etapas descritas acima para que vocé
possa obter um bom resultado no seu experimento.

- Anote em seu caderno todas as observagdes que voce fizer durante
a execugdo do seu experimento.
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CONCLUSAO

Esta aula nos deu oportunidade de trabalharmos um dos métodos mais
utilizados na pratica para separacao de compostos organicos, a cromato-
grafia. Teoricamente, vimos os varios tipos de cromatografia. Porém, na
pratica trabalhamos somente a cromatografia em camada delgada. Vimos
que esta metodologia também ¢ aplicada para se fazer o monitoramento
de uma cromatografia em coluna. Neste experimento foram isoladas as
substancias fenantreno, 3-naftol e anilina de uma mistura.

RESUMO

A cromatografia ¢ um dos métodos mais utilizados na purificacio
de compostos organicos. Trata-se de uma técnica simples uma vez que
o principio de todos os métodos cromatograficos, em ultima analise, é o
mesmo no qual se baseia a extragdo, ou seja, trata-se da distribuicao de
uma substincia entre duas fases distintas. A cromatografia em camada
delgada torna-se uma técnica importante pelo fato dela usar quantidades
pequenas de amostra, usualmente menos que um miligrama. Esta técnica
¢ usada com muita frequéncia quando se quer determinar os componentes
de uma mistura, as condi¢Oes propicias para eluir uma coluna cromatogra-
fica, monitorar uma separa¢ao por coluna cromatografica, determinar a
pureza de um produto comercial e, monitorar o progresso de uma reagao.
Neste experimento vocé viu os procedimentos necessarios para se fazer o
isolamento ou a purificagio de compostos organicos utilizando a técnica
da cromatografia em camada delgada, as vantagens e usos deste método e
como determinar o Rf das substancias. Portanto, a aula de hoje teve como
objetivo mostrar o uso desta técnica para separar uma mistura composta
das seguintes substancias: fenantreno, $-naftol e anilina.

PROXIMA AULA

Na préxima aula vocé vera um método versatil de purificacao de com-
postos organicos liquidos — a destilagao.

AUTOAVALIACAO

Com base no experimento realizado:

1. apresente um desenho do seu cromatograma (revelado na luz ultravioleta
e no anisaldeido).

2. determine os Rf de todos os componentes das solu¢oes analisadas;

3. com base nos Rf dos componentes de sua amostra ¢ considerando as-
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pectos estruturais dos constituintes da sua mistura, vocé poderia fazer uma
correspondéncia entre as manchas observadas e os componentes da mistura?
4. Observe o aspecto da sua cromatoplaca quando revelada sob luz ultra-
violeta e no anisaldeido e diga quantos componentes foram detectados
em cada caso. Considerando os aspectos estruturais dos constituintes da
mistura, voce avalia como coerente os resultados da comparacao? Explique.
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