Cromatografia

Separacao de solutos de uma solucao por diferencas de
coeficientes de particao

Principio: particdo de um soluto entre duas fases sendo uma
solida ou estacionaria e outra movel, liquida ou gasosa.

caso especial de micelas:= microfase/pseudofase/fase
microdispersa/fase pseudo-estacionaria

imagine um duto cheio de material solido poroso por onde flui
um liquido ou um gas:

Cromatografia de coluna(CC)

cromatografia de camada delgada (CCD ou TLC em inglés)
cromatografia gasosa (CG ou GC em inglés)
cromatografia liquida de alta pressao (CLAE ou HPLC em
inglés)

At



o equilibrio € constantemente
restaurado pela fase movel e os solutos

sao separados pelas diferencas de |
mobilidade.

Sadsorvido =

— S dissolvido

P = [Sd] / [Sa]




sobre a fase estacionaria: polar, apolar, micelar, troca iénica, gel poliacrilamida, etc

fase polar: cromatografia comum
fase apolar: cromatografia reversa
fase micelar




Cromatografia de Camada Delgada - CCD
Thin Layer Chromatography - TLC

Principio CCD: particao de um soluto entre duas fases (como na extragcdo) sendo
uma estacionaria e uma movel; o equilibrio € constantemente deslocado pela fase
movel e os solutos sao separados pelas diferencas de mobilidade impregnada em
placa de vidro ou aluminio

fase movel (solvente) movido pelo efeito capilar pela placa

Cromatografia: Procedimento para a purificacdo de substancias utilizando-se
uma Fase Estacionaria e uma Fase Movel

Cromatografia Gasosa; Cromatografia de Coluna; Cromatografia Liquida de Média
Pressao; Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE - HPLC e U(H)PLC); Cromatografia
de Camada Delgada (CCD); Cromatografia de Papel; etc.



Cromatografia de Coluna

imagine um tubo de vidro contendo silica (“areia”) segura por um pouco de |la de vidro
na saida; a silica esta imersa num solvente; colocando uma mistura de A e B no topo
da coluna e criando-se um fluxo constante de solvente (abrindo-se a saida e
adicionando-se no topo) observa-se a separacao: A € mais adsorvido que B
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Cromatografia de alinidade
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Gramatografia de partigao

As moléoculas maloras
aAo exoluidas
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Cramatografia de exolusio molecular

Um tipo de molécula
na migtura complexa
torna-se ligada a
moléoula que asta
govalentemente ligada
& fage estacionaria

Todas as oulras moléculas

.gho gimpleamante

descartadas

Interagoes

varios tipos de interagao definem as
varias cromatografias:

adsorcao (interacao intermolecular
com a superficie de um solido)

particao: soluto particiona entre a
fase gasosa e liquida (molhando a
superficie da coluna)

troca ibnica: polimero contendo
cations covalentemente ligados
atraem os anions da solugnao

exclusao molecular: porosidade de
tamanho controlado

afinidade: interacao intermolecular
(ligacao quimica as vezes) muito
especifica com molécula na fase
movel 6



Cromatografia Liquida de Alta Pressao

HPLC




Cromatograma
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método preciso para medida do coeficiente de particédo P

k’ = (tr -tm) / tm fator de retencao ou fator de capacidade € igual a razdo do
n. de mols do soluto entre as fases estacionaria e movel!

K’ = Nestacionéria / Nmével
entao Particio = K’ Vmovel/Vesticionaria



Fases Estacionarias polares

Papel

Celulose

Amido Aumento da intensidade de
Acucares interacao (ligacdes) com
Silicato de magnésio compostos "polares”

Sulfato de calcio

Acido Silicico

Silicagel (SiO,)

Florisil

Oxido de Magnésio

Oxido de aluminio (alumina Al,O5)
(acido, neutro, basico)

Carvao ativado
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Soluto ; Solvente
adsorvido - adsorvido
na fase na fase
estacionéria estacionaria

Fase —
estaciondria

(a) ()
O solvente desloca o soluto da superficie!

Substancias mais polares: mais adsorvido (ficam ‘presos’ a fase estacionaria).
Substancias menos polares sao mais facilmente eluidas.

Solventes mais polares eluem melhor todas as substancias; efeito mais
pronunciado no caso de substancias polares.



“corte no

UV” =1 para
Absicm = 1 '
(Poole Solvente Forga eluente (€°) Corte no ultravioleta (nm)
2003) ou Pentano 0,00 190
. Hexano 0,01 195
S€ja, O Heptano 0,01 200
soluto deve  Triclorotrifluoroetano 0,02 231
ter uma Tolueno 0,22 284
- Cloroférmio 0.26 245
absorgao Diclorometano 0,30 233
acima deste | Eter dietilico 0,43 215
Acetato de etila 0,48 256
valor p?ra Eter metil r-butflico 0,48 210
detecgao Dioxano 0,51 215
uv Acetonitrila 0,52 190
Acetona 0.53 3130
Tetraidrofurano 0,53 212
2-propanol 0,60 205
Metanol 0,70 205

O corte no ultravioleta para a dgua é 190 nm.

FONTES: L. R, Snyder, in High-Performance Liquid Chromatography (C. Horvith, ed.), Vol. 3 (New York:
Academic Press, 1983); Burdick & Jackson Solvent Guide, 3rd ed. (Muskegon, MI: Burdick & Jackson
Laboratories, 1990).
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Sequéncia elotropica de solventes para cromatografia:

Hidrocarbonetos

(éter de petrdleo, hexano, ciclo-hexano)
CCl,

Tolueno

CHCI,

(;H20|2 Aumento da polaridade do
Eter etilico solvente, maior interacdo
Acetato de etila com grupos funcionais
Acetonitrila polares

Acetona

Piridina

Alcoois (metanol, etanol, etc.)

Agua

Acido acético

O solvente mais polar elui melhor substancias polares por melhor dissolve-los e deslocar o
equilibrio de eluicdo (K,); além disso, o solvente mais polar adsorve melhor a superficie da
fase estacionaria, deslocando desta maneira todas as substancias para a fase liquida.



Principio da Separacao Cromatografica

Ordem de eluicdo de classes de substancias:

Hidrocarbonetos Interacdes van der Waals

Alcenos (Olefinas) e Alcinos Dipolo induzido

Eteres Dipolo

Haletos de Alquila Dipolo Ordem de
Compostos Aromaticos Dipolo Induzido eluigao
Cetonas e Aldeidos Dipolo, (ligacdes de hidrogénio)

Esteres Dipolo, (ligacdes de hidrogénio)

Alcoois e Aminas LigacOes de hidrogénio

Acidos Carboxilicos e bases fortes Formacao de Sais

Substancias apolares eluem mais rapidamente que substancias polares porque os compostos
polares possuem maiores interacdes com a fase estacionaria (polar).

Além disso, substancias com maior peso molecular (e a mesma polaridade) eluem mais
lentamente que os analogos menores (menores interacdes Van der Waals).

Substancias mais polares necessitam de solventes polares para serem eluidas, substancias
apolares eluem também com solventes menos polares.



Fase Apolar

OH

|
O“Sli""Cu; + 3 HCI

OH

- 8i—OH -
Silica support particle

Covalent bond

C18, C8, C4, etc... as interacdes polares se dao com o solvente
enquanto o soluto esta dissolvido na fase C18

nao é adsorcao, € particao!

qual tipo de soluto elui mais rapido neste caso (apolar ou polar)?
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Cromatografia em Camada Delgada - CCD

A placa nao toca o
papel de filtro

O papel de filtro cobre a parede
do recipiente (deve estar
completamente umedecido)

A frente de solvente

/ sobe a placa por acéo capilar

A aplicacao deve ser feita acima
do nivel do solvente (pequena
gquantidade de solvente, 5 mL)

“,,.H”"

Figura 20.4 Camara de desenvolvimento com uma placa de cromatografia em camada fina.



Cromatografia em Camada Delgada

Como efetuar o experimento:

1. Preparo da Placa: Linha horizontal cerca 1 cm da borda com LAPIS

2. Preparo da camera de revelacgao:
escolher béquer adequado com tampa de vidro de relogio;
forrar parcialmente com papel de filtro (saturar ambiente com vapor de solvente);
colocar o solvente (altura ~0,5 cm), tampar o béquer e deixar equilibrar (15 min).




Cromatografia em Camada Delgada

Como efetuar o experimento:

3.

Aplicar amostra dissolvida na linha da placa usando-se capilar:
tocar rapidamente o capilar com amostra (evitar manchas grandes);
se for o caso fazer varias aplicacdes no mesmo ponto;
identificar as manchas com LAPIS;
Efetuar o desenvolvimento (revelagao) da placa na camera:
colocar a placa (pinga) na camera de desenvolvimento (sem tocar com dedo);
solvente deve ficar abaixo da linha da aplicacao;
deixar solvente subir até 0,5 cm abaixo do limite da placa;
retirar a placa (pinga) e marcar frente do solvente.




Cromatografia em Camada Delgada

Como efetuar o experimento:
5. Visualizar as manchas:

deixar secar a placa (pistola de ar se for necessario);

marcar as manchas coloridas (LAPIS);

visualizar manchas com lampada UV ou outro Método de Visualizacao.
6. Calcular os valores de R..
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Cromatografia em Camada Delgada
Relatar o Resultado de um CCD: O valor de R;

R “ratio to front” R - distdancia percorrida pela substancia
4 frentedo solvente

Frente de solvente
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Placa original Placa desenvolvida

Componente 1

Ponto de
aplicacao

Ry {(Compaonente 1) = % =034 R¢ (Componente 2) = % =0,77

Figura 20.6 Exemplo de calculo de valores de R,.

O valor de Rf € um parametro fisico da substancia e pode ser utilizado para sua
identificacao caso se mantém constante os seguintes condicoes:

solvente ou mistura de solventes:

fase estacionaria (silicagel ou 6xido de aluminio);

condi¢cdes ambientais (temperatura etc.)

espessura da camada e quantidade de amostra aplicada.



Cromatografia em Camada Delgada

Metodos de visualizagcdo da manchas:

1.  Utilizando-se lampada UV (254 e 365 nm):
Visualiza substancias fluorescentes (placa sem indicador) ou que sequestram a
fluorescéncia (placa com indicador fluorescente).

2. Utilizando-se camara de iodo:
lodo reage com muitos compostos organicos, formando complexos, e levando a
manchas amarelas até marrons.

3. Meétodos especificos para deteccao de grupos funcionais (métodos destrutivos):
(i) acido sulfurico concentrada e aquecimento (manchas pretas);
(ii) nitrato de prata para visualizar haletos de alquila (manchas escuras de prata da
decomposicao dos compostos de prata formados);
(iif) formacao de 2,4-dinitrofenil hidrazonas a partir de compostos carbonilicos
(coloracido amarela ou alaranjada);
(iv) cloreto férrico (FeCl,) leva a complexos coloridos com fenais;
(v) acidos podem ser visualizados com indicadores de pH como verde de
bromocresol;
(vi) compostos facilmente oxidados podem ser visualizados com oxidantes
coloridos como CrO; ou KMnOy;
(vii) deteccao de aminas com p-dimetilamino-benzaldeido e de aminoacidos com
ninidrina.



Cromatografia em Camada Delgada
Utilizagcdo em Quimica Organica:

* Determinar o numero de componentes de uma mistura;

» Determinar o solvente (ou mistura) ideal para efetuar separacao em coluna
cromatografica;

* Monitorar a separacao durante a cromatografia em coluna;
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Figura 20.7 Monitoramento de uma cromatografia em coluna com placas de CCF



Cromatografia em Camada Delgada
Utilizagcdo em Quimica Organica:

» Estabelecer se dois compostos sao idénticos;

» Verificar eficiéncia de processos de purificagao (cromatografia, recristalizacao,
extracao, etc.);

» Monitorar o progresso de uma reacao.
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Figura 20.8 Monitoramento de uma reacao com placas de CCF.



Cromatografia em Camada Delgada

Execucao da Parte Experimental:

1. Efeito do Eluente: usar 3 placas pequenas!

Verificar a influéncia da polaridade do eluente sobre a CCD de antraceno (AT) e
trifenilmetanol (TM).

Desenvolver placas de CCD com AT e TM usando-se ciclo-hexano, tolueno e
diclorometano como eluentes. Determinar os valores de R:.

2. Efeito da Estrutura da Substancia: usar a placa grande!
Verificar o efeito da estrutura do composto (grupos funcionais) sobre o
comportamento dele na CCD utilizando-se diclorometano como eluente.
Substancias: benzaldeido (BZ)

alcool benzilico (AB)

acido acetilsalicilico (AA)

antraceno (AT)

trifenilmetanol (TM)
Desenvolver a placa de CCD (grande) com diclorometano como eluente e
determinar os valores de R das substancias.

3. Identificar uma mistura de substancias pelos valores de Rf na CCD com
diclorometano. usar uma placa pequenal



Cromatografia em Camada Delgada

Materiais:

3 béquer 100 mL para placas pequenas;

1 béquer 250 mL para a placa grande;

4 vidros de relogio;

tiras de papel de filtro;

varios capilares;

solventes ciclo-hexano, tolueno e diclorometano na capela;
solucdes das 5 substancias em diclorometano (uma estante por
bancada);

solugcao da amostra problema (com indicagao do armario);

Placas de cromatografia CCD com SiO, como fase estacionaria e
indicador de fluorescéncia, cortados em dois tamanhos;

Pistola de ar quente e lampada de UV



Cromatografia em Camada Delgada

Relatorio:

Calcular os valores de R; para AT e TM nos diferentes eluentes e
discutir os resultados obtidos.

Calcular os valores de R; para os varios compostos obtidos na
CCD em diclorometano e discutir os resultados obtidos
considerando-se as propriedades (polaridade) dos compostos.

Calcular os valores de R; obtidos para a amostra problema e
identificar a(s) substancia(s) contida(s), com base na comparacgao
dos valores com os anteriormente determinados. Usar na atribuicao
também “outras” observagdes (impurezas). Discutal



