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Aplicagdes da Cromatografia

Amplamente empregada para:

Componentes quimicos
de uma amostra



Definigdo da Técnica:

Baseada na SEPARACAO de componentes de
uma MISTURA pelas diferengas de Velocidades
nas quais estes sdio TRANSPORTADOS atraves
de uma FASE FIXA “ESTACIONARIA" por uma

FASE MOVEL “Liquida ou Gasosa"



Principio Fisico-Quimico

D Fase estacionaria (FE): sélido o liquido fixado a un sélido

P Fase movel (FM) : fluido (liquido ou gas) que arrasta a amostra
através da fase estacionaria l

Os diferentes componentes a mistura interagem de diferente
maneiras com as duas fases estabelecendo uma particao entre
ambas

Se establece um equilibrio entre as moléculas adsorvidas e
desorvidas

as= [moléculas adsorvidas]
/ [mol. adsorvidas] + [mol. desorvidas]

coeficiente de particao




FASE MOVEL




CLASSIFICACAO:

Varios critérios para a classificagdo das diferentes

modalidades de cr'oma’rogr'afla
sdo relacionados com

MECANISMO _
DE SEPARACAO




A forma fisica do sistema define a técnica:

Cromatografia em COLUNA

a. Tubo Cilindrico
-,:r:'-;:_e;:";a LiQUida e
Gasosa
ani —l
b. Disposta sobre uma e
superficie planar m) L
A, W] A
[SOIvent | Solvent

Time Zero After Ten Minutes
] Papel e



Sub-divisdo da Cromatografia Liquida:

CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM
COLUNA:

CLASSICA: colunas de vidro, sob
pressdo atmosférica, vazdo da fase
movel por agdo da gravidade

ALTA EFICIENCIA: colunas
metalicas, ou capilares, sob pr
elevadas




CROMATOGRAFIA: (REAISNO

Fisicos
Mecanismos de transferéncias de soluto entre FM e FE

ADSORCAO PARTICAO
fase fase fase fase
movel estacionadria movel estaciondria

. o
o-0F - 0

P



CROMATOGRAFIA: |NEacncio

quimicos
TROCA IONICA BIOAFINIDADE
fase fase fase fase fase fase
movel estaciondria movel estacionadria movel estaciondria
O Q)
O O K->
@  — &)

O/G Q/Q (*



CROMATOGRAFIA: |NEicss

mecanicos

EXCLUSAO

fase fase
movel estacionaria

NG e RS




CROMATOGRAFIA: (REAISNO

Mecanismos de transferéncias de soluto entre FM e FE




CROMATOGRAFIA:

Solida

Liquido adsorvido /

POLARIDADE RELATIVA DAS FASES:

FASE NORMAL: fase estacionaria POLAR, fase movel
apolar.

FASE REVERSA: (inverso) fase estacionaria APOLAR,
fase movel polar.

Liquida ou gasosa



CP - Cromatografia Planar
~ CCD - Cromatografia em Camada
CLASSIFICACAQO Delgada o
CGL - Cromatografia Gas -Liquido
CGS - Cromatografia Gas -Solido

Tipo de CLL - Cromatografia Liquido -Liquid
, CLS - Cromatografia Liquido -Sélido
Tecnica Coluna CTI - Cromatografia de Troca IGnica

CB - Cromatografia de Bioafinidade
CLFL — Cromatografia Liquida

de fase Ligada

CE- Cromatografia de Exclusao

FM Liquido

FE

Tipo de
cromato-
grafia




Fluido

CLASSIFICACAO Supercritico

-

Técnica Coluna

IA

Lig | Sol

FM Liquido

FE

Tipo de
cromato-
grafia




CROMATOGRAFIA:

Mecanismos envolvidos nas transferéncias de solutos

_ (CCD, CGS, CLS, CSS)

v’ Interacdes eletrostaticas que ocorrem entre
PSS grupos ativos presentes na superficie da
*' ‘ (] v 4 [ 2 V4
L g fase estacionaria SOLIDA e a fase movel.

Adsorcao

fraca \

v’ Dipolo-dipolo, Van de Waals ou ligacdes de
hidrogénio.

Adsorcio  Fluxo de
forte Fase Movel

v Em processos cromatograficos, a ADSORCAO é sempre reversivel.



Fluido

CLASSIFICACAO Supercritico

Fase

Técnica Coluna ligada

FM Liquido Gas

\

FE Liqg | sol [l Lig | 5o Y ES

il
i

Tipo de
cromato-
grafia




CROMATOGRAFIA:

Mecanismos envolvidos nas transferéncias de solutos

PARTICAO (CP, CGL e CLL)

v’ Ocorre quando a fase estacionaria é um
® S LIQUIDO, espalhado na superficie de um
e suporte soélido e inerte.

‘@

: >

A+B

v Baseada nas diferentes solubilidades dos
componentes da amostra (analitos) em uma
mistura de liguidos (Entre a FM e FE).



CROMATOGRAFIA:

Mecanismos envolvidos nas transferéncias de solutos

Diferenca entre Absorcao e Adsorcao

ABsorcao ADsorcao



CROMATOGRAFIA:

Mecanismos envolvidos nas transferéncias de solutos

FASE QUIMICAMENTE LIGADA - ADSORCAO E PARTICAO

\ O OH
, SI. /
Surface <07\ ~O-Si ionaria: Sili
%5“\{1 6, °No. ——. Suporte da fase estaciondria: Silica
o O=si ST Chamada de fase NORMAL
o~ O
0 97 A

]
https://www.youtube.com/watch?v=MLoitPJQH3g

_V’HMW

_:}_S{“WMW
CH} }

|

Grupos alquila quimicamente ligados
ao suporte solido
Chamada de fase REVERSA

— OH



https://www.youtube.com/watch?v=MLoitPJQH3g
https://www.youtube.com/watch?v=MLoitPJQH3g

CROMATOGRAFIA:

Mecanismos envolvidos nas transferéncias de solutos

&
C
o '

TROCA IONICA

[

https://www.youtube.com/watch?v=q3fMggT1do8

BIOAEINIDADE componentes complementares
« Antigenos — anticorpos
~ — Substratos — enzimas
/\ Lectinas — acucares
~ https://www.youtube.com/watch?v=ezj9M\ECf8c
EXCLUSAO

& il"j: v Processo de separacdo mecéanico que ocorre

por diferenca de tamanho entre as moléculas.
0 "0 v’ Fase estaciondria inerte.

https://www.youtube.com/watch?v=0V5VB5kO3tQ


https://www.youtube.com/watch?v=q3fMqgT1do8
https://www.youtube.com/watch?v=ezj9MVGCf8c
https://www.youtube.com/watch?v=oV5VB5kO3tQ

CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Grande afinidade com
moléculas de agua

Celulose

Mecanismo envolvido:
PARTICAO

2000 ou mais unidades de glicose




CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Definicoes e termos usados na

Suporte?

Camara ou cuba cromatografica;
Revelador ou agente cromogénico;

Resolucao;
Desenvolvimento;
Aplicacao;

Frente da FM;
Distancia percorrida;
Rf;

Saturacao da cuba;

Tampa

Manchas <

reveladas

Extratoe o
bruto

10 cm

Frente do
<
solvente

4—Origem

Nivelda *

fase movel

«— Copo de
Becker



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

FASE MOVEL:

v’ Varidvel que possui maior efeito na separacdo dos componentes da mistura.

v’ Para separar os componentes de uma mistura tem que se levar em
consideracao a natureza quimica das substancias que devem ser separadas,
assim como a viscosidade e a polaridade da fase movel.

Algumas FM ordenadas em funcio de suas polaridades.

Solubilidade da dgua Const. Viscosidade

(g/100mL a 20°C) dielétrica (mPa.sa

(20°C) 20°C)
Eter de petrdleo Imiscivel 1,84 0,3
(30-60°C)
Hexano imiscivel 1,38 0,32
Cloroférmio 0,82 4,80 0,57
Acetato de etila 8,60 6,02 0,45
Acetona miscivel 21,50 0,32
Metanol miscivel 33,60 0,60
Agua miscivel 80,40 1,00

Nota: Acidos organicos s&o razoavelmente sollveis em &agua. Acidos e bases
inorganicas sao altamente sollveis em agua.



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

1) Com base nas formulas estruturais dos compostos: etano, etanol, acido
etanoico e metoximetano, pode-se concluir que os compostos mais soliveis em
agua sao:

a) etano e metoxietano.

b) etanol e acido etanoico.

c) etano e acido etanoico.

d) etanol e metoximetano.

e) acido etanoico e metoximetano.

2) Em qual das seguintes substancias o benzeno (C,H.) é menos soluvel?

a) agua.

b) tetracloreto de carbono.
c) metoximetano.

d) metanol.

e) acido etanoico



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

3) Com relagao ao tetracloreto de carbono, de formula CC€,, pode-se afirmar que se trata
de um composto:

a) ionico facilmente soltivel em agua.

b) i0nico capaz de remover manchas de um tecido branco.

c) covalente polar facilmente solivel em etanol.

d) covalente apolar capaz de remover manchas de iodo (I,) de um tecido branco.

e) molecular altamente polarizado capaz de remover manchas provocadas por compostos
ionicos.

4) (UFC-CE) A atividade bactericida de determinados compostos fendlicos deve-se, em
parte, a atuacao desses compostos como detergentes, que solubilizam e destroem a
membrana celular fosfolipidica das bactérias. Quanto menor for a solubilidade dos
compostos fendlicos em agua, maior sera a acao antisséptica. Com relagao as
solubilidades dos compostos fendlicos |, Il e lll, em agua, identifique a opg¢ao correta:

a) | F:' mais soluvc:-zl quellell é nlmals soluvel f]ue . - o 6 ik
b) | € menos soluvel que Il e Il € menos soluvel que lll. cH

4 L4 4 ’ ‘CH
c) Il € menos soluvel que | e | é menos soluvel que lll. i
d) Il é mais soluvel que | e | é mais soltvel que lIl. CH;  Ch

e) |, Il e lll tém, individualmente, a mesma solubilidade. | "



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Interpretando o cromatograma da CP

frente del disolvente
.
R
.
da h
) ’
i *—O ' ' ' Inicio
Inicial Final
R; = Fator de retengao.
R.= d e oA .
= M d, = distancia percorrida pelos componentes.
A d., = distancia percorrida pela fase movel.



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

METODOS DE DETECCAO:

Normalmente as substancias separadas sao incolores ou invisiveis a
luz ordinaria.

Como visualizar a separacao?
Métodos quimicos: a solucao reveladora é borrifada sobre o papel.

Métodos fisicos: o papel quando solucao de
, frequentemente, destaca as manchas sob radiagao UV.

OH o

O
1 ) _Ninhidrina (Aminoacidos)

o
e -

e ™

‘_,,f‘m/mUH -AgNO; (&nions inorganicos)
|

]
e
Ry



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

ANALISE QUALITATIVA:

v Realizada em fungdo da cor e do R. apresentados pela
substancia.

v’ Utilizar padrées para fins comparativos.

v’ Substancias desconhecidas: apds separadas, extrair do papel por

eluicao e aplicar um método instrumental adequado.



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

ANALISE QUANTITATIVA:

Diretamente sobre o papel: apds o cromatograma ser revelado.

v' Comparacdo de intensidade das cores reveladas: variando as concentracdes
dos padroes e amostras (Erro £ 20%).

v Area da mancha: cortar a drea da mancha e pesar. Construir um grafico das
quantidades da substancia presente na mancha.

v' Andlise densitométrica: determina a intensidade da cor com um
densitOmetro.

Extracao da substancia: apds o cromatograma ser revelado.

v’ Extrair o derivado colorido do papel e fazer a leitura em espectrofotémetro.
A quantificacao se da a partir da comparagcao com a curva analitica da mesma

substancia.
v’ Podem ser utilizados outros métodos analiticos como, microtitulacdo,

microgravimetria...



Aplicagoes da CP:
Separacao e identificacao de compostos:
Polares;
Antibioticos hidrossoluveis;
Acidos Organicos
lons metdlicos

Util para acompanhar reacdes quimicas (Sintese
Organica);

Substituida pela CCD, mas aplicada em compostos
radiomarcados (compostos radioativos)



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

5) Trés compostos foram separados por CP e as seguintes distancias, a partir do
ponto de injecao, das manchas foram determinados:

Composto Distancia (cm)
A 2,5
B 7,5
C 10,0
Solvente 15,0

Determine o Rf das manchas e comente sobre a solubilidade dos compostos.

6) Cations inorganicos podem ser separados por cromatografia em papel de
acordo com a habilidade de formar complexos com ions cloreto. Para a separacao,
uma solucao de acido cloridrico em acetona foi utilizada como fase moavel.
Sabendo que as solubilidades relativas dos seguintes cloretos em acido cloridrico
concentrado sao CuCl, > CoCl, > NiCl,, qual a ordem de elui¢cao? Justifique.



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

7) Uma andlise cromatografica identificou os seguintes compostos quando
acetona foi utilizada como fase movel. Qual a ordem de eluigdo? Desenhe
o cromatograma.

H

O-ClI3
H

COOCH3 C=0

I - salicilato de metila IT - vanilina



CROMATOGRAFIA EM PAPEL

Vantagens:

» Técnica simples.
 Ndo requer instrumentagdo sofisticada.
* Baixo custo.

Desvantagens:
 Uso limitado.

* Alargamento de banda-difusdo.
* Pouca alternativa de reveladores.



Referéncias

https://www.slideshare.net/IsabelleMacedo/cromatografia-64106182

Introducéo a cromatografia de troca Ionica:
https://www.youtube.com/watch?v=lp40a7mtc4E



