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Cromatografia em Camada

Delgada

Cromatografia em Coluna



HISTORICO

* Mikhael Semenovich Tswett — filho de imigrantes russos
nascido em Asti, Italia.

* "Clorofilas no mundo vegetal e animal" (Chlorophylls in the
plant and animal world) — doutorado em ciéncias.

* Descreve sua invencao para a separacao de substancias
coloridas presentes em vegetais. A | o

Botanico russo Tswett ao lado de sua "unidade cromatografica" em 1910

O proprio termo foi criado por ele:
Das palavras gregas chroma (cor) e graph (grafia)

Cromatografia (grafia das cores)



DEFINICAO

Cromatografia € um método fisico-
quimico de separacao dos componentes
de uma mistura, realizada por meio da

distribuicao desses componentes em duas
fases, que estao em intimo contato.



= Fase estacionaria
= Fase movel: move-se sobre a fase estacionaria

TIPOS DE CROMATOGRAFIA

* Cromatografia em Camada Delgada (Planar) - a fase estacionaria é colocada sobre uma
placa.

*Cromatografia em Coluna - a fase estacionaria é colocada em um tubo cilindrico.
Preparativas: 6->50 mm;
Analiticas: 2-6 mm;
Microdiametro: 1-2 mm;
Capilares: < 1 mm.
Dependendo do estado fisico da fase movel pode-se ter:
Cromatografia gasosa: fase movel é um gas inerte.

*Cromatografia liquida: fase movel é um ligquido.

Cromatografia supercritica: fase movel é um vapor pressurizado em
temperatura e pressao acima do ponto critico.

*Cromatografia liguida: “Classica” — feita em colunas de vidro, sob pressao atmosférica.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) — utiliza-se colunas

metalicas (normalmente) e pressdes de fase moével elevadas,
obtidas com o auxilio de uma bomba de alta pressao.




Processos Fisicos da Cromatografia:

e adsorcao: fase estacionaria = solido (ex.: silica, alumina).

e particao (absorcao): fase estacionaria

="liguido que se espalha sobre a superficie de um suporte sélido
e inerte (ex.: cromatografia em papel)

=adere as paredes de um tubo cromatografico (*cromatografia
gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia).

*na cromatografia gasosa, a fase estacionadria se torna liquida na
temperatura de trabalho

Baseados principalmente em atracoes bipolares (forcas de Van
der Waals).



CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
(CCD - TLC)

Definicao:
Consiste na separacao dos componentes de uma
mistura por meio da migracao diferencial sobre uma

camada delgada de adsorvente retido sobre uma
superficie plana.

Teve inicio em 1938, mas somente na década de 1960 comecou a
ser largamente utilizada.

Vantagens:

* Facil compreensao e execucao;

e Separacoes rapidas;

 Facil repeticao;

* Baixo custo.



Cromatografia em camada delgada (CCD ou TLC)
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A cromatografia em camada delgada é uma
cromatografia de adsorcao

Adsorvente polar (ex.: silica ou alumina): tera afinidade por
substancias polares.
Portanto:
e Substancias apolares (ex.: hidrocarbonetos — possuem
apenas C e H): nao terao afinidade pelo adsorvente. Nessa
maneira, ndo serao retidas, deslocando-se com a fase movel.

» Substancias polares (ex.: substancias aromaticas — possuem
oxigénio na molécula) : serao retidas pela fase estacionaria
(adsorvente) polar, nao se deslocando.



Aplicacoes:
« Analitica ou Preparativa: dependendo da espessura da camada de adsorvente e
da quantidade de amostra a ser analisada.

ADSORVENTES

O mercado dispde de uma grande variedade de adsorventes que
podem ser adquiridos para a confeccao de placas nos laboratorios, ou
sob a forma de placas prontas, nas quais os adsorventes sao
espalhados em varias espessuras (para cromatografia analitica ou
preparativa).

Dentre os mais usados estdo a silica (Si0,) a alumina (Al,0,), a
celulose e a poliamida.
SILICA — é um dos adsorventes mais usados.
v' apresenta carater fracamente acido.
v' é utilizada na separacdo de compostos lipofilicos como
acidos graxos, terpenoides, esteroides, alcaloides etc.



ALUMINA - € o mais usado depois da silica.
v’ tem carater alcalino, mas existe no comércio na forma
neutra ou acida.
v" é utilizada na separacdao de compostos lipofilicos
ex.: alcaloides, hidrocarbonetos policiclicos, aminas e
vitaminas lipossoluveis.
CELULOSE - tem sido empregada como suporte da fase estacionaria
liquida em cromatografia de particao.
v" pode ser impregnada com alguns materiais
ex.: polietilimina, carboximetil, dietilaminoetil
v"  empregada para separar nucleotideos, proteinas e
acidos nucleicos, substancias fendlicas.

POLIAMIDA - sua utilizacao vem crescendo, apesar de ser pouco
aderente ao vidro.
v' empregada com maior frequéncia na separacgdo de
fendis e acidos carboxilicos.



PONTOS IMPORTANTES A SEREM OBSERVADOS :

1. Placas pré-fabricadas: sao mais uniformes e homogéneas do que
as feitas no laboratorio, melhorando a separacao e tornando os valores
de R; mais reprodutiveis.

2. Colocacao da amostra: exatamente na linha de partida, para nao
ocorrem variacdes nos valores de R..

3. Selecao da fase movel: o solvente ou mistura de solventes
usados como fase movel devem ser escolhidos cuidadosamente, pois
vai haver uma competicao entre as moléculas da fase modvel e da
amostra pela superficie do adsorvente. Assim, deve-se considerar a
natureza quimica das substancias a serem separadas e a polaridade da
fase movel.

4. Dissolucao das amostras: as amostras devem ser dissolvidas em
solventes bastante volateis, que possam ser rapidamente eliminados
apos a aplicacao, numa concentracao que varie de 0,1 a 1%. A aplicacao
pode ser feita com pipeta automatica ou tubos capilares de vidro.



5. Formas de desenvolvimento:

v' Cromatografia ascendente — é o método mais utilizado — a placa é
colocada na cuba, quase na posicao vertical, apoiada no seu fundo. A
fase movel sobe por capilaridade. A cuba deve estar perfeitamente
vedada para evitar a evaporacao do solvente para o meio, e dessa
maneira permitir que a cuba fique saturada com a fase movel, o que
se consegue colocando papel de filtro molhado com a fase movel nas
paredes da cuba, antes do desenvolvimento do cromatograma.

v' Cromatografia descendente — é o método utilizado para cromatografia
em papel. Coloca-se a fase movel num depodsito existente na parte
superior da cuba cromatografica. No fundo da cuba coloca-se um
pouco do solvente para assegurar sua saturacao. A parte superior do
papel é submersa na fase movel e a cuba é fechada. A mancha é
colocada na parte superior do papel.



v'Desenvolvimento circular — a placa (ou papel cromatogréfico)
fica na posicao horizontal. A amostra é depositada em um circulo ao

redo

r do centro, no qual aplica-se a fase movel. As manchas

aparecem em circulos concéntricos.
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6. Revelacao: apos o desenvolvimento dos cromatogramas, evapora-
se o(s) solvente(s) e as placas sao reveladas, a fim de tornar visivel as
substancias incolores presentes na amostra.

Visualizacao pode ser feita por meio de:

meétodos fisicos - ex.: luz UV — substancias fluorescentes .
Esse método nao é destrutivel.

meétodos quimicos — substancias sao borrifadas sobre as
placas e depois aquecidas a 100-120°C
(ex.: vanilina-sulfdrica). Esse método é
destrutivel.

métodos biolégicos — reacdes enzimaticas ou bacterianas —
ex. teste de substancias antifungicas.

7. Documentacao:

v' Fotografar as placas reveladas quimicamente.
v Desenhar em folha de papel de seda ou papel vegetal.



CROMATOGRAFIA EM COLUNA
(CC)

Cromatografia liquida “classica”

- . 4 (] ~
.. uma técnica de adsorcao
de folhas de espinafre por
cromatografia em coluna aberta.

Iniciada nos primeiros anos do século XX
v'Fase estacionaria (sdlida): colocada numa
coluna de vidro de diametro variado;
v Amostra: colocada no topo da coluna;
v'Fase movel (eluente): passa através dela.

Pode ser usada para fins preparativos,
dependendo do tamanho da coluna.



Carregando a amostra
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Adsorventes: exs: silica gel, oxido de aluminio, silicato de
magnésio, carvao ativo, celulose microcristalina.

O tamanho das particulas dos adsorventes para CC sao
maiores que aquele para CCD (60-200 um).

Eluentes: s3o selecionados de acordo com o seu poder de
eluicao.

Enchimento da coluna:

v" Por via Umida: mistura-se a fase mdvel ao adsorvente
até formar uma pasta. Preenche-se a coluna com essa pasta.

Coloca-se a amostra em solucao no topo da coluna (ex.:
separacao de flavonoides em coluna de PVPP; eluente = metanol).

v’ Por via seca: coloca-se o adsorvente na coluna. Coloca-
se a amostra no topo da coluna em mistura com um pouco

de adsorvente. Passa-se a fase moével (eluente) (ex.: separacdo
de hidrocarbonetos de ceras epicuticulares em coluna de oxido de

aluminio; eluente = hexano).



CROMATOGRAFIA EM COLUNA
(CC)

Dependendo do estado fisico da fase movel:

Cromatografia gasosa: fase mével é um gas inerte.

Cromatografia liquida: fase mével é um liquido.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) — utiliza-se
colunas metalicas (hormalmente) e pressoes elevadas para a fase movel,
obtidas com o auxilio de uma bomba de alta pressao.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

e Década de 1970 - avanco consideravel em CLAE.

 Ultimas décadas - acoplamento com espectrdmetro de massas .

v' Separa misturas de compostos semelhantes.

v E processada a temperaturas pouco acima da temperatura
ambiente: separa substancias termicamente instaveis.

v’ Utiliza colunas metdlicas (normalmente) e pressdes elevadas

para a fase movel, obtidas com o auxilio de uma bomba de
alta pressao.

Caracteristica da amostra: ser soluvel na fase movel.

Mecanismo de separacao: competicao entre as moléculas da

amostra e as da fase movel pelos sitios ativos da fase estacionaria.
E uma cromatografia de partic3o.

Eluicdo por gradiente: aumento da polaridade da fase movel —

devido a retencao da amostra pela fase estacionaria.



Coluna com fase estacionaria
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Cromatografo Liquido Analitico — Agilent Technologies



Cromatografia em Fase Gasosa

E uma cromatografia de particdo

* |niciou-se de forma acelerada na déecada de 1950.
e Separa dezenas de substancias de uma mesma amostra.
* Técnica sensivel - Analisa pequenas quantidades de amostra.

Separa substancias volateis e termicamente estaveis.

Fase estacionaria — solida — coluna capilar com didmetro < 1 mm

e comprimentos de 25-30 m.
Fase movel — gés inerte (hélio, nitrogénio, hidrogénio, argénio).

Temperatura da coluna: constante -isotérmica
com variacao (linear ou nao) — temperatura

programada
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Pratica 2 — Andlise de pigmentos foliares por cromatografia em camada delgada
A. Extracao

1. Pegue folhas frescas de Tradescantia pallida var. purpurea (Commelinaceae) ou
Tradescantia zebrina (Commelinaceae) ou Cordyline terminalis (Asparagaceae) ou
Acalypha wilkesiana (Euphorbiaceae) e corte-as em tiras finas;

2. Transfira-as para um gral, adicione 15 mL de acetato de etila e 20 gotas de acido acético
glacial. Triture o material com pistilo;

3. Filtre o extrato para um tubo Falcon (de 50 mL), usando funil e algod3ao, tomando o
cuidado para que o residuo permaneca no gral;

4. Trate o residuo com mais 10 mL do solvente anterior e filtre o extrato para o mesmo tubo.

Acrescente ao residuo, 2 vezes 10 mL de agua, triture, e filtre os extratos aquosos para o
mesmo tubo.

B. Separag¢ao e caracterizacao dos pigmentos hidrossoluveis e lipossoluveis

1. Agite levemente o tubo. Separam-se duas fases: a inferior, aquosa, de cor résea (A) e a
superior, de cor verde (B);

2. Transfira por meio de uma pipeta Pasteur, cuidadosamente, 4 mL da fase aquosa (A) para
um novo tubo Falcon (de 15 mL);

3. Acrescente ao tubo 30 - 40 gotas de uma solucao de NaOH 10% e agite;

4. Adicione agora, a solucao anterior, 20 gotas de acido acético e agite.



C. Cromatografia

1. Com auxilio de uma pipeta automatica, deposite cuidadosamente 20 pL (10 x 2 plL) da
solucao B no ponto central de uma placa cromatografica a cerca de 1 cm da extremidade
inferior. Tome cuidado para que o diametro do extrato na placa nao exceda 0,5 cm;

2. Coloque cerca de 1 cm de uma mistura de hexano:acetato de etila (8:2) em um béquer;
3. Coloque a placa no béquer, e cubra com um vidro de reldgio;

4. Acompanhe a ascensdo do solvente, até chegar a 2/3 da placa. Retire a placa do béquer e
deixe evaporar o solvente;

Obtém-se uma zona amarela, superior, correspondente aos carotenoides, e duas verdes,
inferiores, correspondentes as clorofilas.

Responda:
a) As folhas ndo verdes fazem fotossintese?
b) Qual substancia é responsavel pela coloracdo résea da fase aquosa (A)?

c) O que aconteceu com a coloracao da solucao A apds as misturas indicadas no item 3? Qual
a explicacao para as reacoes vistas acima?

d) Quais substancias sao responsaveis pela fase (B)?
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Cordyline terminalis - Asparagaceae
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Acalypha wilkesiana - Euphorbiaceae




