ATUALIDADES EM QUIMICA

um beve ensaio

A secao "Atualidades em quimica" procura apresentar assuntos que
mostrem como a quimica é uma ciéncia viva, seja com relacao a
novas descobertas, seja no que diz respeito a sempre necessaria

redefinicao de conceitos.

Este artigo apresenta os conceitos basicos da cromatografia. Os
diferentes tipos de cromatografia sao descritos e classificados
considerando-se a forma fisica do sistema cromatografico
empregado, a fase movel/estacionaria utilizada ou o modo de
separacao. Especial énfase é dada a cromatografia em camada
delgada, a cromatografia liquida classica e de alta eficiéncia e a
cromatografia gasosa de alta resolucao.

» cromatografia, silica, fase moével, fase estacionéaria «

cromatografia € um método

fisico-quimico de separacéao.

Ela esta fundamentada na mi-
gragao diferencial dos componentes
de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interagOes, entre duas fases
imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. A grande variedade de
combinagbes entre fases moveis e
estacionarias a torna
uma técnica extrema-
mente versatil e de
grande aplicagao.

O termo cromato-
grafia foi primeira-
mente empregado em
1906 e sua utilizagéo é
atribuida a um botéa-
nico russo ao descre-
ver suas experiéncias
na separacao dos
componentes de ex-
tratos de folhas. Nesse
estudo, a passagem
de éter de petréleo (fase maével) através
de uma coluna de vidro preenchida
com carbonato de calcio (fase esta-
cionaria), a qual se adicionou o extrato,
levou a separagdo dos componentes

A cromatografia é um
método fisico-quimico
de separacao.

Ela esta fundamentada
na migracao diferencial
dos componentes de
uma mistura, que
ocorre devido a dife-
rentes interacgoées,
entre duas fases
imisciveis, a fase
moével e afase
estacionaria

em faixas coloridas. Este é provavel-
mente o motivo pelo qual a técnica é
conhecida como cromatografia (chrom
= cor e graphie = escrita), podendo
levar a errbnea idéia de que o processo
seja dependente da cor.

Apesar deste estudo e de outros
anteriores, que também poderiam ser
considerados precursores do uso
dessa técnica, a cro-
matografia foi pratica-
mente ignorada até a
década de 30, quan-
do foi redescoberta. A
partir dai, diversos
trabalhos na area
possibilitaram seu
aperfeicoamento e,
em conjunto com 0s
avangos tecnolégi-
Cos, levaram-na a um
elevado grau de sofis-
ticacado, o qual resul-
tou no seu grande po-
tencial de aplicagdo em muitas areas.

A cromatografia pode ser utilizada
para a identificagao de compostos, por
comparacdo com padrdes previa-
mente existentes, para a purificagéo de

compostos, separando-se as subs-
tancias indesejaveis e para a separa-
¢ao dos componentes de uma mistura.

As diferentes formas de cromato-
grafia podem ser classificadas consi-
derando-se diversos critérios, sendo
alguns deles listados abaixo:

1. Classificagao pela forma fisica do
sistema cromatografico

Em relagéo a forma fisica do siste-
ma, a cromatografia pode ser subdivi-
dida em cromatografia em coluna e
cromatografia planar. Enquanto a cro-
matografia planar resume-se a croma-
tografia em papel (CP), a cromatogra-
fia por centrifugacao (Chromatotron) e
a cromatografia em camada delgada
(CCD), séao diversos os tipos de cro-
matografia em coluna, os quais serao
mais bem compreendidos quando
classificados por outro critério.

2. Classificagéo pela fase movel
empregada

Em se tratando da fase moével, sédo
trés os tipos de cromatografia: a cro-
matografia gasosa, a cromatografia Ii-
quida e a cromatografia supercritica
(CSC), usando-se na ultima um vapor
pressurizado, acima de sua tempera-
tura critica. A cromatografia liquida
apresenta uma importante subdivisao:
a cromatografia liquida classica (CLC),
na qual a fase moével é arrastada
através da coluna apenas pela forga
da gravidade, e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), na qual se
utilizam fases estacionarias de parti-
culas menores, sendo necessario o
uso de uma bomba de alta pressao
para a eluicdo da fase mével. A CLAE
foi inicialmente denominada cromato-
grafia liquida de alta presséo, mas sua
atual designacao mostra-se mais
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adequada. No caso de fases moveis
gasosas, separagdes podem ser
obtidas por cromatografia gasosa (CG)
e por cromatografia gasosa de alta
resolucao (CGAR). A diferenca entre os
dois tipos esta na coluna. Enquanto na
CGAR séo utilizadas colunas capilares,
nas quais a fase estacionaria é um
filme depositado na mesma, a CG
utiliza colunas de maior diametro
empacotadas com a fase estacionaria.

3. Classificagéo pela fase
estacionaria utilizada

Quanto a fase estacionaria, distin-
gue-se entre fases estacionarias séli-
das, liquidas e quimicamente ligadas.
No caso da fase estacionaria ser cons-
tituida por um liquido, este pode estar
simplesmente adsorvido sobre um su-
porte sélido ou imobilizado sobre ele.
Suportes modificados sao considera-
dos separadamente, como fases qui-
micamente ligadas, por normalmente
diferirem dos outros dois em seus
mecanismos de separagao.

4. Classificagao pelo modo de
separagao

Por este critério, separacbes
cromatogréficas se devem a adsorgao,
particdo, troca idnica, excluséo ou mis-
turas desses mecanismos.

Para se ter uma visao mais ampla
dos diferentes tipos de cromatografia,
0s mesmos estao dispostos no diagra-
ma da Figura 1.

Dentre os vérios tipos de cromato-
grafia, especial énfase sera dada a
cromatografia em camada delgada
(CCD), a cromatografia liquida cléassica
e de alta eficiéncia (CLAE) e a croma-

Cromatografia

|

tografia gasosa de alta reso-
lucéo (CGAR).

Cromatografia planar

A cromatografia em papel
(CP) é uma técnica de particdo
liquido-liquido, estando um
deles fixado a um suporte
solido. Baseia-se na diferenca
de solubilidade das substan-
cias em questao entre duas
fases imisciveis, sendo geral-
mente a agua um dos liquidos.
O solvente é saturado em agua
e a particao se da devido a
presenga de dgua em celulose

dm

................ <Linha de chegada

da fase movel

®) 6)
d
Rf = S
dm
d 52
d 31
l Ponto de aplicagao
N ® - Kda amostra
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CCD, é muito Util para a sepa-
ragado de compostos polares,
sendo largamente usado em
bioguimica.

A cromatografia em camada delga-
da (CCD) é uma técnica de adsorcédo
liquido—sdlido. Nesse caso, a separa-
cao se dé pela diferenca de afinidade
dos componentes de uma mistura pela
fase estacionaria.

A Fig. 2 mostra um cromatograma
obtido por CCD no qual se pode
observar a diferenga de afinidade das
substancias 1 e 2 pela fase estaciona-
ria, sendo a substancia 1 mais retida
que a 2. Por ser um método simples,
rapido, visual e econébmico, a CCD é a
técnica predominantemente escolhida
para 0 acompanhamento de reagbes
organicas, sendo também muito utiliza-
da para a purificacdo de substancias
e para a identificagao de fragcoes cole-
tadas em cromatografia liquida cléassi-
ca.

O parametro mais importante a ser
considerado em CCD é o fator de
retengdo (R), o qual &
a razdo entre a distan-
cia percorrida pela
substancia em questao
e a distancia percorrida

Planar Coluna )
pela fase movel. Os
,—‘—‘ valores ideais para R,
Centrffuga  CCD CP Liquda CSC Gasosa estdo entre 0,4 e 0,6.
(Chromatotron) A CCD pode ser
’J_‘ usada tanto na escala
Classica CLAE CG CGAR  analitica quanto na pre-

Figura 1: Representagao esquematica dos diferentes tipos

de cromatografia.

parativa. Normalmente
as placas utilizadas
s&o de vidro, com es-

Figura 2: Esquematizagédo de um cromatograma
obtido por CCD.

pessurade 3a4 mm. Placas analiticas
usualmente tém 10 cm x 2,5 cm €
preparativas 20 cm x 20 cm.

A silica gel é a fase estacionéria
mais utilizada, sendo seguida pela alu-
mina, pela terra diatomacea e pela
celulose. Para a preparacao das pla-
cas, faz-se uma suspensao do adsor-
vente em agua, sendo a mesma depo-
sitada sobre a placa manualmente ou
com o auxilio de um espalhador. Apds
a deposicao, deixa-se a placa secar ao
ar. A etapa final da preparagao da placa
¢ sua ativagao. A silica, por exemplo,
¢ ativada a 105-110 °C por 30 a 60
minutos. A espessura da camada de
silica a ser depositada é de 0,25 mm
para placas analiticas e de 1,0 mm
para placas preparativas. Na prepara-
¢ao de placas preparativas, costuma-
se adicionar sulfato de célcio para
melhorar a adeséo a placa de vidro.
No mercado existem placas analiticas
e preparativas pré-fabricadas, as quais
apresentam a fase estacionaria deposi-
tada sobre uma l&mina de material
plastico ou de aluminio, sendo estas
de maior eficiéncia.

As amostras a serem analisadas
por CCD devem ser aplicadas a apro-
ximadamente 1 cm da base inferior da
placa, com a ajuda de um capilar.

Apbs a aplicacdo da(s) amostra(s)
sobre a placa, a mesma deve ser
introduzida numa cuba contendo a
fase moével adequada. Cubas cromato-
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graficas geralmente sao de vidro, com
fundo chato, e devem ter suas paredes
laterais internas recobertas com papel
de filtro, para facilitar sua saturacao
com os vapores do solvente.

A escolha da fase movel, que
geralmente é constituida por um ou
mais solventes, nao é tarefa simples.
No entanto, uma vez que as fases
estacionarias mais usadas s&o extre-
mamente polares, nao devem ser
utilizados solventes pouco polares, que
nao removeriam os compostos do
ponto de aplicagao, nem solventes
muito polares, capazes de arrastar 0s
componentes da amostra até o topo
da placa. Em vista disso, melhores
resultados sao obtidos com misturas
de solventes, de modo a se obter uma
polaridade média em relagao a polari-
dade dos componentes da amostra.

A placa é deixada na cuba, onde o
solvente ira subir por capilaridade, até
que ele esteja a aproximadamente 2
cm da extremidade superior. Ao ascen-
der, o solvente ir4 arrastar mais os com-
postos menos adsorvidos na fase
estacionaria, separando-os dos mais
adsorvidos.

A linha de chegada da fase movel
deve ser marcada e a placa deve estar
seca. Como a maioria dos compostos
organicos é incolor, faz-se necesséria
a utilizacao de um processo de revela-
¢cao para que se possa analisar o
resultado.

Para arevelagcao de placas de CCD,
existem processos destrutivos e nao
destrutivos. Os métodos nao destruti-
vOS mais utilizados sao a utilizagao de
1) placas onde a fase estacionaria é
fluorescente ou 2) iodo. O primeiro
baseia-se na utilizagao de substancias
fluorescentes misturadas a silica
quando da preparagao das placas,
possibilitando a revelagao dos com-
postos em camaras de luz ultravioleta.
O segundo vale-se do fato de que o
iodo complexa-se com compostos
insaturados, de modo que placas que
0s contenham, ao serem colocadas
em uma camara contendo cristais de
iodo, apresentarao pontos amarron-
zados.

Os processos destrutivos consis-
tem na oxidagao dos compostos sobre
a placa, pulverizando-os com solugao
aquosa de um oxidante orgéanico e/ou

um acido mineral, submetendo-se a
placa a altas temperaturas (~110 °C)
por alguns minutos. Os compostos
orgéanicos oxidados serao revelados na
forma de pontos escuros.

Cromatografia em coluna

Cromatografia liquida classica

Esta técnica é muito utilizada para
isolamento de produtos naturais e
purificacdo de produtos de reagoes
guimicas. As fases estacionarias mais
utilizadas séo silica e alumina, entre-
tanto estes adsorventes podem servir
simplesmente como suporte para uma
fase estacionaria liquida. Fases esta-
cionérias sdlidas levam a separacéo
por adsorcdo e fases estacionérias
liquidas por particdo. Suportes quimi-
camente modificados também tém
sido usados, sendo o processo de se-
paracao misto neste caso.

Esses suportes sao acondicio-
nados em tubos cilindricos geralmente
de vidro, de diametros variados, os
quais possuem uma torneira em sua
extremidade inferior. A Fig. 3 é uma
ilustracao de uma coluna cromato-
grafica empacotada com silica, sendo
mostrados seus demais constituintes.

Os adsorventes possuem parti-
culas na faixa de 60-230 mesh, de
modo a possibilitar um fluxo razoavel
do solvente através da coluna.

O uso de silica de particula menor
(230-400 mesh) como adsorvente para
essas colunas requer a utilizacao de
um sistema de bombeamento para o

<— Solvente

<«— Fase estacionaria

" <— Algodao

Figura 3: llustracao de uma coluna croma-
tografica.

empacotamento e eluicdao, sendo
conhecido como Cromatografia Flash.

A principal etapa ao se utilizar essa
técnica é o empacotamento, o qual,
entre outros fatores, definira a eficién-
cia da separacao. Enquanto a alumina
é empacotada em sua forma original,
a silica deve sé-lo na forma de sus-
pensao.

A coluna adiciona-se uma peguena
quantidade de solvente e deposita-se
na sua extremidade inferior um chu-
mago de algodao com espessura de
aproximadamente 0,5 cm para impedir
a passagem de particulas da fase
estacionaria. A adicéo de silica deve
ser feita com a torneira semi-aberta.
O adsorvente é adicionado lentamente
a coluna fixada na posigao vertical,
batendo-se continuamente ao longo
da mesma para que todo o ar seja
expulso, de modo a se obter uma
compactacédo uniforme. A existéncia
de ar entre as particulas leva a forma-
¢ao de canais na coluna, os quais
alargam as bandas eluidas.

Nunca se deve permitir gue o nivel
do solvente desca abaixo do nivel do
adsorvente, o que poderia acarretar
rachaduras, comprometendo a eficién-
cia da coluna.

Apds o empacotamento, é conve-
niente que se passe uma certa quan-
tidade do eluente (duas a trés vezes o
volume da coluna) a ser utilizado
através da coluna antes da introdugao
da amostra. Esta é adicionada a
coluna com o auxilio de uma pipeta
no momento em que o nivel do eluente
esteja 0 mais préoximo possivel do
adsorvente. Esse procedimento ame-
niza o alargamento das bandas a
serem eluidas. Tendo a amostra pene-
trado no adsorvente, o eluente é entao
adicionado cuidadosa e continua-
mente.

A escolha do eluente segue os
principios discutidos em CCD, mas
neste caso ele pode ser mudado du-
rante o processo cromatografico. Se,
por exemplo, a amostra é constituida
por duas substancias, uma apolar e
outra polar, utiliza-se primeiramente
um eluente apolar e em seguida um
eluente polar.

O volume das fragbes a serem
recolhidas é fungéo da quantidade de
amostra e do grau de dificuldade da
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separacéo. Para analise das mesmas,
recorre-se a alguma técnica auxiliar,
usualmente CCD.

Em vista de que geralmente algu-
mas particulas da amostra perma-
necem irreversivelmente adsorvidas a
fase estacionaria, a cada separacéo é
necessario um tratamento para a recu-
peragcao do adsorvente.

Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

O grande avango na cromatografia
em coluna foi o desenvolvimento € a
utilizacdo de suportes com particulas
diminutas responsaveis pela alta
eficiéncia, as quais tornam necessario
0 uso de bombas de alta pressao para
a eluigdo da fase moével, devido a sua
baixa permeabilidade. A Fig. 4 mostra
um equipamento tipico de CLAE.

As fases moveis utilizadas em CLAE
devem possuir alto grau de pureza e
estar livres de oxigénio ou outros gases
dissolvidos, sendo filtradas e desga-
seificadas antes do uso.

A bomba deve proporcionar ao
sistema vaz&o continua sem pulsos
com alta reprodutibilidade, possibilitan-
do a eluicdo da fase mével a um fluxo
adequado.

As vélvulas de injecdo usadas
possuem uma alca de amostragem
para a introdu¢ao da amostra com uma
seringa e duas posicoes, uma para o

preenchimento da alca e outra para
sua liberacdo para a coluna. Existem
alcas de diversos volumes, sendo
utilizadas geralmente algas na faixa de
5-50 pL para injecdes analiticas e 0,5-
2 mL para preparativas.

As colunas utilizadas em CLAE séao
geralmente de ago inoxidavel, com
diametro interno de cerca de 0,45 cm
para separacdes analiticas e na faixa
de 2,2 cm para preparativas. O com-
primento é variavel, sendo comuns
colunas analiticas de 10-25 cm e pre-
parativas em torno de 25-30 cm. Essas
colunas sao reaproveitaveis, sendo
empacotadas com suportes de alta
resolucédo, nao sendo necessaria sua
regeneragao apds cada separagao.

O detector mais utilizado para
separacdes por CLAE € o detector de
ultravioleta, sendo também empregados
detectores de fluorescéncia, de indice
de refracéo, e eletroquimicos, entre
outros. Detectores de polarimetria para
CLAE, recentemente desenvolvidos,
diferenciam compostos quirais, através
da rotacéo de seus estereocisémeros
frente a luz plano-polarizada.

O registro de dados pode ser feito
através de um registrador, um integra-
dor ou um microcomputador.

A Fig. 5 ilustra uma separacao
enantiomérica por CLAE.

A versatilidade desta técnica reside
no grande nlimero de fases estacio-

,
O

=

Figura 4: Equipamento basico de CLAE. a) reservatério da fase movel; b) bomba de alta
presséo; ¢) valvula de injecéo; d) coluna; €) detector e f) registrador.
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Figura 5: Cromatograma mostrando a
separagéo dos enantibmeros do tetramisol,
principio ativo de vérios medicamentos
usados para ascaridiase.

narias existentes, as quais possibilitam
analises e separagbes de uma ampla
gama de compostos com alta eficién-
cia. Tem sido utilizada em varias areas
da ciéncia, no acompanhamento de
sinteses, em andlises de pesticidas,
feromonios, no isolamento de produtos
naturais e sintéticos e na produgéo e
controle de qualidade de medica-
mentos, dentre tantas outras apli-
cacoes.

As separacdes em CLAE podem se
dar por adsor¢ao, particdo ou ambos.
O suporte mais comumente utilizado
¢ asilica. O uso de fases estacionarias
liquidas adsorvidas a um suporte nao
tem grande aplicacdo devido a perda
de fase estacionaria, mas o uso de
suportes modificados, os quais foram
desenvolvidos como consequéncia do
problema acima, possibilita a produ-
¢ao de umaimensa variedade de colu-
nas com diferentes propriedades e
tipos de seletividade. As fases assim
obtidas sdo chamadas de quimica-
mente ligadas.

Essas fases, dependendo da modi-
ficacao feita ao suporte, podem atuar
no modo normal, reverso ou ambos.
Na cromatografia em fase normal, a
fase estacionaria é mais polar que a
fase moével, e em fase reversa, a fase
movel € mais polar.

Separacgbes analiticas séo predo-
minantemente realizadas em fase
reversa, sendo a fase C18 (octadecil-
sflica) a mais usada, ao passo que sao
preferidas fases que atuem no modo
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normal para fins preparativos, em vista
de que separagdes no modo reverso
utilizam fases méveis aquosas.

Entre as fases quimicamente liga-
das, merecido destaque deve ser dado
as fases estacionarias quirais, as quais
possibilitam a separagao direta de
enantibmeros. Para tanto, é necesséria
a presenca de um seletor quiral como
parte integrante da fase estacionaria.

Cromatografia gasosa de alta
resolugdo (CGAR)

Em contraste a CLAE, o principal
mecanismo de separagao da cromato-
grafia gasosa esta baseado na parti-
¢ao dos componentes de uma amostra
entre a fase movel gasosa e a fase
estacionaria liquida. A utilizagcao de fa-
ses estacionarias soélidas, as quais
levariam a separagao por adsorgao,
apresenta poucas aplicagoes.

A cromatografia gasosa é uma das
técnicas analiticas mais utilizadas.
Além de possuir um alto poder de
resolucéo, é muito atrativa devido a
possibilidade de deteccao em escala
de nano a picogramas (10%-10"2 g). A
grande limitagado deste método é a
necessidade de que a amostra seja
volatil ou estavel termicamente, embo-
ra amostras nao volateis ou instaveis
possam ser derivadas quimicamente.
Pode ser utilizada para separacoes
preparativas apenas na faixa de
microgramas a miligramas, nao sendo
muito empregada para esse fim. A Fig.

6 mostra os componentes basicos de
um cromatégrafo gasoso.

Como dito anteriormente, a diferen-
ca entre CG e CGAR esta na coluna.
Colunas de CGAR sao maiores em
comprimento, menores em diametro,
possuem a fase liquida como um filme
aplicado diretamente
as paredes do tubo da
coluna e sao mais efi-
cientes.

Essas colunas sao
tubos longos de me-
tais como aco ou co-
bre, vidro ou teflon.
Colunas de CG tém
diametro de cerca de
3 mm e comprimento
em torno de 3 m, ao
passo que colunas de CGAR tém
didmetro na faixa de 0,15-0,75 mm e
comprimentos variados, usualmente
entre 10 me 100 m.

Os gases utilizados como fase
moével devem ter alta pureza e ser
inertes em relacéo a fase estacionaria.
Hidrogénio, nitrogénio e hélio sdo os
mais usados.

Ainjegao da amostra ¢ feita através
de microsseringas ou valvulas seme-
lhantes as utilizadas em CLAE.

Os detectores de maior aplicacao
sao o detector por ionizagcdo em
chama e o detector de condutividade
térmica. Os dados podem ser obtidos
através de um registrador po-
tenciométrico, um integrador ou um mi-

crocomputador, sen-

| b

do as amostras
identificadas por seus
tempos de retengéao.

Nesses equipa-
mentos é necessario

o controle da tempe-
ratura do injetor, da
coluna e do detector,

as quais sao man-
tidas por termostatos.

Como a temperatura

¢ um fator extrema-

Figura 6: Componentes béasicos de um cromatografo gasoso.
a) cilindro do gés de arraste mantido sob alta presséo; b) injetor;

c) coluna; d) detector e e) registrador.

mente importante,
grande parte das

analises por croma-
tografia gasosa é feita
com programagao de
temperatura, obten-

A cromatografia
gasosa é uma das
técnicas analiticas

mais utilizadas. Além
de possuir um alto
poder de resolucao, é
muito atrativa devido a
possibilidade de
deteccao em escala de
nano a picogramas

do-se melhor separacdo com picos
mais simétricos em menor tempo.

Para o empacotamento de colunas
de CG, geralmente empregam-se
terras diatomaceas como suporte. A
escolha da fase estacionaria é de fun-
damental importancia, sendo ela o
componente critico da
coluna. As fases esta-
cionarias podem ser
polares, apolares ou
quirais. Fases polares
sao baseadas em po-
lietileno glicol puro ou
modificado e apolares
em metilsiloxano puro
ou modificado. As fa-
ses quirais mais co-
muns s&o compostas
de ciclodextrinas.

Atualmente, espectrébmetros de
massa tém sido acoplados a equipa-
mentos de cromatografia gasosa,
possibilitando a identificagdo imediata
das substancias presentes na amostra.
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