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CROMATOGRAFIA EM COLUNA -CG
- PLANO DE AULA:
* (12 PARTE) INTRODUGCAO

* (12 PARTE) CROMATOGRAFIA PLANAR

* (1 PARTE) CROMATOGRAFIA EM COLUNA
CLASSICA

- (22 PARTE) CROMATOGRAFIA A GAS (CG)

. (32 PARTE) CROMATOCRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
OU (HPLC)
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CROMATOGRAFIA
Historico
Mikhail (Michael, Mikhael) Semenovich Tswett (1903),

botanico russo: Separagao de misturas de pigmentos vegetais
em colunas recheadas com adsorventes solidos e solventes

variados.
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CROMATOGRAFIA
OBJETIVO DA CROMATOGRAFIA PODEM SER:

* Separar os componentes de uma mistura;
* Purificar um composto;

* Isolar um composto;

« Quantificar e Qualificar

« Auxiliar na identificacao de um composto.



CROMATOGRAFIA

APLICACAO
e Agricultura (Pecuaria, Veterinaria)
Alimenticia
* Cosmeéticos (Higiene, Perfumes)

* Farmacéutica (Farmacos)

* Medicina (Hospitais e Clinicas)

* Meio Ambiente (Residuos, Aguas)

e Petroquimica (Derivados)

 Embalagens

* Mineragao

* Produtos Naturais (fragancias, esséncias, principios ativos)
* Quimica (matéria-prima, catalisadores, aditivos)

* Entre outros



CROMATOGRAFIA
DEFINICAO - PRINCIiPIO BASICO

DEFINICAO: Cromatografia € um método fisico-
quimico de separacao de misturas, identificacao e
quantificacao de seus componentes.

PRINCIPIO BASICO: A separacdo cromatografica é
realizada a partir de interacoes diferenciadas entre
os analitos componentes da mistura, fase
estacionaria (FE) e fase movel (FM).




CROMATOGRAFIA
MECANISMO DE SEPARACAO
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CROMATOGRAFIA

FORCAS INTERIONICAS QUE ATUAM NA CROMATOGAFIA

* A diferen¢a na magnitude dessas forcas que determina a
resolucao e portanto a separacao dos solutos individuais.

* As principais forcas elementares que agem sobre as
moléculas sao de cinco tipos:

* 1) Forgas de dispersao de London ou for¢as e de Van der
Waals;

 2) Interacoes de dipolo induzido;

 3) LigagcOes de hidrogénio;

 4) Interagoes dielétricas;

 5) InteracOes eletrostaticas e coulombianas.
* Outra forgas: Capilaridade e Gravidade



CROMATOGRAFIA
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

 De acordo com o sistema cromatografico

* Coluna
« Cromatografia Liquida
 Cromatografia Gasosa
« Cromatografia Supercritica

 Planar
 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
 Cromatografia em Papel (CP)
» Centrifuga (Chromatotron®)
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CROMATOGRAFIA
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

 De acordo com a fase movel

« Utilizacao de Gas
« Cromatografia Gasosa (CG)
« Cromatografia Gasosa de Alta Resolugao (CGAR)

« Utilizacao de Liquido
« Cromatografia Liquida Classica (CLC)
« Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

« Utilizacao de Gas Pressurizado
« Cromatografia Supercritica (CSC)
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CROMATOGRAFIA
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

 De acordo com a Fase Estacionaria
* Liquida
« Sdlida
 Quimicamente Ligadas

 De acordo com o modo de separacao
Por Adsorcao

Por Particao

Por Troca I6nica

Por Afinidade
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CROMATOGRAFIA
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

FE Liq || sol || Troca || Afinidade Fase

Exclusao

I6nica Ligada

Tipo de
cromatografia



CROMATOGRAFIA

ANALOGIA

O processo cromatografico pode ser comparado a um
grupo de abelhas e moscas sobrevoando uma certa regiao.

Ao passarem por uma flor, espera-se algum efeito sobre as
moscas e abelhas.

Fase estacionaria Analitos
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CROMATOGRAFIA

ANALOGIA

Para uma mesma mistura, a simples troca da fase
estacionaria pode ser suficiente para  alterar

completamente a ordem de eluicao de componentes da
mistura.

Y

Fase estacionaria Analitos
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CROMATOGRAFIA

PRINCIPIO BASICO
Separacao de misturas por interacao difere’ncial dos seus
componentes com uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou

sélido) e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).
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CROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA PLANAR

(BAIXO CUSTO)
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CROMATOGRAFIA PLANAR
PRINCIPAIS TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Cromatografia

FM Liquida FM Gasosa FM Liquida

m C.Camada
Delgada

CCC = CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA
CLAE = CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

18



CROMATOGRAFIA PLANAR

Cromatografia em Papel
(CP) ou (CC)

Cromatografia em Camada Fina
(CCF) ou (TLC)

Chromatotron (Forca centrifuga)
(CFC)
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CROMATOGRAFIA PLANAR

* OBJETIVO:

O objetivo da Cromatografia Planar é
empregar um meétodo de baixo custo
para:

«Separar os componentes de uma
mistura;

* Purificar um composto;
 Isolar um composto;

« Auxiliar na identificacao de um
composto.

e Quantificar e Qualificar
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CROMATOGRAFIA PLANAR

« A forma fisica do sistema de cromatografia define a
técnica geral:

 Cromatografia planar: Fase Estacionaria (FE)
disposta sobre superficie plana:

* Thin Layer Chromatography (TLC) - em portugués
conhecida como, Cromatografia de Camada
?CeégFa)\da (CCD) ou Cromatografia em Camada Fina

« Cromatografia em Papel (CP): Fase Estacionaria é
a proprio papel (celulose).

 Cromatografia em Placa Preparativa (CPP):
Camada de fase estacionaria em maior
quantidade.
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CROMATOGRAFIA PLANAR
« EXEMPLO DE APLICACAO DO SPOT:

a placa nac toca o
papel de filtro

O papel de filtro cobre a parede do
recipiente [deve estar completamente
umidecido)

- - ! ,‘:‘ | A frente de solvente sobe a placa por
A i | il ._,// acao capilar
feis i

-y | ] (] ”
_;ﬁ | f i;': |-._'__,,..- A aplicacdo deve ser feita acima do Nivel do

~_

I 'IF.rI i 1 solvente [pequena quantidade de solvente, 5 mi)
= Ilr 1
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CROMATOGRAFIA PLANAR

Cromatografia em papel — CP (Separacao)

Fase estacionaria
liquida suportada
na celulose.

Separacao
Fase movel P ¢
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CROMATOGRAFIA PLANAR

Cromatografia em papel - CP
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CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia em papel

Formas de desenvolvimento: ascendente/descendente/circular

/ tapa
ZS | «— Cubeta
pinza—1 7
sujetando ASCENDENTE

el papel

- papel

« ] (fase

estacionaria)
fase movil
(disolvente )N

ML

CIRCULAR

fase mowil
(disolvente)

DESCENDENTE

exceso de

disolvente
para mantener

la humedad

e tapa
«— Cubeta

papel
(fase
estacionaria)
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CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia de Camada Delgada — CCD ou TLC

Solvent

=

—sp—

After Ten Minutes



CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia de Camada Delgada - CCD

Termos e parametros técnicos

Frente do solvente

AS

-------------- : — " mancha_
R, =

AS

solvente




CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia de Camada Delgada - CCD

FASES ESTACIONARIAS

Ativacao de 30 a 60 min

Silica (SiO,)
{ de 105 a 110 °C

Alumina (Al,O,)

Celulose

Ativacao de 10 min
a105°C

Poliamida
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CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia de Camada Delgada - CCD

ANALISE QUALITATIVA

- Comparagao com valores de R; tabelados
- Comparacao com padrao eluido em conjunto

- Extracao e aplicacao de métodos instrumentais
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CROMATOGRAFIA PLANAR
Cromatografia de Camada Delgada - CCD

. CONCLUSOES:
® Amostra nao contém a espécie B
» . .
Amostra pode conter a espécie A
C ) .
Para se certificar da presenca,
e o o eluir em outros solventes
1 A B Apés

Amostra Eluigao



CROMATOGRAFIA PLANAR

Cromatografia de Camada Delgada - CCD

Solvente 1

Cromatografia
Bi-dimensional

Solvente 2
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CROMATOGRAFIA PLANAR

Chromatotron

Separated sample | Sample solutcn,
components Jsavent

Sorbent layer H

CHROMATOTRON é uma cromatografia
de camada fina preparativa acelerada
centrifugamente. Pode substituir
pequenas colunas e HPLC.
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CROMATOGRAFIA PLANAR

REVELADOR (DETECGAO):

- Revelagdo: E uma maneira de tornar as
manchas visiveis (pode ser liquido, gas e luz).

Reveladores que nao destroem a amostra

 Placas com indicador de fluorescéncia:
Lampada de Ultravioleta.

* l6do ressublimado: Vapor de l16do
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CROMATOGRAFIA PLANAR

REVELADOR (DETECGAO)

Revelacao com destruicao das amostras:
(aquecimento ~110° C)

(BORRIFA SOBRE A PLACA)

- Solugio especial de Acido Molibidico

« Solucao especial de Nitrato de Prata

« Solucao especial de Ninidrina

» Solucao especial de 2,4-dinitrofenilhidrazina
« Solucao especial de acido sulfurico.

- Entre outra centenas
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CROMATOGRAFIA PLANAR

VANTAGENS DA CCD:
* Facil execucao;
* Maior rapidez;
* Menor trajeto da fase movel ;
* Boa resolucao;
« Manchas em geral menos difusas;
 Baixo custo;
 Versatilidade.
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CROMATOGRAFIA PLANAR

DESVANTAGENS DO CCD

* Dificil reprodutibilidade: € muito dificil a
confeccao de duas placas idénticas, com a
mesma quantidade de amostra, etc;

* Dificil determinacao exata do Rf.
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CROMATOGRAFIA PLANAR

* Quais misturas podem ser
separadas por cromatografia
planar?

* Qualquer composto que poder ser
“arrastado” por  solvente, por
capilaridade.
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CROMATOGRAFIA PLANAR

TERMOS EMPREGADOS EM CCD
* Eluicao: Processo de carregamento do soluto
» Soluto: Mistura dos componentes da amostra

* Fase Estacionaria (FE): Liquido ou sdélidos que permanece
dentro da coluna ou sobre a as placas ou o proprio papel.

» - Cromatografia em Fase normal: FE mais polar que a FM

- - Cromatografia em Fase Reversa: FM mais polar que a
FE

 Fase Movel (FM) (Eluente): Liquido ou gas que se move
atraves da coluna ou sobre as placas.
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CROMATOGRAFIA PLANAR

 MATERIAIS : (Cromatografia Planar)

Cuba de vidro = [20cm (altura) X 20cm (largura) X
espessura 3mm]

Cuba de vidro = [10cm (altura) X 5cm (largura) X
espessura 3mm]

Aplicador do spot: Capilar de vidro = (*1mm de diametro)
ou pipeta de Pasteur ou agulha de inje¢dao, com ponta
fina.

FE = Placa de silica ou alumina ou celulose depositada
sobre vidro ou aluminio.

FE = Papel celulose para cromatografia
FM = Solventes
Papel de Filtro (Saturacao)

39



CROMATOGRAFIA PLANAR

- Materiais: (Cromatografia Planar)

* Suporte: Placa de aluminio/SG(outros) ou
Placa de vidro/SG (outros)

* FE: Silica, alumina, Carbonato, etc...
« FE: Papel para cromatografia (Papel especial)

« Solventes : Hexano, Acetato de etila,
metanol, etanol, etc...

* Reveladores: Vapores de i6do, Solucado de
acido sulfurico, solucido de acido molibdico,
etc....
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CROMATOGRAFIA PLANAR

ACETOFENONA

NaBH4

MeOH

R M F

RN —

R M P

IR I Jap—— —

MONITORAMENTO DE PROCESS0

OH

1-FENILETANOL

__ T=FINAL
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- -
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L — - ——-
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CROMATOGRAFIA PLANAR

FIM DA

CROMATOGRAFIA PLANAR
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

CROMATOGRAFIA LIQUIDA CLASSICA
(CLC)

ou
CROAMTOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA

(ccc)
(BAIXO CUSTO)
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA
PRINCIPAIS TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Cromatografia

Planar

FM Liquida FM Gasosa FM Liquida

CCC = CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA
CLAE = CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

* Quais misturas podem ser separadas por
cromatografia em coluna de vidro (CLC) a
pressao atmosférica?

* Qualquer composto que poder ser
“arrastado” pelo solvente por gravidade.
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

e CARACTERISTICAS DO CCC:

* Cromatografia Liquida Classica (CLC):
fase estacionaria (FE) colocada em tubo
de vidro cilindrico (Varios diametros).

* De acordo com a quantidade de amostra
determina-se o diametro e altura da
coluna:

* Preparativa (Maior diametro)
* Analitica (Diametro médio)
* Micro (Diametro pequeno)
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

APLICACAO:
 Agricultura (Pecuaria, Veterinaria)
« Alimenticia
» Cosméticos (Higiene, Perfumes)

« Farmacéutica (Farmacos)

* Medicina (Hospitais e Clinicas)
 Meio Ambiente (Residuos, Aguas)
» Petroquimica (Derivados)
 Embalagens

* Mineracao

* Produtos Naturais (fragancias, esséncias,
ativos)

* Quimica (matéria-prima, catalisadores, aditivos)
* Entre outros

principios
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

« Cromatografia Liquida Classica (CLC): Coluna
de vidro a pressao atmosférica, fluxo de Fase
Movel (FM) devido a gravidade.

 Coluna Flash (CF): Aléem da gravidade ¢
auxiliado por um fluxo de nitrogénio ou ar.
(MUITO USADA).

« FM = Liquida (qualquer solvente ou misturas
deles) Ex. Acetato de etila, diclorometano,
hexano, metanol, etc....

- FE = Silica Gel, Alumina, etc....
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA
MECANISMO DE SEPARACAO

* A separagao cromatografica € realizada a partir
de interacoes diferenciadas entre os analitos
componentes da mistura, fase estacionaria e

fase movel
»

/o

TR QO=HPZ0RAO
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

FORGAS INTERIONICAS QUE ATUAM CLC:

- A diferenca na magnitude dessas forcas que
determina a resolucao e portanto a separacao dos
solutos individuais.

« As forcas elementares que agem sobre as moléculas
sao de cinco tipos:

* 1) Forcas de dispersao de London ou forcas
« de Van der Waals;

 2) Interacoes de dipolo induzido;

 3) Ligacoes de hidrogénio;

* 4) InteragOes dielétricas;

* 5) Interagdes eletrostaticas e coulombianas.
 OBS.: Gravidade
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

DESVANTAGENS DA CCC

* Na Cromatografia Liquida Classica
(CLC) o recheio da coluna é utilizado
geralmente uma so6 vez, porque parte
da amostra usualmente se adsorve de
forma irreversivel.

*O enchimento da coluna deve ser
repetido para cada separacao.

* Nao repetibilidade no recheio da CCC
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

DETALHAMENTO CCC

* Coluna de vidro de varios diametros e
varios tamanhos depende da quantidade
de amostra e qual a finalidade.

* Algodao ou vidro sinterizado adaptado a
coluna.

- PROPORCAO FE/ AMOSTRA

* EX.: Geralmente utiliza-se: 1g da amostra
/80g de silica gel para purificacoes dificeis.
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Fase
Amostra movel

Fase
estaciondria

Tampado
—
poroso

L =1 = o

| ) [
Fase movel Componentes separados

53



CROMATOGRAFIA EM COLUNA

ELUENTES: SERIE ELUOTROPICA
- pentano
- éter de petrdleo
- ciclohexano
- benzeno
- cloroférmio
- éter etilico aumento da polaridade
- acetato de etila
- acetona
- propanol
- etanol
- metanol
- agua
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA

ISOLAR/ANALISAR

 ApOs a separacao (Diversos Frascos)
evaporamos o solvente e analisamos
por |V, AE, RMN, Massa, CG e HPLC
cada frasco.

« Caso nao tenha separado, fazemos
uma nova coluna e o processo todo é
repetido, até obter o composto puro e
identificado.
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CROMATOGRAFIA

FIM DA CROMATOGRAFIA PLANAR
E
CCC
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