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COLUNA Cromatografia

Anélise Quimical:
Fisico-Quimica

> FASE ESTACIONARIA

=)
Tipos de configuragédo: Coluna e Planar
CROMATOGRAFIA
AULA3:
Planare Cléssica
Prof. Dr. Jonas A. R. Paschoal

Portanto: A amostra A aparenta conter o
analito correspondente ao padrao 2

Além do mesmo tempo de retencao,
tem a mesma cor.

Quando os analitos

possuem cores

Portanto: A amgfftra A ndo contém o

analito corresgfondente ao padrao 1

Padjbes Padrées Amosta
Aamostra A contém duas outras H E H
substancias nao identificadas neste
1 2 métado 1 2 A

C ro m atog rafl a o ANALISE QUALITATIVA C ro m ato g ra fi a = ANALISE QUALITATIVA

PLANAR v Identificagso PLANAR v Identificagio
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CROMATOGRAFIA
PLANAR

. Camara ou cuba cromatografica:

recipiente de vidro com tampa

Tene Zara

fechada hermeticamente, nao
deixando escapar vapores da FM e

onde se coloca a placa cromatografica.

- CROMATOGRAFIA
PLANAR

Fator de  Retengio ou  de

Retardamento(R;):

onde & razéo

entre a distancia percorrida pelo soluto

ntracao da

o s {2 ae

T

LR can

o g 0y

CROMATOGRAFIA
PLANAR

- Frente da FM: linha de chegada da FM,
visivel quando se retira a placa (CP ou
CCD) da cuba cromatogréfica.

- Distancia percorrida: distancia
percorrida pela FM, desde o ponto de
partida, até a linha de chegada ou a de
um soluto (analito, padréo).

© MANCHAS

CROMATOGRAFIA
PLANAR

g distincia da amostra (D1)
~ Gtince Gs frente 00 sebvents (02)

RfA=dA/dS e RFB=dB/dS 0= Rfs1




CROMATOGRAFIA
ot PLANAR

- Seletividade (a,): ¢ um parémetro que
indica a qualidade de uma separacao em
se distinguir duas manchas adjacentes,
sendo representado pela razio entre os
fatores de retardamento (R) dessas

manchas.

=R /Ry

—o -0
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CROMATOGRAFIA
PLANAR
Resolugdo (Rg): trata-se de outra

medida de

componentes

separagio de  dois
consecutivos; & a
distancia minima em que se
sendo

encontram  duas manchas

possivel distingurlas individualmente.

Rs=2x(ds, - ds )/ (ws, +ws )

*Onde: w é a largura longitudinal da mancha
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ROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA
PLANAR

APLICAGAODA
AMOSTRA

equilibrio entre
FE).
N =16 x (dg? / ws?)

*Onde: w é a largura longitudinal da mancha
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Frente da FM

10cm

Aplicagao
2cm

2em

2em  2cm




AMOSTRA'
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CROMATOGRAFIA
PLANAR

APLICAGAODA

SELECAO DA CONCENTRAGAO DA AMOSTRA

Aplicagao de volume pré-determinado (1 L) de solugdes padrao, preparadas em diferentes

Substancial Substanciall

05 21 s 2
o/t 1pL de cada solugdo © SarmL !

Cromatografia
Planar
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Cromatografia
em Camada
Delgada

Cromatografia

em Papel

CROMATOGRAFIA
PLANAR

APLICAGAODA
AMOSTRA'
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SELECAO DO VOLUME DE AMOSTRA

40 do volume de ideal

plicagao de padrao para

Volumes de aplicagio | 2 ' 3% 1

de 1 pL por vez para evitar que a

mancha se espalhe na aplicagao.

para as andlises.

*As aplicagdes das amostras nesse

teste sdo feitas em ordem sequencial

M Uipekn ancn el ssherne epebe] 5 rpaton el hesen
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CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

Indicagao de video
complementar de CP:

https://www.youtube.com/watc
h?v=ASHaCoswGtQ



ANALISE QUANTITATIVA
+ Diretamente no papel:

v Comparagao da intensidade da mancha
cromatograficacom padroes preparados em
diferentes concentracdes

¥ Anélise densiométrica: determina a intensidade da

mancha com um densiémetro
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ANALISE QUANTITATIVA
+ Extraindo a(s) substéncia(s) do papel:

v Extrai a mancha cromatografica do papel e faz a
leitura da absorbéncia em espectrofotémetro UV-
Vis, por exemplo. Neste caso, constréi-se um grafico
relacionando a concentragao do analito com a
intensidade de absorbancia UV-Vis, a partir do qual

se pode obter uma curva analitica.

Curva analitica .

Absorbancia

Comsemteaie (sgimL]
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CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

ceese

8 10

pg/mL

CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

ANALISE QUANTITATIVA
+ Diretamente no papel:
v Comparagao da intensidade da mancha

cromatogréficacom padrées preparados em

diferentes concentragées

v 4l iométrica: determinaa da

mancha com um densiémetro

v Area da mancha: cortar a 4rea da mancha e pesar.
Entdo, constroi-se um grafico que correlacione a
quantidade do analito com o peso da mancha, a

partir do qual se pode obter uma curva analitica
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Cromatografia
Planar
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CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

Curva analitica

Cromatografia
em Papel

Cromatografia
em Camada
Delgada
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A cromatogratia em camada delgada & outra forma de cromalografia onde o
material adscrvente fica sobre um vidro, aluminic ou fiime plstico.

% A Fase Estaciondria constitui uma camada delgada retidoa em wna superficie
plana (suporte).

% O processo de separagio esth fundamentado, 1= o fendmeno de

ADSORCAD, Porém, a partic de FE tratadss, pode ocorrer por PARTICAD ou

TROCA IONICA %  VERSATILIDADE: seporagio tanto de substincies

hidrafobicas coma hidrofilicas.

% Vantagens: Ficil compreensio e eecugin, separagbes em breve espago de

tempo, versatilidade, grande reprodutibilidare e bajxa custs
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“€m caso da Macanismo da ADSORAG

Retirar a iigua da superficie do adsorvente — aquecimento

1] l
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e hidratagdo da siica pelo

o]

Figura 2. Esquema da
naemente éica, desobseuind
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CROMATOGRAFIA
EM CAMADA

DELGADA

ROMATOGRAFIA
EM CAMADA
DELGADA
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TECNICA GERAL DA CCD

ATIVACAO DAS PLACAS: Em algumas separades, deve-se ativar as
placas, para se retirar substancias aderidas ao adsorvente.

A ativagio é um aquecimento e varia para cada adsorvente

v Silica, alumina e terra diatomacea: 105 - 110°C por 30 a 60

min

11/11/2022
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CROMATOGRAFIA
EM CAMADA
DELGADA

-CNICA GERAL DA CCD

REVELACAD DOS CROMATOGRAMAS indireto).
Método
direto

> Utilizando-se camara de iodo: lodo reage com muitos compostos organicos,

Cromatografia em Camada Delgada

> Utilizando-se lampada UV (254 e 365 nm): Visualiza substancias fluorescentes.

(método direto) ou utilizando placa com indicador fluorescente (método

formando complexos, e levando a manchas amarelas até marrons.
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Cromatografia em Camada Delgada

> Métodos especificos para detecgéo de grupos funcionais (métodos

destrutivos):
TECNICA GERAL DA €CD o —
REVELAGAO DOS CROMATOGRAMAS (i) nitrato de prata para visualizar haletos de alquila (manchas escuras de prata da

decomposigio dos compostos de prata formados);

(i) formagao de 2,4-dinitrofenil hidrazonas a partir de compostos carbonilicos (coloragao
amarela ou alaranjada);

(iv) cloreto férrico (FeCI2 ) leva a complexos coloridos com fendis;

(v) écidos podem ser visualizados com indicadores de pH como verde de bromocresol;

(i) compostos facilmente oxidados podem ser visualizados com oxidantes coloridos
<omo CrO3 ou KMnO4;

(i) deteccio de aminas com p-dimetiamino-benzaldeido e de aminoacidos com

ninidrina.
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Cccb

Vantagens:
técnica simples maior sensibilidade
néo requer instrumentagao o mais répido

sofisticada o >repetibilidade

COMPARACAO . .
ENTRE CP E

> faixa de aplicagdo

CCD o reveladores reativos

permite aguecimento

Limitages
> uso limitado o degradagao de compostos lab
alargamento de banda-difusao- devido 4 grande superficie de
 pouca alternativa de reveladores exposigio

dificuldades na quantificagio
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ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA

ANALISE Retira-se da a
contenha a substincia desejada que é extraida e quantificada.
utiliza-se 2 dey ia, medid &

radioatividade.

CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA
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CCco
DESENVOLVIMENTO DO METODO

FASE MOVEL

FORGACROM|

| @ |

FE:C,, :Cg FE:C,,
FM: dgua:metanol (4:1, v/v) FM: sguaimetanol (3:1, v/v) FM: dguaacetonitrila (3:0,8, v/v)
*particao de FR

*Forcada FM *Seletividade da FM
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CCD CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO DESENVOLVIMENTO DO METODO
FE:C,, FE:Cyy FE:C,q FE:C,q G FE:C,q
FM: dgua:metanol (4:1, v/v) FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FM: dgua:metanol (1:1, v/v) FM: agua:metanol (3:1, v/v) FM: dgua:acetonitrila(3:0,8, v/v)
*partigao de FR *partigio de FR
*Forca da FM *Capacidade de amostra *Forga da FM *Seletividade da FM
CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO

I

FE: C,

18 )
FM: dgua:metanol (3:1, vAv) e

18
FM: dgua:metanol (3:1, v/v)

da FE
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Cromatografia

FASE ESTACIONARIA




Injecdo da  Adicdo de
amostra eluente (FM)

VoS o
Coluna com
afase
estacionaria |
k=
\ \f

Y, Y, Coletados
-/ - -

componentes
2 b ¢ d e

CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA
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CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA
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Associagdo CCC e CCD (ou CP)



CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

Associagao CCC e CCD (ou CP)

PLANAR

AFra
amarel
tit
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Caracteristicas da Cromatografia
em Coluna Classica (CCQC)

*Também é conhecida como Cromatografiaem Coluna Aberta

Conhecid: a G tiga de
Permite a aplicaéo de uma maior volume (quantidade) de amostra do que a Planar;

te devido a caracteristicas citada logo acima

E consideramais aplicagdes ju
Nao requer o uso de equipamento mais sofisticados, como por exemplo, HPLC ou UPLC (assunto das préximas aulas);
Muito empregada na purificagio de produtos de reagdes quimicas

Muito parao 30 de produtos naturais

|__FRACOES __| COMPOsICA0

b wN =

A(vermelho)

B (verde)

A <t d PR
‘ ra 3 analitos:A,Be C ‘
FE:Silica FE: Polaridade dos solventes E: Silica FE: Silica
e e EM: 2 antznavann 114 i &6 ar atilhexano (12,vA4)  FM: ac. etilachexano (1:1, vAv)
=D n-Hexano
Ciclohexano
[rcoe | comroscio] ] e conroscso [ reacoss | courosicao|
1 - Benzeno - 1 A
Eter dietilico
2 - 5 o o A 2 -
3 . B Cloreto de metileno 3 B
1,2- ino
a 8 a
sl A
5 = B 5
6 A B 6 €
7 A 7 c
8 A+B 8
9 A+B € 9
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COMPARAGAO ENTRE PLANAR (CP ou CCD) e CCC
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