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Cromatografia

PLANAR

21/11/2023

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

Portanto: A amgftra A ndo contém o
analito corresgfondente ao padrao 1

A amostra A contém duas outras
substancias ndo identificadas neste
método

Fase
Mével

o ANALISE QUALITATIVA
v Identificacao

Quando os analitos
possuem cores

-l
1 2

Padrées

Cromatografia

PLANAR

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

Amosta

o ANALISE QUALITATIVA
v Identificacdo
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Solvent

<E CROMATOGRAFIA
PLANAR

] - Camara ou cuba cromatografica:
 Solvent recipiente de vidro com tampa

Time zero fechada hermeticamente, nao
deixando escapar vapores da FM e

onde se coloca a placa cromatografica.

CROMATOGRAFIA
PLANAR

’ Fromes del sotvente - Frente da FM: linha de chegada da FM,
’ visivel quando se retira a placa (CP ou
. ' . CCD) da cuba cromatografica.
I i : P
oo Inicio - Distancia percorrida: distancia
P ey percorrida pela FM, desde o ponto de

partida, até a linha de chegada ou a de
um soluto (analito, padrao).
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CROMATOGRAFIA
ERE PLANAR

? J Fator de Retencido ou de

Retardamento(R;): corresponde a razdo

entre a disténcia percorrida pelo soluto

(centro de maior concentracdo da mancha,

10
: g Spatt: Ry = 1AM _ g4 d,) e pela FM desde o ponto de partida
8 . em .
7 =, (aplicacdo da amostra) até a frente da FM
. '
. ‘ spot2: Ry=SDEM - g 7q (d..).
4 a1
3
2 ' Spot3: Ry=—lom _ oo
T-‘ "7 7em -
1
centimeters|

CROMATOGRAFIA
PLANAR Rf

_ distincia da amostra (D1)
"~ distancia da frente do solvente (D2)

Solvent front
(markea)

o MANCHAS E
ASSIMETRICAS:  para .

calcular o Rf a medida da

Ll

I

dR ¢é baseada na posicédo
D2

a

do maximo de

T O 0<Rf<1

intensidade da mancha.

I

o
L Apptication
I —-A poing

RfA=dA/dS e RfB=dB/dS 0=<Rf=<1
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..... «-Linha de chegada
da fase movel

CROMATOGRAFIA
PLANAR

o (o} - Seletividade (a,): ¢ um pardmetro que
d R, = == indica a qualidade de uma separagdo em
' se distinguir duas manchas adjacentes,
? sendo representado pela razdo entre os
. fatores de retardamento (R;) dessas
l Ponto de aplicacs manchas.
onto de aplicagao
T @ da amostra
maximo ap - sz / Rfl
de fase movel
................. « Linha de chegada
da fase move CROMATOGRAFIA
O o

Ponto de aplicacao

da amostra

W Nivel maximo
de fase movel

- Resolucdo (Rg): trata-se de outra
medida de

componentes

separagdo de dois
consecutivos; €& a
distdncia minima em que se

encontram duas manchas sendo

possivel distingui-las individualmente.

Rg=2x (ds2 - dsl) / (W32 + Wsl)

*Onde: wg é a largura longitudinal da mancha
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CROMATOGRAFIA
PLANAR

o APLICACAO DA

AMOSTRA

12

«Linha de chegada
da fase movel

Ponto de aplicagao
da amostra

% Nivel maximo
de fase movel
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CROMATOGRAFIA
PLANAR

- Eficiéncia (N): trata-se de uma
medida de capacidade da condicdo
cromatografica em promover uma
boa separacido. E medida em termos
de pratos gerados, sendo um prato

equivalente a

uma etapa de
equilibrio entre as duas fases (FM e
FE).

N =16 x (ds? / wg?)

*Onde: wg é a largura longitudinal da mancha

Frente da FM,

10 cm

L

Aplicacdo,

2cm

2cm 2cm 2cm 2 cm
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SELECAO DA CONCENTRACAO DA AMOSTRA

CROMATOGRAFIA
PLANAR

Aplicacdo de volume pré-determinado (1 pL) de solu¢ées padrdo, preparadas em diferentes

concentragdes, visando determinar a concentragdo minima detectavel.

Substanciall Substancialll

> APLICACAO DA
AMOSTRA

10 5 2 1 10 5 2
pg/mL 1pL de cada solucdo 0 pg/mL !

SELECAO DO VOLUME DE AMOSTRA

CROMATOGRAFIA Aplicagédo de padréo para determinagdo do volume de amostra ideal para as anélises.
PLANAR
CO®0
o APLICACAO DA
AMOSTRA
*As aplicagdes das amostras nesse
. _ |2 105 01
Volumes de aplicagdo uL teste sdo feitas em ordem sequencial

de 1 pL por vez para evitar que a

mancha se espalhe na aplicacdo.
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Cromatografia
Planar em Papel

Cromatografia

21/11/2023

Cromatografia
em Camada
Delgada

¥ Constitui-se em uma das técnicas mais simples e requer menos instrumentos para a realizaggo.

¥ Na sua apl trata-se de uma técnica de particdo por fase normal, pois utiliza tanto a fase movel

tados fisicos liquidos (liquido-liquido)

como a fase estaci

o PARTICAO: a separacdo de uma mistura na CP ocorre devido as diferentes solubilidades relativas destes componentes na Fi
eFE

¥ Celulose & constituida por 2.000 ou mais unidades de glicose anidra ligadas por dtomos de oxigénio.

CHzOH QH CHZOH OH CHz0H oH

LO ,o\/—k 0, o 4—L 0, o,
‘xn//OH b o . AGH o - o oH W
N N < ; N . N/
OH . = OH

OH o
CH,OH oH GHZOH

FE Agua tem grande afinidade pelas hidroxilas de cada glicose, formando pontes de H, e ficam retidas
funcionando como FE.
™M Liquidos menos polares (solventes organicos) s3o repelidos pela glicose e funcionam como a FM.

Aplicages: Separagio e identificagio de compostos polares: antibiticos hidrossoldveis, dcidos organicos e fons

metalicos.

CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

Indicagéo de video
complementar de CP:

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




ANALISE QUANTITATIVA

+ Diretamente no papel:

v' Comparacdo da intensidade da mancha
cromatogréafica com padrdes preparados em

diferentes concentragdes

v' Anélise densiométrica: determina a intensidade da

mancha com um densiémetro

17

ANALISE QUANTITATIVA

+ Diretamente no papel:

v' Comparacéo da intensidade da mancha
cromatogréafica com padrdes preparados em

diferentes concentragdes

v' Anélise densiométrica: determina a intensidade da

mancha com um densiémetro

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

partir do qual se pode obter uma curva analitica.

18

CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

00000
2 4 6 8 10

pg/mL

21/11/2023

Peso da mancha (mg)

CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

Curva analitica

o

g
oo

//Y=a+bX




ANALISE QUANTITATIVA

+ Extraindo a(s) substancia(s) do papel:

v’ Extrai a mancha cromatografica do papel e faza

19
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leitura da absorbéncia em espectrofotdmetro UV-

Vis, por exemplo. Neste caso, constrdi-se um gréafico

relacionando a concentracdo do analito com a

intensidade de absorbéancia UV-Vis, a partir do qual

se pode obter uma curva analitica.

Absorbancia

Curva analitica
2
e
e
P
" Y=a+bX
J//‘.

Concentragéo (pg/mL)

Planar

Cromatografia

21/11/2023

CROMATOGRAFIA
EM PAPEL

Cromatografia

em Papel

Cromatografia
em Camada
Delgada

10
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A cromatografia em camada delgada ¢é outra forma de cromatografia onde o

material adsorvente fica sobre um vidro, aluminio ou filme plastico. CROMATOG RAF|A
EM CAMADA

DELGADA

<+ A Fase Estaciondria constitui uma camada delgada retidoa em uma superficie

plana (suporte).

< O processo de separagdo esta fundamentado, principalmente no fenémeno de

ADSORCAO. Porém, a partir de FE tratadas, pode ocorrer por PARTICAO ou

TROCA IONICA =  VERSATILIDADE: separagio tanto de substancias

hidrofdbicas como hidrofilicas

<+ Vantagens: facil compreensdo e execugdo, separacdes em breve espago de

tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e baixo custo.

21
TECNICA GERAL DA CCD
ATIVACAO DAS PLACAS: Em algumas separacdes, deve-se ativar as CROMATOGRAFIA
placas, para se retirar substancias aderidas ao adsorvente. EM CAMADA
DELGADA
A ativacdo é um agquecimento e varia para cada adsorvente.
v" Silica, alumina e terra diatomacea: 105 — 110°C por 30 a 60
min
22
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*Em caso de Mecanismo de ADSORCAO
ATIVACAO DAS PLACAS

CROMATOGRAFIA
EM CAMADA
/ J DELGADA

Retirar a agua da superficie do adsorvente — aquecimento

=g

Figura 2. Esquema da remogdo da dgua de hidratagdo da silica pelo
tratamento érmico, desobstruindo os grupos silandis

Cromatografia em Camada Delgada

> Utilizando-se lampada UV (254 e 365 nm): Visualiza substancias fluorescentes
TECNICA GERAL DA CCD (método direto) ou utilizando placa com indicador fluorescente (método
REVELACAO DOS CROMATOGRAMAS indireto).

Método
indireto

Método
direto

» Utilizando-se camara de iodo: lodo reage com muitos compostos orgénicos,

formando complexos, e levando a manchas amarelas até marrons.

12
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Cromatografia em Camada Delgada

> Métodos especificos para deteccdo de grupos funcionais (métodos

destrutivos):
TE'CNICA GERAL DA CCD (i)  acido sulfarico concentrado e aquecimento (manchas pretas);
REVELACAO DOS CROMATOGRAMAS (ii) nitrato de prata para visualizar haletos de alquila (manchas escuras de prata da

decomposicdo dos compostos de prata formados);

(iii) formacdo de 2,4-dinitrofenil hidrazonas a partir de compostos carbonilicos (coloragao

amarela ou alaranjada);
(iv) cloreto férrico (FeCl2 ) leva a complexos coloridos com fendis;
(v)  &cidos podem ser visualizados com indicadores de pH como verde de bromocresol;

(vi) compostos facilmente oxidados podem ser visualizados com oxidantes coloridos
como CrO3 ou KMnO4;

(vii) deteccdo de aminas com p-dimetilamino-benzaldeido e de aminoacidos com

ninidrina.

25

ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA

ANALISE QUANTITATIVA: Retira-se da cromatoplaca a area que
contenha a substdncia desejada que é extraida e quantificada.
Frequentemente utiliza-se a densiometria, medidas de fluorescéncia e
radioatividade.

CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

26
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CcCcD

v/ Vantagens:
técnica simples o maior sensibilidade

ndo requer instrumentagdo o mais rapido

sofisticada o > repetibilidade

CO M PA RAQ}B\O baixo custo < difusio
ENTRE CP E > faixa de aplicagdo

CC D reveladores reativos

permite aguecimento

Limitagcoes
o uso limitado degradagdo de compostos labeis
o alargamento de banda-difusdo- devido a grande superficie de
o pouca alternativa de reveladores exposi¢do

dificuldades na quantificacdo

CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO

FE: C,, FE: C,, FE: C,,
FM: dgua:metanol (4:1, v/v) FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FM: dgua:acetonitrila (3:0,8, v/v)
*particdo de FR
*Forca da FM *Seletividade da FM

14
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CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO

FORCA CROM FASE MOVEL

Metanol

Acetonitrila 3,2
Tetrai\flrofuranc 4,5 PM X FM = PA X FA
Agua 0
Cloroférmio 1x2,6=P,yx3,2
Diclorometano
: P,=0,8
Eter metil t-butilico A .
Eter etilico

Hexano

FE: C,, FE: C g FE: C,
FM: dgua:metanol (4:1, v/v) FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FM: dgua:acetonitrila (3:0,8, v/v)
*particdo de FR
*Forca da FM *Seletividade da FM
CCD

DESENVOLVIMENTO DO METODO

FE: C,q FE: Cq FE: C;g
FM: 4gua:metanol (4:1, v/v) FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FM: 4gua:metanol (3:1, v/v)
*particdo de FR
*Forca da FM *Capacidade de amostra

15
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FE: C,,
FM: dgua:metanol (1:1, v/v)
*particdo de FR

CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO

FE: C,q
FM: dgua:metanol (3:1, v/v)

FE: C,q
FM: dgua:acetonitrila (3:0,8, v/v)

*Forca da FM *Seletividade da FM

CCD
DESENVOLVIMENTO DO METODO

FE: Cq

FM: dgua:metanol (3:1, v/v) FE: Cig

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

*Quantidade da FE

16
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Cromatografia

FASE ESTACIONARIA

vYy?vy COLUNA

I
1
33
Injecdo da  Adicdo de
amﬁstra eluente (FM) z;“;f’::fmm
‘ “ pela FM, composto
Coluna com azul tem a maior
a fase afinidade pela FE
estacionaria
N Coleta dos
. componentes
a b c d e
CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA
34

17



CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

21/11/2023
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CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

CROMATOGRAFIA
EM COLUNA
CLASSICA

21/11/2023

Associagdo CCC e CCD (ou CP)

Associagdo CCC e CCD (ou CP)

A Fracao
amarela
constitui-se
numa mistura
de compostos
(AeB)

19
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Caracteristicas da Cromatografia
em Coluna Cléassica (CCQC)

*Também é conhecida como Cromatografia em Coluna Aberta

Conhecida como a configuragdo mais antiga de cromatografia;

Permite a aplicacdo de uma maior volume (quantidade) de amostra do que a Planar;

E considera mais vantajosa em aplica¢des preparativas, justamente devido a caracteristicas citada logo acima.

N&o requer o uso de equipamento mais sofisticados, como por exemplo, HPLC ou UPLC (assunto das préximas aulas);
Muito empregada na purificagdo de produtos de reagdes quimicas

Muito empregada para o isolamento e/ou purificagdo de produtos naturais

| J | d ]
""' ii comPosicAO
1 -

1 2 3 4 5
J A (vermelho)

B (verde)

a b WO DN

20
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Amostra contendo 3 analitos: A,Be C

FE: Silica FE: Silica FE: Silica FE: Silica
FM: ac. etlla:hexan9 (1:4, v/v) FM: ac. etila:hexano (1:3, v/v) FM: ac. etila:hexano (1:2, v/v) FM: ac. etila:hexano (1:1, v/v)
*adsorcdo *adsorcio *adsorcio *adsorcio
FRA(;éES COMPOSIQI\O FRAGCOES | COMPOSICAO FRAGCOES | COMPOSICAO FRAGCOES | COMPOSICAO
1 - 1 = 1 = 1 A
2 = 2 . 2 A 2 -
3 - 3 3 3 B
4 = 4 4 4 -
5 5 5 B 5 -
6 6 6 B 6
7 7 B 7 7
8 A+B 8 B 8 8
9 A+B 9 B+C 9 C 9
L]
Amostra contendo 3 analitos: A,Be C
FE: Silica FE: {Polaridade dos solventes E: Silica FE: Silica
FM: ac. etila:hexano (1:4, v/v) EM: 5 eeatiahovanad i =M ar atilazhexano (1:2, v/v) FM: ac. etilazhexano (1:1, v/v)
*adsorcao n-Hexano *adsor¢io *adsor¢io
Ciclohexano
3 R a COMPOSICAO FRACOES | COMPOSICAO
1 . Benzeno . 1 A
Eter dietilico
2 - s Cloroférmio A 2 -
3 Cloreto de metileno
3 - = 3 B
1,2-Dicloroetano
1 %]
4 - S/ | 4 -
5 i
5 E B 5
6 A B 6
7 7
8 A+B 8
9 A+B C 9

21



COMPARACAO ENTRE PLANAR (CP ou CCD) e CCC
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43
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