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Este livro é uma introducio descritiva

de vdrios métodos cromatogrificos

que estao sendo usados tanto em : R
pesquisas universitarias quanto em
andlises de rotina em laboratérios
industriais. Ele redne os principios
basicos da cromatogratia com
descricoes de suas diferentes
modalidades, seus equipamentos e
aplicagoes. E

O livro preenche lacuna resultante da
falta de uma obra em lingua
portuguesa que aborde de forma
diddtica e completa as vdrias técnicas
cromatogrdficas. Ele tanto serve como
livro-texto para alunos de graduacio e
de p6s-graduagio quanto como um
manual para usudrios de
cromatografia, apresentando, além dos
conceitos bdsicos, vdrias teferéncias
que podem compleméntar o interesse
de pessoas que atuam nescampo
cromatogrdfico. O livro também traz
uma série de experiéncias simples e
relativamente fdceis que podem
auxiliar no ensino da técnica.

Assim, esta obra, ao lado de ser uma - - -
pega importante para gagspesquisadores | A
quimicos, é também e grande valia I
para pesquisadores de outras 4reas, ot
como biologia, ciéncias farmacéuticas, IR
engenharia de alimentos e geologia, Ry
que possuam problemas de
separagao quimica e recorram a FIPE NN -
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APRESENTACAO

Dec modo geral, as técnicas cromatograficas sao dc larga aplicagio cm quimica ¢ bioquimica, na

pesquisa ¢ na inddstria.

( Estas técnicas cromatograficas variam desde as dc extrema simplicidade, que podem scr faciimente

manipuladas por ndo-pcritos, até as de alta sofisticagao, usadas sO por cspecialistas. EEntre estes dois extremos

cxistcm muitas variagdes de maior ou menor complcxidadcj

Para cada modalidade de cromatografia estio disponiveis livros cspecializados, bascados em artigos
originais, publicados em ingl¢s ou outra lingua cstrangeira nas revistas dc cromatografia. Porém, sao raros

os livros em lingua portugucsa que contém as informagocs bdsicas, tcoricas ¢ praticas sobre estas técnicas

de tao largo uso.

Na tentativa de evitar a dependéncia dc livros ecm lingua cstrangeira, publicamos, cm 1987, a primeira
edicio deste livro bdsico sobre (€cnicas cromatograficas quc apresentou informagoces sobre as varias
modalidades dc cromatografia. O sucesso obtido nos motivou a langar csta nova cdi¢cao, exaustivamente

rcvisada e ampliada, tanto no conteido dos capitulos ji cxistentes quanto do novo, descrevendo outra

modalidadc de cromatogralia.

Este livro continua sendo destinado ao uso, como texto, ¢m cursos nivel de graduacio ou como hivro

- rodutério as técnicas de scparagio cromatogrifica para pos-graduandos. Pode também servir como basc

para o pcsquisador quc prctende usar a cromatografia apcnas como uma ferramenta em suas cxpericncias,

scm necessitar de uma basc tedrica profunda.
“

Conscqiicntcmentce, cste livro nao se destina a especialistas ¢ nem ¢ um compéndio que abrange

as a lodos os novos desenvolvimentos no campo. Técnicas cromatogrificas estao em continuo

referénct

. 1 : - : : :
descnvolvimento€ rapidamente tornam obsolcto qualquer livro desta categoria. Sendo assim, esta finalidade

sera melhor atingida pcla consulta a livro ¢ outras referCneias citadas nas listas bibliogréficas que

acompanham cada capitulo, bem como novos livros ainda nio publicados.

A obra consistc de um capitulo descrevendo os principios bisicos de cromatografia, oito capitulos quc
descrevem as diferentes LEenicas cr()mul()grﬁﬁcas C um czlpl'l ulo (quce reunc sugesloces para cxpcrimcnms na
Programagio cxlwcrimcnlul das disciplinas; bem como os apcndices que apresentam os simbolos

recomendados para uso cm cromatogralia na lingua portugucsa ¢ outras informacgocs importantcs.

y,



Apesar dos capitulos terem autores diferentes, cada um descrevendo a sua especialidade, houve um
esforco coletivo na confecgao do texto para que os termos € simbolos fossem uniformes. Os termos e simbolos
usados sao os sugeridos em publicagoes recentes na revista Quimica Nova (vol. 11, pp. 443-464 (1988) e vol.
12, pp- 92-94 (1989)), que se baseiam, em sua maioria, nos recomendados pcla Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada. Entretanto, leitores que procurarem as refcréncias citadas deverao estar alertas

para o fato de que os simbolos e termos aqui usados podem estar substituidos por outros, sendo que,
recentemente, nao existia uniformidade nos simbolos e termos usados nas diferentes modalidades de

cromatogralfia.

As unidades das quantidades fisicas ¢ simbolos adotados seguiram as indicagoes do Sistema
Internacional de Unidades (Le Systéme International d’Unités (SI), 5* edigao, 1985).

Os editores € autores desta obra consideram que nela aplicaram o melhor de scus esforgos. No entanto,
agradeceriam nao sO sugestoes como indicagoes para erros e/ou conccitos mal formulados. Além disto,
agradecem aos que direta ou indiretamente colaboraram com seu trabalho e entusiasmo para que esta

publicacao se tornasse viavel.

10
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CAPITULO 1

PRINCIPIOS BASICOS DE
CROMATOGRAFIA

Carol H. Collins

Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas
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@#1. INTRODUCAO

L.

EEnlrc os mélodos modcernos de anélisc, a cromatogralia ocupa um lugar de destaque devido a sua
- lacilidade em cletuar a separagao, identificagao ¢ quantificagao das cspécics quimicas, por s1 mesma ou

cm conjunlq com outras (écnicas instrumentais de anélise, como, por cxemplo, a espectrofotometria ou a
cspeclrometria de massas.

r =
{1 / , ;o ;, o - . -
& :A Cronlalograﬁa é um I]]ClOdO [ISICO"(]UHIHCO (JC Scparaga() (J()S com p()ﬂCﬂlCS dC umad mlSlura,

\ ® y . . ° - - 7 .

rcalizada através da distribuigao destes componcntes entre duas fascs, que estao em contato inimo. Uma
Y das fases pecrmanccc estacionéria cnquanto a outra move-sc através dela. Durante a passagem da fase movel
sobre a fase estaciondria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as duas fases, de tal forma que

cada um dos componcntes € sclclivamente retido pela fase estaciondria, resultando em migragoes
Existcm vdrias formas de se realizar o processo cromatografico, Detalhes sobre algumas destasformas

scrao assuntos dos capitulos a scguir, enquanto quc ncste serdo aprescntados alguns dos conceitos mais

dilcrenciais desles componcntes.-

gcrais. Antes disto, scra relatada uma breve rcvisdo historica do desenvolvimento das técnicas
cromatograficas mais imporlanlcs.,a

\

N

2. ASPECTOS HISTORICOS DA CROMATOGRAFIA

Os termos "cromatogralia”, "cromatograma” e "método cromatogréfico” sao atribuidos ao botanico
russo MIKHAEL SEMENOVICH TSWETT, quc, em 1906, utilizou estes termos em dois trabalhos
descrevendo suas experiéncias na scparagao dos componentes de extratos de folhas ¢ gema de ovo, onde
usou colunas de vidro recheadas com vérios s6lidos, finamente divididos, e arrastou os componentes com

éter de petréleo. O nome dceriva-sc das palavras gregas "chrom” (cor) ¢ "graphe” (escrever), embora o
processo niao dependa da cor, exccto para [acilitar a identificagao dos componcentes separados.

- Z_Todavia, nesta época os processos, aplicando a migragao diferencial, ja cram bem conhccidos.
Paralclo aos desenvolvimentos de TSWETT, REED, na Inglaterra, e DAY, nos Estados Unidos, aplicaram
colunas contendo sé6lidos para a scparagao dce sais orginicos ¢c amostras de petroleo, respectivamentc. jpem
antes destes, RUNGE descreveu os "desenhos” feitos por misturas de sais ¢ por tintas que foram colocadas
no centro de um papel de filtro ¢ depois cspalhadas pela passagem de um solvente, enquanto

13



SCHQENBEIN fez experiéncias similares com tiras de papel mergulhadas em solventes. O uso de solides,
em camada delgada sobre vidro, no lugar de papcl, para o desenvolvimento circular de misturas de sais

inorqz’inicos foi experimentado por BEYERINCK em 1889.

Apeqar destas experiéncias, considerou-sc que a época modcrna dc cromatogralia comegou ng

L ".';_...
dgcada de 30, quando KUHN ¢ LEDERER "rcdescobriam”™ ¢ apcrfcigoaram a cromatogralia cm coluna,
repetindo as experi€ncias de TSWETT, scparando ¢ dentificando as xantofilas da gema de ovo, usando

uma coluna recheada com carbonato de célcio pulverizado ¢ €ter de petroleo como fasc movel. /

Em 1941, MARTIN e SYNGE publicaram um trabalho no qual descreveram a cromatogralia por
particio (cromatografia liquido-liquido), aplicaram o conceltlo de altura cquivalente a um prato teorico ‘\

cromatogralia e anteciparam o surgimento de duas cromatogralias: a gasosa ¢ a liquida dc alta (,rlucncm
Por este trabalho receberam o Prémio Nobel em 1952. MARTIN também participou cm Outros

desenvolvimentos importantes na histéria da cromatografia: com CONSDEN e GORDON, reintroduriu a
cromatografia em papel; com HOWARD, desenvolveu a cromatogralia liquida aplicando as chamadas

"[ases reversas™; e com JAMES, atualizou a cromatografia gas-liquido.

A cromatogralfia g4s-s6lido [oi descrita pcla primeira vez cm 1941, por HESSE ¢ col., quc separaram

dois dcidos graxos, no vapor a 100°C, arrastando-os sobre silica com o gds, didxido de carl()()n(), cnqguanto

™~

CREMER ¢ PRIOR foram os primeiros a descreverem um cromatogralo a gds completo. )

O desenvolvimento, quase simultinco, do dctector por ionizagdo cm chama por PRETORIUS ¢ col.
e por McWILLIAMS e DEWAR, ampliou a sensibilidade do método cromatogralico, enquanto quc a
introdugao de colunas capilarcs por GOLAY ampliou os scus poderes analiticos, ao ponto de tornar a

cromatogralia gasosa o método analitico de scparagao ¢ determinag¢ao mais usado no mundo. }

A cromatogralia em camada delgada [ot reintroduzida em 1938, por IZMAILOV c SCHRAIBE R,
para a anélise de produtos farmacéuticos, mas nao foi muito usada até o desenvolvimento, p()r KIRCHNER

J—--».J

e col., do método de aderir o sélido ao suporte e, por STAHL, do método de preparar as placas com

reprodutibilidade.

A cromatogralia por troca i6nica também leve scu inicio, na época moderna, nos anos 30, com
sint€se, por ADAMS e HOLMES, das primeiras resinas de troca idnica, bascadas em fenol ¢ formaldeido,
que permitem a troca de cétions. Posteriormente, resinas de poliacrilico ou poliestircno entrecruzado com
divinilbenzeno, com substituin{es sul{énicos, carboxilicos ou alquilaminos, substituiram as Originais.

’___/;\s resinas de poliestircno-divinilbenzeno sio as mais aplicadas em bioquimica, tendo inicio com as
expcriéncias de COHN na separagiao de aminoéacidos originados dec 4cidos nucléicos.\/?‘\ scparacao de
aminoécidos foi apcricigoada por MOQRE ¢ STEIN c, postcriormente, mecanizada p‘(')Tzclcs, usando uma
bomba peristéltica para empurrar a fase mével ¢ um fotdometro para a delecgio, apds uma reacio para
produzir os derivados com ninhidrina. Em 1959, cste sistema para a andlise de aminoécidos foi modificado

por HAMILTON e ANDREWS, com a introdugao de uma bomba tipo pistdo, similar as usadas ainda hoje
em cromatografia liquida de alta cficiéncia.
Outros desenvolvimentos na década de 60, por KARR ¢ col,, JENTOFT ¢ GOUW, HUBER ¢

HULSMAN, SNYDER, KIRKLAND e outros, apcricigoaram os sistcmas de bombecamento e deteccio

de cromatogralia liquida de alta eﬁciénci?omprovando quc o uso destes equipamentos, operado com
fase moével liquida sob pressao e com métodos de detecgao sensiveis, possibilita anélises de rapidez

comparével as de cromatogralia gasosa, com resultados altamente satisfatérios.

Paralclamente, os cnchimentos para a cromatogralia liquida de alta eficiéneia foram sendo
dcsfnxf0]¥'ld05 inictalmente os pcliculares (particulas superficialmente porosas) por HALASZ ¢ por

HORVATH apostcrmrmcnlc as particulas complctamente porosas de didmetro pequeno (10 e m, 5S¢ m
e 3 m) por 57 KIRKLAND ¢ outros. O descnvolvimento, por NICKLESS ¢ col., dc fases estaciondrias

14




» . s e
R BR T ey
'l!é . LT e . H
. - « b
‘.-p‘ =¥, [T °|,_"'I
% K e
e se Pl s
'ﬁ:,;t_—\
'—H.M-‘:E

R I
S g
0 8 A Rned

T

contendo grupos alquilas quimicamente ligados ao suporte permitiu a aplicagao da chamada "fasc reversa’
(lase estacionaria apolar), ampliando as aplicacoes desta técnica; enquanto a introdugao de colunas de
didmetro interno menores (as "microbores" e as "capilares recheadas™) por SCOTT e por NOVOTNY
viabilizaram o uso dc cromatogralia liquida de alta cficiéncia para qualquer tipo dc anélise, quer orginica

qucr morganica.

/Outra técnica cromalogréfica que deve scu crescimento ao descnvolvimento das fascs cstacionarias
cont grupos alquilas quimicamente ligadas é a cromatografia usando um fluido supercritico como fase
movcel. |Esta técnica, que foi aplicada com sucesso por KLESPER ¢ col., em 1962, quando se usou um
cromatdgralo a gs modificado, recebeu vérias outras alteragdes por GOUW e JENTOFT no decorrer dos

anos scguintes. Somente ecm 1983 € que foi lancado o primeiro aparclho comercial dedicado a csta técnica.

_—
Além do lato dc que vérios zeolitas ¢ amidos naturais ¢ modificados j& tcnham sido testados para a

separagao de compostos neutros de tamanho grande, Jfoi o descnvolvimento de um gel de dextrano
entrecruzado que possui propricdades de uma pencira quase perfcita, por PORATH e FLODIN, que
Iniciou a cromatografia por cxclusao para separagdes de moléculas dc interessc biolégico em solugoes

aquosas.

f

/' Scparagdces por tamanho de polimcros, rcquisitando o uso de solventcs orginicos, foram rcalizadas

L

por MOORE, usando policstircnos com grau vanidvel de cnlrccruzamcnl(D

r—f’\,s primciras experiéncias cm cromatografia por bioafinidadce foram [citas por LERMAN ¢ col. em

i ' 4
1951 Eles isolaram anticorpos usando uma coluna rccheada com celulose contendo os anligenos
aproepriados. Apcrlcigoada por ANFINSEN c col., com o uso dc gels de dextrano contcndo grupos

cspecificos quimicamente ligados, csta técnica tem grande aplicagao na scparagao ¢ purificagao de
protcinas ¢ dcidos nucléicos, pois permite a imobilizagdo de somente as espécics complecmentares aos

grupos ligados, ¢ a sua posterior cluigdo com nova [ase movel.

Virias outras revisoes histdricas, mais extensas e/ou mais especificas, se encontram na leitura de

cromatografia. O leitor interessado pode consultar, dentre eslas, a publicada por MORHY.

-

® 3. AS CLASSIFICACOES DA CROMATOGRAFIA

'/Siio vArios os critérios usados para a classificagao das difcrentes modalidades de cromatografia, sendo

os mais comuns rclacionados A técnica empregada, ao mecanismo de scparagao cnvolvido ¢ aos diferentes

tipos de fascs utilizadas.
A forma [isica do sistcma de cromalografia dcfinc a técnica geral: a fasc estaciondria pode ser 3%

colocada em um tubo cilindrico ou disposta sobre uma supecrlicic planar, Bascando-se nesta, a
cromatografia pode scr subdividida em cromatogralia em coluna e cromatograa plana;j‘Na primeira, de
acordo com o tamanho do didmetro interno do tubo, temos as colunas prcparativas (656 mm), analiticas
(2-6 mm) e com microdidamctro (<2 mm). As colunas prcparativas ¢ analiticas sempre apresentam a fase
e<tacionria na forma de particulas € a fase ativa na [orma de um s6lido ou de um liquido que tanto pode
recobrir a superficie do s6lido como estar quimicamente ligado a ele. As colunas com microdidametro

também podem ser recheadas com a fase estacionéria ou podem possuir a [ase estacioniria sob a forma de

um filme ou de particulas aderidas nas paredes do tubo.

/ ‘ ® ® ,
' Considerando o cstado fisico da fasc movel, distinguc-sc alcromatografia gasosa, ondc a fase movel

é um gés, a cromatogralia liquida, ondc a [asc movel € um liquido, ¢ a cromatografia supercritica, onde se
usa como fasc moével um vapor pressurizado, cm tcmpceratura acima de sua tempcratura critica, com as
vantagens dc ter viscosidade menor do liquido, mas mantendo as propricdadces de interagao com 0S 50101051

N\

15




\ A cromatogralia liquida em coluna também se divide cm dois grupos: a cromatografialiquida cléssica,

”'“.a—-“ TN P B PRy ¥ Sl ’

[eita em colunas de vidro, sob pressao atmosfcnca com o fluxo da fasc movel devido 2 forca da gravidade
(por isto, As vezes esta técnica & chamada "cromatografia liquida por forga dagravidade(); ¢ a crom alograﬁa

liquida de alta cﬁcmncna (CLAE) que usa colunas mctélicas ¢ pressoces de fasc movel clevadas, obtidas

R Ly e prarr

com auxilio_ de uma bomba dcaltapressio. (c por isto, 6, as vezes, chamada’ 'cromatografia liquida dc alta

 Rag. v -

pressao) quce pOdc mpurrar a [asc m()vcl com Va7d0 mals [gjL,d;’D(rCQUHandO cm oulrdo nome:

‘cromatogralia liquida de alta vclocxdadc") Sugcrc sc, como nome preferido desta téenica, cromatograﬁa

liquida de alta eficiéncia, devido {ua caractcristica'mais importante, que € a clevada cficiéncia atingida
na separagao\

i

O estado fisico da fasc estaciondria_pode scr liquido ou séhidg. O liquido pode estar simplesmente

Uy g gpas RN,

espalhado sobre um suporte s6lido ou imobilizado sobre cste. A imobilizagao_pode en‘_volvc‘r r ligagoes

it S aaman T oS R e Rl b e e LS adeadinablaal  ShReShaatiEAiRER A} A

quimicas entre o lquldO € 0 suporte ou somente entre as cadmas do préprio liguido. Devido as vantagens

- RS, A . ca A . e L A P e—

de volatilidade e - solubilidade reduzidas atribuidas as fases estacionarias contendo a partc ativa na separagao
quimicamente imobilizada sobre o suporte, ¢ comum considerar-se esta uma catcgoria distinta, ou scja, a

P T .

cromatogralia com fase ligada. Justifica-se esta distingao pclo fato de que scu meccanismo de separagao

freqiientemente difere dos mecanismos atribuidos 3s [ases estacionérias liquidas ou solidas.

A Figura I-1 mostra as cla afia, scgundo as formas (isicas mais cncontradas.

CRITERIO DE CROMATOGRAFIA

CLASSIFICACAO l

‘;l

TECNICA PLANAR - EM COLUNA
FASE MOVEL Liouioo GAS FLUIVO LIOUIDO
] SUPERCRITICO l

1 -

FASE Liouioo  sduLipo FASE LIQUIDO sdLID0 FASE séL100 FASE LIOUIDO sdL1DO FASE
: LIGADA LIGADA LIGADA LIGAD A
ESTAGIONARIA | . l
| |
|
| | "
TIPO CE

CP cCCco cCo CGL CGS CGFL CSS CSt C cLS .

CROMATOSGRAFIA L t L L CE CLF L CTi
FIGURA I-1 Classificagdo de cromatografia pelas formas [isicas.

EUma outra classificagao bascia-se na polaridadc rclativa das fascs. Em cromalograﬁa £as0sa, a fasc
moével € inerte e a separagao ocorre devido as interagoes das moléculas da amostra com a fase cstacionaria,

enquanto que, na cromatograflia liquida, a polaridade de ambas as fascs ¢ importante. Chama-sc
cromatografia liquida com fase normal quando a fasc cstacionéria ¢ mais polar do quc a fasc movel, e
cromatogralia com fase reversa quando sc tem o inverso, ou scja, a fase movel é mais polar ¢ a fasc
cstaciondria mais apolar.

O método dc introdugao da amostra ¢ scu subscqiicnte desenvolvimento constitui um outro Lipo de
Cl{l‘.SIﬁCa(;do (Figura [-2). A introdugao da amostra cm uma unica aplicacao ¢ scu descnvolvimento com

16
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uma fase mével pura, que arrasta a amostra ao longo da coluna, ¢ o método da eluigao, o tipo mais
encontrado em cromatogralia analftica. Na cromatografia preparativa, especialmente em nivel industrial,
[reqientemente usa-s€ O desenvolvimento por deslocamento, onde os componentes da amostra, uma veZ
aplicados a coluna, sao arrastados ao longo da mesma usando, como fase mével, um deslocador que € mais
atraido pela fase estaciondria que qualquer um dos componentes. O cromatograma resultante nao mostra
picos scparados, mas bandas dos componentcs separados (Figura I-2). Também se encontra cm UusoO
industrial a anélise frontal, onde a amostra é continuamente aplicada 2 coluna, scndo o componcntc menos
retido o Gnico que sai na forma pura (Figura I-2) ;]

IN(C10 ~

FASE . )
ESTACIONARIA

(COM ELUENTE)

DESENVOLVIMENTO

ELUENTE - DESLOCADOR AMOSlTRA
| ' |
% NN\ D
. —J—C+E .
m — 8+ C A+
B +E g
A+ B
; BN
— -
|

O

+ +

eci b + @ Q
b NG <

A B C™—— : '
T : ' a
. allBilcCcoilD
' J |
DESLOCAMENTO

FIGURA 1-2 Mdtodos de desenvolvimento cm cromatogralia.
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Entretanto, considera-se que a classificagao mais importante ¢m cromatografia baseia-se no
mecanismo_de separagao, que pode ser por processos fisicos, quimicos ou mecanicos.

Os processos fisicos sao de sorgao - adsorgao ou absorgao (partigao) - e sao baseados principalmente
em atracoes eletrostiticas ou dipolares (forgas de van der Waals), incluindo a formagao de pontes de

hidrogénio.

Quando se trata de um s6lido, como silica ou alumina, como fasc cstacionéria, a adsorcao do soluto
ocorre na interface entre o sélido e a fase movel, devido a presenga de grupos ativos nas suas superficies
(Figura I-3a). A dessorgao do soluto implica na volta deste A fasc mével. Este é o mccanismhgu__“maj;sﬂ

[N P et DI RS GERE T ST .

comumente encontrado em cromatogralia em camada delgada (CCD), em cromatografia gas-solido (CGS),

R W G g s S

cromatogralia liquido-s6lido (CLS) e cromatogralia supcrcritica com fasc cslgcioné[iaa_sf(’)lidfé“(CSS).
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IFIGURAI-3 Iisquema dos mecanismos cromatogréficos de a: adsorcio: b parti¢do; ¢: troca idnica: d: bieafinidade ¢ ¢ exclusio
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‘Quando a fase estaciondria ¢ um liquido, espalhado na superfici¢ de um suporlc solido e inerte, ou
nas paredes do tubo cromatografico, o processo 6 intralacial; ocorrendo por absorgao, ou particao, que se
baseia nas difcrentes solubilidades dos componentes da amostra na fasc estacionaria,(Figura 1-3b). A volla
dos componentes A fase mbvel depende de sua volatilidade (fase movel g gasosa) ou de sua solubilidade nesta
lase (fase movel liquida). Encontra-se este mecanismo na cromatograflia cm papcl (CP), na cromatografia

gas-liquido (CGL) ¢ na cr()nmlo&,rdﬁa lfquldo-lfqmdo (CL.L). A

As fascs quimicamente ligadas sio preparadas reagindo-se alguns grupos hidroxilicos que se
encontram na superficic do s6lido, normalmente a sflica, com grupos alquilas ou alquilas substituidos.
Dependendo do tipo de ligagio entre o suporte ¢ a cadeia substituente, estas fases mostram maior
estabilidade as temperaturas altas ¢ resistem a dissolugio pela fasc mével. Estas fases estacionarias
apresentam aos componentes da amostra tanto cadeias longas de alquila, que funcionam como liquido

apolar, como regides da superficic com pontos ativos interfaciais, Sendo assim, o mecanismo de separagao

destas fases ¢ um compromisso cntre parti¢io ¢ adsorgao ¢ as suas contribuigdes dependem da quantidade
rclativa de cada tipo de grupo funcional. Estas fascs estaciondrias quimicamentce ligadas sdo as formas mais

representativas de cromatografia liquida em coluna (CLFL), sendo também muito usadas na cromatogralia
que cmprega um fluido supercritico com fase movel (CSFL). Apcsar de terem sido inicialmente

desenvolvidas para a cromatografia gasosa (CGFL), o scu uso nesta modalidade € menor, exccto com
colunas de dimensdes capilares, onde a fasc estaciondria esté [requcentemente imobilizada ou quimicamente
ligada a parede do tubo. Fases quimicamente ligadas cstdo sendo usadas com mais frecqiiéncia na
cromatografia cm camada delgada (CCD), especialmente na téenica chamada cromatografia em camada
dclgada de alta cficiéncia (CCDAE).

Para o processo quimico de troca idnica, a fase cstaciondria ¢ constituida de uma matriz. ondc sao
adicionados grupos funcionais ionizdveis. Assim sio obtidos os trocadorces anidnicos quc tém sitios ativos
carrcgados positivamente, relendo dnions, ¢ os trocadores calionicos, que tém sitios carregados

ncgativamentc quc retém citions.

A fase movel €, geralmente, uma solugio idnica com propricdades tamponantes, escolhidas de forma
a scr compativel com o tipo dc trocador usado. Desta mancira, sc fasc cslaciondria rctém cations, a fase

moével deve conter cations capazes de substitui-los preferencialmente. A Figura -3¢ indica uma

representagio do mecanismo de cromatogralia por troca ionica (CTI) (ver capitulo V).

Outro processo quimico cncontrado na cromatografia utiliza grupos com cspecificidade biologica

quimicamente ligado as matrizes. Estes grupos, quc podem scr, por cxemplo, antigenos, enzimas ou
lccitinas, retiram da fase movel somente os componcnlcs complementarcs, os anticorpos, protcinas ou

actcarcs, respectivamente, deixando passar todas as outras cspécics da amostra, como indica a Figura I-3d.
Na cromatogralia por bioafinidade (CB), a cluigao dos componcentes retidos pode ocorrer com a mudanga
das propricdadcs da fasc movel, por cxemplo, a sua acidez, que modifica as propricdades ou do grupo
ligado ou do scu complementar, ou por métodos de deslocamento usando outro grupo fortemente atraido

(ver capitulo VI1I).

~ TTA cromatogralia por cxclusio (CE) bascia-sc_cm um processo puramente mecanico. A lase

-,y
—— e e mn emos - “nh I — e .
- —*

natriz dc composigao inerte, com parlnculds de forma, tamanho e porosidade uniformes.,

cﬂacnonana é umart

e —— | — —— ———

T e, A ————A—
Tt -

As moléculas s da amostra sao scparadas porquc as menorcs sao capazces de penctrar facilmente em todds

0S POros da lasc cslamonana cquilibrando-sec com a fasc movel intrasticial e intersticial, enquanto_as
malores Sao excluidas dc todos o0s poros| passando cntre os grinulos acompanhando a fase movel
mlcrsllcml isto ¢, a fase movel que fica fora dos poros (Figura I-3¢). As moléculas com tamanho cletivo
intcrmedidrio migram com velocidades varidvels entre estes dois extremos, sendo que possuem pcnelragao

sclctiva nos poros, entrando ecm alguns, mas nao em todos, c saindo da coluna em ordem relacionada com,

scu tamanho clctivo (ver capitulo VI).
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4. ALGUNS TERMOS TECNICOS

/ A cromatograﬁa tem aplicagoes qualitativas e quantitativas, obtidas analisando o cromatograma
depois ggicu desenvolvimento, quer_ dgitimcx}te na superficie planar, quer pelo sinal registrado apés o
eluato passar por um detectors Os—métgdgsdé se obter informagdes quantitativas sao espccificos para cada
tipo de cromatografia; eles serdo expostos nos capitulos seguintes. Aqui serao comentados algumas
definicdes e termos mais gerais, comuns a todos os lipos de cromatografia.’

As Figuras I-4 ¢ I-5 mostram cromatogramas tipicos de cromatografia planar e cromatografia em
coluna, respectivamente. Nelas também sio indicadas algumas medidas de distancia, importantes a cada

tipo de cromatografia utilizada.

Na cromatografia planar, a fase mével, proveniente de um reservatério, passa através dos pontos de
partida da amostra e arrasta os componentes da amostra durante o processo de desenvolvimento. Define-se
por dr a distincia percorrida pelos componentes e por dm a distdncia percorrida pela fase movel

(Figura I-4).

__________ Linha de chegadao
da fase movel

ponto de partida
profundidade da

fase movel

[FIGURA 14 Cromatograma tipico descnvolvidq por cromatografia planar.

ey

N

Os mesmos termos se aplicam a um processo cromatogrifico rcalizado em coluna, desde que os

componentes permanegam no tubo cromatogralico sem sercm cluidos. Contudo, normalmente a
cromatografia cm coluna procede com fluxo continuo da fase mdvel, até que todos os componentes tenham

saido da coluna c as suas presengas sejam dctectadas pelo detector e indicadas graflicamentce
Alternativamente, o cluato pode ser coletado cm fracoes de volumes idénticos, as suas concentracoes

medidas e o cromatograma construido, considerando o nimero do tubo de cada ragdo cquivalente a uma

unidade dc distincra.
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Nestes cromatogramas, Figura I-5, a linha dc base representa a passagem somente da fase movel
através do detector. Quando eluem os componentes sio registrados os picos, cujos perlis sao proporcionais
as concentragocs rcspeclivas. Denomina-se JR a distancia percorrida pelo papel desde o instante da
5, Injecao da amostra no sistcma cromatogréfico até o maximo do pico tragado, e dM a distancia desdc a
injccao até a eluicao de um componente que nao inlerage com a fase estacionéria. O dm também rcpresenta

a distdncia gasta por uma molécula da fase movel para ir do ponto de injegao até o detector.
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" |
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ponto de |Wb|
INje¢ao
DISTANCIA ———=
IFIGURA I-5 Cromatograma tipico obtido por cromatografia cm coluna.

o

Para a cromatografia cm coluna é mais comum utilizar ou tcmpo ou volume, em vez da distincia,

scndo quc esta dltima ¢ medida no papcl, cnquanto o tempo ou o volume podem ser dirctamentce

rclacionados com o processo ocorrendo na coluna cromatogralica.

- Por isto, o tcmpo dc retengao, o tempo gasto desde o ato de injegao até a saida do componente do
B it . . e A o . . .
sistcma, LR , é a varidvel impressa pclos dispositivos cletronicos, freqiicntemente acoplados a sistemas

automatizados de cromatografia. Faltando cste dispositivo, o tr € calculado a partir das medidas fcitas no

cromalograma:

(R = dr /1,

ondc f é a velocidade do papel no registrador grilico, cm unidades de cm/min ou mmys.

O tempo dec rétengz‘io cngloba todo o tempo que o componente em questao fica no sistema
cromatogréfico, quer na fase moével, quer na estacionaria. Quando as moléculas do soluto ficam na fase
o moével, elas devem movimentar-se com a mesma velocidade que as moléculas da propria fasec mével. Entao,
a partc do tcmpo em quc as moléculas do soluto cstao na fasc movel € igual ao lcmpo gasto para as moléculas

de fase mével percorrerem a coluna, t, :

IM = dm /L
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Sendo assim, a partc do tempo em que as moléculas do soluto ficam retidas na fase estacionéria é
calculada pela diferenga:
IR =4 - M.

O tg, otempo que o soluto fica retido na fasc estaciondria, € também chamado de tempo de retencao

i
i

ajustado.

Similarmentc, o volume da fase m6vel nccessario para eluir um componcnte, VR, € calculado a partir
do cromatograma:
VR = (rF = dR F/{,

onde F é a vazio da fasec m6vel em unidades de mL/min ou mL/s. De mancira similar € calculado o volume

requisitado para um componente nao retido sair da coluna:

VM = tMF = duF/ L

O VM, também chamado volume morto, representa o volume da fase mével nos intersticios de uma

coluna recheada, ou nos espagos vazios em colunas contendo a fase estaciondria somente recobrindo as
paredes.

Para evitar possivcis confusdcs resultantes dos diferentes mecanismos de separagao, na cromatografia
por exclusdo o volume da fasc mével necesséario para cluir um componente nao retido € chamado Vo ;
este volume representa a parte intersticial da fase mével nesta modalidade, isto €, o volume da fase movel
fora dos poros, enquanto o volume total da fase mével na coluna, Vi, € a soma do volume intersticial, Vo,

e o volume intrasticial, V; -

V[ - V() +- V‘ .

O volume total contido na coluna em cromatografia por exclusio, V¢, inclui também o volumc da
matriz merte; Vg : .

Ve = Vo + Vi + Vg.

Nas outras modalidades de cromatografia, o volume total dentro da coluna ¢:
Vc = VM + VS ;

onde Vs € o volume da fase estacionaria.

Estas medidas de distancia, tempo e volume sao usadas diretamente para fins qualitativos, isto é, para
a identificagdo das substancias contidas nas amostras, por comparagao dos tcmpos ou volumes de retencao
ajustados. Estas medidas sao tamb¢m usadas para calcular os vérios valores relacionados a retencao ¢ 2

cliciéncia das scparagocs cromatogrélicas.
O fator dc retengao para cromatografia planar é definido:

Comparagoes do valor de Ry da amostra com 0 de um padrio é o método qualitativo mais usado na

cromatografia planar.

Na cromatografia em coluna, a retengao de um componente ¢ determinada pela razio dos tempos

que as suas moléculas [icam retidas na [asc estaciondria ou percorrendo a coluna na fase mével. Este termo
’ )

chamado razao de distribuigao das massas, Dm , ou, nos vocabulirios vclhos, fator de capacidade, k, €
) )

delinido por:

ir - tM
Dm =— = (R / tm.

IM
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Ele € relacionado ao cocficiente de distribuigao, Kp , pelos volumes das fases:
Kb =Cs /CM = Dm VM / Vs = Dmf ,

onde Cs ¢ CMm representam as concentragdes do soluto nas fases estacioniria e mével, respectivamente,
e f € arazao do volumc da fase mével, Vi , pelo volume da fase estacionéria, Vs .

Na cromatografia por exclusio, o fator de capacidadc, k’, € definido:

VR - Vo
kX = .
Vo

A difercnga entre D e k’ relaciona-sc ao fato que, na cromatografia por exclusao, o volume
requisitado pela passagem dc uma substancia nio retida é Vo , 0 volume da fase mével intersticial, ¢ nao
o volume total desta fase. -

O coeficiente de distribuicio de cromatografia por exclusao, Ko , também utiliza os termos

relacionados a esta modalidader

pd

VR - Vo .
Vi

KO =CS/CM =

Os termos de retencao sao caracteristicos de um componente. Quando sao envolvidos mais de um

componentc na amostra, também calculam-se termos de separagao.

¢: O fator de separagio, a, é calculado pela razao entre as respectivas razoes de distribuigao que sao,
| . _ .
| por sua vez, rclacionadas aos tempos dc retengao ajustados:

\

a = Dm2 / Dmi = UrR2 / URi

O fator dc separacio scmpre trata com dois picos adjacentes. Um outro termo, a relengao rclativa,
rLp ,envolve arazio de tempos de retengao ajustados do componente € de um padrao, respectivamente.

'A retencao relativa € usada para identificagao de substéncias e pode ser calculada para quaisquer picos no

- - cromalograma, livre da restrigao de serem adjacentes.

Uma outra medida quantitativa de separagao de dois componentes consecutivos € a resolucao, Rs,
usada em cromatografia em coluna e calculada a partir da distancia que separa as maximas dos picos

divididos pela média das larguras de suas respectivas bases, wp (Figura I-6):

2(drz2 - dr1 ) Adr
/ Ry = —— ST

\ Wbl + Wb2 Wb2

\

e

Para a largura dc basc é scmprc tomada a distincia cntre as tangentes tragadas nos lados do pico.

Quando os picos sio bem adjacentes, a média das suas larguras podc scr substituida pelalargura do segundo

Tt

— piCO. o
- 'A u

A resolucao cm cromatografia planar € dcterminada pcla separagao entre as manchas:

R (planar) = 2(dr1 -dr2 )/(ws1 + ws2 )

ondc Ws € a largura longitudinal da mancha, enquanto o fator de scparagao ¢ representado pela razao

entre os fatores de rctengao:
‘#l a

A eficiéncia representada por um cromatograma é medida em termos de nimero de pratos gerados,

Ri /Rp = dr1 /dr2

te6ricos ou efetivos. Um prato tedrico pode ser considerado equivalente a uma etapa de equilibrio entre
as duas fascs, analogo aos pralos teé6ricos da tcoria de destilagao. Quanto maior o nimero de pratos, mais

equilibrios existirdo, maior serd a cliciCncia e, portanto, mclhor a separagao.
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FIGURA I-6 Mcdidas rclacionadas a determinacdo dc resolucio.
cromatograma:

Portanto, quando as manchas nao sao bem dcfinidas, a eliciéncia da corrida € baixa.

Na cromatografia em coluna, o nimero de pratos teéricos, np, € calculado a partir do cromatograma:

16d2 / wo* = 5545(dr / wn )%,

n

ondc wh € a largura do pico na sua meia altura.

Scndo que a eliciéncia ¢ mclhor relacionada com o tempo que o soluto permancce retido na fase
cstaciondria, € nao com o {empo total requisitado pcla corrida, o namero de pratos cfctivos, N, pode ser
calculado usando o tcmpo de retengao ajustado:

N = 16UR* / wo = 5,545 (UR /wh )2

Lembre-se que a medida da largura da base, neste caso, deve também ser cm unidades de lempo
sendo que o niimero de pratos € um nimero puro, sem unidades.

g -
O om s

:

O namero de pratos obtidos pode ser aletado por vérios fatorcs, incluindo as condigdes de anilise,
o tamanho da amostra, o tipo de soluto e, principalmente, o comprimento da coluna, fato que torna dificil
uma comparagao do nimero de pratos entre difcrentes colunas. Por esta razao, a avaliagao comparativa

entre colunas € (eita usando a medida da altura equivalente a um prato, que corresponde 2 razio entre 0
coluna, L, € o nimero de pratos.

comprimento da
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O valor da altura equivalente a um prato te6rico, h, é obtido:
h = L/n,
enquanto a altura equivalente a um prato eletivo, H, € calculada:

H = L/N.

Sendo que a finalidade mais importante de qualquer scparagao cromatogréfica € a de resolver os
componentes da amostra, devem-se considerar os pardmetros experimentais que influenciam a resolugao.
A Figura I-7 mostra trés cromatogramas, destacando as contribuigdes de eficiéncia e seletividade na
rcsolugao. Assim, m4 eficiéncia e mé seletividade resultam cm mé resolugao, Figura I-7a, pois bandas larg.as
¢ pouco separadastendem asobrepor-se. Quando a selctividade € boa, pode-se compensar a m4 eficiéncia,

Figura I-7b, obtendo boa resolugdo. O ideal ¢ boa resolugao conquistada com boa eficiéncia e boa

sclctividade, Figura I-7c.

4 -
K=

FIGURA I-7 Cromatogramas ilustrando a rclagdo cntre resolugdo, scletividade ¢ ceficiéncia. a: m4 resolucio causada por md
cficiéncia ¢ md scletividade; b: boa resolugdo devido a boa scletividade, porém com m4 eficiéncia; c: boa resolu¢do
com boa cficiéncia c boa scletividade.
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A otimizacdo da resolugao esta relacionada com os parametros experimentais na equacao geral da

resolugao: )

\/;— Dm2 a-1

RS = E— - ’

que apresenta termos relacionados A eficiéncia, represcntada pelo nimero de pratos teéricos; a distribuigao
dentro da coluna, representada pela razio de distribuigao das massas, Dm, € a selctividade, representada
pelo fator de separagao, a. Mudangas nestes trés termos geram mudangas na rcsolugz‘io e,

consequentemente, na separacao.

A equagao geral de resolugio pode ser rearranjada, permitindo o célculo do nimero de pratos

requeridos para uma dcterminada separagao.
2

2 d
nreq = 16 RS

| 2 Dm2 + 1
Dm2

a -1
Este nimero ¢ (til na determinacdo do comprimento da coluna necessério para cOnseguir-se a
separagao.
Nos Apéndices 1 a 3 sdo sumarizados estcs e outros termos basicos a cromatografia com suas

respectivas definicoes.
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@ 1. INTRODUCAO

A cromatogralia cm papel/ desenvolvida por CONSDEN, GORDON e MARTIN em 1944, ¢ uma
lécmc’ﬁ?fﬁpﬁg utiliza pcqucna quantidade de amostra, tem boa capacidade de resolugao e aplica-se, de”
prcfcrcncxa na separacao e idcntificagao de compostos polares como antibi6ticos hidrossoliveis, acidos
orginicos e fons metélicos. Segundo BROWNING e col., classifica-se como cromatografia por par tigao
liquido-liquido e na classnﬁcac;ao dos métodos cromatogréﬁcos apresentada por COLLINS e col. como

(.;.-

e d

cromatografia planar liquido-liquido.

> A separagao ou distribuigao dos componcnles de uma mistura, na cromalograﬁa liquido-liquido em

,'/‘

papcl, rclacnond _sc com as difcrentes solubilidades relativas destes componcentes,? na fase movel ¢ fase

cstaciondria. Os componcnles menos soldveis na fasc cstaciondria (Em uma movimecntagao mais rdplda ao
longo do papcl enquanto que os mais soldveis na fase estaciondria scrio seletivamente retidos, tendo uma

movimentagao mais lenta.

Y Esle mecanismo de separagao pode ser explicado da seguinte maneira: a celulose € constituida por
2.000 ou mais unidades dc glicose anidra ligadas por 4tomos de oxig€nio; wm liquido polar como a 4gua tem
grande afinidade pelas hidroxilas de cada glicose, formando pontcs de hidrogénio, ficando retido e
[uncionando como fasc estacionéria, e os liquidos menos polares (solventes orgénicos) sao repelidos por esta

estrutura ¢ funcionam como fase moével.

RN (A _cromatograflia em papcl € uma microtécnica muito Gtil para a scparagao de componentes de uma
mistura e rcalizacio da anilise qualitativa dos mesmos_em funcao dos Ry (fatores de retencao) € cores

'--ﬂ—..w

aprcscnladasDPodc _sc também realizar a anélise quantilativa, utilizando-se o densitometro, bem como a
extracio dos componentes separados mediante um solvente adequado, ¢ entéo, utiliza-se um método

instrumental para quantificar o componente isolado.

”-‘

( ~ A forma mais simplcs da cromatogralia em papcl € a cromatografia ascendente que utiliza uma tirade

\papcl de comprimento ¢ largura varidveis, em [ungao da cuba cromatogralica a ser utilizada. Marca-s¢ com
'14pis o ponto dc partida da amostra, a uns 2 cm de uma das bordas do papcl, e marca-sc também a linha de

chegada da fasc movel (ou frente do solvente), geralmente distando 10 cm do ponto de partida. Dependendo
~ da largura do papel, podc-sc colocar apenas uma aliquota do padrao ou da amostra, centralizando-se esta
aplicagao na linha de partida. No caso da possibilidade de colocar-sc mais de uma aliquota no ponto de
partida, deixa-se 2 cm de distancia das bordas laterais € um intervalo entre os pontos de aplicagdo de 1,5

2,0 cm.

/ A largura da tira do papcl, acima da linha de chegada da fase mével, deve ser igual ao didmetzo interno
~da cuba, de manecira que o papel lique suspenso na vertical, impedindo de deslizar-se para bawxo.{O nivel da
/" fase mével deve ficar abaixo do ponto de partida da substincia; devendo, sempre, haver uma boa vedagao

da cuba cromatogréalica para que nao se¢ perca o vapor desta fasc (Figura I1-1).
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IFIGURA 11-1 Diferentes tipos de cromatografia em papel de acordo com as técnicas de descnvolvimento.
['M: fasec mé6vel; PP: ponto de partida; LC: linha de chcgada da fasc mével; drl e dr2: dist4ncias percorridas pelas

substincias; dm: distdncia de migracdo da fase mdvel,
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Por capilaridade a fase m6vel comeca a se movimentar em fluxo ascendente, inicialmente rapidamente,
diminuindo gradativamente até parar por completo quando a forga ascendente da capilaridade for
neutralizada pela agao da gravidade; Quando a fase movel atingir a linha de chegada geralmente a 10 cm
B do ponto de partida, retira-se o papel da cuba cromatografica e seca-se atira de papel com secador de cabelo
i T com ar quente ou frio até eliminar-se a fase mével. No caso de mistura de substancias de componentes
4 coloridos, 2 medida que ocorrer a separagdo, a cor tanica se desdobrar4 em cores distintas em fungao do

numero de substdncias que a compoem. No caso de mistura de substancias incolores pode-se detectar

—-_—T W .

(revelar) estes componentes por técnicas diversas.

A anilise_qualitativa de uma substancia realiza-sc atrayés de scu Rr. quesc determina utilizando-se

a EXPILCSsaq: ¢

4

distincia (cm, mm) percorrida pcla substancia

(= .. . . :
distancia (cm, mm) pcrcorrida pcla frente da [ase movel (

Na prética, a distancia percorrida pelo soluto em um tempg determinado, mede-se desde o ponto de
aplicacio ou ponto de partida da amostra até o_centro da manchi, e a distincia percorrida pela fase moyel,
desdc o ponto de. partida até o ponto extrcma.atingida_por ela, L, a linha de chegada da fase_movel
(Figura I1-1).

o O R ¢ uma constante [isica de uma determinada substincia, desde que sc observem as caracteristicas
s do papel, a qualidade e quantidade da fasc mével, a temperalura, o volume ¢ a concentragag da substancia

aplicada.

——

7’

] ' E aconsclhivcel, quando sc rcaliza a andlisc qualitativa ¢ quantitativa de uma substiancia ou mistura dc

substincias, trabalhar com padrio ¢ amostra de forma a mais scmclhante possivel ¢ fazcr-se a analise de
ambos nas mesmas condicocs, cvitando-sc desta mancira, 0s €rros de analise devidos ao papel, fase moével,

tempecratura, clc.

Uma scparagao adecquada dos componentes de uma mistura est4d também relacionada com a difusao
em funciio da concentragdo, difusdo lateral, cquilibrio incomplecto, soluto, fasc movel e [ase estacionaria.

A separagao dos componentes de uma mistura pode scr incompleta (superposigao das manchas) ou
por causa da movimentagio do soluto de regides de maior concentragio para regioes de menor concentragao
ou por difusdo lateral, quando soluto c a [ase movel percorrem distdncias difcrentes (percursos laterais em
determinadas regioes do papel) ou ainda também por (luxo rapido, nao dando um tempo idcal de contacto
do soluto entre a fase mével e a fase estaciondria. Uma sugestao para a resolugao destes problemas € a de
que sc procure trabalhar nas condicdes mais proximas possiveis, de qualidade e quantidade, entre padrao
¢ amostra, usando-sc o mesmo papel, fasc movel, temperatura, clc., isto €, cromatografando-se,

mente, padrido c amostra ecm condigocs absolutamcnte id¢énticas.

concomitantc

T,

Cromatografia em papel (CP): m¢élodo (isico-quimico de separagio dos componcentes de uma mistura,

em funcio do deslocamento difercncial de solutos, arrastados por uma fase movel, scndo rctidos

sclctivamente por uma fasc cstaciondria liquida (4gua), na cromatografia com fasc normal.

}0 —Y) Suporte: papclsobre o qual fica rctida a [asc cstaciondria, dgua.

70 ——P Fase mével: um liquido ou mistura de liquidos que flucm através do papel, arrastando os solutos.
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6 ——PD Revelador ou Agente cromogénico: .agente fisico (U.V., por exemplo) ou qufmico (por ex., vapores

de iodo) que tornam visiveis as substancias separadas pela cromatogralia em papel.

uo.-———P Resolucio: distincia minima em que se encontram duas manchas sendo ainda possivel distingui-las
individualmente.

Desenvolvimento: é 0 movimento- diferencial dos componentes de uma amostra, ao serem deslocados
pela fase m6vel. Em fungdo de sua diregado podemos ter: ascendente, de baixo para cima; descendente, de

cima para baixo; horizontal, do centro para a periferia conforme um circulo imaginério tragado no plano
. |
horizontal.

Aplicacao: colocagao da solugdo da amostra (mistura das substincias) no ponto de partida sobre o
papel cromatogralico.

Frente da fase mével: linha de chegada da fase mével, visivel ainda quando se retira o papel da cuba
cromatografica. *

Distiincia percorrida: distincia percorrida pela fase mével, desde o ponto de partida até a linha de
chegada (geralmente 10 cm) ou a do componente, no mesmo tempo.

Rr: 0 quociente entre as distancias percorridas simultaneamente desde o ponto de partida, ate€ o centro
de maior concentragao da mancha do soluto e até a frente da fase movel.

Camara ou Cuba cromatogrifica: recipicnte de vidro com tampa fcchada hermcticamente, nao
dcixando escapar vapores da fase mo6vel € onde se coloca o papel de cromatografia.

Cromatograma: papel com as substdncias scparadas.

Saturacao da cuba: distribuigao: uniforme no interior da cuba da fase vapor da fase mével apés

alcangado o equilibrio (para obter-se a saturagao deve-se colocar papéis dc filtro, cmbebidos na fase movel
adcridos as parcdces latcrais internas das cubas).

3. CONSIDERACOES SOBRE A CROMATOGRAFIA EM PAPEL

r 4

8

Empregam-sc quantidades de amostras da ordem de microgramas a miligramas. A resolugao depende

da conccn[ragz’io ¢ didmetro da mancha aplicada. ‘A anélisc ¢ répida, desde minutos, ou demorad

— — e OB m.z_iy‘ até hOfas.
E Tfacil eluir as substancias do papel. Substancias —

hidrofilas sio sc:paradas com facilidade, as hidrofobas
requerem tratamento cspecial do papel. As fases moveis devem estar saturadas com 4

CIS gua. Usam-se cubas
cromalograficas perleitamente vedadas para manlcr -sc ovapor do sistcma solvente. O desenvolvimento pode

cer at;(jcnd(,nlc descendcente, circular ou homonldl Tem suporte flexivel, muito pratica no preparo do

suporlc; é s6 cortar o papel de cromatografia. O Ry € reprodutivel para caracterizagao; dng[anc;as

pcrcorndas pclafrente dafasc movcl vanam de 10 100 cm IDcve-sc ter um contr

_ . n4Lc ‘ ole ngoroso das condlc;ocs .
Substéncias corrosivas ndo scrvem como agentes cromogénicos e lcm-sc C litada

a—

-'---_ (
e d ———

Exns(c um nmcro limitado de suporles: papcl ¢ scus derivados:

madcquada para a sclcgao da fasc movel
para a cromatogralia cm coluna; 6tima para acompanhar o desenvolvimento de uma técnica d

C s€paracgao
de produtos ¢ pode ser quantitativa. A CP tem sensibilidade rcgular, porque hi difusio da amostra
par(lcularmenlc quando os Rr sao allos. ,

34

e vreer pgeen Wl | wpre b



a cromatografia em papel;

As explicagdes anteriores tratam principalmente dos aspectos elementares d
s aplicagoes

relatam-se, a seguir, mais explicagdes sobre ateoriae a prética desta técnica, assim como, sobre a

e as variaveis (papel, fase moOvel e temperatura). ‘
4_

3.1. Papel

O suporte na cromatografia em papel ¢ uma tira retangular ou uma folha circular de papel que funciona

como uma camada [ina dc celulose. Deve-sc observar que o papel cromatografico ¢ uma varidvel muito
importante e, dependendo da amostra a ser analisada, empregar (testar) os papéis das marcas Whatman

(Tabela II-1), S & S (Schleicher e Schull) e Macherey-Nagel.

Para usos cspeciais é preferivel modificar-sc o papel; os mais utilizados sao:

a. Papel acetilado - til para separar substancias hidrolilas.

b. Papcl impregnado - cmprega-sc na separagdo dc substdncias modcradamente hidrofobas ou

hidrofilas. O papel é umedecido ou com silicona, ou com paralipra, ou com dimetilformamida ou

aminas de alto peso molecular.
Papel carregado - dispersio de resinas poliestirénicas, trocadoras de ions, nas (ibras de celulose,

permitindo a scparagao dc substdncias orgdnicas ¢ inorganicas.

d. Papcl de fibra dc vidro - as fibras de cclulose sdo substituidas por fibras dec vidro (Whatman Gl

81, 82 ¢ 83), usa-se para condigdcs cxtrcmas de tempceralturac dec acidez, ¢ devem ser impregnados

com suspensocs aquosas de silica gel ou alumina.

c. Papcl tratado - para substancias anlotcras ou com muitas hidroxilas.

- o - Tabelaj—ll-l - -

N —
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Principais tipos de papéis Whatman utilizados em cromatografia

Espessura Distincin aproximada (mm)
(mm) percorrida pela digua apos
30 minutos em CP ascendenle

N° Observagoes

i————

1 Mais citado ¢ o mais utilizado
dos papcCis

2 Vcelocidade de fluxo um pouco
mcnor quc o anterior

3 Papel espesso com supcerficic
rugosa quc sc usa para grande
quantidadc dc amoslra

3MM DPapcl espesso quc s usa
também para grandc quanti-
dade dc amostra, fluxo mais

lcnto que o anterior

4 Papcl com velocidade de fluxo
mais rdpida quc os anteriores

540  Papcl previamente lavado com
cido cloridrico diluido para climi-
nar cations ¢ dnions quec possam
» interfcrir cm determinadas scparagocs.
», Supcrficic muito lisa 0,10 %0

0,16 130

0,14 120

0,38 130

0,33 120

0,20 140
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3.2. Fase movel

% A fase mével na cromatografia em papel ¢ a varidvel que possut maior cleito nas scparagoes dos
componentes de uma mistura. Considerando um par de liquidos, o mcnos polar funciona como fase movel
e 0 mais polar, como fase estacionéria (cromatografia com fasc normal). Para uma scparagao particular dos

componentes de uma mistura, tem que se levar em considcragao a nalurcza quimica das substancias que

devem ser separadas, assim como, a viscosidadc e a polaridade da fase mOvel (Tabela [1-2).

Tabela I1-2

Algumas fases moveis ordenadas em fun¢io de suas polaridades )

e ——

———

Solubilidade da dgua Constante dielétrica Viscosidade ‘
- (g/100mLa20°C) . (0rC) | ~ (mPasa20°C)
Eter de petréleo (30-60°C) * imiscivel 1,84 0.3
I{exano imiscivel 1,88 0,32
Benzeno 0,08 2,29 ) 0.65
Eter dietilico 7,50 4,34 0.23
Clorolérmio 0,82 4,80 057
Acctato dc elila 8,60 6,02 0,45
Dicloroctano 0,60 10,40 0,79
Butanol-2 12,50 17,80 4.21
Acctona miscivcl 21,50 0,32
Etanol misci<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>