Capitulo X-2
CromATOGRAFA PlanAr

Analvytical Chemistry - Robert V. Dilts,
D. Van Nostrand, ISBN 0-442-22158-4
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Os métodos de Cromatografia Planar incluem:

» cromatografia em papel
» cromatografia em camada fina
> electro-cromatografia
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CROMATOGRAFiA Em Papel

» O papel utilizado é constituido por fibras de algodao purificadas

contendo 99% de celulose. A celulose & um polimero de glucose
(57.000 — 1.500.000).

» Ao longo da estrutura existem grupos —OH expostos que
estabelecem pontes de hidrogénio entre as cadeias.

» A estrutura é variadvel, sendo composta por zonas compactas e
cristalinas (ordenadas) e por cerca de 40% de zonas amorfas com
maior tendéncia para a adsorcao da agua.

» O papel SO funciona como suporte da fase estaciondria (agua
adsorvida).

» A fase moével move-se através da fase estacionéria, por accao
capilar, algumas vezes assistida por gravidade ou potencial
eléctrico.
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=="Aplicacdo da Amostra

A aplicacdo da amostra é dos aspectos criticos da cromatografia em
papel, particularmente para uma anéalise quantitativa.

Para amostras concentradas deve-se aplicar uma pequena gota (com a
ajuda de um tubo capilar) a 1 ou 2 cm acima da extremidade do papel. A
superficie de deposicdo da solucdo deve ser a minima possivel (nao mais
do que 5 mm de didmetro). Para solucdes diluidas deve fazer-se 3 ou 4
aplicacdes, evaporando a amostra entre cada aplicacao.

Desenvolvimento do Cromatograma

O desenvolvimento do cromatograma & o processo em que a amostra é
“arrastada”’ da fase estacionéria pela fase moével.

Depois de ter evaporado o solvente da amostra, o papel é colocado num
recipiente fechado que esta saturado com os vapores da fase moével.

Ter cuidado para que a linha de solvente ndo toque na amostra.

Depois do solvente subir cerca de 2/3 do papel, remover o papel do
recipiente e secéa-lo.
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Revelacdo do Cromatograma

Existem varios métodos para visualizar os varios componentes da
amostra. Os métodos mais comuns sao:

» pulverizar com um reagente quimico (ninidrina)
» reaccdo com uma fase gasosa (amoénia, H,S).

» examinar o papel com uma luz ultra-violeta (& valido quando
existem componentes fluorescentes).
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" Factor de Retardo — Ry

V_ —volume da fase mével
vV m
R,: = V 4+ KV V.~ volume da fase estacionaria
m D = est

volumes podem ser expressos por areas:

Como a cromatografia em papel & essencialmente bidimensional, os
-~

R =
A, + DA,

<

Rg = 0 o soluto néo é soluvel na fase moével

R =1 o soluto “andou” com a fase movel
-

O valor de Rg permite a identificacdo dos componentes da amostra por
comparacao com padroes.
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"7~ Na pratica, o valor de Ry é obtido por:

_ distancia do centro de aplicacdo ao centro da mancha

do solvente

R =
" distancia do centro de aplicacio a frente de solvente
> dsolvente !
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“S=="Exemplo:

Separacdo de acidos fracos por cromatografia em papel.

O valor de pH da fase estacionéria vai afectar os valores de Ry dos varios
acidos fracos ao serem eluidos.

Tendo em conta que a fase estacionéaria é a aquosa e a fase movel é a
organica:

D= Co =D=_"°

mavel org

Kp organica ° [ H” ]
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Quanto maior o valor de pH menor o Rg

pH =7.0

aquosa
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Formacdo de complexos na fase aquosa.

Kest
Mo+ + nX- <—= MX
n H,O n
2 D=K,(1+K,[X]")
Kp organica
Mn+

. A,
A ALK (LK [XT)

Quanto maior a K, menor o valor de Rg

est

K

est
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: dmltmdo que o complexo que se forma é neutro:

Kest
Mt + nX® <= MX_ H.O KD
2 =

Ky organica 1+ Kest [X ]

Mn+ MXn
R=—
Ko
A+ A
LKL [XT

Quanto maior a K, maior o valor de R;.

est
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»E um dos métodos cromatografico mais facil de executar. E mais
simples que fazer colunas e mais barato.

»Mais répido que cromatografia em coluna, mas mais lento que
cromatografia de fase gasosa ou de camada fina.

»E necessario menos “habilidade” e atencéo experimental

»D4 melhor resolucdo para solutos semelhantes do que a cromatografia
em coluna.

»(0O tamanho da amostra (volume) & muito pequeno comparado com o
volume necesséario para uma coluna.

»Nao pode ser usado como técnica separativa, devido ao pequeno
volume da amostra.

» Ultiliza-se para a separacao de:
v amino-acidos
v’ iBes inorganicos
v’ aclcares
v &cidos fracos (até 8 dtomos de carbono)
v’ alcalbides
v’ vitaminas
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»Em termos de teoria e realizacdo experimental a cromatografia em
camada fina é idéntica a cromatografia em papel. A Unica diferenca
reside no suporte da fase estacionaria, em vez de papel é constituida por
silica gel ou alumina.

»A cromatografia em camada fina é mais rapida e tem melhor resolucao
que a cromatografia em papel..

»Muitas vezes, para uma melhor resolucao recorre-se a cromatografia
planar bi-dimensional.

»A amostra é aplicada num dos cantos do suporte e procede-se ao
desnvolvimento do cromatograma numa direccdo ascendente. Em
seguida este solvente é removido por evaporacao e a placa é rodada 90°,
seguindo-se um 2° desenvolvimento do cromatograma com outro
solvente.
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aplicacao da amostra
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