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RESUMO

Este trabalho mostra experimentos de cromatografia em coluna de duas horas,
separando mistura de corantes: fluoresceina/rodamina B; azul de bromotimol/
rodamina B e fluoresceina/azul de metileno. O experimento permite ilustrar conceitos
de equilibrio acido-base e fluorescéncia, bem como objetivos e fundamentos dos
métodos cromatograficos. Experimentos de cromatografia em camada delgada foram
efetuados para escolher os solventes de eluicdo. Os resultados mostraram que etanol
foi o solvente adequado e foi utilizado nos experimentos de cromatografia em coluna.
Essa metodologia pode ser adaptada para separar outras substancias.
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ABSTRACT

This work shows two-hour column chromatography experiments separating
dye mixtures: fluorescein/rhodamine B, bromethymolblue/rhodamine B and
fluoresceine/methyleneblue. It illustrates concepts of basic-acids and fluorescence
equilibrium, as well as the objectives and the foundations of chromatographic methods.
Thin layer chromatography experiments were performed in order to choose the
elution solvents. The results showed that ethanol was the adequate solvent, and it
was thus used in the column chromatography experiments. This methodology can
be adapted to separate other substances.
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1. Introducéo

O processo de separacdo dos componentes de
uma amostra em cromatografia envolve a distribuicdo
dos componentes entre duas fases, uma movel e outra
estacionaria. Os fatores envolvidos no processo
cromatografico - carga ibnica, forcas intermoleculares,
polaridade molecular, volume molecular, adsor¢éo e
solubilidade - atuam simultaneamente, provocando a
separac¢do dos constituintes da amostra(Furniss, 1989;
Pavia, 1999, Skoog, 1998).

A fase estacionaria pode estar revestindo uma
placa de vidro, como uma camada fina sobre a qual a
fase mdvel ascende por capilaridade (cromatografiaem
camada delgada), ou pode estar empacotada na for-
ma de uma coluna, através da qual a fase mdvel flui
(cromatografia em coluna). A cromatografia em colu-
na é utilizada quando se pretende separar grandes quan-
tidades de substancias. A fase estacionéria pode ser
uma substancia liquida ou sélida e a fase mével, liquida
ou gasosa. As diversas técnicas cromatogréaficas de uso
geral sdo combinacBes destas fases. Assim, na
cromatografia de parti¢o, a fase estacionaria é um fil-
me liquido fino adsorvido na superficie de um suporte
inerte. A fase movel pode ser um liquido (cromatografia
de particédo liquido-liquido) ou um gés (cromatografia
de particdo gas-liquido ou cromatografia gasosa -
GLC). A cromatografia em papel é um exemplo de
cromatografia de particéo, na qual um papel de filtro é
utilizado como fase estacionaria e suporte em fase li-
quida. Na cromatografia de adsorcéo, a fase moével
geralmente é um liquido e a fase estacionaria € um
adsorvente sélido finamente dividido (cromatografia
solido-liquida). Outros processos podem ser utiliza-
dos. A separacao por cromatografia gas-solido tem
aplicagdes limitadas a misturas organicas. O uso de
resinas trocadoras de ions como fase solida é um exem-
plo de cromatografia solido-liquida, na qual as forgas
eletrostaticas presentes reforcam as forgas fracas de
adsorcéo (Pavia, 1999; Dekker, 1998; Bell, 2000;
Lehman, 1998).

Executar experimentos de cromatografiaem la-
boratorio no periodo de 2 horas, duragdo normal das
aulas de graduacéo, apresenta dificuldades. Nem sem-
pre as sugestdes da literatura podem ser adaptadas
com sucesso, devido a reduzida carga horéria para as

atividades experimentais, deficiéncias na infra-estrutu-
ra e dificuldades de dispor de materiais e reagentes
adequados. Assim, é necessario adequar 0s experi-
mentos que possam ser realizados, atendendo as exi-
géncias da qualidade de ensino: experimentos simples
que demonstrem conceitos importantes da quimica.
Além disto, que sejam de facil execucéo e boa repro-
dutibilidade.

Os corantes apresentam extenso uso industrial.
A inddstria de alimentos, particularmente, os utiliza
porgue a cor influencia a aceitabilidade do produto.
Muitos corantes sdo obtidos como misturas de extra-
tos vegetais que necessitam ser separados, para pos-
terior aplicagéo. A cromatografia em coluna é um me-
todo simples e eficiente para realizar esta separacao.
Na literatura, ha exemplos de misturas de corantes se-
paraveis por cromatografia, como 0s componentes de
extratos vegetais (Pavia, 1999) e misturas de corantes
como a fluoresceina e azul de metileno (Svoronos,
1996).

Neste trabalho, desenvolvido com a participa-
¢ao de académicos, a cromatografiaem coluna foi uti-
lizada para a separagdo de misturas de corantes, pro-
cesso didaticamente vantajoso, porque permite acom-
panhamento visual. Sdo propostas separaces de di-
versas misturas, com boa resolucdo. A separacao da
mistura dos corantes: azul de bromotimol e rodamina
B é inédita nas condicOes apresentadas.

2. Material e métodos

Para a realizacdo dos experimentos em coluna
foram utilizadas buretas de 25 mL (como alternativa as
colunas de vidro) contendo um pequeno chumaco de
algodao para sustentar o recheio da coluna, uma sus-
pensao contendo 3 g de silica gel (Merck, 70-230
mesh) para coluna em etanol. As fragfes foram
coletadas em tubos de ensaio. Os experimentos de
cromatografiaem camada delgada foram realizados em
placas de vidro de 2,5 x 7,5 cm revestidas com sus-
pensao de silica gel G em agua (1:2, m/m) (Furniss,
1989). Por razdes didaticas foram utilizadas solucoes
alcoolicas a 0,1 % (m/v) de corantes organicos de facil
visualizacdo durante a elui¢do com etanol: fluoresceina
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(amarelo), rodamina B (réseo), azul de bromotimol
(amarelo) e azul de metileno (azul). O procedimento é
simplificado, ndo havendo necessidade de se utilizar
material sofisticado, o que facilita a aplicacdo didatica
desta técnica experimental.

REAGENTES, SOLVENTES E SOLUCOES:
Foram utilizados fluoresceina, rodamina B, azul de
bromotimol, azul de metileno, hexano, diclorometano,
cloroférmio, éter etilico, acetato de etila, acetona, etanol
(95%) e acido aceético de grau analitico (PA), sem pu-
rificacdo prévia.

TESTE DE SOLUBILIDADE: Os ensaios de
solubilidade dos corantes em diversos solventes (0,100
g/ 3mL) foram realizados em tubos de ensaio. A partir
destes dados, foram realizados experimentos em ca-
mada delgada para prever o possivel comportamento
dos corantes em coluna cromatografica.

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DEL-
GADA: Foram realizados experimentos para a esco-
Iha dos solventes de eluicdo. As placas de vidro (2,5 x
7,5 cm) previamente lavadas foram limpas com algo-
dao umedecido em alcool, fixadas em suporte de alu-
minio e revestidas com uma camada de 250 um de
silica gel G (Merck), usando-se um espalhador con-
tendo a suspensao aquosa dasilica (1:2, m/m). Foram
ativadas em estufa durante 1 h a 110 °C e mantidas
secas em dessecador. A seguir foram aplicados 2uL
das solucdes alcoolicas dos corantes (0,1 % m/v), uti-
lizando-se micropipetas. Os cromatogramas foram
desenvolvidos em frascos de vidro de 100 mL (10,0
cm x 5,0 cm) tampados, contendo aproximadamente
20 mL de solvente (Furniss, 1989; Svoronos, 1996).
As placas foram eluidas em diversos solventes (Tabela
2). Foram selecionados os solventes que eluiram a
maioria dos corantes (R.= 0,50 - 0,80). Neste proce-
dimento, dispensou-se a saturacéo dos frascos, devi-
do as pequenas dimensdes das placas utilizadas.

PREPARACAO DA COLUNA (Furniss, 1989;
Bell, 2000; Lehman, 1998; Svoronos, 1996; Hart,
1995).

e Introduzir oetanol na coluna (bureta) até cerca

de 1/4 da altura total desta. \erificar o funcionamento
datorneira.

e Pesar aproximadamente 3 g de silica gel para
coluna em béquer de 100 mL. Adicionar uma quan-
tidade suficiente de etanol para formar uma suspensao;

17 )
misturar com um bastao de vidro.

e Abrir um pouco atorneira da coluna deixando
gotejar o solvente para dentro de um béquer, o qual é
percolado novamente através da coluna.

e Com a ajuda do bastao de vidro, introduzir
lentamente e de forma continua a suspenséo na coluna.

e Deixar gotejar o solvente durante 5 minutos
apds o enchimento da coluna para facilitar a sedimen-
tacdo dasilica. O nivel do solvente deve ficar no minimo
1 cm acima da fase estacionaria durante essa etapa.

o Fechar a torneira deixando um volume sufi-
ciente de solvente para cobrir a parte superior da fase
estacionéria contida na coluna.

o Colocar papel de filtro com um didmetro inferior
ao da coluna (bureta) sobre a fase estacionaria, a fim
de proteger a superficie da mesma, utilizando bastdo
de vidro, se necessario. Colocar um pouco de algodéo
hidrofilico para cobrir o papel de filtro (aproxima-
damente 1 cm de espessura).

PREPARACAO E APLICACAO DA AMOS-
TRA:

e Preparar amostras contendo mistura de 2
corantes de coloragdo diferentes (1:1, v/v).

« Percolar o solvente até este ficar 2-3 mmacima
do nivel do algodéo.

e Medir 0,2 mL da solugdo da amostra de
corantes.

o \/erter lentamente a mistura no topo da coluna.

« Gotejar o solvente na coluna até que a solucédo
da amostra desca ao nivel do algodéo, colocado na
parte inferior da coluna.

ELUICAO:

o Deixar gotejar lentamente o eluente, de um funil
de decantacéo fixado sobre a coluna.

e Percolar aproximadamente 60 a 100 mL do
eluente através da coluna, recolhendo aproximada-
mente 10 mL em tubos de ensaio previamente nume-
rados, numa vazéo de 3 mL/min.

« Prosseguir a eluicdo até a saida total dos ana-
litos. Reunir os eluidos correspondentes a cada corante
separado no processo (coloragdo diferente). Remover
0 solvente em evaporador rotativo.

NOTAS:

1. Por vezes torna-se dificil arrastar a suspen-
séo para a coluna, caso isto ocorra, usar bastéo de
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vidro e juntar um pouco mais de solvente para auxiliar
natransferéncia.

2. Quando se interrompe a adi¢do da suspen-
sdo a coluna por algum tempo asilica tende a sedimentar
e formam-se zonas estratificadas. Uma maneira de evi-
tar esta situacdo é agitar o solvente na colunacom o
bastéo entre duas adi¢des da suspenséo.

3. Nunca deixar a superficie da coluna sem elu-
ente porque esta se deteriora em contacto com o ar.

4. O controle das fracdes eluidas por croma-
tografia em camada delgada € dispensavel, pois os co-
rantes separados exibem coloraces diferentes.

5. Os valores de R, sdo calculados da razaoda/

ds, onde da é distancia percorrida pela substancia e
ds é a distancia percorrida pelo solvente (do ponto de
aplicacdo ate a frente do solvente).

3. Resultados e discussao

Os testes de solubilidade (Tabela 1) indicaram
etanol e agua como solventes adequados para solubilizar
as amostras dos corantes. Assim, foram usadas solu-
¢Oes alcoolicas nos experimentos de cromatografiaem
camada delgada.

Tabela 1 - Dados da solubilidade dos analitos nos solventes avaliados*.
Solventes
Compostos utilizados Dicloro- Cloro-  Eter Acetato  Acetona  Etanol  Agua
metano  formio  etilico de etila
Fluoresceina - - - + + +
Rodamina B + + +
Azul de bromo-timol + + + + +
Azul de metileno - - - - - + +

* (+) = solGvel; (-) = insolGvel.

Na Tabela 2 sdo apresentados os dados da
eluicdo dos analitos em diversos solventes. A
série eluotropica utilizada na cromatografia em
camada delgada foi: hexano, éter etilico, acetato

de etila, acetona, etanol e acido acético glacial.
A analise dos dados mostra que o etanol foi o
melhor eluente, sendo escolhido para utilizacdo
na cromatografia em coluna.

Tabela 2 - Dados da elui¢do dos analitos por cromatografia em camada delgada empregando diversos solventes

Solventes (Ry)

Compostos utilizados Hexano  Eter Acetato Acetona  Etanol Acido
etilico de etila acético
Fluoresceina 0,0 0,0 0,7 0,7 0,7 1,0
Rodamina B 0,0 0,0 0,0 0,2 0,4 1,0
Azul de bromotimol 0,0 0,0 0,2 0,9 0,9 1,0
Azul de metileno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1

R, = da/ds; razdo da distancia percorrida pela substancia e o solvente.
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A Tabela 3 apresenta os resultados de 3 ex-
perimentos de cromatografiaem coluna que podem ser
realizados num periodo de 2 horas. Nestes experi-
mentos, cada mistura de 2 corantes foi eluida em etanol,
coletando-se frac6es de 10 mL em tubos de ensaio. O
primeiro componente, geralmente contido nas 3 pri-
meiras fracdes, foi isolado juntando-se estas fracdes e
removendo-se o solvente no evaporador rotativo. O
2° componente foi eluido a partir da 52 fracdo e isola-
do da mesma maneira. O nimero total de fracdes va-
riou de 6 a 10, conforme o experimento. A 42 fracao,
geralmente contendo tragos dos 2 corantes, foi reser-
vada para nova tentativa de separacéo.

Tabela 3 - Cromatografia em coluna dos analitos em

estudo.

Amostras Eluente: etanol
Fluoresceina/rodamina B? ++

Azul de +/+
bromotimol/rodamina B?

Fluoresceina/azul de +/-
metilena”
a= O 2°componente, rodamina B (roseo), elui em aproximada-

mente 60 min.

b= O 2°componente, azul de metileno (azul), ndo elui em eta-
nol, exigindo fase eluente mais polar.
(+) = componente eluido.

Na mistura fluoresceina/rodamina B, observa-
se primeiramente a eluicao da fluoresceina de cor ama-
relada, seguindo-se a rodamina B, de coloragdo rosea,
quando eluidas em etanol. Na mistura azul de bromo-
timol/rodamina B, observa-se primeiramente a elui¢éo
do azul de bromotimol de cor amarelada, seguindo-se
arodamina B, de coloracao résea. Todos estes analitos
foram obtidos com boa resolucéo em etanol.

Na mistura fluoresceina/azul de metileno, obser-
va-se primeiramente a eluicdo da fluoresceina, de cor
amarelada, porém, o segundo componente, 0 azul de
metileno, ndo elui em etanol, necessitando de um siste-
ma eluente mais polar. Foram utilizados dois sistema
para eluicdo do azul de metileno: a mistura dgua/etanol
(1:1 v/v) onde o composto eluiu em aproximadamente
60 min. e a mistura etanol/agua/acetona/acido acético
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(1:1:1:1 v/v), onde 0 composto eluiu rapidamente, em
aproximadamente 20 min.

A analise das estruturas dos corantes utilizados
(Figura 1) mostra um composto polar, o azul de
bromotimol [3] e 3 sais: 0 sal dissddico da fluoresceina
[1], com concentragdo de cargas negativas no radical
organico; e os cloretos da rodamina B [2] e do azul de
metileno [4], ambos, com concentracéo de cargas po-
sitivas no radical organico. O constituinte polar
Si0,.xH,0, presente na fase estacionaria, € mais efe-
tivo na adsorc¢éo de ions positivos e moléculas pola-
res, sendo pouco efetivo na adsorcéo de ions negati-
vos. Assim, adsorve melhor o azul de metileno [4] e
rodamina B [2], sendo pouco eficiente na adsorc¢ao da
fluoresceina [1] e azul de bromotimol [3], que sdo
eluidos rdpidamente em etanol (aproximadamente 10
min). Os compostos policiclicos com aneis coplanares,
mostram adsorcdo mais efetiva na fase estacionaria.
Assim, 0 composto azul de metileno [4], com 0s 3 anéis
coplanares, foi 0 mais adsorvido, ndo sendo eluido em
etanol. Esta dificuldade foi contornada alterando-se a
polaridade do sistema solvente: em etanol/agua (1:1 v/
V) 0 azul de metileno [4] foi eluido lentamente (aproxi-
madamente 60 min.) e rapidamente em etanol/agua/
acetona/acido acético (1:1:1:1 v/v, aproximadamente
20 min). A rodamina B [2], com 3 anéis aproximada-
mente coplanares e 1 anel fora do plano, apresentou
adsorcdo menos efetiva que o azul de metileno, sendo
eluida lentamente em etanol (aproximadamente 60 min).

Os compostos polares, fluoresceina [1, amare-
lo] e azul de bromotimol [3, amarelo], adsorvidos na
fase estacionaria polar, foram removidos e eluidos nos
solventes polares acetona e etanol. Os compostos roda-
mina B [2, réseo] e azul de metileno [4, azul], os quais
apresentam interacOes eletrostaticas e polares mais efe-
tivas com a fase estaciondria polar, ndo foram eluidos
em hexano, éter etilico, acetato de etila e acetona. O
composto rodamina B [2] foi eluido em etanol e &cido
acético glacial.

4. Conclusao

Este trabalho mostra os resultados de expe-
rimentos de cromatografia em coluna, realizados em
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2 h, com a separagdo da mistura de 2 corantes:
fluoresceina/rodamina B; azul de bromotimol/rodamina
B e fluoresceina/azul de metileno. Os experimentos de
cromatografia em camada delgada indicaram o etanol
como o eluente de escolha, o qual foi utilizado nos expe-
rimentos de cromatografia em coluna. A sequiéncia de
eluicdo dos componentes de cada mistura mostraa in-

HsC

HO

HyC

Azul de bromotimol [3]

/\NC

H3C

fluéncia da estrutura e interacGes entre cada compo-
nente com o adsorvente e o eluente. Em resumo, a
demonstragdo permite trabalhar conceitos importan-
tes da quimica a partir de experimentos simples. A ana-
lise estrutural das substancias aplicadas permite fazer
previsdes de solubilidade e possivel comportamento
cromatografico.

l COLH
o I r\(\cm

c

P

CHs

Rodamina B [2]

Azul de metileno [4]

Figura 1 - Estruturados corantes utilizados: [1] 3",6"-Diss6dioespiro [isobenzofuran-1(3H),9"-[9H]xantenato]
-3-ona (fluoresceina sddica); [2] Cloreto de N-[9-(2-carboxifenil)-6-(dietilamino)-3H-xanten-3-ilideno]-
N-etiletanaminio (rodamina B); 3] 4,4 -(3H-2,1-benzoxatiol-3-ilideno)bis[2-bromo-3-metil-6-
(1-metiletil)fenol]S,S-dioxido (azul de bromotimol); [4] Cloreto de 3,7-bis (dimetilamino)fenotiazin-5-io

(azul de metileno).

Comentarios e sugestdes para aplicacéo e
estudo

As solucBes de corantes podem ser utilizadas
para mostrar:

1. O equilibrio de adsorcao: a distribui¢éo do
soluto na fase estacionaria (adsorvente) e na fase moé-
vel (eluente).

2.0 equilibrio &cido-base envolvendo indica-
dores de pH como o azul de bromo-timol (amarelo/
azul em pH acido/basico).

3. O equilibrio de adsorcdo da rodamina B e

fluoresceina (coloracao esverdeado/alaranjado) em
argentimetria.

4. As propriedades fluorescentes da fluoresceina
e rodamina B podem ser observadas em ambiente de
pouca luminosidade. Pode-se discutir conceitos de
fluorescéncia e fosforescéncia.

5. A demonstracdo pode ser feita em qualquer
laboratorio de ensino, realgcando aspectos relaciona-
dos ao equilibrio acido-base (reacGes, conceito de pH,
indicadores acido-base), equilibrio de adsorcao (indi-
cadores de adsorcao).
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Sugestdes para pesquisa

1. Qual o grau de confiabilidade do R, como cri-
tério qualitativo na identificacdo de substancias?

2. Porque a fluoresceina elui mais rapidamente
da coluna do que o azul de metileno?

3. Comente sobre a natureza das interagdes en-
tre 0s componentes da amostra e o adsorvente da co-
luna.
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