Preparacao de uma coluna cromatografica
com areia e marmore e seu uso na
separacao de pigmentos

Renata M. S. Celeghini
Luiz Henrique Ferreira
(Grupo “Quimica Legal”)

P cromatografia, experimentacao no ensino de quimica,

separacéo de substancias «

nome cromatografia foi cu-

nhado pelo boténico russo

Mikhael Semenovich Tswett
em 1906. Naquela época, os quimicos
e bidlogos tinham um grande proble-
ma: ainda ndo haviam conseguido
encontrar uma maneira de separar as
substéncias contidas nos extratos
vegetais e animais. Foi quando Tswett
teve a brilhante idéia de encher com
carbonato de célcio um tubo de vidro

semelhante a uma bureta (aberto na
parte superior e com uma torneira na
parte inferior). O tubo foi fixado na
posicao vertical e sobre o carbonato
de calcio foi colocado um extrato de
folhas e depois adicionado éter de pe-
tréleo. Tswett percebeu que o extrato
vegetal estava sendo arrastado para a
parte inferior da coluna e que a cor ver-
de-escura original estava sendo de-
composta em zonas coloridas com

duas tonalidades de verde (clorofilas),
laranja (caroteno) e amarela (xantofila).
Estava descoberto um método de
separacao dos componentes de uma
mistura. Embora Tswett tenha dado a
ele o nome cromatografia, referindo-se
as zonas coloridas, essa técnica se
aplicatambém a substancias incolores.

A cromatografia € um método fisi-
co-quimico de separacéao dos compo-
nentes de uma mistura, realizada atra-
vés da distribuicdo desses compo-
nentes entre duas fases, que estao em
contato. Uma das fases permanece
fixa, denominada fase estacionaria, en-
quanto a outra move-se através dela,
por isso denominada fase movel. Du-
rante a passagem da fase mével sobre
a fase estacionaria, as substancias da
mistura sao distribuidas entre duas
fases, de maneira que as menos solu-
veis na fase estacionaria (mais sollveis
na fase movel) tém uma movimentacao
mais rapida ao longo da coluna,
enquanto as mais sollveis na fase
estaciondria serdo seletivamente
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retidas, tendo uma movimentacao
mais lenta.

Na cromatografia liquida, a fase
mavel € um liquido ou uma mistura de
liquidos como, por exemplo, a agua e
o alcool. Ja a fase estacionaria consiste
de um material sélido, que no caso do
Nnosso experimento sera a areia e o
marmore. A areia € um mineral granu-
lar geralmente formado pelo desgaste
de rochas arenosas. Ela é formada a
partir de uma mistura de diversas subs-
tancias, mas o principal componente
da areia € a silica (SiQ,), uma fase
estacionaria bastante utilizada em
cromatografia. Ja o marmore é com-
posto em sua maior parte por carbo-
nato de calcio (CaCO,) — isso mesmo,
a mesma substancia que Tswett usou
em seus experimentos!

Material

Bureta de 10 mL (ou 50 cm de man-
gueira transparente de =6 mm de
diametro)*

Pedaco de madeiracom 60 cm x 5
cmx1cm*

Caneta esferografica com tubo in-
color (tipo Bic®)*

Fita adesiva transparente*

4 béqueres de 20 mL (ou copos de
vidro transparente)

Béquer de 400 mL

Algodéo

Bico de Bunsen (ou isqueiro)

Suporte universal

Garra

Conta-gotas

Vidro de relégio de 4 cm de didme-
tro (ou pires)

Peneira fina de cozinha

200 g de areia fina

Pedaco de méarmore branco

Alcool

Anilinas para alimento (pelo menos
duas cores)

Acido muriatico

* A bureta pode ser substituida adotan-
do-se 0 seguinte procedimento: Serrar
4 cm do tubo da caneta esferografica a
partir da ponta e com o auxilio do bico
de Bunsen aquecer e fechar um pouco
o orificio (até aproximadamente 2 mm
de diédmetro). Introduzir este tubo na
mangueira de maneira que fique similar
auma bureta. Fixar esta coluna com fita
adesiva na madeira.

Procedimento

CUIDADOQ: o acido muriatico deve
ser manuseado em local ventilado e
sempre com a utilizagao de dculos de
seguranca; ele pode causar graves
queimaduras, pois seus vapores Sao
extremamente irritantes para a pele, o
olhos e o sistema respiratorio.

Parte 1 — Preparagao das colunas

Lave a areia até que a agua de
lavagem saia limpa. Coloque a areia
no béquer de 400 mL e adicione o
acido muridtico até que toda a areia
seja coberta. Deixe em repouso com
0 béquer coberto por pelo menos um
dia. Lave a areia até que todo o acido
seja eliminado e deixe secar. Depois
de seca a areia, passe-a pela peneira.
No caso do marmore, apenas triture e
passe pela peneira.

Cologue um pequeno pedaco de
algodao dentro da bureta (o suficiente
para impedir a passagem da areia ou
do marmore pela torneira). Adicione
areia ou marmore na bureta até 10 cm
dotopo. Esse espago sera utilizado co-
mo reservatoério de solvente. Coloque
o solvente adequado na bureta (&lcool
e agua 1:1 para separacgédo dos pig-
mentos da tinta de caneta e agua para
a anilina). Observe que o ar contido
entre os graos de areia ira sendo
eliminado até que comece a gotejar o
solvente pela torneira. Nunca deixe a
bureta secar. Se necessario, adicione
mais solvente. Mesmo apds a comple-
ta eliminacéo do ar, mantenha o fluxo
até que o nivel de solvente fique bem
proximo a fase sélida (areia ou parti-
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culas de méarmore). Feche a torneira
da bureta ou introduza a solugao
preparada, conforme descrito na Parte
2.

Esse processo é denominado em-
pacotamento da coluna, pois a fase
sélida (fase estacionaria) tera suas
particulas acomodadas de maneira a
evitar uma distribuicao muito heterogé-
nea pela coluna e, consequentemente,
promover um aumento no ndmero de
pratos tedricos, assim como ocorre em
uma destilagao fracionada.

Parte 2 — Preparagao das amostras

Retire a ponta do tubo interior de
uma caneta esferogréafica e coloque
duas gotas de tinta no vidro de relégio.
Adicione quatro gotas de alcool e dis-
solva a tinta. Uma quantidade maior
desta solugao poderé ser preparada e
guardada em recipiente fechado para
utilizagdo com outras turmas de alu-
nos.

As diferentes anilinas deverao ser
misturadas em igual proporgéo, porém
em pequenas quantidades. Recomen-
da-se 1 g de cada cor dissolvidos em
30 mL de alcool. Assim como descrito
acima, uma quantidade maior de
solugdo poderé ser preparada e
acondicionada em recipiente fechado
para uso futuro.

Parte 3 — Separagao cromatografica

Adicione duas gotas da solucao de
tinta de caneta ou de anilina a coluna
empacotada e abra a torneira da
bureta até que ocorra a penetracéo da
amostra na fase estacionaria. Adicione
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Figura 1: Representacao esquematica de uma separagado cromatografica de pigmentos
com a utilizagdo de uma coluna empacotada com areia ou marmore. Observa-se que
devido a interacdo com a fase estacionaria os pigmentos eluem com velocidades diferentes,
0 que torna possivel a separagéo quantitativa destes.
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Foto 1: Inicio da separacéo cromatografica
de pigmentos de anilina em uma coluna
empacotada com pd de marmore.

o solvente adequado (conforme des-
crito acima) a amostra adicionada a
coluna. Observe que os pigmentos irao
se separando a medida que percolam
pela coluna, conforme esquema abai-
x0. Assim que um dos pigmentos atin-
gir a saida da coluna, troque o béquer
(ou copo) por um outro limpo e recolha
essa fragao. Os outros pigmentos
deverdo ser coletados em frascos dife-
rentes. Para obtencdo de cada pig-
mento puro, basta evaporar o solvente
em condi¢cdes brandas de calor.

Sugestao

Apos realizar o experimento com a
tinta de caneta e a anilina, procure re-
produzir o experimento de Tswett utili-
zando o carbonato de célcio como
fase estacionaria para a separagao de
pigmentos de extratos vegetais. Obser-
ve que para uma boa visualizagao dos
resultados dessa separacao, o extrato
deve estar bem concentrado.

Observacoes

1. Existem diversas marcas e tipos
de canetas esferograficas; portanto,
uma mesma cor de tinta de caneta
podera ser composta de diferentes
misturas de pigmentos. Pelo mesmo
motivo, algumas tintas requerem
solventes — ou misturas de solventes —

Foto 2: Separagédo cromatografica de pig-
mentos de anilina em coluna feita com man-
gueira e tubo de caneta.

diferentes do proposto neste experi-
mento. No entanto, a separagéo cro-
matografica sempre sera possivel.
Neste trabalho foi utilizada a tinta da
caneta de cor preta da marca Bic®.

2. Caso aseparagao nao ocorrade
maneira eficiente para outros tipos de
canetas, vocé podera aumentar o com-
primento da coluna, ou seja, 0 nUmero
de pratos tedricos, ou mudar a polari-
dade da fase mével (por exemplo, tro-
cando o solvente ou mudando a com-
posicao da mistura de solventes).

3. Particulas muito finas de areia
ou marmore aumentam significativa-
mente o nimero de pratos teoricos;
no entanto, o fluxo de solvente na co-
luna diminui acentuadamente, po-
dendo levar dias para uma completa
eluicao.

4. Se mais do que duas gotas de
amostra forem adicionadas a coluna
para realizagcao do experimento, a
separacado completa dos pigmentos
podera ser comprometida, pois isso
equivale a uma reducéo do nimero de
pratos tedricos.

5. Para a separacao de pigmentos
de extratos vegetais, deve-se utilizar a
bureta ou uma outra coluna de vidro,
pois a coluna apresentada acima
como alternativa a bureta podera ser
danificada por solvente orgénico.

Foto 3: Separagdo cromatografica de pig-
mentos de tinta de caneta em coluna empa-
cotada com areia.

Questoes propostas

1) Quais séo as fases estacionarias
e moveis utilizadas nesse experimen-
to?

2) Por que um pigmento sai primei-
ro que o outro?

3) De quantos pigmentos é com-
posta a tinta de caneta que vocé utili-
zou?
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