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Experimento 1

Extracao liquido-liquido com

solventes quimicamente ativos



Experimento 1 1.1. Introducao

1.1 Introducao

As substancias organicas obtidas de fontes naturais ou por meio de reagoes qui-
micas raramente estao puras. No caso de uma reacao quimica que gerou uma mistura
de substancias, o produto principal pode ser removido por filtragao, caso seja um
sOlido insolivel no meio reacional, ou pode ser destilado, se for um liquido de baixa
temperatura de ebulicao. No entanto, esses casos sao minoria e o que se observa
é a necessidade de realizar extracoes seletivas ou lavagens do meio reacional para

remocao das impurezas.

Na maioria das vezes, as impurezas e reagentes inorganicos soliveis em agua
podem ser removidos com facilidade pela lavagem do composto organico ou de sua
solugdo em um solvente organico volatil insolivel em agua, que em uma segunda

etapa pode ser eliminado por evaporagao.

Alguns compostos organicos, apesar da baixa solubilidade em agua, podem fa-
cilmente ser transformados em derivados soliiveis em meio aquoso. Compostos con-
tendo grupos acidos ou basicos, apds tratamento com bases ou acidos inorganicos,

respectivamente, originam sais soluveis.

Ambos os processos de separacao e purificacao descritos anteriormente envolvem

a técnica denominada de extragao, ou mais precisamente, extracao liquido-liquido.

1.1.1 Teoria da extracao liquido-liquido

A extragao envolve a transferéncia de um soluto de um solvente para outro. Essa
transferéncia ocorre porque o soluto é mais solivel no segundo solvente do que no
primeiro. Os dois solventes devem ser imisciveis para que ocorra a formacao de um
sistema bifasico. Em geral, utiliza-se um funil de separagdo (Figura 1.1) para se

realizar a extracao liquido-liquido em escala laboratorial.

A (Figura 1.2) ilustra de maneira geral o processo de extragao. No inicio
(Figura 1.2A), as substincias hipotéticas = (representada pelas particulas pre-
tas) e y (representada pelas particulas vermelhas) estdo misturadas na fase aquosa
(representada pelo liquido azul). Apds a adicdo de um solvente organico imiscivel
(representado pelo liquido amarelo) com a dgua, serdao formadas duas fases e havera
uma migracao diferencial da substancia x para a fase organica, até o estabelecimento

de um estado de equilibrio (Figura 1.2B).

ITécnica mais modernas e automatizadas de extracdo envolvem o uso de tubos cénicos e tubos
de centrifuga e técnicas de centrifugacao.
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Suporte
universal

Vidraria A
Funil de decantagdo

(funil de extragio
liquido-liquido)

Mufa
Argola

Vidraria B

Erlenmeyer

Figura 1.1: Esquema de montagem para extracao liquido-liquido.

Com a separacao das duas fases, ha a consequente separacao das substancias x
(Figura 1.2C) e y (Figura 1.2D).

A B C D

Figura 1.2: Esquema do processo de extracao liquido-liquido.
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Portanto, o processo de extragao envolve a distribuicao de um dado soluto entre
duas fases liquidas imisciveis (fase orgénica e fase aquosa). Quando as fases se
separam por diferencas de densidade (p), estabelece-se um equilibrio no qual a razao
das concentragoes do soluto em cada fase é uma constante, chamada de coeficiente
de distribuigao (ou coeficiente de parti¢ao), K (WILLIAMSON; MASTERS, 2010),

que é definido como

_C2

K== 1.1
017 ( )

onde C) é a concentracio (em gL ™) de equilibrio do soluto na fase aquosa e Cl

é a concentragio (também em gL™!) de equilibrio do soluto na fase organica®.

O valor de K é constante para cada soluto e independe das quantidades dos dois
solventes em contato. Entretanto, depende da natureza dos solventes utilizados
e da temperatura. Assim, o valor do coeficiente de distribuicao é fixo para um

determinado par de solventes a uma dada temperatura.

Como a concentragao em cada fase pode ser expressa pela relagao entre a massa
do soluto (m) e o volume (V') do solvente, é possivel expressar a massa do soluto
extraido (mgy) e a massa restante (m;) em fungdo do coeficiente de particao, K. A
Equacao 1.2 mostra que, quanto maior o volume do solvente extrator (V3), maior

serda a quantidade extraida (ms).

CQ mo Vl VZ
K=—t==._- - — K =2 1.2
4 Voo my i m (Vl) ( )

Processes de extracao nao sao 100 % eficientes, ou seja, o soluto nao sera trans-
ferido totalmente de uma fase para outra em uma tnica etapa de extracao, a nao ser
que o valor de K seja muito elevado. Logo, costuma-se empregar varias extragoes
para remover todo o soluto de uma das fases. De fato, o processo de extracao é mais
eficiente quando efetuado varias vezes com um pequeno volume de solvente do que

quando efetuado uma tnica vez com um grande volume de solvente.

1.1.2 Escolha do solvente extrator

Conforme discutido anteriormente, a extragao liquido-liquido envolve a distri-

buicao diferencial de um soluto entre dois liquidos imisciveis. Em geral, uma das

2Deve-se atentar que as concentracdes podem ser expressas em unidades equivalente, como
mgmL~!. O importante é utilizar unidades iguais de concentracio, de modo que K fique adimen-
sional.
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fases é constituida pela agua e, portanto, denominada fase aquosa e a outra fase é
constituida por um solvente que seja imiscivel na dgua, que é conhecido como fase

organica ou solvente extrator.

Na escolha do solvente adequado para cada extracao, devem ser considerados

alguns critérios:

1. O solvente deve apresentar baixa solubilidade na agua, possibilitando a for-

macao de duas fases;
2. Deve solubilizar consideravelmente a substancia que se deseja extrair;
3. Deve ser quimicamente inerte frente as substancias extraidas;

4. Deve apresentar volatilidade razodvel (baixa temperatura de ebuligdo) para

que possa ser removido facilmente;

5. E desejavel ainda que o seja de baixo custo e de baixa toxicidade.

Na Tabela 1.1 estao listados os solventes mais utilizados para extragoes liquido-
liquido. Observe que dentre os solventes listados, apenas aqueles que possuem cloro
em sua composicao sao mais densos que a agua. Portanto, apenas quando for utili-

zado um solvente clorado para extracao, que a fase orgéanica sera a inferior.

Tabela 1.1: Propriedades fisicas (massa molar, temperatura de ebuli¢do e densi-
dade) dos solventes mais utilizados em extragoes liquido-liquido (HAYNES; LIDE;
BRUNO, 2015).

Solvente Massa molar Temperatura Densidade a 20°C
(gmol™')  de ebuligao (°C) (gem™3)

Eter etilico 74 35 0,714
Pentano 72 36 0,626
Diclorometano 85 41 1,335
Cloroférmio 119 61 1,492
Hexano 86 66 0,659
Fetmacioreto de 154 77 1,594
Benzeno 78 80 0,879
Tolueno 92 111 0,867
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1.1.3 Aspectos praticos da extracao liquido-liquido

A seguir sao descritos aspectos praticos relevantes quando se realiza uma extracao

liquido-liquido em escala laboratorial.

Funil de separacao

Em escala laboratorial, o processo de extracao liquido-liquido ¢ geralmente reali-
zado em um funil de separacao (Figura 1.1). Deve-se ter cuidado para que o volume
de liquido no funil de separagao nunca ultrapasse 3/4 de sua capacidade nominal?.
Deve-se sempre checar se a torneira esta fechada e manter um erlenmeyer ou béquer

abaixo do funil de separacao para que eventuais vazamentos sejam contidos.

O processo de extracao inicia-se com a adicao da solugdo a ser extraida e do
solvente extrator ao funil de separacao. Tampa-se o funil e realiza-se a agitagao,
com movimentos circulares, mantendo o funil em um angulo de 45° em relacao a
vertical. Com uma das maos, segura-se firmemente a tampa e, com a outra, a

torneira (Figura 1.3).

Torneira

Funil
com liquido

Figura 1.3: Forma correta de agitar e liberar a pressao de um funil de separacao.

Ao agitar a mistura, devido a alta volatilidade do solvente, podera haver aumento

da pressao interna. Por isso, apds o procedimento de agitagao, deve-se realizar

3Essa recomendacio se baseia no actimulo de pressdo caracteristico de se trabalhar com solventes
volateis em recipientes fechados. Ao agitar tais recipientes, a pressao acumulada pode resultar em
acidentes.

10
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o “alivio” de pressao, inclinando-se a parte inferior do funil para cima e abrindo
lentamente a torneira. Ao abri-la, deve-se tomar o maximo de cuidado para nao

dirigir a saida dos vapores para si ou para alguém proximo.

O processo de agitacao e alivio de pressao é usualmente realizado trés vezes e,
entao, deve-se colocar o funil de separagao em suporte apropriado — i.e., uma argola
presa a uma mufa em um suporte universal (Figura 1.1) —, retirar a tampa e esperar

a separacao das duas fases para realizar a separagao.

Solventes utilizados

Os solventes normalmente utilizados na extragdo possuem baixa temperatura de
ebuligdo (Tabela 1.1). Alternativamente, pode-se realizar uma extragdo com um
solvente quimicamente ativo, como uma solugao de bicarbonato de sédio (pK, =
6,351 (HAYNES; LIDE; BRUNO, 2015)), que leva a liberacao de gases quando esta
solucao entra em contato com um acido. Por isso, é necessario que se faga o “alivio”
de pressao. Entretanto, isto deve ser feito lentamente, porque os vapores podem se

expandir de forma violenta, projetando o liquido para fora do funil.

Emulsao

Apos o processo de extragao, algumas extracao nao produzem a separagao com-
pleta das fases organica e aquosa. Nesses casos, goticulas de uma fase se mantém
dispersas na outra. Isto leva a formacgao de uma interface nao definida, chamada de

emulsao, comprometendo a eficiéncia da separagao.

Uma das alternativas para “quebrar” a emulsao e promover a completa separagao
das fases consiste em deixar o funil de separacao em repouso por alguns minutos.
Entretanto, outros métodos podem ser empregados caso isso nao seja suficiente.
Por exemplo, a adi¢do de mais solvente orgdnico ou agua pode ser suficiente. Se a
emulsao persistir, a adicdo de sais inorganicos — e.g., NaCl e NaySO4 — pode desfazer

a emulsao*. Nos casos mais persistentes, a centrifugacio pode ser usada.

Descarte de fases

Um dos enganos mais comuns durante um processo de extracao liquido-liquido

é o descarte da fase errada. Como discutido anteriormente, somente quando se

4A adicdo de sais & fase aquosa pode fazer com a camada de solvatacdo das gotas da fase
orgéanica seja perturbada, quebrando a emulsdo. Além disso, a adicdo de sal diminui as forcas
repulsiva entre as goticulas e favorece a coalescéncia das gotas.

11
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utilizam solventes orgéanicos clorados, que possuem densidades maiores que da dgua

(Tabela 1.1), a fase organica serd a inferior.

Cuidado redobrado deve ser tomado quando se realiza a extracao com solventes
quimicamente ativos pois, muitas vezes, a substancia de interesse esta na fase aquosa

na forma de um sal.

Considerando os fatos acima, é aconselhavel que ambas as fases sejam guardadas

até que se tenha isolado o produto desejado.

Agentes de secagem

Apos o processo de extragao e de separacao das fases, a fase orgéanica, que usu-
almente contém o composto de interesse, deve ser seca através da utilizacao de
agentes de secagem (ou agentes secantes). Isto é necessario, pois qualquer solvente
organico absorverda dgua quando agitado com uma solugdo aquosa, mesmo tendo
baixa afinidade pela agua. Todavia, a quantidade de agua dissolvida ira variar entre

solventes.

Os agentes secantes sao sais inorganicos anidros capazes de adicionar agua de
hidratacdo quando expostos a umidade do ar ou as solugoes imidas. Os mais comu-
mente usados sao sulfato de sédio (Na2SO,), sulfato de magnésio (MgSO,), cloreto
de célcio (CaCly), sulfato de célcio (CaSOy) e carbonato de potéssio (K2COj3). Es-
ses sais variam em propriedades e aplicacoes e nao absorvem a mesma quantidade
de dgua em uma dada massa de solvente. A Tabela 1.2, Pagina 13, compara os

agentes secantes mais comuns.

12
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1.1.4 Extracao com solventes quimicamente ativos

A extracao liquido-liquido convencional permite, principalmente, a separacao de
substancias organicas neutras. No caso da substancia organica apresentar caracte-
ristica basica ou acida, é possivel aumentar a eficiéncia da extracido aproveitando-se
dessa caracteristica e desenvolvendo um método especial de extracao. KEsse mé-
todo, denominado extragao por solventes quimicamente ativos, baseia-se na
facilidade com que certas substancias podem ser transformadas em derivados com
solubilidades bastante diferenciadas das substancias originais. Por exemplo, con-
sidere uma solucao etérea contendo um &acido carboxilico, um fenol, uma amina e
uma cetona. As quatro substancias que constituem a mistura podem ser separadas

utilizando-se de suas propriedades acidas ou basicas (Figura 1.4).

A~ OH
Ry Fase
=
O

itk RCO, Na* Composto 1
I Et,O

sol. NaHCO3 xOH 0)
R-NH, R {j R-NH,
Fase = R™ R
O org.
R R' Etzo
sol. NaOH
Fase Fase
Composto 3~ Fase org. aq.
R-NH;*Cl' ~& O'Na*
Et,O O
R-NH, _
0 sol. HCI R R R
A ~
R~ "R Fase
Composto 2
Composto 4 org.

Figura 1.4: Extracao de uma mistura de um composto fenélico, um acido carbo-
xilico, uma amina e uma cetona utilizando solventes quimicamente ativos.

Quando a solucao etérea contendo os compostos é tratada com uma solugao
de NaHCOs;, o 4cido carboxilico é convertido no sal de sédio correspondente (um

carboxilato de sédio, Composto 1), segundo a reacao abaixo:

RCOOH + NaHCO3 — RCO, Na™ + CO, + H,0

14
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O carboxilato é mais soltivel em agua, o que provoca a sua migragao para a fase
aquosa. Para a obtencao do acido carboxilico, deve-se acidificar a fase aquosa com

HCI, ocasionando a reacao representada abaixo:

RCO, Na' + HCl — RCOOH + NaCl

Nesse caso, o acido carboxilico deve ser extraido da fase aquosa com a subse-

quente adi¢ao de solvente organico.

Na fase orgénica original restaram o fenol, a amina e a cetona (Figura 1.4). A
essa fase, pode-se adicionar uma solucao aquosa de NaOH, que ira reagir com o fenol
— cujo carater acido é menor que o do acido carboxilico —, resultando na formacao
de um fenéxido (ou fenolato) de sédio (Composto 2). Analogamente ao que foi
descrito para o sal do acido carboxilico, o fenoxido de sédio pode ser separado e,
posteriormente, reconvertido ao fenol através da reagdo com HCI, segundo as reagoes

mostradas a seguir.

OH ONa*
R'—\ +NaOH —— R'—\ + H,O
N N
O'Na* OH
R'—\ +HCl —— R'—\ + NaCl
N P

Assim, na fase organica, ainda restaram a amina e a cetona (Figura 1.4). Com a
adicao de uma solucao aquosa de HCI a fase orgéanica, ocorrera a reacdo de conversao
da amina ao cloridrato correspondente (Composto 3) que, por ser um sal, é mais

soliivel em agua e migrard para a fase aquosa.

R—NH, + HCl — R—NH;3"Cl~

Apoés a separagao das fases, a cetona (Composto 4) estard presente na fase
organica e o cloridrato na fase aquosa. A posterior reacao da fase aquosa com
NaHCOj e a extracao com éter etilico fornecerd a amina, segundo a reagdo mostrada

a seguir.

R—NH3"Cl™ + NaHCO3; — R—NH; + NaCl + CO, + H,0

Para a separacao final dos componentes presentes nas respectivas fases etéreas,

pode-se proceder a destilagoes ou, se conveniente, a evaporacao do éter.

15
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1.2 Experimento

1.2.1 Vidrarias, materiais e substancias

« Balanca analitica; e Suporte universal;
e Bomba de vécuo; o Eter etilico;
+ Erlenmeyer; o Funil de separacao;

e Dessecador com silica; e Funil de Buchner-
7

e Funil de solido ou funil de colo . Bastio de vidro;

curto;

« Kitassato;
o Mufas e garras;

« Bastao de vidro;  Proveta;

Solugao de NaOH 10 gmL™1;

e Béquer de 100 mL; *

. Espatula; « HCI concentrado (37 gg™!);

« Papel de filtro; e Solucao de NaHCO3 10 gmL™!;
o Mangueiras de silicone; e NaySOy4 anidro.

1.2.2 Procedimento experimental
1. Pesar 900 miligramas de uma mistura de compostos (/3-naftol, acido benzdico);
2. Solubilizar a mistura em 20 mL de éter etilico;

3. Colocar a solucao etérea em um funil de separacao de 250 ml;

I

. 1* Extragao:

o Juntar 15 mL de NaHCO3 10 gmL™" & solucao etérea;

o Agitar, vigorosamente, o funil de separagdo. Abrir a torneira do funil

para aliviar a pressdao. Apds repouso, extraia a fracdo aquosa;
o Repetir a extracao duas vezes, com 5 mL da solugao de NaHCOg;
« Juntar as porgoes aquosas em um erlenmeyer e deixar a fase etérea no

funil;

16
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» Neutralizar a solugdo aquosa com HCI concentrado;

e Recuperar o precipitado por meio de filtracao a vacuo.
5. 2% Extracao:

o Juntar 15 mL de NaOH 10 gmL™! & solucao etérea;

o Agitar, vigorosamente, o funil de separacdo. Abrir a torneira do funil

para aliviar a pressao. Apds repouso, extraia a fracdo aquosa;
o Repetir a extracdo mais duas vezes, com 5 mL da solu¢cdo de NaOH,;

« Juntar as porcoes aquosas em um Erlenmeyer e deixar a fase etérea no

funil;
o Neutralizar a solugao aquosa com HCI concentrado;

o Recuperar o precipitado por meio de filtracao a vacuo.

6. Secar os produtos em estufa a 60°C.

17
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2.1 Introducao

2.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacao dos componentes de
uma mistura e ¢ realizada através da distribuicao de tais componentes entre duas
fases, uma estaciondria e outra maével, que estdo em contato intimo. A fase esta-
cionaria é fixa e possui grande area superficial, enquanto a fase mével é um fluido
que percola através da fase estacionaria. O termo cromatografia origina-se das pala-
vras gregas chrom (cor) e graphe (escrever), pois era inicialmente uma técnica para

separacao de misturas de substancias coloridas.

Existem varios critérios para a classificacdo das técnicas cromatograficas, como
(7) o mecanismo de separagdo, (7i) a técnica empregada e (i) o tipo de fase mo-
vel. O critério mais importante para classificacdo das cromatografias baseia-se no

mecanismo de separacao.

Todos os métodos cromatograficos dependem, basicamente, das solubilidades ou
das adsortividades diferenciais das substancias que constituem a mistura em relagao

as fases estacionaria e movel.

Quando a fase estacionéria ¢ liquida, o processo ocorre por adsor¢ao ou particao
e, portanto, esta baseado na solubilidade dos componentes de uma dada mistura
na fase estacionaria e na fase movel. Por exemplo, quando se tem uma fase movel
liquida com um analito dissolvido e que se move através da fase estacionaria, ele
tera mobilidade dependente da relagao de sua solubilidade na fase mével e na fase
estacionaria. Este fendmeno é conhecido como parti¢ao. Assim, este tipo de croma-
tografia envolve a particao da amostra entre duas fases liquidas imisciveis, devido a
diferenca de solubilidade dos componentes da amostra entre as fases. Neste tipo de

cromatografia, a fase estacionaria costuma ser a agua.

A cromatografia com fase estacionaria liquida normalmente requer um suporte
que pode ser, por exemplo, silica gel, celite (terra diatomécea) ou celulose. O tipo
mais simples dessa cromatografia é a cromatografia em papel, na qual a agua (fase
estacionaria) fica presa nos polimeros de celulose. O papel pode conter de 5 % a
20 % de dgua. As técnicas mais sofisticadas desse tipo envolvem a cromatografia
gas-liquido.

Quando a fase estacionaria é sélida, o principal mecanismo de separacao esta
baseado no fendémeno de adsor¢ao. O soélido utilizado como fase estacionaria pode

ser qualquer material que nao se dissolva na fase liquida. As fases estacionarias mais
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comuns sao silica gel — SiO, - xH5O — e alumina — Al,O3 - xH5O —, que sao utilizadas
na forma pulverizada.

A adsorcao da amostra ocorre na interface entre as fases movel e estaciona-
ria, devido a presenca de grupos ativos na superficie da fase sélida. Por exemplo,
se alumina finamente dividida ¢ utilizada como fase estacionaria (Figura 2.1), as
substéncias orgénicas irdo adsorver (aderir) nas particulas de sélido. Algumas for-
cas intermoleculares de intensidades diferentes que estao envolvidas no processo de
adsorcao incluem a (7) atracdo eletrostatica (fon-fon), (i7) forcas de dispersao de

London, (74) interagdes dipolo-dipolo e (iv) ligagoes de hidrogénio (Figura 2.1).

A B C
o o 3 A
5 %/ -y s &9 -H—0
O—Al\ O—Al\ 0—Al
/,// O 6 R\ II/ II/ O 6 \O 6_
N Cc=0
R_
NH2 R/5+ 5
D +
O-H
O—Al RCO;~

\
0

Figura 2.1: Principais tipos de interacoes intermoleculares entre compostos orga-
nicos e a alumina. Interagoes similares sdo observadas para a silica (SiOq - xH,0).
A mostra a interagao de coordenacao formada entre o acido de Lewis — alumina —
e uma base de Lewis — amina priméria. B mostra a interacao dipolo-dipolo entre
as ligagoes polares O—Al e C=0 de um composto carbonilico. C mostra a ligagao
de hidrogénio estabelecida entre o oxigénio da alumina e o grupo hidroxila de um
alcool. D mostra a protonacao da alumina e o estabelecimento de um par idnico
com um anion carboxilato.

Deste modo, a forca de interagdo varia com os tipos de compostos presentes no
analito. Quanto mais polar o analito, maior a sua interacao com a alumina e com
a silica gel. O equilibrio de distribuicao das moléculas sobre a superficie da fase
estacionaria solida é dinamico, com moléculas sendo constantemente adsorvidas e
dessorvidas. Esse equilibrio e as diferencas de adsorcao entre os compostos de uma

mistura sao a base do processo de separagdo cromatografica.

Uma classificacao bastante comum dos métodos cromatograficos baseia-se na

geometria da superficie na qual a separagao ocorre:

» Se ocorre dentro de um tubo (de vidro ou metal), a cromatografia é denomi-
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nada em coluna,;

« Se ocorre em uma superficie plana (placa de vidro ou metal impregnada
com a fase estacionaria ou entdo uma folha de papel de filtro embebida com

solvente), a cromatografia é planar.

A cromatografia em camada delgada (CCD) ¢ um caso particular de cromato-
grafia planar e de adsor¢do. Na quimica organica, a CCD ¢é utilizada principalmente

como uma ferramenta eficaz para varias analises. Dentre elas, tem-se:

1. Analise qualitativa da pureza de uma amostra;
2. Avaliacao do ntimero de componentes de uma mistura;
3. Determinagao da identidade de uma amostra por comparagao com um padrao;

4. Identificagdo de uma ou mais substancias presentes em uma mistura por com-

paracao com padroes;
5. Monitoramento do progresso de uma reagao quimica;

6. Escolha de uma fase mével apropriada para uma separacao cromatografica em

coluna; e

7. Monitoramento de uma separacao por cromatografia em coluna.

A CCD consiste em uma fase estacionéaria sobre uma placa de vidro, aluminio
ou material plastico, na qual se aplica a amostra (Figura 2.2). Entao, a amostra é
eluida na placa de forma ascendente em uma cdmara fechada (Figura 2.3), chamada

de cuba cromatografica, contendo a fase movel apropriada.

Aspectos praticos da CCD

Placas de CCD As principais fases estacionarias utilizadas na CCD sao silica gel,
alumina, silica gel de fase reversa, celulose e poliamida. Essas fases sao impregnadas

sobre placas de vidro, plastico ou aluminio.

As placas de CCD podem ser adquiridas comercialmente ou ser preparadas em
laboratorio. Nesse ultimo caso, elas devem ser secas ao ar e, entdo, “ativadas” em
estufa a 110°C a 120 °C, durante 1 hora. As placas devem ser guardadas em lugares

onde a atmosfera seja a mais seca possivel.
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Figura 2.2: Aplicagdo de uma amostra em uma (A) placa cromatografica. A
amostra é succionada por um (B) tubo capilar, que é responsédvel por depositar
uma pequena quantidade de amostra em uma altura pré-determinada da base da
placa, formando um (C) spot.

I I / Cuba cromatografica
com tampa

— Nivel final do eluente

— Placa contendo
a fase estacionéria

— @ *— Nivel do analito

N Y

Figura 2.3: Cuba cromatografica para eluicao da placa de CCD. A figura mostra
que o eluente, cujo nivel inicial deve ser menor que o da aplicacdo da amostra,
promove a eluicao da amostra por agao capilar.

Nivel do eluente

Aplicagdo das amostras As amostras a serem analisadas por CCD devem ser
previamente dissolvidas em solvente organico volatil. A aplicacdo dessa solucao
sobre a placa cromatografica deve ser efetuada a aproximadamente 1 cm de sua

base inferior.

Nessa aplicacao, pode-se utilizar um tubo capilar (Figura 2.2), cuja extremi-
dade inferior esteja uniformemente seccionada. O capilar ndo pode danificar a fina
camada de adsorvente, pois os resultados nao serao reprodutiveis. Quando mais de

uma amostra for aplicada sobre uma mesma placa, os pontos de aplicagdo devem
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ser separados por, no minimo, 1 cm.

Desenvolvimento da cromatografia (eluicdo) Apoés a aplicagdo da amostra
sobre a placa, ela deve ser introduzida em uma cuba cromatografica contendo a
fase movel apropriada (Figura 2.3). A altura da fase mével na cuba nao pode
ultrapassar o ponto de aplicagao da amostra na placa. Para que bons resultados
sejam obtidos na CCD, é necesséario que a cuba fique saturada com vapores da fase
movel. Para isso, as paredes laterais internas da cuba devem ser recobertas com

papel filtro.

Uma vez introduzida a placa na cuba cromatografica, o solvente ascendera, por
capilaridade, até a extremidade superior. Ao ascender, o solvente arrastara mais os
compostos menos adsorvidos na fase estacionaria, separando-os dos compostos mais
adsorvidos. A placa deve ser retirada da cuba um pouco antes da frente do solvente

alcancar a extremidade superior da placa.

Apés a eluicao da placa, seca-se a placa por simples exposi¢do ao ar ou com um
secador de ar quente. Como a maioria dos compostos organicos é incolor, deve-se

realizar a revelagao da placa cromatografica.

Um exemplo de cromatograma final é mostrado na Figura 2.4. Nessa figura,
pode-se observar que a amostra contem dois componentes: o componente 1, que
ficou mais adsorvido a fase estacionaria, e o 2, que ficou menos adsorvido a fase
estacionaria, tendo uma maior afinidade pela fase mével. Se, para esse exemplo, a
fase estacionaria fosse silica, uma conclusao plausivel seria que a substancia 1 é mais

polar que a substancia 2.

A B
------------------------------------- Nivel do solvente
6.5 Qe
cm e 4 5,0cm
2,2 cm
spot
Nivel de |------ e e IR i EEEL R
aplicacdo

Figura 2.4: Exemplo de Cromatograma em Camada Delgada (CCD) com dimen-
soes da placa (A) no estagio inicial e (B) apés a eluicao, e extensao de elui¢ao, em
cm.

Além disso, sao apresentados os valores métricos necessario para calcular o Ry

(do inglés, Retention factor, fator de retengao) para os componentes 1 e 2. O Ry
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¢ definido como a razao entre a distancia percorrida por um dado componente da
amostra (desde o ponto de aplicagdo até o centro da mancha), 7y, e a distancia
percorrida pelo solvente (desde o ponto de aplicagdo até a linha final de avango do

solvente), 751y (Equagao 2.1).

T'x

Re = (2.1)

Tsolv

O valor de R é um ntmero adimensional, que varia entre 0 e 1. Dentro dessa
faixa, substancias com pequenos valores de R; possuem maior afinidade pela fase
estacionaria, e substancias com valores de R; proximos a 1 possuem maior afinidade
pela fase movel do que pela fase estacionaria. Para o exemplo mostrado na Figura

2.4, tem-se que o Ry do composto 1 ¢ 0,34 e o do composto 2 é 0,77.

Embora seja caracteristico de cada substancia, o valor de R; pode sofrer altera-
¢oes devido a condicOes experimentais — e.g., variacao de fase estaciondria, eluente
e temperatura — Portanto, para fins comparativos, é essencial realizar a analise sob

as mesmas condigoes.

Escolha da fase mével A escolha da fase mével adequada para uma determi-
nada separacao por CCD é uma tarefa trabalhosa, para qual nao existem regras
fixas. Entretanto, considerando-se os conceitos basicos de polaridade de moléculas
orgéanicas e, através da experiéncia adquirida no trabalho de laboratério, a escolha

da fase moével se torna mais facil.

Para se obter um bom cromatograma por CCD, o composto deve alcancar uma
altura entre a metade e 2/3 da placa. Na Figura 2.5A, a fase mével possui pola-
ridade baixa a ponto dos dois componentes da amostra terem muita afinidade pela
fase estacionaria e nenhuma pela fase mével, resultando em um R; baixo. Figura
2.5C, a situacgao ¢ totalmente oposta, ou seja, como a polaridade do eluente é muito
alta, os dois componentes tém igual afinidade pela fase mével, percorrendo a placa
cromatografica juntamente com a linha de frente do solvente. Assim, ndo se observa

separacao alguma.

Na Figura 2.5B, tém-se o eluente ideal, ou seja, com polaridade intermediaria,
que permite a interagdo das substancias tanto com a fase mével quanto com a fase
estacionaria. Essa interacao permite a diferenciacdo entre as interagoes dos dois

componentes pelo eluente e fase estacionaria, promovendo a separacao.

Nos casos em que a utilizacao de solventes puros nao ¢ suficientemente eficaz para

se obter a separacao desejada, pode-se usar mistura de solventes. A Tabela 2.1
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A B C

Figura 2.5: Exemplo de escolhas de solventes para CCD. Na placa A, o solvente
utilizado possui polaridade baixa, nao promovendo separacao e mantendo o spot na
base da placa. Em B, a polaridade promoveu a separacao ideal dos compostos. Em
C, o solvente foi polar demais, fazendo com que ambos os compostos fossem eluidos
até o nivel do solvente e nao promovendo a separagao.

(Pagina 27) mostra alguns solventes orgénicos em ordem crescente de polaridade
(SNYDER, 1968; KOWALSKA; KACZMARSKI; PRUS, 2003).

Reveladores Como a maioria das substancias organicas é incolor, apés a eluicao e
secagem da placa cromatografica, ela deve ser revelada. Os reveladores mais comuns
sdo: luz ultravioleta (UV), iodo, e reagentes quimicos (4cido fosfomolibidico, solu¢ao

de permanganato de potdssio, etc).

Para a placa ser revelada em camara UV, a fase estacionaria deve conter substan-
cias fluorescentes, na proporcao em massa de aproximadamente 1 %. A substancia
fluorescente absorvera luz na regiao do ultravioleta (A = 254 nm) e emitird luz em
outra regiao do espectro. Essa emissao tem uma coloracao caracteristica esverde-
ada e brilhante. Assim, os locais onde houver substancias orgénicas, principalmente
aquelas contendo duplas ligagoes conjugadas ou sistemas aromaticos, impedirao a

emissao de luz, aparecendo como manchas escuras.

Outra forma de revelacao é introduzir a placa cromatografica em uma camara
contendo cristais de iodo. Este, na forma de vapor, interage com os compostos orga-
nicos insaturados da placa, resultando em manchas de coloragao marrom. Normal-
mente a interacao com o iodo é reversivel. A placa revelada dessa maneira deixada
em repouso por algum tempo resulta no desaparecimento das manchas e pode ser
revelada por outros métodos quimicos. Somente compostos organicos que interagem
com o iodo podem ser revelados dessa forma. Compostos, saturados, por exemplo,
nao se revelam e devem ser visualizados utilizando outros reagentes quimicos, que

constituem métodos destrutivos de revelacao.

Os métodos destrutivos de revelacao consistem usualmente na oxidagao dos com-
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Tabela 2.1: Série eluotrépica de solventes e forga de eluigao (¢°) determinada em
alumina.

Solvente €31,05 Solvente €150
Pentano 0,00 1,2-diCloroetano 0,49
Hexano 0,01 Etil metil cetona 0,51
Heptano 0,01 Acetona 0,56

Cicloexano 0,04 Dioxano 0,56

Dissulfeto de carbono 0,15 Acetato de etila 0,58
Tetracloreto de carbono 0,18 Acetato de metila 0,60
Eter isopropilico 0,28 Pentan-1-ol 0,61
2-Cloropropano 0,29  Dimetilsulf6xido (DMSO) 0,62
Tolueno 0,29 Anilina 0,62
1-Cloropropano 0,30 Nitrometano 0,64
Clorobenzeno 0,30 Acetonitrila 0,65
Benzeno 0,32 Piridina 0,65
Bromoetano 0,37 Propan-2-ol 0,82

Eter dietilico 0,38 Etanol 0,88
Cloroférmio 0,40 Metanol 0,95
Diclorometano 0,42 Etilenoglicol 1,11
Tetraidrofurano (THF) 0,45 Acido acético > 1

postos organicos que estao sobre a superficie da placa, utilizando-se oxidantes fortes
e as vezes temperaturas elevadas. Exemplos desses reagentes sao o acido fosfomolib-
dico e o permanganato de potassio. Esses reveladores sao preparados na forma de
solugao, que é aspergida sobre a placa. A placa deve ser entao aquecida em estufa,
chapa de aquecimento ou com soprador térmico. As substdncias orgénicas serao

oxidadas e reveladas na forma de pontos escuros.

Além dos reveladores de aplicacao geral, existem reveladores que detectam ape-
nas alguns compostos contendo certos grupos funcionais. Solucao de 2,4-dinitrofeni-
lidrazina, por exemplo, produz manchas amarelo-avermelhadas quando o composto
possui fungao aldeido e/ou cetona, e o reagente de Dragendorff origina manchas

alaranjadas na presenca de alcaldides. A Tabela 2.2 descreve alguns reveladores
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gerais e especificos.

Tabela 2.2: Reveladores de compostos organicos em CCD.

Reagente Revelador
Vanilina e HySO4 Universal
Acido fosfomolibdico Universal
Ninidrina Aminas primarias e secundarias
Anisaldeido Compostos carbonilicos
Ftalato de anilinio Actcares redutores

2.1.2 Cromatografia em coluna

Se a fase estacionaria sélida estiver contida em um tubo cilindrico — usualmente
de vidro — ao invés de estar sobre a superficie de um suporte, a cromatografia é
classificada como cromatografia em coluna. Analogamente a CCD, a cromatografia
em coluna também é uma cromatografia de adsorcao. Ela é utilizada para separagao
e purificacao de substancias e os principios que regem esse tipo de cromatografia sao

similares aos discutidos para CCD em 2.1.1.

A técnica da cromatografia em coluna consiste em adicionar um sélido adsorvente
apropriado (fase estacionaria) a um tubo de vidro na posigao vertical, acrescentando-

se, no topo da coluna, a mistura que se deseja fracionar (Figura 2.6).

Um eluente liquido (fase mével), que pode ser constituido por um ou mais sol-
ventes misciveis entre si, é adicionado ao sistema e, ao percorrer a coluna, “arrasta”
as substancias adsorvidas na fase estacionaria. Os componentes da mistura que in-
teragirem mais fortemente com a fase estacionaria apresentarao um deslocamento
mais lento pela coluna. Os componentes que apresentarem interagoes mais fracas
com a fase estacionaria e mais fortes com a fase movel se deslocardao mais rapido pela
coluna. A diferenca na velocidade de eluicdo dos componentes da mistura, devido
as suas diferentes interagoes com a fase movel e estacionaria, fara com que eles se
separem e formem bandas na coluna, que podem, entdo, ser coletadas. Assim, se
alumina for utilizada como adsorvente, um composto de menor polaridade formara
uma banda que serd eluida mais rapidamente do que a banda de um composto mais

polar (Figura 2.7).
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Figura 2.6: Coluna cromatografica com as sec¢oes relevantes destacadas.
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Figura 2.7: Etapas de uma separagao em coluna cromatografica com adsorvente
polar.
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Aspectos praticos da cromatografia em coluna

Apesar da cromatografia em coluna ser uma técnica versatil, sua eficiéncia de-
pende do ajuste de alguns fatores, tais como (7) escolha do adsorvente, (i) polari-
dade da fase mével, (7i) tamanho (comprimento e didmetro) da coluna em relacao
ao material a ser cromatografado e (iv) velocidade de elui¢ao (fluxo). Além disso,
uma separacao cromatografica eficiente depende da realizacao correta dos procedi-
mentos envolvidos na cromatografia em coluna — e.g., empacotamento e aplicagdo

da amostra.

Escolha do adsorvente Virios tipos de adsorventes podem ser usados em cro-
matografia em coluna — e.g., silica gel, alumina, celulose e florisil. A escolha do
adsorvente depende dos tipos de compostos a serem separados. Celulose, amido e
agucares sao usados para separar compostos polifuncionais de origem natural, que
sao muito sensiveis as interagoes acido-base. Silica gel e florisil sdo adsorventes usa-
dos para separar muitos tipos de compostos —e.g., hidrocarbonetos, alcoois, cetonas,
ésteres, azocompostos e aminas. Alumina também é amplamente empregada para

separagOes por cromatografia em coluna.

Escolha da fase mével Os mesmos solventes empregados na CCD podem ser
utilizados como fase movel na cromatografia em coluna. A CCD pode ser, inclusive,
empregada para a escolha da fase movel que serd utilizada na cromatografia em
coluna. As vezes, um tnico solvente é capaz de separar todos os componentes de
uma mistura. Outras vezes, deve-se utilizar uma mistura de solventes. Entretanto,
uma pratica muito comum ¢é comecar a eluicado com um solvente apolar e aumentar
gradualmente a polaridade da fase moével. Isto é chamado de eluicao gradiente.
A eluicao é dita isocratica quando se mantém a mesma polaridade da fase movel

durante todo o processo de separacao.

Em geral, os compostos apolares sao eluidos mais rapidamente que os compostos

polares, quando se utiliza um adsorvente polar como silica ou alumina.

Escolha do tamanho da coluna e da quantidade de adsorvente O tamanho
da coluna e quantidade de adsorvente sao parametros que também devem ser corre-
tamente selecionados para que se tenha uma separacao eficiente por cromatografia

em coluna.

Como regra geral, a quantidade recomendada de adsorvente é de 25 a 30 vezes

(em massa) da quantidade de material a ser separado e a coluna deve ter uma razao

30



2.1. Introducao Experimento 2

de 8:1 entre o comprimento e o didmetro. Entretanto, a escolha do tamanho da
coluna e da quantidade de adsorvente depende significativamente da dificuldade de
separacao entre os componentes da mistura. Compostos que sao dificeis de separar
(por exemplo, compostos com valores de Ry proximos) podem exigir colunas mais
longas e maior quantidade de adsorvente do que o especificado pela regra geral.
Contrariamente, se os compostos se separam facilmente, uma coluna mais curta e

menor quantidade de adsorvente podem ser utilizados.

Fluxo de fase mével A velocidade com que a fase movel flui pela coluna tam-
bém é um importante fator na eficiéncia da separagdo. Em geral, o tempo que a
mistura a ser separada fica na coluna é diretamente proporcional ao grau atingido
pelo equilibrio entre as fases mével e estacionaria. Assim, compostos semelhantes
podem ser separados, se ficarem na coluna tempo suficiente. Entretanto, se o fluxo
é muito lento, as substancias dissolvidas da mistura podem difundir mais rapida-
mente do que serem eluidas. Neste caso, as bandas ficam mais largas e a separagao
piora. Portanto, um fluxo adequado de fase mével deve ser utilizado para permitir
a separacao eficiente dos constituintes da mistura. Como regra geral, fluxo de 5-50

gotas por minuto costuma fornecer separagoes satisfatorias.

Empacotamento da coluna O empacotamento da coluna deve ser “homogé-
neo”, ou seja, livre de irregularidades, bolhas de ar ou falhas. Além disso, a face
superior do adsorvente empacotado deve estar na horizontal assim como a coluna
deve estar perfeitamente na vertical. A falha desses fatores pode ocasionar bandas

nao-horizontais (Figura 2.8), que prejudicam a separagao.

Outro fenémeno, que pode prejudicar a separacao, é a ondulagao ou canalizagao
(Figura 2.9). Isto ocorre quando a superficie do adsorvente tem falhas ou irregula-
ridades ou se existirem bolhas de ar. Nesse caso, a parte da frente da banda avanca

mais rapidamente do que a maior parte da banda, pois se move pelo canal.

Antes do empacotamento, coloca-se uma pequena quantidade de algodao na ex-
tremidade inferior da coluna, de forma a evitar o escoamento da fase estacionaria.
Pode-se adicionar uma camada de areia sobre o algodao e depois sobre a fase esta-
cionaria empacotada. As camadas de areia tém a finalidade de manter a coluna de

fase estacionéria nivelada.

A introducao da fase estacionaria na coluna pode ser feita na forma de uma
suspensao na fase movel. Essa suspensao deve ser adicionada lentamente a coluna,
batendo-se continuamente ao longo da mesma, para que todo ar seja expulso e uma

compactagao uniforme seja obtida. Nunca o nivel do solvente pode ficar abaixo do
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Figura 2.8: Comparacao das bandas obtidas com e sem nivelamento.
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Figura 2.9: Problemas de canalizacao na coluna cromatografica.
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nivel da fase estacionaria, pois isso poderia causar a entrada de ar e a consequente

formacao de rachaduras na fase estaciondria, que prejudicariam a separacao.

Aplicagdo da amostra Se a amostra a ser purificada for liquida (e de baixa vis-
cosidade), ela pode ser aplicada diretamente na coluna. Entretanto, se a amostra
for um liquido viscoso ou um sélido, a amostra pode ser introduzida na coluna na
forma de uma solugao, que contém a amostra dissolvida em uma pequena quanti-
dade de solvente (em geral, 2 mL a 3 mL). Essa pequena quantidade de solvente é
necessaria para que uma banda estreita da amostra seja obtida, que é ideal para a

melhor separacao dos constituintes da amostra.

Em casos em que a amostra é muito viscosa ou de solubilidade muito baixa na
fase movel, incorpora-se essa amostra em pequena quantidade da fase estacionaria

e, entao, distribui-se uniformemente a amostra na forma de pé no topo da coluna.

Eluicao Uma vez introduzida a amostra, deve-se iniciar a elui¢ao, utilizando a fase
movel adequadamente escolhida. Ao contrario da CCD, na qual se utiliza elui¢ao
isocratica, na cromatografia em coluna é mais comum utilizar-se a eluicao gradiente,
que permite alterar gradativamente a composicao da fase mével. Assim, a eluicdo
da amostra comeca com um solvente apolar e, ao longo da andlise, aumenta-se
gradativamente a polaridade da fase moével, através da adigdo de maior porcentagem

de solventes mais polares a fase moével.

Geralmente, a polaridade da fase mével nao pode ser drasticamente mudada. Se
os calores de solvatacdo do adsorvente nos dois solventes forem muito diferentes,
pode-se gerar aumento de temperatura na coluna, provocando “rachaduras” no seu
interior, que prejudicam a eficiéncia da separacao. A coluna pode rachar também se
o nivel da fase movel ficar abaixo do nivel da fase estacionaria, ou seja, se a coluna
secar. O uso de colunas com reservatério de solvente ou mesmo de funil de adigao
é conveniente para evitar a adi¢ao continua de pequenas quantidades de solvente,

aumentando a chance da ocorréncia da secagem da coluna.

Monitoramento das fracoes coletadas (Quando os compostos a serem separa-
dos sao coloridos, pode-se monitorar visualmente a separagao das bandas e coleta-las
separadamente. Entretanto, como a maior parte dos compostos organicos nao € co-
lorida, outros métodos devem ser utilizados para a andlise das fracoes coletadas. O

mais comum deles, é a CCD.

Entao, o que se faz é coletar fragoes de volume fixo. O volume coletado depende
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Experimento 2 2.2. Ezperimento A - CCD

Figura 2.10: Monitoramento por CCD das fragoes coletadas em uma separagao
em coluna. A linha 1 possui apenas o spot do produto de interesse e a linha 2 é
relativa a mistura reacional obtida. Cada linha subsequente é referente a coleta de
um conjunto de volumes, mostrando a separagao de cada substancia presente na
mistura.

da quantidade de amostra e da facilidade de separacao. Em separagoes mais dificeis,
devem ser recolhidas fragoes com volumes menores. Apds a coleta, as fragoes sao
analisadas por CCD (Figura 2.10). De acordo com os resultados obtidos nessa
analise, algumas fracdes podem ser reunidas e o processo de cromatografia em coluna

encerrado.

2.2 Experimento A - CCD

2.2.1 Vidrarias, materiais e substancias

e Proveta de 10 mL; e Camara UV;

o Béquer de 25 mL ou 50 mL; « Etanol,

e Tubos de ensaio; e Hexano;

» Estante para tubos de ensaio; o Acetato de etila;
» Placa cromatogréfica; o Acetanilida;

o Cuba cromatografica; o [(-naftol.

2.2.2 Procedimento experimental

1. Preparo das solugoes de acetanilida e S-naftol:

(a) Mega aproximadamente 10 mg (0,01 g) de acetanilida e adicione a um
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(b)

(c)

tubo de ensaio (Tubo 1). Repita o procedimento em um segundo tubo
de ensaio (Tubo 2);

Mega aproximadamente 10 mg (0,01 g) de S-naftol e adicione a um ter-
ceiro tubo de ensaio (Tubo 3). Repita o procedimento, adicionado a

massa ao Tubo 2;

Adicione 1 mL de etanol (&lcool etilico) a cada tubo de ensaio.

2. Aplicagao das solugoes na placa cromatografica:

(a)

(b)

(c)

Utilizado um lapis ou lapiseira, faca um risco fino horizontal na placa
para indicar a altura da aplicagdo da amostra, que devera ser de aproxi-

madamente 1 cm;

Utilizando um capilar, aplique um “spot” de cada solugao sobre uma
placa de silica (2,5 cm x 5 cm) a 1,0 cm da extremidade inferior e apro-
ximadamente 3 mm de cada lateral, mantendo os “spots” equidistantes.
As solugoes devem ser aplicadas na placa da seguinte forma: (7) solu-
gao contendo acetanilida; (#7) solugdo contendo [-naftol e (7i4) solugao

contendo a mistura (acetanilida 4+ [-naftol);

Evite a difusdo do “spot” de forma que seu didmetro nao ultrapasse 2

mm durante a aplicagao da amostra e deixe o solvente evaporar.

3. Desenvolvimento do cromatograma:

(a)
(b)

(c)

Prepare uma cuba com 4 mL de hexano;

Coloque cuidadosamente a placa na cuba, evitando que o ponto de apli-

cacao da amostra fique submerso;

Quando o solvente atingir cerca de 3 mm do topo da placa, remover a
placa e marcar a altura até a qual o solvente percorreu (linha de chegada

da fase mével). Deixe secar ao ar;

Introduza sua placa em uma camara UV, observe e anote as posigoes das

manchas;

Copie a placa com as substéncias separadas (cromatograma), obedecendo
fielmente a distancia entre o ponto de aplicagdo e a frente do solvente,
bem como a distancia percorrida por cada substancia, iniciando pelo

ponto de aplicagao até o centro de maior concentragao da mancha;

Repita os procedimentos utilizando os seguintes solventes: acetato de

etila e uma mistura hexano:acetato 2:3 (vv).
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2.3 Experimento B - Cromatografia em Coluna de

Silica
2.3.1 Vidrarias, materiais e substancias

o Bureta de 25 mL; o Cuba cromatografica;

e Proveta de 100 mL; « Camara UV;

o Pipeta graduada de 1 mL;
o Hexano;

e Tubos de ensaio;

o Acetato de etila;
« Bastao de vidro;

» Estante para tubos de ensaio; « Acetanilida;

o Placa cromatografica; o [-naftol.

2.3.2 Procedimento experimental

1. Preparo de uma solucao contendo acetanilida e S-naftol:
(a) Mega aproximadamente 10 mg (0,01 g) de acetanilida e adicione a um
tubo de ensaio;

(b) Mega aproximadamente 10 mg (0,01 g) de S-naftol e adicione ao mesmo

tubo de ensaio;

(c¢) Adicione 0,5 mL de uma mistura hexano:acetato de etila 2:3 (v:v) ao

tubo de ensaio contendo os compostos e agite até completa solubilizagao;

(d) Com o auxilio de uma pipeta, separe, em um outro tubo de ensaio, um
padrao da mistura a ser colocada na coluna (aproximadamente 0,05 mL

da solugao inicial).
2. Preparo da coluna cromatogréfica:

(a) Coloque a bureta em um suporte universal e utilize duas garras para

fixa-la;

(b) Prepare duas bolinhas de algodao de aproximadamente 1 cm de didmetro,
molde-as na forma de um cogumelo e, com o auxilio de um bastao de

vidro, empurre uma das bolinhas até o final da coluna;
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2.3. Fxperimento B - Cromatografia em Coluna de Silica Experimento 2

(c)

Em um béquer de 50 mL, mega aproximadamente 5 g de silica-gel (70-230
mesh). Em seguida, adicione 13 mL da mistura preparada, misture bem
e despeje a suspensao resultante na coluna. Coloque um béquer abaixo

da coluna para coleta o excesso de solvente;

Apés escoar o solvente em excesso, tomando o cuidado nao deixar que a
silica seque, adicione a mistura previamente preparada com o auxilio de

uma pipeta de 1 mL;

Prepare 50 mL de uma solugao hexano:acetato 2:3 (v:v) e adicione na

coluna;

Recolha fragoes em tubos de ensaio de 1,5 mm de didmetro, preenchendo

o tubo até a altura de 3 cm;

Acompanhe, por cromatografia em camada delgada (CCD), a separagao
dos produtos. Para tal, adicione a placa, um spot da solucao padrao
previametne separada e mais trés spots, um de cada tubo de ensaio.
Utilize a luz UV como revelados (254 nm) e o mesmo eluente utilizado

na coluna.
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Experimento 3

Sintese e recristalizacao do acido
acetilsalicilico (AAS)



Experimento 3 3.1. Introducao

3.1 Introducao

Compostos carbonilados sao substratos muito importantes na industria quimica
e em ambientes de pesquisa. Dentre as iniimeras rea¢oes que um ntcleo carbonilico
pode realizar, as substituigdes nucleofilicas no carbono acilico (SyAc) se destacam,
pois tomam proveito da eletrofilia do centro carbonilico. Dentre as fungdes carbo-
niladas que sdo passiveis de reagirem por (SyAc), os derivados de dcido carboxilico
— e.g., cloretos de acido (cloretos de acila), anidridos, ésteres, amidas e fosfatos de

acila — se destacam (Figura 3.1).

0]
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Cloreto Anidrido Ester Amida
de acila

Figura 3.1: Exemplos de derivados carbonilicos passiveis de reagirem por SyAc.

De modo geral, as reagdes de SyAc sdo descritas por (7) uma ativagao inicial
do centro carbonilico, que pode ser feita com um catalisador acido de Brgnsted-
Lowry ou de Lewis, seguida de (i7) um ataque nucleofilico do reagente ao centro
carbonilico, formando um intermedidrio tetraédrico, e subsequentes (ii7) eliminagao
do grupo abandonador do substrato e (iv) regeneragao do catalisador 4cido (Figura
3.2).
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Figura 3.2: Mecanismo de uma reacao do tipo SyAc, passando pela protonagao
da carbonila, tornando o carbono mais eletrofilico, seguida pelo ataque nucleofilico
do nucledfilo (Nu) e formagao do intermediario tetraédrico, que leva a formacao da
carbonila final com a eliminagao do grupo abandonador X e subsequente regeneragao
do catalisador acido HA.
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3.1. Introducao Experimento 3

O Acido acetilsalicilico (AAS)

O 4cido acetilsalicilico é um composto anti-inflamatério nao estereoidal (do
inglés, non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAID) e possui propriedades anti-
inflamatorias, antipiréticas e anticoagulantes. Além disso, é classificada como um
inibidor nao-seletivo da enzima ciclooxigenase (COX), perturbando a produgao de
prostaglandinas pela atuacao na COX-1 e COX-2 (VANE; BOTTING, 2003).

Esse composto é vendido na forma de genérico, tanto para uso adulto como infan-
til, e também como o farmado Aspirina®. Sdo medicamentos altamente consumidos
e estima-se que em torno de 120 bilhoes de comprimidos sejam consumidos por ano

(WARNER; MITCHELL, 2002).

Industrialmente, o acido acetilsalicilico é obtido a partir do 4cido salicilico (acido
orto-hidroxibenzdico). Esse, por sua vez, é obtido a partir de uma variacao do
processo Kolbe-Schmitt, desenvolvido inicialmente em 1860. A sintese do acido
salicilico envolve (7) a reagao do fenol com uma base forte, fornecendo um fenolato
metdlico que (i) reage com gas carbonico, formando um intermediario anidénico que
é subsequente (74) acidificado com uma solugdo aquosa de pH 4,0 (Figura 3.3)
(SERGEEV; RODIKOVA; ZHIZHINA, 2024).

O™M* OH O OH O

OH +
+ MOH . CO _, O
“H0 ) — oMt ——— OH

Figura 3.3: Reagdo de formagdo do acido salicilico a partir do fenol utili-
zando o processo Kolbe-Schmitt. O fenol reage com uma solucao aquosa alcalina
(MOH) para formar o fenolato metalico. Esse reage com CO., formando o orto-
hidroxibenzenocarboxilato, que é subsequente protonado.

A sintese de AAS a partir do acido salicilico envolve uma reacao de acetilagao
utilizando anidrido acético e um catalisador acido. Essa reacao sera realizada no
experimento 3 e envolve a reagdo de SxAc do acido salicilico com o anidrido acético

protonado, promovendo a liberagao de acido acético com subproduto (Figura 3.4).

O
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Figura 3.4: Reacgdo de formacao do acido acetilsalicilico a partir do acido salicilico
na presenca de anidrido acético em meio acido.
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3.2 Experimento A - Sintese do AAS

3.2.1 Vidrarias e materiais

o Alonga de borracha; « Kitassato;

» Balanca analitica; o Papel de filtro;

« Barra de agitagdo magnética; « Pipeta graduada de 10 mL (2);

« Bastao de vidro; « Pipetador;

e Bomba de vicuo: « Placa de aquecimento com agitacao
| magnética;

o Cuba para banho de gelo;
e Termometro;

o Erlenmeyer de 125 mL;
e Tubo de ensaio;

« Espatula;
o Vidro de relégio;

o Estante para tubos de ensaio;
o Tubo capilar;

o Cuba cromatografica
« Placa de CCD (silica gel em alumi-

 Funil de Biichner; nio).

3.2.2 Substancias quimicas

o Acido salicilico; de KMnQy, 20 g de K;CO3 e 5 mL
de uma solucido 5 gmL~! de NaOH

o Acido sulfirico (H,SO,) concen-
em 300 mL de HyO);

trado (fragdo em massa de 98 %);
« Anidrido acético; « Etanol;

o Solugao reveladora de KMnOy (3 g o Acetato de etila.

3.2.3 Procedimento experimental

1. Adicionar 0,015 mol de acido salicilico, 0,05 mol de anidrido acético e 5 gotas

de acido sulfirico a um frasco Erlenmeyer de 125 mL;
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2. Agitar o Erlenmeyer até a solubilizagdo completa e aquecer em banho-maria
(80°C) por aproximadamente 20 minutos'. Tampe o Erlenmeyer com um
vidro de relogio durante o aquecimento para evitar que a condensagao do

banho-maria caia dentro do frasco;

3. Remover o frasco do banho-maria e deixar esfriar até a temperatura ambiente,
estdgio no qual deve se observar a precipitacdo do produto. Caso nao seja
observada a formagcao de sélido, atritar as paredes do Erlenmeyer suavemente

ou verter a mistura reacional em um béquer contendo gelo picado;

4. Apods a formacgao dos cristais do produto, adicionar 20 mL de agua gelada,
agitar o frasco e resfriar em banho de gelo. Caso a formacao inicial de sélido

nao seja observada, nao adicionar agua;

5. Faca a filtracdo a vacuo utilizando um funil de Biichner e um papel de filtro
previamente pesado. Transfira o liquido reacional inicialmente, tomando o
cuidado para nao passar soélido. Depois, quebre quaisquer aglomeracoes de
solido usando um bastao de vidro e adicione mais 10 mL de dgua gelada.
Agite o frasco, resfrie-o brevemente e promova a filtracao de todo o contetido
no funil. Use pequenas porgoes de agua gelada para transferir qualquer sélido

remanescente no Erlenmeyer e para lavar o sélido obtido.

Apos a sintese, é importante realizar uma andlise cromatografica (CCD) do pro-
duto obtido de modo a confirmar que os materiais de partida foram consumidos e

que o produto foi sintetizado. Para tal, siga o procedimento abaixo:

1. Separe aproximadamente 0,01 g (ponta de espétula) do produto obtido em um
tubo de ensaio e 0,01 g (ponta de espatula) do &cido salicilico em outro tubo

de ensaio;
2. Solubilize ambos os compostos com gotas de etanol;

3. Prepare uma placa de CCD e aplique trés solugoes da seguinte forma: a pri-
meira solucao deve conter o acido salicilico, a segunda deve conter o produto

e a terceira, uma coaplicacao de ambos os compostos;

4. Prepare uma cuba cromatografica e adicione uma pequena quantidade de uma
mistura hexano:acetato de etila 1:2 (v:v) e promova a elui¢ao da placa croma-

togréfica;

1 As condicbes experimentais foram otimizadas em relacio aos pardmetros originais de acordo
com os estudos conduzidos por Domingues et al. e Luz et al. (DOMINGUES; MAGALHAES;
SANDRI, 2022; LUZ et al., 2019).
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5. Revele a placa na cadmara de UV e com a solucdo reveladora de KMnOy4. E

importante realizar a revelacdo na camara de UV antes de revelar no per-

manganato, ja que a placa ficard manchada de forma irreversivel pelo agente

oxidante.

3.3.1 Vidrarias e materiais

o Erlenmeyer de 125 mL (3);

o Chapa de aquecimento e agitagao;
e Pérolas de aquecimento;

e TermoOmetro de mercirio;

e Suporte universal;

o Garra;

« Mufa;

o Tubos de ensaio (9);

« Estante para tubos de ensaio;

o Papel de filtro;

o Pipeta de 2 mL de plastico (4);
 Vidro de reldgio (2);

« Bastao de vidro;

» Recipiente para banho de gelo;

3.3.2 Substancias quimicas

« Etanol absoluto;

« Agua destilada;
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Kitassato;
Alonga de borracha;
Funil de Biichner;

Bomba de vacuo ou sistema de

trompa d’agua;
Proveta de 10 mL (3);
Pipeta graduada de 2 mL (2);

Placas de CCD (silica gel 70-230

mesh sobre aluminio) (3);
Tubo capilar (3);
Cuba para cromatografia;

Camara UV com lampada de 256

nm;

Espatula.

Tolueno;

Eter etilico



3.3. Ezxperimento B - recristalizacao do AAS Experimento 3

o Acetato de etila; « Acido salicilico;
« Acido acético; « Acido acetilsalicilico bruto;
o Hexano;  Solucao 0,01 gmL~! de FeCls2.

3.3.3 Procedimento experimental

Os grupos serao divididos em trés conjuntos de modo a testar e comparar trés
metodologias similares de recristalizagao — utilizando (7) uma mistura etanol:agua,
(#7) tolueno e (7i) acetato de etila. As varidveis comparadas serdo o rendimento e

pureza do produto final.

Recristalizacao com um sistema etanol:agua

1. Como procedimentos pré-experimentais, separar e pesar um papel de filtro
seco e adicionar 50 mL de dgua destilada a um frasco Erlenemeyer de 125 mL.
Entao, aquecer a 4gua em uma chapa de aquecimento, com auxilio de pérolas

de aquecimento, até 50 °C (monitorar com o termoémetro);

2. Adicionar 30 mL de etanol absoluto a um frasco Erlenmeyer, adicionar al-
gumas pérolas de aquecimento, e esquentar esse solvente em uma chapa de

aquecimento até uma temperatura de 70°C?;

3. Separe uma pequena quantidade do produto bruto em dois tubos de ensaio.
Entao, adicione o restante do acido acetilsalicilico bruto, previamente pesado,
a um frasco Erlenemeyer de 125 mL e dissolva-o na menor quantidade possivel
de etanol quente, deixando-o na chapa de aquecimento. Adicione o etanol em
varias porgoes de pequeno volume e agite o frasco apds cada adig¢ao para ter
certeza que a menor quantidade de solvente foi adicionada*. Caso observe
particulas insoluveis, filtre essa solugao a quente para que essas impurezas nao

prejudiquem a recristalizacao;

2 A solucdo pode ser preparada dissolvendo a massa necessaria de FeCls no volume apropriado
de 4gua destilada, mantendo a proporcio de 0,01 gmL~! (1 %, m/v), adicionar NaOH até observar
a formacao de um sélido marrom e filtrar a solugdo resultante.

3Dica: aqueca os frascos Erlenemyer contendo a dgua e o etanol absoluto ao mesmo tempo.
Para tal, aqueca o frasco com etanol na parte central da chapa de aquecimento e o frasco com
agua, nas partes mais distantes do centro.

4Procure realizar essa etapa com uma certa rapidez, para evitar que o solvente evapore e que a
solucao fique mais saturada que o necessério.
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4. Adicione a d4gua morna em pequenas porgoes ao frasco Erlenemeyer contendo
a solucao etanodlica do produto até observar uma leve turbidez que nao é

revertida apods agitacao do frasco.

5. Adicione gotas de etanol quente ao frasco até que a solugao fique translicida.
E importante adicionar apenas a quantidade necesséria de etanol para que

esse fendmeno seja observado.

6. Retire o frasco da chapa de aquecimento, tampe-o com um vidro de relégio
pequeno e deixe-o resfriar na superficie da bancada até a temperatura ambi-
ente. Nao agite o frasco nem forge um resfriamento bruto antes dos primeiros
cristais serem observados. Caso os cristais nao sejam observados, arranhe as
paredes e a base do frasco com um bastao de vidro, criando sitios de nucleagao

para o crescimento dos cristais;

7. Apos a formacao dos primeiros cristais, resfrie o frasco em um banho de gelo

para forcar a cristalizacao total.

8. Filtre os cristais obtidos, lavando-os com pequenas porcoes de agua destilada
gelada. Procure usar a menor quantidade de agua possivel, suficiente apenas

para limpar o Erlenmeyer e lavar o sélido algumas vezes.

Recristalizagcao com tolueno

O procedimento a ser realizado é o mesmo do anterior, porém, dissolva o acido
acetilsalicilico com a menor quantidade de tolueno a quente. O tolueno deve ser
aquecido até uma temperatura de 80 °C. Entao, deixe o frasco resfriar na bancada e
aguarde a formacao dos cristais. Caso nao observe a formagao de cristais, adicione
uma pequena quantidade de éter etilico ao frasco e resfrie-o em banho de gelo, além
de arranhar as paredes do frasco com um bastao de vidro. Apos a formacao dos
primeiros cristais, deixa o frasco resfriar em banho de gelo. Posteriormente, filtre o

solido e lave-o com pequenas porg¢oes de tolueno gelado.

Recristalizacao com acetato de etila

A recristalizacdo do produto com acetato de etila é feita dissolvendo o sélido
na menor quantidade possivel de acetato de etila (por volta de 5 mL a cada 3 g
de produto). Entao, aquega a mistura em banho maria (40 °C) por 10 minutos sob
agitacao com o bastao de vidro até comecar a recristalizacao. Depois, retire o frasco

do aquecimento, deixe-o em repouso e coloque-o em banho de gelo para forcar a
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cristalizagao total. Posteriormente, filtre o solido e lave-o com pequenas porgoes de

acetato de etila gelado.

Verificacao da pureza por CCD

Para atestar a pureza do produto e verificar a eficiéncia do processo de recris-
talizagao, retire uma aliquota (ponta de espatula) dos cristais obtidos e coloque-a
em um tubo de ensaio, dissolvendo o contetido em gotas de etanol absoluto. Essa
solugao etandlica serda o padrao do produto recristalizado. Utilizando esse padrao e

o do produto bruto, realize uma anélise de CCD.

Para a analise de CCD, trés sistemas de eluente serao testados. O primeiro deles
serd uma mistura uma mistura acetato de etila:acido acético 95:5 (v:v). O segundo
serd uma mistura hexano:acetato de etila 1:1 (v:v). O terceiro serd uma mistura
hexano:acetato de etila:acido acético 65:30:5 (v:v:v). O intuito é verificar qual dessas

trés misturas de solventes ird fornecer o melhor resultado.

Entao, marque trés placas de aluminio recobertas com silica para CCD com trés
pontos cada uma. O primeiro ponto deverd conter o acido salicilico de partida, o
segundo, o produto bruto e o terceiro, o produto recristalizado. Lembre-se de fazer

as marcagoes inferior e superior em cada placa.

Revele as placas em uma camara de UV (256 nm) apds cada eluigdo e anote os

valores de Ry.

Teste qualitativo com cloreto de ferro(III)

O segundo teste para atestar a pureza do produto envolve a andlise da presenca

de grupos fendlicos pela reagao caracteristica com FeCls.

1. Prepare sete tubos de ensaio com didmetro pequeno. Aos Tubos 1 a 4, adicione

3 mL de uma solucao neutra de FeCls, 1 gmL™!;
2. Adicione 2 mL de dgua destilada ao Tubo 5 (controle negativo);

3. Adicione uma aliquota (ponta de espatula) de acido salicilico ao Tubo 6 e

dissolva-a em 2 mL de d4gua quente (controle positivo);

4. Adicione uma aliquota (ponta de espatula) do produto recristalizado ao Tubo

7 e dissolva-a em 2 mL de agua quente;

5. O Tubo 8 serd composto pela aliquota do produto bruto dissolvida com 2 mL

de agua quente;
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6. Adicione o contetido do Tubo 5 ao do Tubo 1, do Tubo 6 ao do Tubo 2, do
Tubo 7 ao Tubo 3, e do Tubo 8 ao Tubo 4. Anote as observagoes.
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