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Espectros de absorgdo de diferentes substancias
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Cromatografia
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Cromatografia - Principio Bdsico

Separagao de misturas por interagao diferencial dos seus
componentes entre uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou s6lido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).

Cromatografia - Principio Bdsico

Separagao de misturas por interagao diferencial dos seus
componentes entre uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou s6lido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).
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Separagao de misturas por interagao diferencial dos seus
componentes entre uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou s6lido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).
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Defini¢do da IUPAC

Cromatografia € um método fisico de separagdo no
qual os componentes da amostra a serem separados
distribuem-se entre duas fases: uma fase estaciondria
e uma fase mével, que flui em uma dire¢do definida

Pure and Applied Chemistry 65(4) (1993) 819-872

Aplicagoes
= Constituintes orgdnicos
« Ex. lipidios, proteinas, colesterol, carboidratos, vitaminas
= Aditivos
« Ex. corantes, edulcorantes, conservantes
= Residuos de pesticidas, hormanios, antibiéticos
= Origem geogrdfica e autenticidade
« Ex.: vinho, café, chocolate

= Especiagdo quimica

. . ~
Classificagdo
CRITERIO DE CROMATOGRAFTA
CLASSIFICAGAO 1 ]
FORMA FISICA  PLANAR COLUNA
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Cromatografia planar

Cromatografia planar
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Cromatografia em coluna

ﬂ | | | M
=

COLUNA
= RECHEADA

|

= T = =
%‘ 9 DETECTOR
? L/\_-
TEMPO

dR3
dgs . .

d linha de partida

R / da fase mével

profundidade da fase mével

l . . ~
Classificagdo
CRITERIO DE CROMATOGRAFIA
CLASSIFICACAO 1 1 preparaﬁva: 5-30 mm |

FORMAFISICA  PLANAR COLUNA‘E e T

19/11/2020



CRITERIO DE
CLASSIFICACAO

FORMA FISICA

Classificagdo

CROMATIOGRAFIA

] preparativa: 5-30 mm  p|
PLANAR COLUNAE analitica: 2-5 mm
|

microdidmetro: < 2 mm

Fase moveL | LQumbo | [eds |

FLUIDO LiQuIbo

SUPERCRITICO

Cromatografia - Principio Bdsico

Separagao de misturas por interagao diferencial dos seus
componentes entre uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou s6lido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).

5 B
FASE 2 2
ESTACIONARIA |5 5
o o
TIPO DE CP CCD CCD C6L CGS CGFL €SS CSFL CLL CLS CE CLFL CTI CB
CROMATOGRAFIA (TLC) (HPTLC) (6¢) (SFC) (HPLC (HPLC
fase normal) fase reversa)
>l
fisi adsorgdo
Isicos partigdo

Mecanismos

troca idhica

de separagdo | guimicos { bioafinidade

mecanicos - exclusdo
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Mecanismos de separagdo

(fisicos)
Adsorgdo
fase fase oo : ‘ °
mével estaciondria s 3mf o .
o— 0 A
: $ Adsorption chromatography

Mecanismos de separagdo
(fisicos)

Partigdo
(absorgdo)

fase fase
mével estaciondria

-0

Partition chromatography

The Nobel Prize in
Chemistry 1952

Archer John Porter Richard Laurence
Martin Millingtan Synge
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

ABsorc¢do x ADsorc¢do

ABsorption ADsorption
Figure 1. The difference between absorption and adsorption.
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Mecanismos de separagdo
(quimicos)
Troca ibnica =0 WA
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lon-exchange chromatography

Mecanismos de separagdo

4 .
(quimicos)
Bioafinidade
fase fase
mével estaciondria
[ e FE-antigenos; analito - anticorpos

FE-enzimas; analito - proteinas

<

Mecanismos de separagdo
(mecdnicos)

~
Exclusdo

fase fase
mével estaciondria

Molecular exclusion chromatography

Cromatografia - Principio Bdsico

Separagao de misturas por interagao diferencial dos seus
componentes entre uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou s6lido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).
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Coeficiente de particdo

Amével A

— estaciondria

isoterma de distribuigdo
Ce

linear

cromatografia

Cromatograma

ramasograma & andlise d aiicares soliiveis por cromatografia gasosa, @
Pelotas-RS, 2004

pemas florais de pomdcen. Embrapa Clama Temperado

Rev. Bras. Frutic., 27 (2005) 173-174
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Sinal
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Sinal
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Exercicio

Mistura: benzeno, tolueno e metano
v 1y (metano) = 42 s (1)
v tp(benzeno) = 251 s
v tx(tolueno) = 333 s

= TR’, k', o

injecd
tempo
o = (TR")B _Kp _ Kg
(TR )A k,A |<A
v 15 (metano) = 42 s (1)
v tp(benzeno) = 251 s = 1y, K, o

v tp(tolueno) = 333 s

[tes=251-42=209s |

tg7=333-42=2915s|

Kg = 209/42 = 4,98 |

(Ky=291/42=6.93 ]

0= (t)7/ (t)p = 291/209=1,39
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Sinal

Eficiéncia de separagdo?
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Eficiéncia de separagdo

Resolugdo (Rs)

Wpi Wh2

A
Rs = -
W,

B
I A
eh]
2]
2 ! Column 1
w
@ T
= 1
.g 1
2 1
z 1 Column2
o L . ] ) ] ] \ ]
0 2 4 6 8 10 12
Time —=
Rs =050 Rs=0,75
’rlL : ’L
Rs = 1,00 Rs =150
! '.\‘ Jr’ ! ..
- \ W c
5 \ / o
oy \‘ ’i 0
- ;
Time — Time —

19/11/2020

10



Medida da largura da banda
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Exercicio

Verifique se as espécies A e B foram adequadamente
separadas por cromatografia

vV Ai 1, =407 s; W, =13 s
vV Bity=424s, W, =165

Aty =424-407=17 s

mm) [Rs:17/145= 117

W, = (13+16)/2=145s

Resolugdo (Rs)

Wpi T Wh2
At

Rs = _R
W,

Alargamento de banda
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Alargamento de banda

einjecdo
0% = ZOiZ mmm) | coluna
edetector
/ coluna

Equagdo de van Deemter

\ H=A+B/u+Cu \

caminhos ‘
mltiplos difusdo tempo de
longitudinal  equilibrio

Equagdo de van Deemter

\ H=A+B/u+Cu \

caminhos ‘
mltiplos difusdo tempo de
longitudinal  equilibrio

: 1

B=2vyDy

Table 23-1 Representative diffusion coefficients at 298 K

Solute Solvent Diffusion cocfficient (m*/s)
H,O H,O 23 x 10°%
Sucrose H.O 0.52 % 107
Glycine H,O 1.1 = 10%
CHyOH H,0 1.6 % 1077
Ribonuclease H,0 (293 K) 0.12 % 10-?
(FM 13 7000
Serum albumin H,0 {293 K) 0059 % 1077
(FM 65 000}
I, Hexane 4.0 = 107
CCly Heptane 32X 1077
N CCl. 34> 107"
CSyie) Air (293 K) 1.0 = 107%
O.(x) Air (273 K) 1.8 % 10°5
H* H.O 9.3 % 1077
OH H,O 53 = 107*
Lit H,O 10 = -
Na* H.O 1.3 = 107"
K* H,0 20 = 107
Cl H,O 20 % 107
| H,O 20 % 109
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Equagdo de van Deemter

‘ H:A"'BI/U"'CU ‘ termo de
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Detector response —

Vd .
Exercicio
B
vazdo, L = cte A
rm
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i
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Time —=

= H, N, Rs, a, k', K

Resolugdo em fungdo das condigdes

VN (a-1) Kp

Rs = —
/ 4 o 1+ Ky
eficiéncia . ~
separagdo retengdo
N = L vazéo - composigdo da fase mével
H tamanho da particula - composigdo da fase estaciondria
\ & o - temperatura

Efeito de k', a e N na separagdo

Tl
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