14/11/2023

Aula

Introducao as separacoes cromatograficas

Sinal do detector s

Tempo ==

Profa. Jany Hellen Ferreira de Jesus

Referéncias

» D. Skoog, J. Holler, S. Crouch. Principios de Analise Instrumental,
Bookman, bed.

» D. Skoog, D. West, J. Holler, S. Crouch. Fundamentos de Quimica Analitica,

Thomson, 9ed.

Daniel C. Harris, Analise Quimica Quantitativa, Editora LTC, 9ed.

G. D. Christian. Analytical chemistry. John Wiley & Sons, 7ed.

v

v

Complementares

C. H. Collins, G. L. Braga, P. S. Bonato. Fundamentos de cromatografia,
editora UNICAMP.

v



14/11/2023

Introducao a cromatografia

Como analisar?

» Espectros de absorgao de diferentes substancias
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© 1998 Sinauer Associates, Inc.

Espectros de absorgao diferentes substancias(1: bacterioclorofila; 2: clorofila a; 3: clorofila b;
4: ficoeritrobilina; 5: beta-caroteno)



Cromatografia: O que é?

14/11/2023

Definigao da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)

> Método fisico-quimico de separagao no
qual os componentes da amostra a serem
separados distribuem-se entre duas
fases: uma fase estacionaria e uma fase
movel, que flui em uma direcao definida.

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

. Original sample placed
ﬂ? here

Liquid mobile phase

https://dynamicscience.com.au/solutions1/chemistry/New %20Folder/columnchromatography.htm

Cromatografia: O que é?

"™ Solid stationary phase

Recorder

> A fase que se move denomina-se fase movel. Gases e liquidos sao

usados como fases moveis.

> A fase que nao se move denomina-se fase estacionaria ou suporte.
Como fase estacionaria, sao empregados solidos e liquidos.

» Passagem da fase movel sobre a fase
estacionaria;

» Componentes da  mistura sao
distribuidos entre as duas fases, cada
um dos componentes é seletivamente
retido pela fase estacionaria

> Migragoes diferentes destes
componentes.

— ==

Liquid mobile phase

Original sample placed
here

Solid stationary phase

Recorder
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Cromatografia: O que é?

> Metodo que permite a separagdao e determinacao de componentes
quimicos em misturas complexas.

> Nenhum outro método de separacao e tao poderoso e de aplicacao tao
generalizada como a cromatografia.

éter de
petréleo —
m_isturade ]
M. TSWEET (1903): Separacao de e+ Plgmentos H
misturas de pigmentos vegetais \

Cal0s; s | "\.\ pigmentos
em colunas recheadas com = ) seperacos
adsorventes solidos e solventes =]
variados.

A "
Cromatografia = [cor] + graph [escrever](grego)

google.com.br/imagens

Cromatografia: O que é?

> Em 1941 - os ingleses A.J.P. Martin e R.L.M. Synge separaram acidos
monoaminoacidos em coluna de silica contendo adsorvidos alaranjado
de metila e cloroférmio - introduzindo a cromatografia de particao
liguido-liquido - receberam o prémio Nobel de Quimica em 1952

29 =

i

Martin e Synge Selo langado em 1977 pelos Correios (Reino Unido) para marcar o
centenario da Royal Society of Chemistry e comemorar o Prémio

Nobel de Quimica de Martin e Synge pelo desenvolvimento da
cromatografia de partigao. ©Stamp Design Royal Mail Group, Ltd.

Cromatografia = [cor] + graph [escrever] (grego)

8
Fonte: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160932719300857



Cromatografia: O que é?

Cromatografia = [cor] + graph [escrever](grego)

Fonte: Separagao de pigmentos naturais por cromatografia em coluna: proposta de um experimento facil e rapido. L. A. Xavier, E. C. A. de Souza e E. de L. Rebougas

Cromatografia: O que é?

> Todos esses métodos apresentam em comum o uso de uma fase estacionéria
(F.E.)e de uma fase mével (F.M.).

> As separagdes ocorrem com base nas diferentes velocidades de migragdo dos
componentes da amostra entre as fases movel e estacionaria

> Varios critérios sdo usados para a classificagdo das diferentes modalidades de
cromatografia; em geral sao relacionados coma técnica empregada, o mecanismo
de separacao e o tipo de fases utilizado.

| Cromatografia |
1

Forma fisica > | Planar |
|

v

v ¥ 2 v ¥
Chromatotron || Camada |Pagel| |Gasosa| | Ligquida || Supercritica |

(centrifuga) || delgada

10
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Cromatografia: O que é?

> Aforma fisica do sistema de cromatografia define a técnica geral: a F.E. pode ser
colocada em um tubo cilindrico ou pode ser disposta sobre uma superficie planar.

» Cromatografia em coluna: preparativas (6-50mm); analiticas (2-6mm);
microdiametro (1-2mm) e capilares (<Imm).

| Cromatografia |
|

Forma fisica > [ Planar | [Coluna]] |
|

na
v v v 3 ' 3
Chromatotron || Camada | [ Papel | [ Gasosa | | Liquida | | Supercritica |

(centrifuga) || delgada

11
Cromatografia
v I 3
Forma fisica Planar Coluna
|
! v v v
Fase mével Liquido Gas Liquido Fluido
— ! | Supercritico
CllollalISEllella] [Elle| s -
Fase 2 ||lelle ||2 |||l e o |le |l o ol s
tacionaria | = || |2 [IS ||E || 2 S NE|2 = |4
es g_ o g. g_ ° g. g_ ° g ;. o
o o o S
cp ccp |® | ceLcGs | @ | CLL cLs|® oss | &
ccD CGFL CE CLFL
Tipo cl CSFL

CB

CP = cromatografia em papel; CCD = cromatografia em camada delgada: CGL = cromatografia gas-liquido; CGS = cromatografia gas-solido; CGFL =

cromatografia gasosa fase ligada; CLL = cromatografia liquido-liquido; CLS = cromatografia liquido-s¢lido; CE = cromatografia por exclusao; CLFL

= cromatografia liquido-fase ligada; Cl = cromatografia i6nica; CB = cromatografia por bioafinidade; CSS = cromatografia supercritica com fase
12 estacionaria sélida; CSFL = cromatografia supercritica com fase ligada.

12



Cromatografia: Classificagao

Cromatografia planar ou cromatografiaem coluna

Papel A
% Fluxo do

l g solvente
Fase estacionaria disposta
em uma superficie planar

| Componentes

separados

L ] L
T & Solvente
Ponto de
aplicagio da
amostra Tcmpn Lm:.‘;lal::"i‘lousli‘(r:;lczm PR / LI h
B A
c A
. L. asosami srnsi- P - S— »
Fase estacionaria colocada
s . « Fase estaciondria <
em um tubo cilindrico c 8

-l

c

@  cluiprimeiro

13 https://brasilescola.uol.com.br/

13

Cromatografia Planar

PAPER

SOLVENT t e Vg it 1 .

14 https://chemistrytalk.org/what-is-chromatoagraphy/ e https://h5p.org/h5p/embed/850137

14
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https://chemistrytalk.org/what-is-chromatography/
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Sample

15

15

Cromatografia em coluna

Injestion Port

Qven

Column

Detector

aauepungy

EEgEBE
e,

T
10 zn )

T T
40 a0

Retention Time (minutes)

Cromatografia em coluna

https://instrumentationtools.com/working-principle-of-gas-chromatograph/

Classificacao dos Métodos Cromatograficos em Coluna

Classificacao Geral

Método Especifico

Fase Estacionaria

Tipo de Equilibrio

Cromatografia
gasosa (CG)

Cromatografia
liquida (CL)

moével

Cromatografia supercritica
(CS) (fase movel é um
fluido supercritico)

Gas-liquido (CGL)

Gés-solido

Liquido-liquido ou
particdo

Liquido-sélido ou adsor¢do

Troca iénica

Exclusédo por tamanho

Afinidade

Liquido adsorvido ou ligado a
superficie de um sélido

Selido

Liquido adsorvido ou ligado
a superficie de um sélido

Selido

Resina trocadora de fons

Liquido nos intersticios de um
solido polimérico

Liquido especifico para determinado
grupo ligado a uma superficie sélida

Espécies organicas ligadas a uma
superficie solida

Particdo entre o géds e 0
liquido

Adsorgao

Partigdo entre liquidos
mmisciveis

Adsorcdo

Troca iénica

Partigao/penetragio

Particdo entre liquido
superficial e o liquido

Particdo entre o fluido
supercritico e
a fase ligada

16



R ) Anions mantidos perto
“: " Solutoadsorvido Segao transversal de de cétions que estéo
.- nasuperficie da coluna tubular aberta covalentemente ligados

. FE aF.E.

__ Soluto dissolvido em
fase liquidaligado a
superficie da coluna

Resina de troca
. anidnica; apenas anions
Adsorcéo Particao Trocalénica  sao atraidos por ela

Moléculas grandes az * .
Exclusdo molecular  _sd0 excluidas w Um tipo de moléculaemuma
e e . \‘ mistura liga-se a uma
= Q ™ moleculaque esta

Moléculas pequenas covalentementeligadaaF.E.

penetram nos poros )
das particulas “ 2 ~

L 4 Todas as outras moléculas
‘e Afinidade passam

17

> Interacdes eletrostaticas que ocorrem
entre grupos ativos presentes na superficie
da fase estacionaria SOLIDA e a fase movel

» Dipolo-dipolo, Van de Waals ou ligagdes de
hidrogénio

» Combinacao de processos de
adsorcao/dessorcao.

Em processos cromatograficos, a adsorcao é sempre reversivel

18
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Cromatografia - Particao

Ocorre quando a fase estacionaria ¢ um liquido
espalhado na superficie de um solido inerte.

Baseada nas diferengas de solubilidade dos
componentes da amostra (analitos) em uma mistura
de liquidos.

Lei de particao

Partigdo: soluto (analito) se “dissolve” na fase estacionaria

19

Cromatografia - Classificagao

[ /
!
!
’f
Adsorcao 3 ',f
Moléculas aderem a superficie Absorgao /
Moléculas penetram K ®
. Adsorption ’;'
5l .ul'—" A K4
/
- Wi ;
" i iy s
- ’
"
s Absorption

20

https://www.energyvanguard.com/blog/the-experts-discuss-hygrothermal-analysis/attachment/attachment-adsorption-vs-absorption/

20
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Cromatografia - Troca lénica

Quimissorcao: hainteracao quimica, transferéncia de elétrons e ligagdes quimicas

nico

1
Trocadorionico

- 0" e
i g S YN
o SO,
» Trocaentre osions dafase movel e — 3 Forte
o trocador iénico Cationico— - COO- Fraco
> Maiorintera(;io:ions dealtacargae _. NRs* Forte
menor tamanho »
Anidni NH3+ Fraco
> Diferencas de afinidade podem ser  ~1'ON1CO=
,  controladas por pH e forgaidnica -

21

' > A fase estacionaria tem estrutura similar a
uma peneira e separa 0os componentes da
amostra com base no tamanho das
moléculas

&
> L “\b 4 ;
AVAVA
L) L\,
® o
Lo P " ° Retention time
Gel: Inércia Quimica, A ° (minute)

Estabilidade, baixo teor de fons

o . Moléculas maiores sao eluidas mais rapidamente da
(dextrano, poliacrilamida) P

coluna e moléculas menores penetram nos poros da

fase estacionaria, ficando mais tempo retidas.
22

22

11



imi 20 hA G ~ fmi amostra N Ligantes de afinidade
melssorgao. t]a mte{ra.(;ao quimica .\,: (Antigenos, Substratos.)sao
e ||gagoes quimicas PR Eary ligados a um suporte e
- - colocados em uma coluna

=

5 Eluigdo com tampao

2 Aamostraé paraquebrara

passada interacao
atravésda As moléculas
coluna 3 alvoséo
ligadas por
*} afinidade

Antigeno = Anticorpo

Substrato = Enzima Amostra é lavada através da coluna para ( -t E);
. t aoligad 0 alvo(purificado) é eluido
A Lectinas > Acucares remover os compostos nao ligados 0 COIUEa

23

Cromatografia Planar

https://www.sinobiological.com/resource/protein-review/protein-purification-by-ac

14/11/2023
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Cromatografia Planar

Cromatografia em camada delgada(CCD)

Chromatotron

25 https://www.wikiwand.com/pt/Cromatografia_em_camada_delgada, https://www.sbwave.com/chromatotron/, https://www.todamateria.com.br/cromatografia/

25

>4
. O
Cromatografia Planar 2~
S
\ \ 1. Solvente (fase movel)
¢ = 2. Fase estacionaria
5 3. Amostra
[ ) (]
4, Padroes
: .. 5. Linha de chegada do solvente
Dfaae o= 6. Linha de amostragem

e Tl

Ex: Separacao de mistura de pigmentos

26

26

13


https://www.wikiwand.com/pt/Cromatografia_em_camada_delgada
https://www.sbwave.com/chromatotron/

14/11/2023

Fase movel:
» Mistura de solventes pouco polares com
solventes mais polares
+polar=+forte
» Ordem de eluicao:
Menos polares = mais polares

Adsorvente polar(ex.:silica ou alumina): afinidade por substancias polares.

> Substancias apolares (ex.:hidrocarbonetos ndo terdo afinidade pelo
adsorvente = nao serao retidas, deslocando-se com a fase movel.

> Substancias polares (ex.:substancias que possuem oxigénio na molécula)
—> serao retidas pela fase estacionaria polar, nao se deslocando.

27

27

Cromatografia em Camada Delgada

Analise quantitativa:
» Comparagao com valores de R; tabelado;
» Comparacao com padrao eluido em conjunto;
» Extrato e aplicacao de métodos instrumentais

Solvent

Tank
] -

LU ] D2

L) D1

Solvent | Solvent
Time Zero After Ten Minutes e L

28 Fonte: http://www.ufsm.br/larp

28

14



Cromatografia em Camada Delgada 2
linha de chegada da fase movel
d, p - R
t F = d
dry m
L R; = Fator de retengao (caracteristico de uma

dgs determinada substancia)
di = distancia percorrida pelo componente
(centro da mancha)
d,, = distancia percorrida pela fase movel
dgy (até o extremo atingido)

linha de partida da fase movel

29
N
Cromatografia em Camada Delgada 2
e 1.4 cm
spot Ry = =0.18
o P F = 77cem
6,0cm
P 6.0 cm
4,1cm SpOt Rf - 7.7 cm
41 cm
.P'l'cm spot Ry = T 0.53
Dica: trabalhar com o padrao e a amostra de forma mais semelhante possivel e
fazer a andlise nas mesmas condicdes (papel, fase movel, temperatura...)
30
30

14/11/2023
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Cromatografia em Camada Delgada

0 Conclusoes

® | Amostrando contéma espeécie “B”

» o A amostra pode conter a espécie "A”
0 0 Para se certificar: eluir em outros
solventes
——— [
Amostra A B Apos eluicao
31
31
N £
O

Cromatografia em Camada Delgada

1° solvente

90
: N

Placa com o spot inicial Placa apos 1° solvente .
o
(0]
ccoD 5 ¢
bidimensional S o
T— “ o
h (XX
32 Placa apos 90° de rotagao e 2° solvente

32

16
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Cromatografia em Camada Delgada

Os compostos organicos geralmente aparecem incolores em uma placa de CCD
- Nao conseguimos ver!!! E necessario converté-los em algo visivel.

Os métodos de visualizagao (reveladores): ndo destrutivos (ex. luz ultravioleta)
ou destrutivos (ex. usar uma coloragao quimica).

Visualizagao de uma placa CCD sob luz ultravioleta

https://chem.libretexts.org/

Cromatografia em Camada Delgada

» 0 p-anisaldeido e a vanilina sdao de uso geral e funcionam para muitos
nucledfilos fortes e fracos (&lcoois, aminas) e para muitos aldeidos e
cetonas. As placas necessitam de leve aquecimento.

@

p-anisaldehyde
o

Spot 1: 4-Heptanone
Spot 2: acetophenone OCH

Spot 3: cinnamaldehyde

Spot 4: ethyl benzoate “J\@(x.m
OH

vanillin

» Outros exemplos: EtOH-H,SO, 8:2 revelador universal (forte agente
oxidante), ninidrina para aminodacidos, vapor de cristais de |, para
substancias com duplas ligagdes (inclusive aromaticas).

34 https://chem.libretexts.org/

34

17



l-n’-tmn—h——v—--;u AT p—
Marque a placa Escolha o solvente

My ireC—

Pressione levemente a ponta Pegue uma pequena Prepare a solugao
da pipeta no ponto marcado quantidade de solugéo (pipeta)

35 https://www.wikihow.life/Perform-Thin-Layer-Chromatography

35

e 3 — —
Coloque delicadamente a Espere o solvente Removaa placa
placano frasco de solvente. chegarao topo daplaca

Nao mova o sistema.

Calcule o fator de retengao Visualize Seque a placa

36 https://www.wikihow.life/Perform-Thin-Layer-Chromatography

36

14/11/2023
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37

38

38

» Placas pré-fabricadas: sao mais uniformes e homogéneas do que as feitas
no laboratdrio, melhorando a separagao e tornando os valores de R; mais
reprodutiveis.

» Colocacao da amostra exatamente na linha de partida, para ndo ocorrem
variagdes nos valores de R..

» Selecao da fase mével: o solvente ou mistura de solventes usados como
fase movel devem ser escolhidos cuidadosamente, pois vai haver uma
competicao entre as moléculas da fase movel e da amostra pela superficie
do adsorvente.

> Dissolucao das amostras as amostras devem ser dissolvidas em solventes
bastante volateis (conc. entre 0.1a 1%). Aplicagdo com pipeta automatica
ou tubos capilares de vidro.

» Documentagao: Fotografar as placas reveladas quimicamente e desenhar
em folha de papel de seda ou papel vegetal.

Cromatografia em Papel

Particao: dois liquidos, sendo um fixado em um suporte solido (papel)
Fase estacionaria: algum solvente (ex. agua, solv. pouco polar)
Fase mével: Solventes com polaridade oposta aquela da fase estacionaria

Ordem de eluigao:
FE polar = Menos polares = mais polares
FE pouco polar = Mais polares - menos polares

Papel A
CELULOSE | | e
E APENAS O SUPORTE! ’

DI

DEICH

& — |
F pelo
[ "
Componentes
separados
L

«— Solvente

Mais simples de todas!!! T °

Ponto de
aplicagio da
amostra

Tempo
https://brasilescola.uol.com.br/quimica/cromatografia.htm e

14/11/2023
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Cromatografia Planar

Vantagens

Barat ssivel
arata e acessive Desvantagens

Simples para comparagdes qualitativas

Diversas amostras simultaneas Bandas alargadas
B . Relativamente lenta
oa paratriagem

Acompanhamento de reagcoes em sintese DIl e e iz

YV VV VYV V V
YV V V V

Dificil de acoplar com

Utilizada em processos de purificagao .
espectrometria de massas

39

39

CCD do reagente(benzaldeido)a esquerda, do
produto a direita e da mistura no centro.

40

40
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Cromatografia Planar - Aplicacoées

G LEDuATIN-———

lon Exchange and Thin Layer Chromatographic Separation and
Identification of Amino Acids in a Mixture: An Experiment for
General Chemistry and Biotechnology Laboratories

Linda S. Brunauer,* Katelyn E. Caslavka,” and Karinne Van Groningen

Department of Chemistry and Biochemistry, Santa Clara University, Santa Clara, California 95053,

» Asfragoes eluidas de uma coluna F
foram analisadas por CCD em
placas de silica gel juntamente

com padroes dos aminoacidos.

4
. Vv B B
T

» Revelagdo com ninidrina.

41

41

Cromatografia Planar - Aplicagoes

http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20170405 Quim. Nova, Vol. 42, No. 8, 962-970, 2019

APLICACAO DE CONDIMENTOS NA REVELACAO DE IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES:
UM EXPERIMENTO NO ENSINO DE QUIMICA

Caroline Nicolodi*, Bruno Nunes da Rosa®, Caroline Carapina da Silva®, Lucas Moraes Berneira®, Bruna S. Pacheco®, Tais
Poletti®, Dalila Venzke®, Kristiane C. Mariotti"* e Claudio M. P. Pereira»*"

Frente —
do
solvente
R=ds
dm

Figura: a) Revelagdo da CCD

utilizando luz UV a 254nm. b)

Revelacdo da CCD utilizando como

revelador anisaldeido-sulfarico

sequido de aguecimento. ronto
de
aplicac3o

42

42

21



14/11/2023

Principios das Separacoes

Cromatograficas

43

Cromatografia: Eluigao

Amostra Fase movel
¥ ! ¥ ¥

A e B, sado resolvidos por eluigao
(processo): processo no qual os solutos
sao lavados através da F.E. pelo
movimento de uma F.M.

Coluna
empacotada

Eluente é o solvente empregado para
transportar os componentes de uma
mistura através de uma F.E. Eluato é o
fluido que emerge ao final da coluna.

Detector apropriado: sinal registrado em Detector

funcdo do tempo - série de picos 2>
Cromatograma.

Sinal do detector

[}
44 ‘' Tempo

44
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Cromatograma

14/11/2023

on

2.3-Dimethyl-2-butanol

lsoamy

Propancl lscbutancl 2220l

Flame ionization

detector response

45

45

Cromatografia: Principios

i \h z &
-

Acetaidehyde dilsoamyl
acetal | and Il

i

Etyl
lacate
=

L]

Furiural

Etwl
octanoate

o

T Aijh‘ltb’.«__]‘. u

.

—

Linziool

o 2-Acetyl | S-Methyl
W gran | ferfursl o |

z A
WEIKSIN
i - e

- ®

Cromatograma: grafico mostrando a resposta
do detector em fungao do tempo de eluigao.

2-Phenyethyl
alloohol

8

Efhiyl decanoate

g Phenyistyl
acetale

a-Terpinsol &

1
10 12 14 16 18 20 22

B é maisretido pela F.E. que A > B se atrasa durante a migragao;
Distancia entre os dois aumenta a medida que eles se movem pela coluna;
Ocorre o alargamento das bandas = diminui a eficiéncia da coluna;
Variaveis influenciam as velocidades de separacao das bandas e o seu

alargamento = melhores separagdes podem ser obtidas pelo controle das
variaveis que aumentam a velocidade de separagdo das bandas ou
diminuem a velocidade de alargamento delas.

Concentragédona FE

46

46

A+B
)

\‘ / | \ / | Ht. /ﬂ\

Distancia migrada

23
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48

Cromatografia: Principios

» A eficiéncia de uma coluna cromatografica em separar dois solutos
depende em parte das velocidades relativas sequndo as quais as duas
espécies sao eluidas.

> Essas velocidades sao determinadas pelas razdes das concentracdes dos
solutos em cada uma das fases.

A(movel) = Alestaciondria)

a c
Constante de distribuigdo K, = (0)e mp K = -E
(ashu ™

aygp)= atividade de A na fase estacionaria
ayw= atividade de A na fase movel
Cr e Cysdoas concentracoes de A nas fases estacionaria e movel, respectivamente

Cromatografia: Principios

A(movel) = Alestaciondria)

~ (ank _CE

- (@ M

Constante de distribuicdo  K:

> K. depende da temperatura, da composicao quimica do analito, da
fase estacionaria e da fase movel.

> Quanto maior o valor de K, para um dado componente, mais
fortemente este composto é retido pela fase estacionaria

14/11/2023
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Cromatografia: Principios

- ty ' Analito
- ; : /
: ' 1 _ _
5| — #: g =tg -ty
Do ¢, i ou
M G .

EA : Vo=t F
\ . o ', .Tempo. R R’
especies que nao sao retidas

pelaF.E.

tv: injec@o da amostra e o aparecimento desse pico: tempo morto ou tempo de

retencao da fase movel.
tg: tempo de reten¢ao - Tempo para que o composto alcance o detector.

tg : tempo de retenc¢ao do analito naF.E.
Vz: volume de F.M. necessario para eluir o analito em uma coluna.

F: vazdo da fase movel

A O analito foi retido porque permanece por um tempotg naF.E.

49

Cromatografia: Principios

> Fator de Retengdo ou Fator de Capacidade (k): é relacionado a razao
dos tempos que as moléculas ficamna F.E e na F.M.
> tg e ksao caracteristicos para um dado componente e sao usados para

fins qualitativos.
tR

E R
%N tg’ /
1ty
AN
Tempo

Se k< 1o analito € eluido tao rapidamente que dificulta a determinacao

do tempo de retengao.
Se k>20 os tempos de eluicao sao muito longos

trR—tm _ tRr!
k = —
tMm tMm

(R S NS

Idealmente kentreleb

50

50
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Cromatografia: Principios

» 0 fator de seletividade o (ou fator de separagao
ou retengdo seletiva) de uma coluna para dois

/
solutos A e B é definido como: (tR )B
A= ——F—
(tr )2
t (tr)g .
—] (te)r g
|
C | |
1%} \

A

injecao A B C

tempo
em que (tg)g € tempo de retengao ajustado de B (a espécie mais fortemente retida)e
(tg')y € tempo de retengao ajustado de A (a espécie que é eluida mais rapidamente).
51

51

Cromatografia: Principios

o= (tr)s
(tr )4

> (Quanto maior a maior a separacao entre dois componentes.

> o &sempre maior 1.

» Fornece uma medida de quao bem a coluna vai separar A e B.

_(tRI)B _ kB

() ke K,

52

52
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Cromatografia: Principios

> Termos empregados para as medidas quantitativas da eficiéncia da
coluna cromatografica: (1) altura de prato H e (2) nimero de pratos

(tedricos)N.

L
N=—
H

> Eficiéncia cromatografica aumenta a medida que o numero de pratos

L é o comprimento(geralmente em cm)

se torna maior, conforme a altura do prato H torna-se menor.

Cromatografia: Principios

» Supondo a coluna cromatografica como uma série de
estagios separados onde ocorre o equilibrio entre o
analito,aF.E.eaF.M.

» Martin e Synge trataram a coluna cromatografica
como se fosse feita de uma série de pratos nos quais
as condicoOes de equilibrio sempre prevaleciam.

> Cad@ “estagio” de equilibrio € chamado de PRATO
(TEORICO)

> Esses termos como designadores da eficiéncia da
coluna que sao mantidos por razoes histoéricas
somente

Vapor

Liquido

J L J L
} vapor

|

Coluna de prato em

forma de bolhas recobertas

14/11/2023
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55

56

Préoxima aula

» Fundamentos da cromatografia(continuacao...)

Resolugdao de uma Coluna

Melhoria do Desempenho da Coluna
Velocidades de Migragao dos Solutos
Alargamento de Banda e Eficiéncia da Coluna
Variaveis que Afetam a Eficiéncia da Coluna
Aplicagoes

v v v v Vv VvV

Principios das Separacgoes
Cromatograficas
(continuacao...)

S

14/11/2023
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Cromatografia: Principios

> Termos empregados para as medidas quantitativas da eficiéncia da
coluna cromatografica: (1) altura de prato H e (2) nimero de pratos

(tedricos)N.

L
N=—
H

> Eficiéncia cromatografica aumenta a medida que o numero de pratos

L é o comprimento(geralmente em cm)

se torna maior, conforme a altura do prato H torna-se menor.

Cromatografia: Principios

» Supondo a coluna cromatografica como uma série de
estagios separados onde ocorre o equilibrio entre o
analito,aF.E.eaF.M.

» Martin e Synge trataram a coluna cromatografica
como se fosse feita de uma série de pratos nos quais
as condicoOes de equilibrio sempre prevaleciam.

> Cad@ “estagio” de equilibrio € chamado de PRATO
(TEORICO)

> Esses termos como designadores da eficiéncia da
coluna que sao mantidos por razoes histoéricas
somente

Vapor

Liquido

J L J L
} vapor

|

Coluna de prato em

forma de bolhas recobertas

14/11/2023
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Cromatografia: Principios

TR

Prato (teorico)
\,”estégio” de
equilibrio
(as)e CE
K. = -» K =—
(aa)m Cm
59

Cromatografia: Principios

> Picos em um cromatograma = semelhanca com curva gaussiana;

Nas curvas normais de erro, presume-se que a incerteza associada com qualquer medida seja a soma de um grande nimero
de incertezas individualmente indetectaveis e aleatorias, com probabilidade igual de assumir um valor positivo ou negativo.

» Formato tipico gaussiano do pico cromatografico pode ser atribuido a
combinacao aditiva de movimentos aleatdrios das varias moléculas a
medida que elas se deslocam atraveés da coluna

. , 1 Perfil do analito
» Largura da curva gaussiana esta g| 2o fnal dacolums
relacionada com a varidncia ou com 0 , =
. -~ E (L — 1lo) | L+ lo)
desvio padrao 2 A
g |
H . 0-2 E H:%z } i I
= 7 -
. a . . - . Distincia migrada =
Variancia(o?) e desvio padrdo(o)=unidade em cm S Recheio \
¢ : ¢
60 Entrada da amostra Detector
60
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Cromatografia: Principios

0.4
\
\/
B ) s 03 —
= k|
& y | A , &
e Area é ~96% £ 02r s
3 5
£ ' da area do £
x J\ pico g
0 ;-—l.\-"—-‘ 0,1+ —
Il
0
Time — 0

> A variancia do pico, que pode ser obtida por um procedimento grafico
simples, é designada como 7 e esta relacionada com o desvio padrao:

2
o LW Lw LW?
T= —0 - - |y Y
L/tR TR ™ H= @ H= Teire
N 4t =W 7\ o? /
Como: H = T
61

61

| B
lwb"

IN CoIL.Jn.a mais
eficiente

® Maior tg implica em maior tempo de analise

62

62
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Cromatografia: Principios

Resolucdo (Rs) de uma Coluna

» Eumamedida quantitativa da habilidade da coluna em separar os analito.

Dois fatores contribuem para a forma como os compostos sao separados por
cromatografia: diferenga nos tempos de elui¢gdao entre os picos (quanto mais
distantes, melhor sera a sua separacao) e a largura dos picos (quanto mais largos
forem os picos, pior sera a sua separacao).

( |

fa | | |

e (tp) a— e AZ——>  po_1s
4 v
| / ; \ /J_\\
} ,af ‘;31\ / B\
AY
T r" | ‘\ / \
| Joow / A
\ / \
R ! K
/ N
e
AR "
! || 1 je—— T g——=|
| I

63

63

Cromatografia: Principios

» Nos diz quanto duas bandas se distanciam uma em relacao a outra em comparagao

com suas Iarguras.

Tempo, min

Resolugdo (Rs) de uma Coluna

1,177 [tR(B) - tR(A)]

_ z[tR(B) - tR(A)]

Wy, + Wp,

torV, LU
or Ve 7 \

Ponto de inflexao
(parte mais

W1/2A + Wl/ZB

wiz=2.3550 e w=40

Atpg
Ry = —

w,

g

o

[

g

S

3

[%]

2

3

o

t=0
Injecao

64

64

Tempo ou volume

14/11/2023
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Cromatografia: Principios
» E uma medida quantitativa da habilidade da coluna em separar os analito.
AtR z[tR(B) - tR(A)]

RS = =

1,177[ trey —tr,y]
Wy, + Wy,

Wijz, + Wiz

Cromatografia: Principios
Quanto maior a resolucdo, maior a separacao.
Quando Rg=1, os dois picos sao razoavelmente separados, com somente 2% de sobreposi¢cdo
se as quantidades dos dois forem iguais.
Rs=1,25 é suficiente para fins quantitativos.
Rgs =1,50 indica separagao completa.

66

66

— 26—
S P
/Z 3  Resolugéo ‘ - Resoluc
AN Noo= 0,50 VAN N esolugao
/ \\ / \ \: /," ! = 0,75
E / /r \ (_EU ‘ / \\)/ \ .
%) / y y . B p
A I 60
. Resolugao . Resolugdo - )
\ /N =100 | \ =150 / Resolugao
T \ / \ = / da linha de base
c \ / bt
%) N n
40
4% v
Tempo— Tempo—

33
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Cromatografia: Principios

Resolucdo (Rs) de uma Coluna

R_\/N a—1 k'p
ST 4 a 1+ k'

67

67

Efeito dos pardmetros de

|
- - I inicial
separacao na resolucao |
|
|
|
/N 1 k' i aumenta
Rg = : 2 | K
|

de analise.

» Searetencaorelativaaumenta-> melhorresolucdo

aumenta N

» Consideragdes: Rg & proporcionalavN - quando o :
comprimento da coluna dobra, aresolucdo aumenta dev2. : aumenta a
I
» Reduzir k' piora aretengao-> aumentar kaumentao tempo !
ﬂl\
I
|
I
I
I
I
I
I
I
|

68

68
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Variaveis que Afetam a Eficiéncia da Coluna

» 0 alargamento de banda reflete a perda de eficiéncia de uma coluna.

» Quanto mais lentos forem os processos de transferéncia de massa que
ocorrem quando o soluto migra através da coluna, mais larga sera a banda na
saida da coluna.

Variaveis que Influenciam a Eficiéncia de uma Coluna

Variavel Simbolo Unidades Usuais
Velocidade linear da fase mével u ems~!
Coeficiente de difusio na fase mével* Dy em? 571
Coeficiente de difusio na fase estacionaria® Dg em? 571
Fator de retencio (ver Equagio 30-18) k sem unidade
Diametro das particulas do recheio d, cm
Espessura da camada de liquido que recobre a fase estacionaria ds cm

69

69

Variaveis que Afetam a Eficiéncia da Coluna

» A extensao do alargamento de uma banda depende do tempo que a fase movel
esteja em contato com a fase estacionaria, o qual por sua vez depende da vazao
da fase mével.

» Estudos determinando-se H como uma func¢ao da velocidade da fase mével.

> Minimo para H(ou um méximo em eficiéncia) a baixas velocidades lineares.

0.4
8.0

03 7.0
£ £ 6.0
Eoar Esol
= Sao0-

- W EX

| | % | | | | |
| | 0 2,0 4.0 6,0 8.0
0 0.5 1.0 1.5 Velocidade linear. cm/s
Velocidade linear, cm/s (b) Cromatografia gas-liquido

(a) Cromatografia liquida

70

70
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o numero total de pratos é maior

0.4 eficiéncia global da coluna é superior
8.0

03— 7.0 —
£ g 6.0~
Eonl Esol
< Sl

01— W 30

| | b | | | | |
| | 0 20 1.0 6.0 8.0
0 0.5 1.0 1.5 Velocidade linear. cm/s
Velocidade linear, cm/s (b) Cromatografia gas-liquido

(a) Cromatografia liquida

» Geralmente na cromatografia liquida sao obtidos a menores velocidades
lineares que na cromatografia gasosa.

» H em colunas para a cromatografia liquida sao pelo menos uma ordem de
grandeza menor que em colunas para a cromatografia gasosa.

» No entanto, para a cromatografia liquida empregam-se colunas de 15-25 cm e
em cromatografia gasosa de 50 m ou superior.

7

71

. s . 10—
Variaveis que Afetama }
. _en . 0
Eficiéncia da Coluna j
g
A equacao de van Deemter nos diz como a o
coluna e avazao afetam a altura do prato: < |
= Bl
5 __— Difusaolongitudinal % 5_;'. N
H~A+ —+ Cu, I s
= 3 :
Multiplos Tempo de < LA e
caminhos equilibrio 3 ¢ Tempo de Gu,
\ equilibrio .-
o " >
. . e e fal
Onde u, € a velocidade linear e A, B e C sao constantes =" Multiplos caminhos
para uma determinada coluna e fase estacionaria. 1= lD'fU_StaOd_ | B
Alterar a coluna e a fase estacionaria altera A, B e C. L

0 20 40 60 80 100 120
Vazdo, mL/min

72

72
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Variaveis que Afetama “[.
Eficiéncia da Coluna ﬁ
8-
» Mecanismos de alargamento de banda que 7H
sao proporcionais a velocidade linear, ?ci, s~
inversamente proporcionais a velocidade 2 * .
linear e independentes da velocidade linear. S sh /“—
o \ ;‘.
> Na velocidade linear o6tima, H da coluna ¢ é K 1‘;- T
menor e, portanto, N é maior. st " Tempode o,
equilibrio\‘_,,-"'
> Abaixo da velocidade linear otima, o B S A
alargamento da difusdo longitudinal, B, é N ,,.»-""nifrs%l;'ploscan;nhos
mais significativo. Acima do ideal, tempo de e/ Jongitudinal G
equilibrio o0 % e i i

Vazao, mL/min

73

73

B
H=~=A+ —+ Cu,

y Hy

Multiplos caminhos

Time —

» Alargamento de banda proveniente de caminhos de fluxo multiplos. Quanto
menores as particulas da fase estacionaria, e quanto maior sua homogeneidade,
menos sério é o problema. Este processo esta ausente em uma coluna tubular
aberta.

74

74
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Cromatografia: Por que as bandas alargam?

B / Difus&o longitudinal
H=~=A+ —+ Cuy

X
Zona do soluto apdés um
curmtempog‘:ﬁﬁﬁj TT Jviscosidade
) e Tu B

Zona do soluto apos um
longo tempo na coluna

Direcao do percurso

u =velocidade média linear da fase mével

Na difusao, as espécies migram de uma regiao mais concentrada para mais diluida.
Velocidade de migracao é proporcional a diferenga de conc. entre as regides e ao
coeficiente de difusdo das espécies.

» Efeito significativo na CG e de menor importanciana CL.

YV V

75

75

Cromatografia: Por que as bandas alargam?

Tempo de equilibrio
(transferéncia de massa)

B
H=~=A+ —+ Cuy v

X

() Perfilde concentragao
fase movel .. " eluigao no equilibrio

0000
fase LT
estacionaria .s " \ e
()
090

Perfilde concentracao
real

interface

> Se atransferéncia de massa na fase movel (setas tracejadas) ocorresse rapidamente, as
moléculas de soluto nado sofreriam alargamento adicional devido ao termo Cm. Se a
transferéncia de massa for lenta em relagdo a velocidade da fase movel, ocorre o
alargamento de Cm.

76

76
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Cromatografia: Formas assimétricas

0 formato de pico gaussiano resulta quando o coeficiente de particao, K é
independente da concentracao de soluto na coluna.

K permanece invariavel por um amplo intervalo de concentracao, portanto
[A]z é proporcionala[Aly

Em colunas reais, Kmuda a medida que a concentracao de soluto aumenta,
e 0s picos cromatograficos sao distorcidos.

Isoterma de distribuicao

—
Amc’)vel S Aestacionéria [Ale
[A]E cromatografia
K = -— linear
[A]

7 [Aly
77

Cromatografia: Principios

» Aisoterma central ideal d4 um pico simétrico, com um tempo de retencdo que nao depende da
concentracdo de soluto. Essa constancia permite o uso do tempo de retencdo t; para
identificar o soluto.

’ Ideal

T
» Sobrecarga: A medida que a 2 S\
concentracao de soluto aumenta, b Time
0 soluto torna-se cada vez mais - sobrecarga
soluvel na fase estacionéria. S !
%) ! Z-K=C,/C,
Time =
> Cauda: a injegdo de soluto constante
cpnggntrgdo satura uma  porgao K aumenta g o
significativa dos locais de sorgao, & ~ K diminui
deixando menos locais disponiveis
pararetencao _ Formacao
[
c ! de cauda
2N
Time
C
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Fase estacionaria: imobilizada em coluna ou superficie plana

— Sinal 40 SO0 —

Termos usados em cromatografia

12 (@)

®)

(©)

5 6

Tempo

Resumindo....

» Emcromatografialiquida = variagao da composicao da fase maovel.
» Emcromatografia gasosa - a temperatura pode ser alterada.

» Uma solugcao comum para esse problema esta na alteracao das condigoes que
determinam os valores de ka medida que a separacgao se processa;

Fase mével: movimenta-se atraves da fase estacionaria levando

os analitos(gas, liquido ou fluido supercritico)

Eluicdo: processo no qual os solutos sao transportados atraveés

da fase estacionaria pela fase movel

Eluato: fase movel que sai da coluna

Eluente:

€ 0 solvente empregado para
componentes de uma mistura atraves da fase estacionaria

transportar

0sS

Cromatograma: € o registro grafico da funcao da concentracao
(sinal) pelo tempo ou volume de eluicao

14/11/2023
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Resumindo....

Grandeza Equagio Pariimetros
5 Coeficiente de partigio K=cdem ¢, = concentragdo do soluto na fase estaciondria
2 ¢, = concentragdo do soluto na fase mével
5 | Tempo de retengio ajustado L=t tn 1, = tempo de retengiio do soluto de interesse
= 1, = tempo de retengdo do soluto que ndo € retido
© Volume de retengdio Ve=1t"uy, u, = vazdo volumétrica = volume/unidade de tempo
£ | Fator de retengiio k= tj/lty, = KVe/Vy V. = volume da fase estaciondria
= 2 V= volume da fase mével
S k== 1, = tempo em que o soluto per na fase i ia
= fm = tempo em que o soluto permanece na fase mével
= . 2 _k _K s "
‘€ | Retengio relativa o= :_‘ = vkz Kz Os fndices 1 e 2 referem-se aos dois solutos
@ (1] 1 1
=y ». ) 2 4. ~
e ¢do relativa ndo aj y=oh>1) 1, = tempo de retengéo do soluto 2
E t, = tempo de retengio do soluto 1
E 167 555 w = largura na base
=} i = =
%} MNdinero do prae o w? win wy, = largura a meia altura
2 2 L .
= Altura do prato H=Z N o = desvio-padriio da banda
< o x = disténcia percorrida pelo centro da banda
2 L = comprimento da coluna
& N = ndmero de pratos da coluna
* > _ A, AV,
S | Resolugio Resolugdo = s At, = diferenga nos tempos de retengiio
E méd ‘méd e
z AV, = diferenga nos volumes de retengiio
8 Wmes— largura média medida na linha base nas mesmas
unidades que o numerador (tempo ou volume)
W e
Resolugio = 2 -1 N = nimero de pratos
7y = retengdo relativa ndo ajustada

Cromatografia: Exercicio 1

Metanol e etanol sdo separados em uma coluna de GC com tg de 370 e 385
s, respectivamente, e meias larguras (w,,,) de 9,42 e 10,0 s. Um pico de
butano n&o retido ocorre aos 10,0 s. Calcule o fator de seletividade, de

retencao e aresolucao. Os picos estao resolvidos?

14/11/2023
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Cromatografia: Exercicio 2 I

Os cromatogramas dos compostos A e B foram obtidos na mesma vazao com duas
colunas de igual comprimento. O valor de t., ¢ 1,3 min em ambos os casos. (a) Qual
coluna tem mais pratos teoricos? (b) Qual coluna tem maior altura de prato? (c) Qual
coluna oferece maior resolugédo? (d) Qual composto tem o maior fator de retengao? (e)
Qual composto tem um coeficiente de particdo maior? (f) Qual é o valor numérico do
fator de retengéo do pico A? (g) Qual é o valor numérico do fator de retengao do pico
B?(h)Qual é o valor numérico da retencgéao relativa?

§ B

§ A

3 0

8 : Coluna 1

8 T

@\ |

3 [

3 |

4  Coluna 2

04 i I L I L | | I |
0 2 4 B 8 10 12

Tempo (min) —

83

83
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Cromatografia é usada para (54/,;77 Industria
> @/)

finalidades analiticas e log
preparativas (para purificar 76 35
quantidades maiores de QJ
componentes em uma mistura,

por ex. separar isbmeros oticos Meio ambiente

em medicamentos) &

Quimica

Farmacéutica

2 &

> |dentificar substancias;
» Purificacao e ou separacao de

compostos; Bioquimica Forense
> Monitoramento do ar; : 20 : S
» Testagem de agua potavel; =LA
» Deteccao de drogas através

da urina e fingerprinting.

84

84
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Etapas do método:

1. Coluna cromatografica (bureta
preenchida com silica)

2. Parte soltuvel do 6leo cru em n-heptano
é injetada no topo da coluna

2. Fase movel (hexano, hexano +
diclorometano, diclorometano e
metanol, tolueno)

85

85

Cromatografia: Aplicagoes analiticas

tg sdo Uteis para identificar os componentes em misturas (limitada pelo nimero
de varidveis que devem ser controladas - resultados reprodutiveis)

AMOSTRA

Fixar as condicoes operacionais, 0ty
de um analito € constante

3

- Comparacao de cromatogramas da
PADRAO amostra e de uma solugao padrédo do
analito suspeito

86

86
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Cromatografia: Aplicagoes analiticas

Amostra complexa: incerteza nos t'y medidos pode levar a identificacdo errénea

87

87

Comparacao com cromatograma da amostra
enriquecida (spiking) permite identificacdo mais
confiavel do desconhecido

’

cromatograma da mistura em adigao ao do
composto conhecido e o aumento de
intensidade de um pico previamente existente
deve ser observado.

Nenhum outro pico deve aparecer no

Cromatografia: Aplicagoes analiticas

A cromatografia quantitativa esta baseada na comparagao da altura ou da
area de um pico analitico com aquele de um ou mais padroes. Se as condicoes
sao controladas adequadamente, ambos os pardmetros variam linearmente

com a concentracao

Intensidade

Tempo / min

88
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raz
vol. 41, n. 3, jul Jset., 2005

RBCF

Determinagio de efedrinas em urina por cromatografia em fase gasosa
(CG/DNP) para o controle da dopagem no esporte

Paula Rodrigues Garcia, Mauricio Yonamine*, Regina Licia de Moraes Moreau
Extracao liquido-liquido == Cromatografia gasosa

fHs
OH OH N—CHs OH OH
: CHy  HO NH,

“CHs

“...a¢do psicoestimulante, foram incluidas na lista de substéncias proibidas nas atividades
esportivas pelo Comité Olimpico Internacional (COI) e estabelecidas concentragées na urina
go  parao controle da dopagem (efedrina e metilefedrina: 10 ug/mL.” Moreau et al., 2005.
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Cromatografia: Aplicagoes analiticas

3

Extragao liquido-liquido Pl s
" @ Ta
Os analitos foram extraidos com O
2,5 mL de éter terc-butilmetilico, . JL
apos agitagdo por 10 mine Efedrinas : * P"I‘ -
centrifugagao a 300 g por 5 min. i ) 5
©l (B) 2 “
w 3
Cromatografia gasosa com . Ter, 2 % Y
detector de nitrogénio/fésforo 2 \ \‘r | L
(CG/DNP) e
" Efedrinas Pl
Amostradeurina> .| | A \ -
3,31ug/mL de norefedrina(1) . N
14,86 pg/mL de efedrina(2) - ' /3
0,87 ug/mL de pseudoefedrina(3) 0 1 A

B0 H ¢ 7 ‘ G 0 b 2
Fonte: Moreau et al., 2005.
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Cromatografia: Aplicagoes analiticas

TABELA 111 - Resultados das andlises de amostras de urina de voluntarios, seu relato de uso e modalidades esportivas
que praticam

Voluntario Relato de uso Modalidade esportiva Resultado (pg/mlL)
EPH PEPH NEPH MEPH

A SCE (eventual) corrida/natagiio 0,9 3.3 -
B SCE (1x/dia) musculagio 8.3 1,2 1.5 -
C SCE (5x/sem) musculagdio/ jiu-jitsu 3.6 - 1.8 -
D SCE (1x/dia) musculagio/ jiu-jitsu 1,7 2.9 -
E SCE (1x/dia) musculagiio/ jiu-jitsu 1,7 1.9 -
F SCE (1x/dia) musculagio/ jiu-jilsu 2.0 3.2 -
G S(NR) musculagio . - - .
H EPH (3x/dia) NR - 4.8 94,0 -
| NR - 14,0 118,3 3.8
] EFE (1x/dia) NR - 209.8 7.5 -

EPH: efedrina, PEPH: pseudoefedrina, NEPH: norefedrina, MEPH: metilefedrina, SCE: suplemento nutricional contendo
efedrina, S: suplemento nutricional ndo especificado, EFE: especialidade farmacéutica contendo pseudoefedrina, NR: ndo
relatado, sem: semana.

Fonte: Moreau et al., 2005.

Exercicios

Defina (a) eluicao; (b) fase movel; (c) fase estacionaria; (d) razdo de partigéo; (e)
tempo de retencdo; (f ) fator de retencéo; (g) fator de seletividade; (h) altura de prato.

. As substancias A e B tém tempos de retengao de, respectivamente, 16,40 e 17,63

minutos em uma coluna de 30 cm. Espécies nao retidas passam através da coluna
em 1,30 min. As larguras dos picos na base para A e Bsao 1,11e 1,21, respectivamente.
Calcule (a) a resolugéo da coluna (b) nimero de pratos para cada componente (c) a
altura do prato (d) o comprimento da coluna necessério para ter uma resolugao de 1,5
(e) o tempo necessario para eluir B na coluna mais longa (f) a altura do prato
necessaria para resolucao de 1,5 na coluna original de 30 cm no tempo original.

Os seguintes dados foram obtidos durante a PorcentagemMolar de  Areado
Calibracao para a Determinacao Cromatografica de Isoctano Pico

; : 0,352 1,09
Isoctano em uma Mistura de Hidrocarbonetos. Qual 0.803 178
a equacao da curva de calibragao? Para uma 1,08 2,60
amostra desconhecida, uma area de pico de 2,65 }gg i%?
foi obtida. Calcule a porcentagem molar de Amostra desconhecida 2,65

isoctano nesta amostra.
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Exercicios

4.0 cromatograma de uma mistura das espécies A, B, C e D forneceu os seguintes

dados:
Tempo de Largura do picona
retencdo/ min base W, min
Nao retido 3.1 -
A 5.4 0,41
B 13,3 1,07
C 141 1.18
D 21,6 1,72

Considerando que foi utilizada uma coluna de 24,7 cm, calcular: (a) o nimero de pratos
de cada pico. (b) a média e o desvio padrdo para(c) a altura de prato para a coluna. (d) o
fator de retencdo para os compostos(e)a resolugdo para a separagéo dos compostos B e
C (f) o coeficiente de seletividade para essa separacdo (g) o comprimento da coluna que
seria necessario para separar essas duas substancias com resolucao 1,5.
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Materiais Complementares

1. https://www.youtube.com/watch?v=Sabsus8fpyE

Quim. Nova, Vol. 31, No. 8, 2190-2193, 2008

EXPERIMENTO DIDATICO SOBRE CROMATOGRAFIA GASOSA: UMA ABORDAGEM ANALITICA E
AMBIENTAL

José Carlos P. Penteado®, Dulce Magalhiies ¢ Jorge C, Masini
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, CP 26077, 05513-970 Sio Paulo - SP, Brasil

Recebido em 16/10/07; aceito em 16/4/08; publicado na web em 3/10/08
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Préoxima aula

» Cromatografia gasosa
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