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Cromatografia em coluna com detecgdo por UV-Vis

Relatorio da pratica: Cromatograma e:
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Cromatografia em coluna com detecgdo por UV-Vis

Resultado da pratica:

Construa dois cromatogramas, um que relacione o Volume total eluido (mL)
de FM versus Abs (610 nm) e outro Abs (520 nm) no mesmo grafico para cada
uma das condicbes testadas.
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Cromatografia em coluna com detecgdo por UV-Vis

Resultado da pratica:

Construa dois cromatogramas, um que relacione o Volume total eluido (mL)
de FM versus Abs (610 nm) e outro Abs (520 nm) no mesmo grafico para cada
uma das condicdes testadas.
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A separagdo foi boa? O que significa ser boa?

EFICIENCIA DA SEPARACAO

Eficiéncia da coluna em separar dois solutos
depende em parte das velocidades relativas
segundo os quais sao eluidos.

E a eluicdo depende do equilibrio destes entre
as fases movel e estacionéria

AFM ~n AFE



COEFICIENTE DE PARTICAO, K

AFM o AFE

isoterma de distribuigdo

Cre
Cre
K =
Cem cromatografi
a linean
A = analito A
Cre = Concentracdo de A na fase estacionaria Cem

Ceu = Concentracgéo de A na fase movel



> O resultado de uma cromatografia em geral é um grafico que correlaciona
a medida de um sinal de um detector adequado com relagdo ao tempo decorrido
ou ao volume do eluente.
> O formato é de pico gaussiana. > O tempo ou volume pode ser usado para
identifica-lo, a drea sob o pico pode ser utilizada para medida quantitativa.
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CROMATOGRAFIA: Teoria Basica

Diluicao do analito
v’ Consiste no alargamento da zona original (banda de aplicacdo da
amostra) a medida que os componentes da mistura sdao separados;

v Implica no uso de detectores mais sensiveis.
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CROMATOGRAFIA: Teoria Basica

Coluna cromatografica: série de estagios independentes onde
acontece o equilibrio entre o analito dissolvido (sorvido) na fase
estacionaria e na fase movel.

T e O e e O

1 Afinidade pela FE —)1 [A]; )
MENOR RETENCAO
K = constante de distribuicao do analito

[A];; = concentragdo do analito na FE IAfinidade pela FM =>» I[A]FM

[A]:,, = concentragdo do analito na FM

* Sendo K, > Ky qual substancia ficara mais tempo retida?



Quantificacao da eficiéncia: NUmero de
Pratos (N)

Supondo a coluna cromatografica como uma série de estagios
separados onde ocorre o equilibrio egtre o analito, a FE e a FM:

CIENE

Cada “estagio” de equilibrio é chamado
de PRATO TEORICO

O numero de pratos tedricos de uma
coluna (N) pode ser calculado por:

2
N - 16-[t—R]
Wy

— IN - | Coluna mais eficiente

I tRou VR_\
Iw




Quantificacao da eficiéncia: NUmero de
Pratos (N)

2 -

A520nm f 2
N = 16 - [_R]
1,5 - w,
" Unidades: sempre as mesmas ,
217 - . , . .
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O numero de pratos tedricos de uma Faga (o)
coluna (N) pode ser calculado por:

I tR ou VI;\

— IN -3 | Coluna mais eficiente
Iw
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CROMATOGRAFIA:
Quantificacao da eficiéncia

ALTURA EQUIVALENTE A UM PRATO TEORICO (H) H= |-_
“Tamanho” de cada estagio de equilibrio

Capilares, L=30m _

Empacotadas,L=2m {

d. = diametro da coluna em mm

N

(L = comprimento da coluna)

Valores tipicos de H e N:

0,081

370370

0.156

192308

0,200

150000

0.228

131579

0,294

102041

0.435

68966

0,426

70423

2,16

. 0.683
10% || 0,549

43924
3643

2,16

d; = espessura da fase estacionaria em um

Valores de H para colunas
capilares e empacotadas
sao proximos, mas como L
para capilares é MUITO
maior tipicamente elas sao
mais eficientes.




CROMATOGRAFIA:
Quantificacao da eficiéncia

ALTURA EQUIVALENTE A UM PRATO TEORICO (H) H= |-_
“Tamanho” de cada estagio de equilibrio N

(L = comprimento da coluna)

Valores tipicos de H e N: Unidades: Tipicamente L e H
Sao0 expressos em mm

Faca o
seu!!!



CROMATOGRAFIA: CALCULOS

Tempo de retencao (t;)
— - @ tempo decorrido enire a injecdo da amosira e o apice do pico
| Amostra cromatografico do analito
Tempo de retengao de composto nao-retido (t,, tempo morto):
'T - tempo para eluicio de um composto que ndo interage com a fase
estacionaria;

- fornece a velocidade média de migracdo da fase movel

Tempo de retengao ajustado (t;' ou t;): _
- tempo que o analito permanece na FE tR — tR’ + tM

tr

Sinal do detector

Detector




CROMATOGRAFIA: CALCULOS

v' A eluicdo dos componentes de uma mistura em um sistema
cromatografico pode ser acompanhada em fungdo do tempo ou do
volume de fase movel.
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CROMATOGRAFIA: CALCULOS

Tempo de retencao (t;)

- @ tempo decorrido enire a injecdo da amosira e o apice do pico
cromatografico do analito

Tempo de retengao de composto nao-retido (t,, tempo morto):

- tempo para eluicio de um composto que ndo interage com a fase
estacionaria;

- fornece a velocidade média de migracdo da fase movel

2 - Tempo de retengao ajustado (t;' ou t;):
- tempo que o analito permanece na FE tR — tR’ + tM
1,5 -
§1 . VR: tR' F
0,5 -
ty=5mL ty=5mL
0 R tey=25mL ¢ =75mL
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 try =7 — 9

tRA’
V total FM (mL)



Volume da coluna

V, = Volume (tempo) de eluicdo de um pico
nao retido pela coluna.

Normalmente € a 12 perturbacao da linha de base.

Volume minimo que a bomba precisa bombear para
qualquer amostra chegar até o detector.

Volume de fase movel contido no sistema entre o
injetor e o detector, inclusive dentro dos poros.

143 83

A coluna é responsavel por 90-95% deste volume.




V, = significado

* Quaisquer picos ou grupo de picos que eluem
junto ao Vg

[:> Nao interagiram com a coluna e, contém provaveis
impurezas (picos escondidos)

[:J‘> Nao podem ser reconhecidos pelo tempo de
retencao: afinal nao houve retencao!

Nao podem ser quantificados. Nao havera exatidao
:> nem precisao na integracao.




Volume da coluna

« Determinar V por:

— Fase reversa: injecao de hidrocarboneto
saturado ou aromatico (tolueno).

— Fase normal: Injecao de agua ou acetona.

» Calculo aproximado: Erro de 10-20% (3-10um)
V,=(rxr2xC)(0,5)

. . diametro = 22 mm
r = raio interno em ‘mm’, C = comprimento em ‘mm’ C=mm



CROMATOGRAFIA: CALCULOS

Velocidade linear média de migragdo do soluto pela coluna (cm.s™):

— L L = comprimento da coluna
Coluna V=—
tr
Velocidade linear da fase movel (cm.s):
U= £ ou Y = (F L) F = vazdo da FM (cm?.min-1)
tM VM
A
)
(&)
Q
)
()
©
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©
=
v

. t
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Detector |




CROMATOGRAFIA: CALCULOS

Velocidade linear média de migracao do soluto pela coluna (cm.s™):

V = £ L = comprimento da coluna
tr
Velocidade linear da fase movel (cm.s™):
U= £ ou Y = (F L) F = vazdo da FM (cm®*.min")
tM VM
p
u="=2
L=cm
1> - Vy=5mL
" F=1cm3min
21 -
<
Q
0,5 - ot
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CROMATOGRAFIA: comparar velocidades de

migracao

Fator de retencao (k)

* parametro utilizado para comparar as velocidades de migracao de
solutos em uma determinada coluna e fase movel.

* corresponde ao intervalo de tempo que um soluto permanece na
fase estacionaria em relac&o a fase movel

* quando k << 1: pequena retencao (eluicdo proxima a t,)

* quando k >> 1: tempos de retencdao muito longos

*oideal € 1 < k <10 para os analitos em uma mistura

Sinal do detector =

Tempo =—»



CROMATOGRAFIA: comparar velocidades de

migracao

Fator de retencao (k)

* parametro utilizado para comparar as velocidades de migracao de
solutos em uma determinada coluna e fase movel.

* corresponde ao intervalo de tempo que um soluto permanece na
fase estacionaria em relac&o a fase movel

* quando k << 1: pequena retencao (eluicdo proxima a t,)

* quando k >> 1: tempos de retencdao muito longos

*oideal € 1 < k <10 para os analitos em uma mistura

Sinal do detector =
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Tempo =—»
V total FM (mL)



CROMATOGRAFIA: Compara a capacidade de separacio
entre 2 analitos

Fator de separacao ou seletividade (0)

A o= (tﬁ')B * Sendo B o soluto mais retido que A
- (tR')A * Semprea.>1 (quandoa =1, Ae B co-eluem)
. (tR’)B
(),
ty |

Tempo

* pode ser determinado através das constantes de distribuicdo (K):

+ pode ser determinado através dos fatores de retencéo (k):
ks o Ks

C’: =— e

kn Ka




CROMATOGRAFIA: compara a capacidade de separacio

entre 2 analitos
Faca o
Fator de separagao ou seletividade (o)

A Ol = (tR'J v * Sendo V o soluto mais retido que A
B (tR'] A e Sempreoa >1(quandooa =1, AeV co-eluem)
(ta')v
(tg')a

i Referéncia

' ' 1 1
| : I
! ] I 1
1 | 1
| | I I
I 1 1 1
' ! : ] 1
| | H [ I
1 1 1 1
! ! : 1 1
| | : ! !
' ' : MaisN
i lgual o : :
' 1 I
Tempo i | !
1 |
: I I
: I I
1
1 |
I I
1 1

Igual N
i Maior o




CROMATOGRAFIA: Medida quantitativa da separacao de 2 picos

consecutivos
Resolucao (R )
A (te)g - (tg) RS = 2 [(tR)B i} (tR)A]
tr)p R/B ™ \'R/A
S . 5 (W + W)
g Unidades: t; e W
= 5 S&0 expressos na mesma unidade
? W E—W
: tempo - >

A(tR)B (tR)B - (tR)A

’ >

tempo



CROMATOGRAFIA: CALCULOS

R = 2 [(tg)g - (tg)al =1
T (Wt W)

A, (tr)s - (tr)a
(tds i

Sinaldo detector




CROMATOGRAFIA: CALCULOS

R = 2 [(ta)s - (tr)a]l - 0
T (Wt W)

Sinaldo detector
e
[ms]
A e
; =

\
-u-u-u-u-‘“:-i

..-"|'L

N

tempo



CROMATOGRAFIA: CALCULOS

RE — 2 [(tR)B - (tR)A] 0< RE< 1
(Wa + W)

Sinaldo detector




CROMATOGRAFIA: CALCULOS

.= 2o~ (t) 51
(W, + We)

L (AR (tr)s - (tr)a

Sinaldo detector




CROMATOGRAFIA: CALCULOS

p = 2Lt~ (te)a] 5 g
(Wy + W)

A, (tr)s - (tr)a

Sinaldo detector




CROMATOGRAFIA: Medida quantitativa da separacao de 2 picos
consecutivos

Resolucao (R: )
R. = 2 [(tR)B B (tR)A]

A (tr)s (tR)B B (tR)A S (W W )
| +
A B

(te)a : !

Unidades: t; e W
S&0 expressos na mesma unidade

Sinal do detector

Abs
[

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
V total FM (mL)



Resumao:

e FATOR DE RETENCAO (k): razao entre a massa do soluto
presente na FM e na FE.

¢ Quanto maior o k , maior o tempo de retencao na coluna.
¢ Juntamente com o fluxo, determina o TR do pico.

e SELETIVIDADE (a): relacao entre o tempo que 2 solutos
passam na fase liguida.

¢ Mede a capacidade de separacao entre 2 picos e e alterada
com a troca do solvente da FM, pH, FE e temperatura.

SO\



Resumao:

e EFICIENCIA DA COLUNA:

Numero de pratos teoricos (N): numero de distribuicéo de
equilibrio entre a fase movel e a estacionaria.

¢ Quanto maior o n° de N, mais eficiente a coluna. IR
e RESOLUCAO: :.;: =
_0_'21‘J

Medida quantitativa da separacao de 2 picos consecutivos,

determinada pela distancia entre os t;s e a largura da base
dos picos.




FORMULAS

Y= (te)s
(te)a

R. = 2 [(tR)B - (tR)A]

; (W, + W)



DEFINICOES GERAIS:

= (ilE0 = memmemmg s

t
|
tM 1 tR |
ﬁ:
|
|
|
|
|
: Pico de um
: soluto ndo retido
|
|
|
I
|
Al
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Cromatografia " ) .
Assimetria dos Picos (Ag)

ideal
Isotermas g A

® / %

' Tempo
Sobrecarga
™ =X
= 2 A

@ o N < K=CJC,
Tempo = constante

® i T i e

" Formacgao de cauda
.g l’\..\
O’J ’_,/‘ \\_. o

Tempo




Cromatografia

A

Dispersao

touV

Resposta do detector

Ponto de inflexao
(porgac mais ingreme —___
da curva) o

w: largura medida na base do pico
wy,: Largura medida a meia altura
o: Desvio padrao
/. Altura do pico



http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep/

gc/ Types of columns
open (capillary)
Porous Wall
Layer Coated
Open Open
Tube Tube

Fused silica capillary column




