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Pratica 2. Cromatografia em coluna aberta com detecgdo UV-Vis

Também chamada de cromatografia de adsorgdo € o processo mais simples depois da
cromatografia em camada delgada. E feita em umacoluna de vidro preenchida por um fase
estaciondria e na ponta da coluna existe uma torneira permitindo o controle da vazdo da fase mével,
como as buretas possuem.

Fase mdvel: Tem como principal fungdo servir como solvente para a amostra e ajudd-la a eluir pela
coluna, inclusive ao final do processo para retirar toda a amostra, sendo por isso chamado de eluente.

Fase Estaciondria: Para a preparagdo da coluna, ela deve ter seu enchimento feito de
forma uniforme (sem deixar ar retido entre as particulas) com a fase estaciondria.
Para isso mistura-se a substdncia da fase estaciondria com a fase mével em um frasco, formando uma
pasta e depois colocd-la na coluna. Entdo deixa-se o material assentar gradualmente e havendo uma
uniformidade no tamanho de particula a homogeneidade da fase estaciondria serd maior.

Ndo se deve deixar a coluna secar (evaporar completamente a fase mével), mantendo sempre um fluxo
de fase mdvel durante o enchimento do ftubo e eluigdo das amostras, pois quando seco aparecem
rachaduras no material da coluna (na fase estaciondria), deixando a separagéo cromatogrdfica bastante
alterada.

Dessa forma, quanto mais fracamente um componente da amostra for adsorvido pela coluna mais
rapida serd sua passagem por ela.
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2. Objetivo

-Conhecer os principios técnicos da Cromatografia em coluna aberta;
-Separar corantes alimenticios de uma mistura;

-Construir um cromatograma para a separagdo realizada;

-Utilizar os resultados para avaliar pardmetros de qualidade da separagdo;

3. Materiais
Qtde Qtde
Etanol absoluto (99 %) - Pipeta pasteur 3
Tapioca granulada pct espdtula 1
Quirera branca Pct Pipeta graduada 1 mL 1
Corantes alimenticios (azul e vermelho) - Pera 1
Amostra de gelatina sabor uva pct Mangqueira de silicone 1
Coluna cromatogrdfica 20 mm i.d. 1 Balanca semi-analitica 1
Funil de sélidos 1 Tubos de ensaio pequenos 20
Funil de vidro 1 Estantes de tubo 1
algoddo - espectrofotometro 1
Becker de 250 mL 3 Cubeta de pldstico 1
Becher 50 mL 2 Caneta marcador retroprojetor 1
Suporte universal e garra 1 Bastdo de vidro 1
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4 Procedimento

4.1 Preparo da amostra

Adicionar 5 gotas de cada corante alimenticio (azul e vermelho) com 10 mL de dgua deionizada
em um Becker de 50 mL. Para a amostra de gelatina sabor uva, pese aproximadamente 0,5 g e complete
com 10 mL de dgua em Becker.

4.2. Preparo e desenvolvimento da coluna
Preparo da coluna deve iniciar colocando-se um chumago pequeno de algoddo no fundo da coluna
(use um bastdo de vidro para acomodd-lo).

Com o auxilio de um funil de sdlido, introduz-se na coluna aproximadamente 26 g da
fase estaciondria selecionada (tapioca granulada), imersa em etanol ( 2 cm acima do sdlido e
misture bem).

Atencdo! A medida que o material vai sendo transferido, é necessdrio golpear
levemente (chame o professor para dar orientagdes) com a mdo ou usando uma mangueira de
silicone a coluna pela parte externa, a fim de acomodar homogeneamente o material
transferido e evitar a formagdo de bolhas.

A fase estaciondria deve ser mantida sempre imersa no solvente e, para isso, pode-se
reutilizar o solvente recolhido da coluna.

Fecha-se a torneira apés manter o solvente no limiar da superficie superior formada
pela fase estaciondria dentro da coluna. Adiciona-se gotas da amostra da solugdo de corantes
a coluna, e se permite que o material adentre a fase estaciondria, abrindo-se rapidamente a
torneira da coluna e fechando-a logo em seguida. Foram transferidos 10 mL de etanol para a
coluna, e se desenvolveu a cromatografia com a adigdo continua de solvente até que o produto
coletado ndo apresentasse mais qualquer coloragdo. Os corantes sdo recolhidos em separado
(fragdes), em tubos de ensaio, ad medida que forem sendo arrastados pela FM. Posteriormente,
usa-se mistura EtOH:H,O (5:1) como fase madvel, para eluir os constituintes mais polares da
mistura e aumenta-se a forga do solvente se necessario.
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Figura 1. Fluxograma do preparo e desenvolvimento da cromatografia em coluna.



5.Resultados e Discussdo

5.1. Execute pelo menos duas condigdes diferentes, anote na Tabela 1 e 2.
a) variar a massa de fase estaciondria;

b) variar a temperatura da FM;

¢) variar massa de FE e temperatura;

5.2. Faga as leituras espectrofotométricas em 520 nm e em 610 nm e mega o volume de fase
movel de cada fragdo coletada anote na Tabela 1a e 2a.

Tabela 1. Separagdo na condigdo 1 da amostra de

Condicao 1 2 3 Observacoes
Massa da FE ()13¢g ()26g |()52g
Altura da Coluna cm cm cm
Temperatura FM | ( ) 10 °C ()20°C | ()30°C
Temperatura
real

Tabela 1a. Cromatograma da Separagdo na condigdo 1 da amostra de

Numero | Volume | Vtotal Abs Abs Numero | Volume | Vtotal | Abs Abs
da da eluido (520 (610 da da eluido | (520 | (610
fragdo | fracao (mL) nm) nm) fragdo | fracdo | (mL) | nm) | nm)
(mL) (mL)

1 11

2 12

3 13

4 14

5 15

6 16

7 17

8 18

9 19

10 20




Tabela 2. Separagdo na condigdo 2 da amostra de

Condicao 1 2 3 Observacodes
Massa da FE ()13¢g ()26g |()52¢g
Altura da Coluna cm cm cm
Temperatura FM | ( ) 10 °C ()20°C | ()30°C

Tabela 2a. Cromatograma da Separagdo na condigdo 2 da amostra de

Ndmero | Volume | Vtotal Abs Abs Numero | Volume | Vtotal | Abs Abs
da da eluido (520 (610 da da eluido | (520 | (610
fracdo | fracdo (mL) nm) nm) fracdo | fragdo | (mL) | nm) | nm)
(mL) (mL)

1 11

2 12

3 13

4 14

5 15

6 16

7 17

8 18

9 19

10 20

- Construa dois cromatogramas, um que relacione o Volume total eluido (mL) de FM versus Abs
(610 nm) e outro Abs (520 nm) no mesmo grdfico para cada uma das condigdes testadas.

-Traga na proxima aula.
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