Introducéo a Cromatografia Liquida
Moderna

CROMATOGRAFIA

[ FLUIDO SUPERCRITICO ] [LI'QUIDO]

[COLUNA ] [PLANAR]

CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO
(LSC)

Principio: Adsorcio de analitos sobre a superficie polar,
fracamente acida, geralmente da silica gel.

FE: Silica gel (pH 2-8); Alumina (pH 2-12).

EM: Solventes ndo polares como o hexano, CHCI3
(raramente agua).

Aplicagdes: Amostras nio polares e semi-polares;
soliveis em hexano; isdbmeros posicionais.
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Exemplo - Adsorc¢ao

Separaciaode Isdmeros

5 1. Anisol

2. 3-Nitroanisol
3. 4-Nitroanisol
4. 2-Nitroanisol

tempo (min.)




CROMATOGRAFIA EM FASE LIGADA
(BPC)

Fase normal (N.P.,) e Fase Reversa (R.P)

Principio: R.P. — Cadeia principal hidrofébica do analito sofre
particoes entre superficies hidrofébicas e metanol (ndo dgua).

FE: Superficies hidrofébicas na silica gel — R.P.-18, RP-8, ODS.
FM: Metanol ou acetonitrila e d4gua.

Aplicagdes: Maioria dos compostos soluveis em agua e
metanol: proteinas, peptideos, agucares, acidos graxos,

farmacos.
-

Exemplo - Particao

UV 262 nm

tempo (min.)

Analgégicos

1. Acido acetilsalicilico
2. Acetaminofeno
3. Fenacetina

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
(IEC)
Principio: Adsorcio reversivel de fons na FE contendo grupos

funcionais de carga oposta.

FE: Para citions — SO CO,
Para anions — NRZ— s NR;+

FM: Tampao aquoso com pH e com a forga i6nica
cuidadosamente controlados.

Aplicagdes: Todos compostos idnicos comuns, anions, cations,

acucares, acidos carboxilicos, aminas, etc.
contra-

Exemplo - Troca I6nica

Absorbancia 260 nm
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CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO (SEC)
Exemplo - Exclusao
Principio: Poros internos da FE. excluem analitos solvatados
baseado no volume hidrodinamico. Vg é correlacionado a
Massa Molecular (M W) pela curva de calibragio. Proteinas
FE: Estireno - 8% DV]O3 com diametro do poro de 80, 100, ! 5
150, 300, 500 ou 1000 A . 8 1. Ferritina
E

FM: Bom solvente para polimeros, frequentemente Tolueno ou H g4 2. Aldolasa
THE N 3 3. Seroalbimina

- . . . - 7 4. Ovoalbtimina
Aplicagdes: Polimeros organicos, poliestireno, polietileno, . o,

: 5. Quimotripsionégeno A
metacrilatos. i
T w m s s | 0. Citocromo C
-} se minutos
? "¢ Edtacionaria

Absoreao) /- AdSercae
LANSOLCAO]/F AWUSOLEGAV)

S




Esquema de uma COLUNA CLASSICA de L.C

1

Amostra

Coluna de

’ "\\/ Vidro

Componentes
da amostra
separados

o g
Fluxo gravitacional, @

sem pressio

Cromatografia Classica em Coluna

VANTAGENS LIMITACOES
* Baixo Custo * Lento

 Simples ¢ Baixa Resolucio

® Bom Método Preparativo  * Quantificagao Dificil

HPLC
Fundamentos
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (HPLC)

Registrador

(N

1 e -

Pressao

COLUNA PARA HPLC

FASE MOVEL FASE ESTACIONARIA

Coluna
Detector Silica gel - LSC
FASES ESTACIONARIAS RP-18 - BPC
Styragel - SEC
Lixo
Esquema de uma coluna de HPLC .
CROMATOGRAMA TIPICO
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5
5 I
2
o3 ( .
[=} | Area do Pico
3
z ] Altura do
2 pico
3 ! f
? Imu'fmp :
ico do

-3 .

Solvente

Linha de base

Tempo




VANTAGENS DA HPLC

Velocidade - Minutos

Alta Resolugio

Alta Precisdo e Exatiddo

Alta Sensibilidade : 10”pra 10"%

Sistemas Automaticos

ANALISE DE AFLATOXINAS POR HPLC
(ppb)

Aflatoxinas em pasta de amendoim;  Detecgido por Florescéncia.

’ 1. Aflatoxina By 5ppb

2, “ 2. Aflatoxina G; 1ppb

3. Aflatoxina B, 3ppb

A 4. Aflatoxina G, 1ppb
0 10 20 30 minutes

ANALISE RAPIDA POR HPILC

(Pequenas Particulas, Coluna Curta, Fluxo Rapido)

Coluna : 3cm

Fluxo : 3.5 ml / min

3uM ODS

Nitrobenzeno

0 5 10

Tempo (Segundos)

ALTA RESOLUCAO

Urina Humana

1 coluna, eluigio com gradiente
65.5 hrs

Absorbincia

2
3
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500 5o e &% 700
Volume [mi}
SEPARACAO DOS COMPONENTES DA URINA POR CROMATOGRAFICA DE TROCA IONICA

PB. Hamilton, “Handbook of Biochemistry”, CRC Press, Cleveland, 1968.




ALTA RESOLUCAO
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“HPLC of Naturally Occuring Xanthones”. K. Hostetman & H.M. Mcair
J. Chromatogr: 116 (1976) 201.

LIMITACOES DA HPLC

¢ Equipamento de custo relativamente Elevado
¢ Experiéncia : 6-12 meses

¢ Detector nio Universal/Sensivel

¢ Materiais de Custo Elevado

* Requer Espectroscopia para confirmagio
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HPLC - VANTAGENS

1. Répida — Usar colunas curtas e particulas pequenas.

2. Alta Resolucio — N elevado, vérias formas de aumentar
@, muitos tipos de coluna.

3. Versatil — Se vocé pode dissolver a amostra, HPLC!
4. Boa Anilise Quantitativa - ~1 - 2% RSD.

5. Escala Preparativa Facil — Colunas grandes, mais
amostras , coletores de fragdes .




ANALISE QUALITATIVA (1)

Tempo de Retencio (1) |

Sinal

|
1
1
|
i
|

Injecio

—

o Técnicas anxiliares (MS, IR, UV-VIS, NMR) proporcionam identificacio
mais positiva

Tempo

ANALISE QUALITATIVA (2)

Teofilina

‘Teobromina

Cafeina
1. Padrio

2. Desconhecido

—

ta(teofilina) = to(“X”) => portanto, é sugerido ser a teofilina.

Para confirmagao positiva, LC-MS(MS).

LC - Espectrometria de Massas

Espectrometro de Massas

Para o Vacuo

Dados do Sistema

Espectrometro de Massas

Amostra Concentrad

ANALISE QUANTITATIVA

Altura do

Sinal

Area do Pico: A
Pico: h




Sintese de Fases Quimicamente Ligadas (BP)

@ ClgSi-Crg ?H
Si—OH 8i—0—-8i—Cyg + 3HCI
@ H0 I
OH

Particula de Silica (suporte) Ligagdo Covalente

HPLC EM FASE LIGADA

FASE NORMAL

*Adsorvente Polar: -CN, -NH2,...

*Solventes nio Polares: iso-octano, cloreto de metileno

*Amostras nio polares e semi-polares

FASE REVERSA

*Adsorvente nio Polar: RP-18 (ODS), RP-8 (Octil)
*Solventes Polares: 4gua/ metanol, 4gua/acetonitrila

*Amostras polares ¢ nio polares

CONCLUSOES

INFORMAGOES COMPLEMENTARES
PARA CONSULTA




EMPACOTAMENTO DE COLUNA PARA HPLC (1)

FASE REVERSA (E PAREAMENTO DE [ONS)

C-18 (Octadecil ou ODS)
C-8 (Octilo-)

C-3,C-3

C-1 (Trimetil-silil, TMS)

Fenil

CN (Ciano)
NH,-(Amino)

Poliestireno

Robusto: altamente retentivo; amplamente disponivel

Similar ao C-18, ligeiramente menos retentivo

Menos retentivo, usado na maioria das vezes por peptideo e proteinas
O menos retentivo; menos estavel

Moderavelmente retentivo, algumas diferencas na seletividade
Moderavelmente retentivo; usado em fase normal e reversa

Retengio fraca; usado pelos carboidratos; menos estavel

Estivel com fases méveis 1 < pH < 13; melhor forma de pico ¢ vida longa
da coluna para algumas separagdes

FASE NORMAL

CN- (Ciano)
OH- (Diol)
NH,-(Amino)

Silica

Rugoso; bastante polar; utilizagio geral
Mais polar que CN-
Altamente polar; Menos estavel

Bastante robusto; barato; menos conveniente para operar; usado em prep LC

EXCLUSAO POR TAMANHO

Silica

Silica Silanizada
OH- (Diol)

Poliestireno

TROCA IONICA

Fase Ligada

Poliestireno

EMPACOTAMENTO DE COLUNA PARA HPLC (2)

Muito Rugoso; adsortivo
Menos adsortivo; compatibilidade alta com solvente; com solventes organicos
Menos estavel, usado em SEC (filtragio de gel) aquoso

Usado amplamente para SEC (GPC) organico; incompativel com solventes
altamente polares

Menos estavel ¢ reproduzivel

Menos eficiente; estivel; mais reproduzivel

LS. Snyder. ] L. Glaich and 1.3 Kirkland. "Practical HPLC Method Development”,
J. Wiley (1988) 80-105.

PARAMETROS DE RETENCAO

YRy =tra) - tm
Ky = t'reay / tm
t=1r@) -tapn

Injecao
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Tempo

EQUACAO MESTRA DA RESOLUCAO

CAPACIDADE EFICIENCIA

Ry— k
1+k

SELETIVIDADE
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TERMOS CROMATOGRAFICOS

Simbolo ¢ Nome Recomendado Outros Simbolos e
pela TUPAC* nomes em uso
¢ Constante de distribuicao (para GLC) I Cocficiente da Particio
N

Cocficiente da Distribuicao

Ik Fator de Capacidade
Fator de Retencio A

0 Numero de Pratos Teoricos
Numero do Prato . .
HETP altura Equivalente de um Prato Tedrico
Altura do Prato
R, Razio de retencio
Fator de Retardamento ( em colunas) ) - X

R Resolugio do Pico

Resolugio do Pico

@ Seletividade; Eficiéncia do Solvente

Fator de Separagio

Tempo de Retengio VA1 Volume da Fase Mével
Volume de Retengio V' Volume da Fase Gasosa
Volume Hold-Up Ve, Volume Morto

ALGUNS VALORES TiPICOS PARA HPLC

ITEM VALOR TiPICO FAIXA
Tamanho das Particulas 10 ¢ 5 um 3¢10 um
Tamanho dos Poros 80¢ 100 A 60 ¢ 120 A, até 4,000 A
Diametro Interno (id) 4.6 mm 2-5mm
Comprimento (L) 15¢25cm 3-30 cm
Pressio 1500 psi 800 — 5000 psi
Fluxo Volumétrico 1 ml / min 0.5—2ml / min
Fluxo Linear 0.1 cm / sec 0.05-0.2cm / sec
Volume 2-100 1
Concentragio 1ppm—1%
Volume da Cela 2-15 laté 200 1
Constante de tempo 25 msec — 1 sec
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