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DEFINICAO

A cromatografia é um método fisico-quimico que permite a separagdo
de componentes de uma mistura, através da distribuigdo destes
componentes em duas fases, que estdo em contato intimo.

Em todas as separagdes cromatogrdficas, a amostra é dissolvida
numa fase movel (liquido, gds ou fluido supercritico). A fase movel é
entdo forgada através de uma fase imiscivel, fase estaciondria, a qual
é fixa na coluna ou em uma superficie sélida.

Os componentes que sdo fortemente retidos pela fase estaciondria
movem devagar com o fluxo da fase mdvel. Em contraste, os
componentes que interagem fracamente com a fase estaciondria
movem mais rapidamente. Como consequéncia dessas migragoes
diferenciadas, os vdrios componentes da mistura se separam em
bandas discretas e podem ser analisados qualitativamente ou
quantitativamente.



HISTORICO - primérdios

Processos envolvendo migragdo diferencial ja eram conhecidos.

Paralelo ao trabalho de Tswett, REED, na Inglaterra, e DAY, nos
Estados Unidos, aplicaram colunas contendo sélidos para a separagdo
de sais orgdnicos e amostras de petréleo, respectivamente.

Antes disso, RUNGE descreveu os "desenhos” feitos por misturas de
sais e por tintas que foram colocadas no centro de um papel de filtro
e depois espalhadas pela passagem de um solvente, enquanto
SCHOENBEIN fez experiéncias similares com tiras de papel
mergulhadas em solventes.

O uso de sdlidos de camada delgada sobre vidro, no lugar de papel,
para o desenvolvimento circular de misturas de sais inorganicos foi
experimentado por BEYERINCK, em 1889.



HISTORICO - inicio do século XX

Os termos cromatografia, cromatograma e método cromatografico
sdo atribuidos ao botanista russo Mikkhail Semenovich TSWETT, que
em 1906 utilizou estes termos em dois trabalhos descrevendo a
separagdo dos componentes de extratos de folhas e gema de ovo,
onde usou colunas de vidro preenchidas com vdrios sélidos finamente
divididos, e arrastou os componentes com éter de petréleo.

Os componentes apareciam como bandas coloridas na coluna de
separagdo, dai o nome origindrio das palavras gregas chroma = cor, e
graphein = escrever, embora o processo ndo dependa da cor, exceto
para visualizar os componentes separados.



HISTORICO - época moderna

A época moderna da cromatografia foi iniciada na década de 30.

KUHN e LEDERER redescobriam e aperfeigoavam a cromatografia
de coluna, repetindo as experiéncias de Tswett, separando e
identificando as xantofilas da gema do ovo, usando uma coluna
recheada com carbonato de cdlcio pulverizado e éter de petrdleo
como fase mdével.



HISTORICO - década de 1940

1941: MARTIN e SYNGE (prémio Nobel de 1952) descreveram a
cromatografia por parti¢do (cromatografia liquido/liquido),
aplicaram o conceito de altura equivalente a um prato teodrico a
cromatografia, e anteciparam o surgimento de duas cromatografias:
a gasosa, e a de alta eficiéncia.

MARTIN, CONSDEN e GORDON: reintroduziram a cromatografia
de papel; MARTIN e HOWARD: desenvolveram a cromatografia
liqguida de fase reversa; MARTIN e JAMES: atualizaram a
cromatografia gds/liquido.

Outros eventos importantes:

1938: TZMAILOV e SCHRAIBER reintroduziram a cromatografia
de camada delgada para a andlise de produtos farmacéuticos, mas
ndo foi usada até o desenvolvimento, por KIRCHNER e col., do
método de de aderir o sélido ao suporte, e por STAHL, do método
de preparar as placas com reprodutibilidade.



HISTORICO - década de 1940

1941: HESSE descreveu pela primeira vez a cromatografia gds/
solido, na separagdo de acidos graxos, a 100°C, arrastando-os sobre
silica, com diéxido de carbono.

CREMER e PRIOR: primeiros a descrever um cromatégrafo a gds
completo.

PRETORIUS e col., e McWILLTANS e DEWAR: detector por
ionizacdo em chama, ampliando a sensibilidade do método
cromatogrdfico.

GOLAY: introdugdo das colunas capilares, tornando GC o método
analitico mais usado no mundo (o ndmero de cromatdgrafos
atualmente em uso no mundo é estimado em 200.000).



HISTORICO - anos 50

1951: LERMAN e col. realizaram as primeiras experiéncias em
cromatografia por bioafinidade, separarando anticorpos em coluna
recheada com celulose, contendo antigenos apropriados.
ANFINSEN e col. aperfeicoaram a técnica com o uso de gel de
dextrano contendo grupos especificos quimicamente ligados.

ADAMS e HOLMES: sintese das primeiras resinas de troca ionica,
baseadas e, fenil e formaldeido para cdtions.

COHN utilizou resinas de poliestireno-divinilbenzeno, para a
separacdo de aminodcidos, e MOORE e STEIN aperfeigoaram o
método utilizando bombas peristdlticas para empurrar a fase moével
e um fotémetro para a detecgdo (derivatizagdo pés-coluna dos aa
com ninidrina).

1959: HAMILTON e ANDREWS modificaram o sistema para
andlises de aa, introduzindo a bomba tipo pistdo, similar ds usadas
hoje na cromatografia liquida de alta eficiéncia.



HISTORICO - anos 60

KARR e col., JENTOFT e GOUW, HUBER e HULSMAN, SNYDER,
KIRKLAND aperfeigoaram os sistemas de bombeamento e detecgdo
para cromatografia liquida, operando a fase modvel sob pressdo, e
com métodos de detecgdo sensiveis, possibilitaram andlises de
rapidez compardvel as da cromatografia gasosa.

HALASZ e HORVATH: desenvolvimento dos enchimentos para
cromatografia liquida, inicialmente com os peliculares (particulas
superficialmente porosas), e posteriormente as particulas
completamente porosas de pequeno didmetro (10, 5 e 3 um).
NICKLESS e col. desenvolvem as fases estaciondrias contendo
grupos alquila quimicamente ligados ao suporte permitindo a
aplicagdo da cromatografia por fase reversa, SCOTT e NOVOTNY,
introduziram as columas de pequeno didmetro (as “microbores” e
capilares recheadas).



HISTORICO - anos 60

1962: KLESPER, seguido por GOUW e JENTOFT utilizaram com
sucesso um fluido supercritico como fase modvel em um
cromatografo a gds modificado. Somente em 1983, o primeiro
instrumento para SCF foi comercializado.

PORATH e FLODIN: introduziram a cromatografia por exclusdo

como o desenvolvimento do gel de dextrano entrecruzado.

lista de 12 prémios Nobel, de 1937 a 1972 com trabalhos
envolvendo cromatografia



CLASSIFICACAO

Vdrios critérios sdo usados para a classificagdo das diferentes
modalidades de cromatografia; em geral sdo relacionados com a
técnica empregada, o mecanismo de separagdo e o tipo de fases
utilizado.

A forma fisica do sistema define a técnica: a fase estaciondria pode
ser colocada em um tubo cilindrico (cromatografia em coluna), ou
disposta sobre uma superficie planar (cromatografia planar).



CLASSIFICACAO

CRITERIO DE _ CROMATOGRAFIA

CLASSIFICACAO | | preparativa: 5-30 mm

FORMA FISICA PLANAR COLUNA‘E analitica: 2-5 mm
| microdiametro: < 2 mm

FASE MOVEL GAs FLUIDO
- SUPERCRITICO
FASE
ESTACIONARIA
TIPO DE

CROMATOGRAFIA CP CCD CCD CGL C6S CGFL €SS CSFL CLL CLS CE CLFL CTI CB

(uso comum) (TLC) (HPTLC) (6C) (SFC) (HPLC  (HPLC
fase normal) fase reversa)
MEC/AMISMODE F2 FLF1/F2 F2 F1 FI/F2FIFI/F2 F2 F1 M FI/F2Q Q
SEPARACAO Absorcdo Sorc¢do Mecanico Quimico

Particdo Adsorcdo



CROMATOGRAFIA PLANAR

linha de chegada
O da fase movel

linha de partida
da fase mével

—e—o——— =T
profundidade

da fase movel
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Portable and handheld analytical devices for counterfeit drug detection can cost

More On This Stmy anywhere from $10,000 to $50,000. To make testing accessible in developing countries
where counterfeiting is widespread, the Global Pharma Health Fund has provided the

Instrumentation Firms wet-chemistry-based GPHF-Minilab since 1998. GPHF has been funded exclusively by

Develop Portable Germany's Merck for the past five years. International organizations participate in

Technology To Detect programs to use and distribute the Minilabs.

Counterfeit Drugs 5

Remote Testing: Minilabs Offer Housed in two suitcases, the $4,700 Minilab contains lab ware and reagents to run about

An Affordable Chemistry-Based 1,000 thin-layer chromatography (TLC) tests and at least 3,000 dye tests. Drug identity

Approach and quality can be verified, and counterfeits detected, through the kit's simple physical

and chemical tests, along with available reference standards for comparison. Methods
include visual inspection of dosage forms and packaging, disintegration testing to confirm
formulations, color reactions to identify a drug's presence, and TLC to check drug content
and potency.
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The self-contained lab doesn’t require special storage and can work outdoors in tropical climates. Reference standards have a
shelf life of about two years, and reagents can last for at least five. Manuals provided in different languages “read more like a
cooking recipe than an instruction booklet,” GPHF states, and are “written in a nonscientific format and rich in illustrations.”
Training is also available.

The $3,200 TLC portion works for 58 drug compounds, and the $1,500 dye test part covers 32. The compounds were selected
“on the basis of prevailing prescription practices, public health interest, and existing counterfeit case reports,” according to GPHF.
Its list includes antimicrobials, anthelmintics, antiretrovirals, antimalarials, and antituberculosis drugs.
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http://youtu.be/1zf0stGOQhrk
http://youtu.be/rbp QcdiMACc

http:// www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/paper.html#top

http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/thinlayer.html#top

http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/99/artigo.htm
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MODO DE DESENVOLVIMENTO

FRONTAL '

DESLOCAMENTO B —|_

ELUICAO

amostra € continuamente
aplicada a coluna;

torna-se saturada em
relagdo a um dado
componente, que é entdo
eluido, inicialmente na forma
pura, depois em mistura

preparativa; aplicagdo Unica
fase mével tem maior
afinidade pela coluna e
desloca componente da
amostra de menor afinidade;
cada componente funciona
como deslocador do sequinte

analitica; aplicagdo Unica



OUTRAS CLASSIFICACOES

CROMATOGRAFIA LIQUIDA EM
COLUNA:

colunas de vidro, sob pressao
atmosférica, vazdo da fase movel por agdo
da gravidade

colunas metalicas, ou
capilares, sob pressoes elevadas

POLARIDADE RELATIVA DAS FASES:

fase estacionaria polar,
fase movel apolar

(inverso) fase
estaciondria apolar, fase movel polar



MECANISMOS DE SEPARACAO

fisicos
ADSORCAO PARTICAO/ABSORCAO
fase fase fase fase
moével estaciondria movel estaciondria
R
o— o -0

%



MECANISMOS DE SEPARACAO

quimicos

AN
TROCA IONICA
fase fase fase fase
mével estaciondria mével estaciondria

e (3
o %

o 0

of o

BIOAFINIDADE
fase fase
movel estaciondria

E-—




MECANISMOS DE SEPARACAO
mecanicos

EXCLUSAO

fase fase
movel estacionaria




COEFICIENTE DE PARTICAO, K

Amével —~— Aestacionéria

isoterma de distribuigdo
Cs

Cm cromatografia
linear

Cm



RELACAO ENTRE TEMPO DE RETENGAO E
COEFICIENTE DE PARTICAO
velocidade linear média do soluto velocidade linear média da fase movel
L L
vV = M =
Tr To

v = 4 x fragdo de tempo do soluto na fase movel

moles do soluto na fase movel

vV=ypx

ndmero total de moles

Cn VY 1

v=2Uu = u
CMVM"'CS_VS 1 +C, Vs / Cpy Vp
1
V=
1 + KV.,/Vy,




FATOR DE RETENCAO, k

Vs
k, = K,

Vi

1 1
V=y =u

1+|(V5/VM 1+kA

L L 1
t t, 1+Kk, =T




Ke
o =

Ka

ke
o =

Ka

FATOR DE SEPARACAO, o

onde B é o soluto mais retido




TEORIA DOS PRATOS vs TEORIA CINETICA

TEORIA DOS PRATOS

MARTIN e SYNGE: introduziram os termos nimero de pratos
e altura equivalente a um prato

-coluna tratada em analogia a uma coluna de destilagdo

-explica forma Gaussiana dos picos, mas falha em explicar
causas de alargamento de bandas

-abandonada em favor da teoria cinética;: nomenclatura
permanece

TEORIA CINETICA (random walk; drunk sailor)
-forma Gaussiana

-varidncia aditiva (processos individuais independentes):



SEQUéNCIA DE EVENTOS - Teoria dos Pratos

fase “PRATO"
movel

soluto

2 4 6
| SRS g Y e

‘0 movimento do soluto ao longo da coluna era tratado como uma
transferéncia de material entre uma porgdo da fase movel equilibrada
e a seguinte

de fato, a condigdo de equilibrio nunca pode ser atingida com uma
fase movel em movimento constante



EFICIENCIA DA COLUNA

GAUSSIANA ! tangentes ao )
‘{ ponto de inflexio = NUMERO DE PRATOS

‘30,882 r r
oo  N=16 = 5,54
o 2
2 0.607 = 2 o (pontos de inflexdo)
S 0,500 = 2,354 o (meia altura)
0.324 30 ALTURA EQUIVALENTE A
UM PRATO
0,134 40
0,044 159 H=L/N




Altura Equivalente a um
Prato Teorico - HETP ou H

ALTURA EQUIVALENTE A _
UM PRATO H = L/N ou o2/L

The HETP is the theoretical link between the “Plate Theory” and the
“Rate Theory” as the HETP is numerically equal to the variance per
unit length of the column as determined from the Rate Theory. The
more efficient the column the more theoretical plates in the column
the better the resolution and the smaller the HETP.

The rate theory provides an equation for the HETP in terms of the
physical properties of the solute and phase system, the operating
temperature and the mobile phase velocity.

See more at: http://www.ispe.org/glossary?term=HETP+(Height
+Equivalent+to+Theoretical+Plate)+Testing#sthash.aTGzpJ2S.dpuf



ALARGAMENTO DE BANDA

- DIFUSAO
CAMINHOS ® LONGITUDINAL
MULTIPLOS termo B
termo A

\ TRANSFERENCIA DE MASSA NA

TRANSFERENCIA DE MASSA FASE ESTACIONARIA
NA FASE MOVEL termo Cs
termo Cm



0,0020

EQUACAO DE van DEEMTER

H=A+B/u+(C;+Cyu

(F (k) d2 fy(K) dp? |

A, y: constantes que
dependem da qualidade do
recheio

Ds. Dy: coeficientes de
difusdo do soluto na fase
estaciondria e mdvel,
respectivamente

d,, d¢ diametro da particula
e espessura do filme que
recobre o suporte da fase
estaciondria

0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

y, cm/s

Ds D

-



: Az=2rd

EQUACAO de van DEEMTER - o termo A
(caminhos mdltiplos)

B8 ‘multiplos caminhos que a molécula encontra durante
seu percurso na coluna

comprimento dos percursos podem diferir
consideravelmente; assim o tempo de residéncia de
cada molécula na coluna também varia

&

-esse efeito, por vezes chamado de difusdo por turbuléncia (eddy
diffusion) € proporcional ao diametro da particula

‘parcialmente compensado por difusdo radial: moléculas sdo
transferidas de um percurso para o outro

-se vazdo da fase mével é baixa, ocorrerd um grande nimero de
transferéncias: velocidade de cada molécula se aproxima de um valor
médio (contribuigdo do termo é desprezivel)

*se vazdo é moderadamente alta, ndo hd tempo para as transferéncias
de percurso ocorrer, resultando no alargamento da banda



. B/u=0@yDy/u

EQUACAO de van DEEMTER - o termo B
(difusdo longitudinal)

® < -soluto difunde do centro concentrado da banda
para regides mais diluidas, na diregdo do fluxo

-0 termo B/y € proporcional ao coeficiente de difusdo do soluto na
fase movel, Dy, e ao fator de obstrugdo, y (difusdo longitudinal é
restringida pelo recheio: colunas recheadas, y = 0,6; colunas capilares
hdo-recheadas, y = 1.

-contribui¢do da difusdo longitudinal é inversamente proporcional a
velocidade da fase mével: com o aumento de y, soluto permanece na
coluna por periodos mais curtos (difusdo tem menos tempo para
ocorrer.



EQUACAO de van DEEMTER - o termo C
(coeficientes de transferéncia de massa)

-equilibrio de distribuigdo do soluto entre a fase mével e estaciondria
é estabelecido tdo lentamente que a coluna praticamente opera num
regime de ndo-equilibrio

‘moléculas na frente da banda sdo empurradas pela fase mével sem
que haja fempo para o equilibrio se estabelecer

-analogamente, o equilibrio ndo € estabelecido na parte posterior da
banda: moléculas sdo deixadas para trds, na fase estaciondria com o
movimento rdpido da fase movel

-alargamento devido a efeitos de transferéncia de massa ocorrem
porque os vdrios caminhos que a fase movel percorre dentro da
coluna ou a camada de liquido imobilizada na fase estaciondria, tem
dimensades finitas; assim, € necessdrio um certo tempo para que o
soluto possa difundir do interior dessas fases para a interface, onde
a transferéncia ocorre; este tempo de atraso faz com que a situagdo
de ndo-equilibrio persista



EQUACAO de van DEEMTER - o termo C
(coeficientes de transferéncia de massa)

*a extensdo do alargamento de banda devido a difusdo longitudinal e
resisténcia a transferéncia de massa depende da velocidade de
difusdo do soluto

*no entanto, a difusdo longitudinal ocorre devido a tendéncia das
moléculas em mover na direcdo paralela ao fluxo enquanto que na
transferéncia de massa, o movimento € perpendicular ao fluxo

-assim, a contribui¢do da difusdo longitudinal ao alargamento de banda
é inversamente proporcional a velocidade da fase mével

*por outro lado, nos processos de transferéncia de massa, quanto mais
rdpida for a velocidade da fase mével, menos tempo existe para que o
equilibrio seja alcangado; portanto a contribuigdo dos processos de
transferéncia de massa ao alargamento de banda é proporcional a
velocidade da fase mével



Cs u = (Fs(K) di2 / D) p

EQUACAO de van DEEMTER - o termo C-
(transferéncia de massa na fase estaciondria)

-quando a fase estaciondria € um liquido, o

i coeficiente de transferéncia de massa

i depende da espessura do filme e é
inversamente proporcional ao coeficiente de
difusdo do soluto na fase estaciondria

-em ambos os casos, a freqiiencia com que as moléculas do soluto
alcangam a interface € diminuida: em filmes espessos, as moléculas
precisam percorrer longas distancias para atingir a interface; se Dq
é pequeno, as moléculas migram lentamente

*a conseqiiéncia € a baixa velocidade de transferéncia de massa
causando alargamento da banda



: Cu 1 = (F5(K) di? / Dy) 1

EQUACAO de van DEEMTER - o termo C,,
(transferéncia de massa na fase movel)

O -coeficiente de transferéncia de massa na
fase mével depende do didmetro da particula e
varia inversamente com o coeficiente de
O difusdo do soluto na fase movel

-diferencas de percurso sdo minimizadas se ¥
particulas sdo de diGmetro pequeno

*se o soluto difunde rapidamente de um percurso

para outro, alargamento é diminuido
pogos estagnados



ALARGAMENTO DE BANDA EXTRA-COLUNA

-alargamento ocorre conforme soluto é carregado através de tubos
abertos como os do sistema de injecdo, da regido do detector, da
tubulagdo de conexdo dos vdrios componentes do sistema
cromatografico

-decorre do perfil de velocidade radial parabdlico (fluxo induzido por

pressdo): velocidade no centro da banda € maior que nas paredes do
tubo

T rey

Ho -

24 D,,

-alargamento pode-se tornar sério se colunas capilares sdo usadas



RESOLUCAO

y
A\ 4

definigdo:

(1'2 - 1'1)
Rs = 2

Wp1 + Wy,

(1'2 B 1'1)

=1,18

Whi + Wp2
Outras formas de estimar Rs quando abundancia relativa
dos solutos difere:

Comparagdo com curvas de resolugdo

*Cdlculo baseado na altura do vale entre os 2 picos



RESOLUCAO EM FUNCAO DAS CONDICOES

vV N k
Rs = —— (a-1)
4 1 +k

eficiencia separagdo retencdo

k e o: sdo determinados por condigcoes que afetam retengdo e
equilibrio de distribuigdo da amostra entre fase movel e estaciondria

composigdo da fase movel; composigdo da fase estaciondria; temperatura
N: depende da qualidade da coluna; varia com as condigdes instrumentais

vazdo da fase movel; comprimento da coluna: tamanho da particula



~S

EFEITO DE k, a e N NA SEPARACAO

aumenta

N

aumenta



P2. INTRODUGAO AOS METODOS CROMATOGRAFICOS
EM FASE LIQUIDA

12. Técnicas/Escopo
12.a. Cromatografia por adsorgdo
12.b. Cromatografia por partigdo
12.c. Cromatografia por pareamento idnico
12.d. Cromatografia quiral
12.e. Cromatografia por bioafinidade
12.f. Cromatografia por troca idhica
12.9. Cromatografia por exclusdo



ESCOPO DA
CROMATOGRAFIA A
LiQuIbo

-espécies MM>10%
cromatografia por exclusdo p

-espécies ionicas de baixa

MM: cromatografia por
troca ionica 103

*espécies pequenas e
polares, mas ndo-i6hicas:
métodos de partigdo
(série homdloga)

-espécies ndo-polares: 5
cromatografia por adsorgdo
(isomeros estruturais,
hidrocarbonetos alifaticos) §106

POLARIDADE DO SOLUTO

L eselSS——

ndo-polar | iohigo

insolivel em dgua , soldvel em dgua
|

PARTICAO

fase
reversa

permeagdo
em gel




CROMATOGRAFIA POR ADSORCAO




Isoterma de Langmuir

A equacdo de Langmuir é derivada a partir do
equilibrio entre 0 no. sitios livres na superficie (S%),
0 no. de particulas (P) e 0 no. de sitios ocupados

(SP)
Adsomtion Eluton
Isoshenr X Cruomatogram S* + P # SP
1 A constante de equilibrio K é dada por:
_J L SP
W Se— - b
- a - K = u

[S*]LP]

Porque o no. sitios ocupados (SP) & proporcional a 8, o
no. sitios livres (S*) é proporcional a 1-6, e 0 no. de

J particulas é proporcional a presséo do gas (p), a equacao
fica:
7
& = -7T——
/\ (1-0)p
L. Rearranjando:
o -p
= —
l+a-p



Cromatografia em coluna




CROMATOGRAFIA POR PARTICAO

fase fase
movel estacionaria

2
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Polaridade da fase movel

CROMATOGRAFTIA DE FASE NORMAL

Polaridade do soluto: -Nos trabalhos pioneiros
a>b >c usou-se fases altamente
polares, como dgua e
trietilenoglicol adsorvidos
sobre silica ou alumina e
solventes apolares, como
tempo hexano ou éter isopropilico,
eram usados como fase
mdvel. por razdes historicas,
este tipo de cromatografia é
chamado de fase normal

V

‘Em fase normal, o componente menos polar elui primeiro, devido a
sua maior solubilidade na fase mével; aumentando a polaridade da
fase mdvel tem o efeito de diminuir o tempo de eluigdo

tempo



Polaridade da fase movel

CROMATOGRAFTIA DE FASE REVERSA

Polaridade do soluto:

/\ a>b>c
‘Na cromatografia de fase
reversa, a fase estaciondria
é apolar, um hidrocarboneto
tempo por exemplo (C18) e a fase
moével é relativamente polar
(dgua, metanol, acetonitrila,
etc)

tempo

-Em fase reversa, o componente mais polar elui primeiro, devido a
sua maior solubilidade na fase mével; aumentando-se a polaridade da
fase movel aumenta-se o fempo de eluigdo



EFEITO DO COMPRIMENTO DA CADEIA

Identificagdo do pico
1. Uracila

2. Fenol
3. Acetofenona
4. Nitrobenzeno
5. Benzoato de metila
Metil Octil 6. Tolueno Octadecil
23
43 I
2
3
4
Ll el (I NN TN bt by bttty b delatal
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 1012 14 16 02 4 6 81012141618202224
Tempo, min Tempo, min Tempo, min

-Cadeias mais longas produzem recheios mais retentivos.



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

-cromatografia por troca ionica (IC, ion exchange
chromatography) ou cromatografia de ions: métodos de separagdo
e determinagdo de ions com base em resinas de troca ionica

-desenvolvida durante o projeto Manhattan para a separagdo de
cdtions de terras raras com propriedades semelhantes, com
resinas trocadoras de cdtions; esse trabalho forneceu a base
tedrica das separagoes por troca i6nica e, apds a Segunda Guerra,
foi estendido a outros tipos de materiais; detecgdo era feita por
medidas de condutividade; hoje em dia outros detectores sdo
possiveis

*falta de um detector sensivel para as espécies ionhicas eluidas
retardou o desenvolvimento da técnica moderna; em 1975, Dow
Chemical Company, introduziu o conceito de supressdo do eluente,
tornando possivel a detecgdo condutométrica em linha



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

PRINCIPIO: equilibrios de troca entre ions em solugdo e ions de
mesmo sinal na superficie de um sélido (resina ou polimero de alta
massa molecular e insoldvel)

‘trocadores de ions naturais: argila e zeélitas foram usados por
décadas

trocadores sintéticos: produzidos em 1930, para “"amolecer a dgua”,
nos processos de desionizagdo da dgua e purificagdo de solugoes

-sitios ativos mais comuns nos trocadores de cations:

grupo dcido sulfonico -SO3-H* (dcido forte) e grupo dcido carboxilico -
COO-H* (acido fraco)

*sitios ativos mais comuns nos trocadores de anions:

grupos amina tercidria -N(CH;);*OH- (base forte) e grupos amina
primdria -NH;*OH- (base fraca)



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

Quando um trocador ionico de dcido sulfonico é colocado em contato
com uma solugdo aquosa contendo o cdtion C, o equilibrio de troca
estabelecido é o seguinte:

x RSO;H" + ¢ & (RSO;7),C* + x

sélido solucdo sélido solucdo

analogamente, um trocador de anions interage com o anion A
segundo a reagdo:

y RN(CH,);* + Av S (RN(CH3);") A" + y

sélido solucdo sélido solucdo



MECANISMO DE TROCA

B-l- CZ+

Q

B e C: analitos
X, Z e W: sdo ions contidos nos eluentes




MECANISMO DE TROCA

C2+ -(a): trocador cationico estd em
equilibrio com o eluente inicial X*; B*
e C?* sdo materiais a serem
separados

*(b): quando determinada quantidade
da amostra é introduzida na coluna,
ocorre uma reag¢do de troca
liberando quantidade equivalente de
X*, anteriormente ligado a matriz




MECANISMO DE TROCA

lllll
“

*(b”): apds a adsorgdo do analito na
resina, € aplicado um eluente que
contém ions Z*, com uma afinidade
um pouco maior pelos grupos
trocadores da resina

*(c): os fons Z* irdo provocar a
liberagdo da substanca B+, ligada
mais fracamente a resina que a
substancia C?*



MECANISMO DE TROCA

*(c”): passando a seguir o segundo
eluente, contendo os ions W*, com
maior afinidade pela matriz, havera
liberacdo do material C?* (d) e, assim
a separagdo de B* e C?* foi obtida




MECANISMO DE TROCA

-(d”): a remocdo dos ions de maior
afinidade pela resina, que X* , ou
seja W* e Z*, pode ser consequida se
concentracgoes crescentes de X*
forem usadas (volumes de 5-10 vezes
a capacidade da resina)

*(e): o equilibrio entre a fase movel
e estaciondria é alcancado, o menor
grau de afinidade de X* pela resina é
superado e a resina estd regenerada
para outra aplicagcdo de amostra




substancias

medida relativa das

PERFIL DE ELUICAO

B+

c>*

Z-l-

volume do efluente



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

FASES MOVEIS MAIS COMUNS:

-solugdes aquosas que podem estar famponadas ou conter
quantidades moderadas de um solvente miscivel com dgua

-forga e seletividade sdo moduladas pelo tipo e concentragdo dos
aditivos (sal e solvente)

FASES ESTACIONARIAS MAIS COMUNS:

‘resinas de poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno, na qual sdo
ligados grupos ionicos

‘pelicular: leito polimérico ou vitreo esférico ndo poroso é recoberto
com resina

*microparticulas porosas de silica recobertas com filme do trocador



GRUPOS TROCADORES

-0 tipo de grupos ligados a matriz classificam os trocadores ionicos
de fortes, médios e fracos.

-grupos forte sdo aqueles ionizados em grande faixa de pH

-grupos médios e fracos: grau de ionizagdo ¢é influenciado pelo pH, e
a capacidade de troca varia com o pH

TROCADORES ) TROCADORES
o |FORTES basicos o |FRACOS
-O ________ = -O - T \
Cc \ -]
5 \ 5

'é ° U
& -
Q O \\bc’xsicos
N\
2 8 14 2 8 T 14
: 1 1 | : 1



CAPACIDADE DE TROCA

‘medida da quantidade de troca de ions que pode ocorrer entre a
matriz e os lons presentes na fase mével

-capacidade total é a quantidade de grupos carregados, ou
potencialmente carregados, que podem ser trocados por grama de
peso seco do trocador; a capacidade total € expressa em meq/g ou
meq/100 mL de suspensdo de resina, sendo determinado por
titulagdo

-capacidade disponivel é a capacidade real do trocador sob
determinadas condigdes; ela € dependente de varios fatores como a
forga ionica, pH, e temperatura do eluente

‘amostra: a quantidade de amostra que pode ser aplicada em um
trocador ionico depende de sua capacidade de troca; ndo deve
exceder 1-5% da capacidade total do trocador



SELETIVIDADE

Considere a reagdo de troca do cation B* na resina sulfonica:
RSO; H"(s) + B*(aq) S RSO, B*(s) + H" (aq)

*a eluigdo da resina com solugdo dcida diluida desloca o equilibrio
para a esquerda, fazendo com que parte dos ions B* na fase
estaciondria seja transferida para a fase mével; esses ions movem-
se coluna baixo huma série de transferéncias sucessivas entre fase
estaciondria e movel

O equilibrio é governado pela constante:

[RSOB i B+]s . [ ]aq

Ktr' =

[RSO3- ]s . [B+]aq



SELETIVIDADE

Rearranjando temos:

[RSO;-B*], [RSO;-H"],
= K‘rr‘
[B*]qq [H]oq

-durante a elui¢do, a concentragdo de H* € muito maior que a
concentracdo de B* na fase movel

-além disso, o trocador tem um ndmero aprecidvel de sitios
disponiveis para troca de B*

Assim, quando [RSO;-B*]; Cs

[Hleg >> [B)y )
[RSOB_ ]s >> [RSO3-B+]S " [B ]aq \/\ CM

. o . , constante de
o lado direito da equagdo acima € constante distribuicdo




CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
RSO;H (s) + B*(aq) S RSO, B*(s) + H" (aq)

‘K, representa a afinidade da
o resina pelo ion B* em relagdo ao
[RSOSB)s - [H)eg  fons

Ktr' =

) . -quando K;, € grande significa
[RSO;-H']s . [B ]aq que existe uma grande
tendéncia da fase reter B*

‘para H+ como ion de referéncia tém-se: ions polivalentes sdo mais
fortemente retidos que espécies monocarregadas; para grupos de ions de
mesma carga, diferengas de retengdo aparecem devido ao grau de
hidratagdo e outras propriedades

-0 trocador i6hico prefere: ions que tém alta carga, seguido de ions que
tém pequeno tamanho (solvatado), ions altamente polarizaveis e por fim
lons que tém interagoes fracas com a fase maovel



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

*Para uma resina de troca cationica, os valores de K,,. decrescem na
ordem para cdtions monovalentes:

TI* > Ag* > Cs* > Rb* > K* > NH,* > Na* > H* >
e cdtions divalentes:

Ba2* > Pb2* > Sr2* > Ca®* > Ni2* > Cd?* > Cu?* »
Zn%* > Mg?* >

‘Para uma resina de troca anionica, os valores de K. decrescem nha
ordem:

S0,% > C,0,%2- > I~ > NO, > Br > ClI- > HCOO- »
CH;COO- > OH- »



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
em colunas supressoras de eluente

-inicialmente, a cromatografia de troca ionica era praticada em
materiais com alta capacidade de troca: aplicagdo restrita devido a
eficiéncia moderada e a falta de um detector genérico que permitisse
a determinagdo quantitativa dos ions eluidos da coluna

-escolha dbvia: detectores por condutividade que sdo altamente
sensiveis, universais para espécies carregadas, respondem de forma
previsivel a mudangas de concentragdo; simples de construgdo e
manutencdo barata, fdceis de serem miniaturizados e comumente
funcionam por longo tempo sem problemas

-limitagdo séria: era mecessaria uma alta concentracdo do eletrolito
(fase mdével) para eluir a maioria dos analitos ionicos em um tempo
razodvel; como conseqiiéncia, a condutividade dos componentes da fase
mével tendia a sobrepujar a dos analitos, reduzindo acentuadamente a
sensibilidade do detector



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
em colunas supressoras de eluente

*0 problema da alta condutdncia do eluente foi resolvido com a
introdugdo da chamada coluna supressora de eluente, posicionada
imediatamente apés a coluna analitica de troca i6hica

*a coluna supressora é recheada com uma segunda resina de troca
ionica que efetivamente converte os ions da fase mével a espécies
moleculares de ionizagdo limitada, sem afetar os ions do analito



REACAO NA COLUNA SUPRESSORA

*quando cations (analito) estdo sendo separados, freqiientemente
é utilizado HCl como reagente eluente e a coluna supressora é
uma resina de troca anionica na forma de hidréxido

*0 produto da reagdo no supressor € dgua

H*(aq) + Cl-(aq) + Resina* (s) 5 Resina*Cl-(s) +



REACAO NA COLUNA SUPRESSORA

*na separagdo de dnions (analito), eluentes comuns sdo carbonato
ou bicarbonato de sdédio e a coluna supressora é um trocador de
cations na forma dcida

Na*(aq) + HCO; (aq) + (s) S
Na*(s) +



eluente: —

NaOH

O EFEITO DA SUPRESSAO

amostra: F-, 9

e SO,?-

-

coluna
analitica:

d/OH'

coluna
supressora:
froca
cationica

H+

%

NaF, NaCl e

Na,SO, em NaOH

=
Na* (lixo)

H* (regenerador)

HF, HCl e

R 50,7
,con‘ryd V
ions

ruido

SUP’RESSKO
QUIMICA

F_

_J

50,2-

tempo



O EFEITO DA SUPRESSAO

exemplo
condutancia Concen’lr}"ﬁgﬁo eluente: 5 mmol/L
equivalente i6® [(mo ) .\
(S.cm?/eq) N oy
c (A, +2) Supressor-H* + NaOH S
/ 1000 © Supressor-Na* + H,O
condutancia do \
eletrélito constante da

(microSiemens, uS) cela (cm™)

G = (60+198).5x10-3/104 = 124 uS
AMgs = D0 S.cm?/eq
_ condutancia do
Mhon- = 198 S.cm?/eq eluente decresce

® = 10 cm-! G20 = 0,05 uS 104 vezes apos
supressao



O EFEITO DA SUPRESSAO exemplo

/ analito: 1 mmol/L
(A, +A)C NaF, NaC!| e

G = Na,SO, em NaOH
1000 6

apos
supressdo

HF, HCl e
Mg+ = D0 S.cm?/eq H.S0, em H.,O

M. = 380 S.cm?/eq

A = 55 S.cm?/eq

M. = 76,3 S.cm?/eq
M/2sos2. = 79,8 S.cm?/eq

Grog = (50+76,3).1x10-3/10% = 12,6 uS
G, = (380+76,3).1x10-3/10* = 45,6 uS
condutancia da banda do

cloreto aumenta 3,6 vezes
® = 10 cm-! apos supressdo



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
regeneragado das colunas supressoras

‘inconveniente do uso de colunas supressoras: hecessidade de
regeneragdo periodica (8-10h) para converter a coluna a sua forma
original dcida ou bdsica

‘uso de supressoras: enquanto uma das colunas é
usada como supressora (retém Na*, supressor-Na*), a outra é
condicionada pela passagem do eluente (HX, supressor-H*); quando
a primeira coluna satura (7-12h), uma valvula dirige o fluxo para a
segunda coluna e assim sucessivamente, e hovamente o sistema
pode ser usado por ais 7-12 h.



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
membranas supressoras

coluna analitica
[ l

[ -
i SISTEMA DE !

| REGENERACAO !
=

; RSO;3Na E coluna

: RSO 3H§ supressora
¢oluna de — "9 |(membrana)
» Troc bomb :

Eafionica | pegengfante T

E E de‘recfor
-RSO.aH .......... iy

R = alquilbenzeno de cadeia longa



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
membrana supressoras

ELUENTE

| | |
RSO-.N resina de X
o . RSO;Na troca catidnica RS0:Na

canal do
eluente

ELUENTE

R = alquilbenzeno de cadeia longa



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA

membranas com sistemas eletroliticos
descarte

anodo Na*X- em NaOH eluen'l'e descar"reca odo

I ' . NG+OH-
H*+OH-—H.O
H*+X —H*X-
H"+O2 H2+OH'
H*X- em H.O

membrana membr'ana
H O permedvel a permedvel a
g cations DETECTOR cdtions H,0



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
aplicagoes tipicas

Concentragdes, ppm Concentragdes, ppm
F~ 3 Ca’* 3
Formiato 8 Mg>* 3
BrO3 10 Sr3* to
CI” 4 BaZ* 25
NO; 10
HPO;~ 30
Br- 30
NOj 30
SO;~ 25
.1 (Li—Cs)
2+
SO3Z- Mg
Ca2+
Sr2+
Ba’*
L l 1 I | ] 1 1 J
0 2 4 6 0 4 8 12 16
Tempo, min Tempo, min

(a) (b)



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
em coluna unica

-equipamentos onde nenhuma coluna supressora é usada

-abordagem depende de pequenas diferengas de condutividade entre
ions eluidos e os ions do eluente

para amplificar essas diferengas sdo usados trocadores de baixa
capacidade, tornando possivel a eluigdo de espécies de baixa
condutancia equivalente

‘um pouco menos sensivel e tem uma faixa mais limitada do que a
cromatografia com coluna supressora



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
em coluna unica

‘método fotométrico indireto para uso em cromatografia por troca
ionica sem coluna supressora: permite a detecgdo de anions e cdtions
que ndo absorvem

-eluente é composto por dnions ou cdations que absorvem: estes sdo
usados para deslocar os analitos da coluna

*quando o ion do analito é deslocado pelo trocador, seu lugar é
ocupado por um ndmero equivalente de ions do eluente

-assim, a absorbancia do eluido diminui conforme os ions do analito
saem da coluna

-a detecgdo indireta tem uma faixa mais restrita do que a detecgdo
direta



CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
método fotométrico indireto

Tempo, min
0 3 6 9
[ I

| -eluente é constituido de
il [ ftalato de sddio

!

p¢ d

ftalato € o ion deslocador
que absorve no ultravioleta

Absorbancia——»

a

Figura 28-24 Detecgio fotométrica indireta de varios anions por
eluicdo. Eluente: ftalato dissédico 10~ M, 4cido bérico 10~ M, pH
10. Vazdo: 5 mL/min. Volume da amostra: 0,02 mL. Detector de
UV. [ons da amostra: (a) 18 ug de carbonato; (b) 1,4 ug de cloreto;
(c) 3,8 ug de fosfato; (d) 5 ug de azida; (€) 10 ug de nitrato (repro-
duzida com permissdo de H. Small, Anal. Chem., 1985 , 35, 240A.
Copyright 1983 American Chemical Society)



Sinal do detector

CROMATOGRAFIA POR TROCA IONICA
derivagdo pos-coluna

-separagdo de 17 amino

Acido aspirtico

-k dcidos em coluna trocadora
£q g | [EE s s . de cdtions
85 E g 3T 28
=~ S . g HE L C g
eSS || - -derivagdo com ninidrina
T ©: g: ’ produzindo aduto que
‘ N | £3 absorve em 570 nm

Arginina

Prolina (570 nm)

1o 15 20 25 30 35 40
' Tempo, min



*nao é uma forma de cromatografia ionica pois é a especue neutra que é
separada; no entanto, emprega colunas de troca idnica

CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE IONSs

[ soz

Maleico

Malénico

Lactico

W

Acético

Propidnico

.

= E}jcgﬁo

Tempo, min

B
34

-fase estaciondria: resina trocadora
de cation na forma dcida

-eluicdo é feita com solugdo diluida
de HCI

-coluna analitica é conectada a uma
coluna supressora na forma de Ag*;
os ions H* do eluente sdo
intercambiados por ions Ag®,
precipitados como AgCl, removendo
assim a contribuicdo do ion do
eluente

‘a forma ndo dissociada dos dacidos é distribuida entre a fase mdvel e o
liquido imobilizado nos poros da fase estacionaria;

‘constantes de distribuicdo estdo relacionadas com o inverso das

ronctantec Ae Adicenriaran



CROMATOGRAFIA POR PAREAMENTO IONICO

Tabela IX-8 — Aplicagdes dos reagentes par iénico

Reagente par idnico Aplicacoes

Aminas quaternarias (por exemplo, Acidos fortes e fracos, corantes, acidos
tetrabutil) carboxilicos

Aminas tercidrias (por exemplo, Sulfonados

trioctilamina)

Alquil- e arilsulfonatos (por exemplo, Bases fortes e fracas, catecolaminas

heptanossulfonat
pranessulfonato) Reagente par idnico C8ouCi18

¥

4

Alquilsulfatos (por exemplo, Semelhantes aos acidos sulfénicos, po-
laurilsulfato) rém com diferente seletividade

- B
o e

/ Suporte de silica

O,

Na*

AR .S

FIGURA IX-14: Representac@o da retengdo em cromatografia por par i6nico.



What is the effect of the IP-reagent on retention
of analytes of different charge?

\

No IP-reagent * 0 B
Retention time
+ charged /\ /\ /\
|P-reagent
- charged
IP-reagent B 0 *




( Chromatography

Schematic explanation of the effect of
the IP-reagent on retention

A0 A A o
A0 A0 Af Schematic explanation of the effect of
When no AQ the IP-reagent on retention
IP regent is A+ a4 /ﬁ‘+
added the A+ A* ﬁ*
distribution * A+ A+ A
is 1:1 for A0 A0 A0 A0
all analytes A0 A0 ﬁg
A A A The IP A0
A- e |P-reagent
A- A will adsorb to A+ AL A
A the stationary As AT ﬁ:
i phase. A+ A
| LR P+
(= schematic explanation of the effect of A- A- A
the IP-reagent on retention. A A-
A- -
Aol A
A0 A0 P+ A-
A0 AO A0 Ag
The charge 1A
of the adsorbed 1P+ A+ A0
IP-reagent A+ At A+ ”;:"0
interacts A A+ A
electrostatically * A+ AF IPI
with the charge
of the analytes IPK
IP+ -
A- g
IP4




CROMATOGRAFIA POR PAREAMENTO IONICO

A. Bartha, J. Stihlberg | J. Chr

b

10 -

: Experimental data from Bartha et.al,
i J. Chromatogr. 303 (1984) 29

0 100 200 300 400
n, (;,lmole/ g)

Fig. 4. Capacity factor (k) data for adrenaline vs. stationary
phase concentration (n,) of sodium (A) butyl-, (*) hexyl-
and (O) octylsulphonate pairing ions measured at constant
ionic strength (175 mM Na ") of the phosphate buffer (pH
2.1) mobile phase on an ODS-Hypersil column. See ref. 26
for experimental details.



CROMATOGRAFIA POR PAREAMENTO IONICO

1- Adrenallne
2- Dopamine 4
3- Tyramine

4- Tryptamine 3

1

L]

L RN RN RN RN RN RREERERE RN
00 20 40 60 B0 100120140160 18,0200 220 250

Time
Figure 4. Mixture of biogenic amines resolved by IPC

Columns: Discovery™ C18 Column (250 x 4.0 mm) ID,
5 pm (Cat. No 04971-40)
Eluent: acetonitrile: heptanesulfonic acid buffer pH 2.4:

Buffer concentration: 0,005 M heptanesulfonic acid sodium salt
(Cat. No 51832) + 0,01 M phosphoric acid (Cat.
no 79606)
Weigh-in: -2mgin 10 mi
acetonitrile/phosphoric acid (0.01 M) 1:9
Acetonitrile gradient: t=0 min : 6%, t=5 min : 6%,
t=18 min : 25%
Flow: 1.5 ml/min
Detection: 220 nm
Injection volume: 20 p
Temperature: ambient
Detector: UV 1000

(S
Pump: i SSUPELCO

6
3 5
UL }
I RN R RN R R

00 20 40 60 80 100120 140 16,0 180 200 220 250
Time

Figure 5. Mixture of nucleotides resolved by IPC

Column: Discovery™ C18 Column (250 x 4.0 mm) ID, 5 pm
(Cat. No 504971-40)
Eluent: acetonitrile: tetrabutylammonium buffer pH 7.0

Gradient Buffer concentration: 0,005 M tetrabutyl-ammonium
hydrogensulfate (Cat. No 86853)
+ 0,01 M Na,HPO,*12H,0 (Cat. No 71649).
Weigh-in: - 4 mg in 10 ml acetonitrile / water 1:9
Acetonitrile gradient: t=0: 10%:; t=4 min 10%:; t=14 min: 25%

Flow: 1.5 mi/min
Detection: 254 nm
Injection volume: 20 pl
Temperature: ambient
Detector: UV 1000

Pump: P 4000 SSUPELCO




CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO

1 n




CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO

<— Exclusao total
107 = A

Massa molar

D

<— Permeacao
total

A B C D

Volume (mL)

FIGURA VI-2: Relacé@o entre massa molar e volumes de retencao em cromatogra-
fia por exclusdo.



CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO

EXCLUSAO
& 108
-
D)
D 105
. |
)
= 104 i
< | -
Y ' PERMEACAO
g 103 |- . TOTAL
Vo |V,
V.= Vy+ V. VOLUME, mL

V; volume total da fase mével

V, volume intersticial (entre as
particulas, fora dos poros)

Resolucdo é baseada no tamanho
efetivo dos componentes da
amostra:

‘limite de permeagdo: abaixo do
qual todas as moléculas de menor
tamanho sdo igualmente difundidas
dentro dos poros do material

‘limite de exclusdo: acima do qual
todas as moléculas sdo muito
grandes para penetrar os poros

-somente podem ser separadas as
moléculas que se encontram dentro
dos dois limites

V; volume intrasticial (dentro dos poros)
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* Relacao de retencao em CE
Vi=V,+V,+V, V. volume total da coluna
V,: volume da matriz solida
V. : vol. intersticial
V,: vol. morto

* Eluicao
V, =V, +Kv, 0<K<1



Quantidade de soluto

Namero de pratos

FIGURA VI-3: Espalhamento de zona, considerando-se que uma coluna croma-
tografica seja um conjunto de eslruturas (pratos) justapostas e que o processo
de separacao pressuponha uma série de equilibrio e transferéncias. O algoritmo
acima dos picos indica o nimero de transferéncias.




FIGURA VI-4: Estrutura parcial de Sephadex.
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CHy~0—
FIGURA VI-7: Estrutura parcial de Sephacryl.



Propriedades das Fases para SEC

Tabela VI-1 — Comparacao das propriedades dos recheios: Sephadex@ e Bio-GelP

Sephadex Diametro das Limite de Bio-Gel Diametro das Limite de
particulas exclusao particulas exclusao
secas (um) (massa molar) Umidas (um) (massa molar)

G10 40-120 700 -—- --- ---

G15 40-120 1.500 P-2 40-80 1.800

- -—- --- P-4 40-80 4.000

G25 50-150 5.000 P-6 40-80 6.000
- -—- P-10 40-80 20.000
50-150 30.000 P-30 80-150 40.000
- - P-60 80-150 60.000
40-120 80.000 P-100 80-150 100.000
40-120 150.000 - --- -—

- -—- P-250 80-150 200.000
40-120 300.000 - --- -—
- - p-300 150-300 400.000
40-120 600.000 --- --- ---

- Bio-Rad.

- Amersham Biosciences, comercializado pela GE Healthcare.



Propriedades das Fases para SEC

VI-2 - Propriedades do recheio Sephacryl@

Didmetro das  Intervalo de fracionamento

particulas (massa molar)

imidas (um) Proteinas Polissacarideos
Superfina 40-105 50x103-2,5x10°  1x103-8x10%
Superfina 40-105 1x10%1,5%106  1x103-7,5x10°

rsham Biosciences, comercializado pela GE Healthcare.



Propriedades das Fases para SEC

Tabela VI-3 - Propriedades do recheio Sepharose?

Tipo Concentracdo da Diametro das Intervalo de fracionamento
agarose particulas (massa molar)

(aproximada) % (midas (um)  Proteinas Polissacarideos
2B 2 60-200 7010440 x 106 1x103-20x106
48 4 60-140 60x10%-20x10° 3x10%.5x100
68 6 45-165 1x104-4x100 1x104-1x106

a: Amersham Biosciences, comercializado pela GE Healthcare.



Propriedades das Fases para SEC

Tabela VI-4 — Propriedades do recheio Shodex?

Fase movel Tipo Intervalo de fracionamento
(massa molar)

Organica A801/S 50-1.000
A802/S 50-5.000
A803/S 400-70.000
AB04/S 1.000-500.000
A805/S 10.000-5.000.000
A806/S 100.000-50.000.000
Aquosa 5801/S 50-1.000
5802/S 50-5.000
$803/S 300-50.000
$804/S 1.000-500.000
$805/S 10.000-5.000.000

a: Showa Denka.



Propriedades das Fases para SEC

Tabela VI-5 — Presses e vazbes maximas para varios géisd

Tipo Pressao maxima de Vazdo Fluxo
operacdo (kPa) (mLmin" 1)  (MmLcm2h1)
Sephadex G-10 a G-50 b
G-75 16 6,4 77,0
G-75 SF 16 1,5 18,0
G-100 10 4,2 50,0
G-100 SF 10 1,0 12,0
G-150 4 1,9 23,0
G-150 SF ‘4 0,5 6,0
G-200 2 1,0 12,0
G-200 SF 2 0,25 3,0
Sepharose 6B 9 1,16 14,0
4B 6 0,96 11,5
2B 3 0,83 10,0
CL-6B >12 2,5 30,0
CL-4B 12 2,17 26,0
CL-2B 5 1,25 15,0
Sephacryl S-200 30 2,5 30,0
S-300 30 25 25,0

a: Dados obtidos com colunas de 30 x 2,5 cm.
b: Obedece a Lei de Darcy.
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FIGURA VII-1: Esquema do principio da cromatografia por bioafinidade.



CROMATOGRAFIA POR BIOAFINIDADE

Tabela VII-1 - Relagdo biolégica entre substancias com possibilidade de
separagdo por cromatografia por bioafinidade

Substancia a ser Substéncias imobilizadas na matriz

isolada

Enzimas Substratos, co-fatores, inibidores competitivos

Acidos nucléicos Sequiéncia de bases complementares, histonas, enzimas

especificas

Hormdnios e vitaminas Proteinas transportadoras, receptores

Anticorpos Antigenos, células
Lectinas Glicoproteinas, polissacarideos
Células Lectinas, proteinas especificas da superficie da célula

Proteinas (em geral)  Corantes (com afinidade por sitios protéicos especifi-
cos), ions metalicos (grupos elétron-doadores na su-
perficie de proteinas)

e ~




CROMATOGRAFIA POR BIOAFINIDADE

a

o CH- OH
\ d g /2
CHy=CH = C = NH=C—CH OH
CH, OH
b
— CHy—CH — CHy—CH — CHy=CH — CHy —CH — CH,—CH —
G=0 " gm0 g=o =0~ g=o
NH NH, NH NH, NH
|
C(CHZOH)3\ C(CH0H); '\ C (CH,OH )3

FIGURA VII-2: Estruturas quimicas do (a) mondémero e (b) polimero de trisacril.
As setas indicam os pontos de reacdo para formacao do polimero (a) e o local
de uniao do ligante (b).
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CH3 CH3 CH3 |CH3
1 | |

_C—CHZ —_—C— CHZ_C_CHZ —CI_
| | |

cC=o0 R R C=0
| | 1
(o] (I) =0
| |
(CH2), <Cle)z = 0
| |
? ? (CH2),
cC=0 CH3 CH3 C':= O IOH
| I I
C—CHy — C— CHy—C—CHy —C— ’\
| | | |
CHj R R CH3

FIGURA VII-3: Estrutura do polimero de hidroxialquilmetacrilato. A seta indica os
grupos hidroxilas que apresentam propriedades analogas as da agarose.

Macromoléculas

r

Ligantes

FIGURA VII-4: Aplicacao do principio de “bragos” para facilitar a unido entre o
ligante e a substancia a ser isolada; a: ligante unido diretamente a matriz; b: li-
gante unido a matriz por um braco.
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CNBr
OH —— O—CN

OH OH \

1 _O/C:NH
3
+ Ligante
a M-OH + R=S0,CI —M=-050, R
NH
I o~ 0
O— C — NH—Ligante O/C=N—Ligante R NEOH + D N M—O‘C NN
4 5 \2

. - ~ s . 0l - s “ "
FIGURA VII-5: Mecanismo de ativacdo tipico de uma matriz polissacaridea pelo =~ ¢ M—OH + CI‘C’O‘@'NOZ i M“O“C‘O'@'Noz
brometo de cianogénio; 1: éster cianato; 2: derivado carbamato; 3: imidocar-

bonato ciclico; 4: derivado isouréia; 5: derivado imidoc :
imidocarbonato d M—OH + CHy=CH=S0,~CH=CH, —* M-0=CH,CH,S0,CH =CH,

i
I
MO 4 Naloy — M-cZO 22 | m-c=n-rR 2, M-CH, -NH-R

4]

FIGURA VII-6: Métodos alternativos de ativacao de matrizes polissacaridicas: a:
ativacdo pelo cloreto de sulfonila; b: ativagdo com carbonildimida; c: ativagao
com p-nitroclorobenzoato (cloroformiatos); d: ativacdo pela divinilsulfona; e:
ativacdo pelo periodato de sddio (ha necessidade de outras etapas para a ativa-
¢do se completar).
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FIGURA VII-7: Métodos de ativacdo da matriz de poliacrilamida. N} 9
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1
Vidro poroso ativado (VPA)

FIGURA VII-8: Silanizagdo da superficie do vidro poroso (a) e subseqtiente ativa-
cao com derivado arilamina (b).
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’ CI{ H , NHRy
M —R=—COOH + RN =C=NRy — M=R=C=0-=C
NHR,
1 Ligante—NH,,
O
Ry NH(IZI NHR, + M—R—(l?I—NH- Ligante

O
b

M —O—SOZ -R + HZN — Ligante —> M=—NH— Ligante + HO-SOZ— R

M=0=50,—R + HS—Ligante —> M =S—Ligante + HO —50,—R

FIGURA VII-9: Exemplos de reagdes de acoplamento de ligantes especificos dire-
tamente a matriz ativada.
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Tabela VII-2 - Sequiéncia de etapas da fase de acoplamento do ligante a matriz

ativa

Etapa

Exemplos relativos a Sepharose 4 B ativada

Pesar a quantidade necessaria da
matriz.

Lavar em funil de placa sinterizada.

Dissolver o ligante usado no
tampao escolhido.

Misturar a solucdo do ligante com
suspensao do gel.

Lavar para eliminar o excesso do
ligante com varios tampdes.
Durante o processo de lavagem,
deve-se, por meio de uma reagio
especifica, observar se o ligante
esta sendo liberado. O processo
deve continuar até ndo ser obser-
vada a liberacao do ligante.

Transferir para a coluna cromato-

gréfica ou armazenar entre 4-8 °C.

1 g da matriz ativada que resulta em 3,5
mL de gel (base de calculo).

Usar HCI 1 mol L1 para a lavagem na razdo
de 200 mL g-! da matriz.

Usar tampao bicarbonato 0,1 mol L'! a pH
8,0. 2-3 mg de ligante por g da matriz.

1 h a temperatura ambiente ou 4 h a 4 °C.
Usar agitador pendular ou similar.

Tampio usado no acoplamento sequido de
tampdo pH alto (Tris 0,05 mol L'! a pH
8,0, sendo 0,5 mol L-1 em NaCl) e apés de
pH baixo, por exemplo, fermato 0,05 mol
L1 a pH 4,0, sendo 0,5 mol L7 em NaCl

100 —
&
3 A
<
k]
9 B
3 50 —
9]
C
0
! | | ! T
0 1x 2x 3x 4x 5x

FIGURA VII-10: Dependéncia da capacidade de uma coluna por bioafinidade em
fungédo da vazdo. A, B e C sdo substancias que podem ser retidas na coluna e séo

afetadas diferentemente.

Vazdo (mL)
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URA VII-12: Eluicdo em uma coluna “Sepharose-Cap-Leu-Gly” na purificagao
de proteinase neutra usando diferentes tamp&es com forgas iGnicas variaveis.
Cap: caproil; Leu: leucina; Gly: glicina. Tampéo 1: Tris-Hepes 1 mmol L1 a pH
7,2 contendo 1 mmol L-1 CaCly; tampéo 2: tampdo 1 + 0,1 mol L-1 de NaCl;
‘tampio 3: Tris 0,05 mol L-1 a pH 10,0, contendo 1 mmol L-1 CaCl,.

Nimaero de fragoes

FIGURA VII-17: Isplamento da D-eritrodadroneopliaing triloslato sintetase por
cramategrafia por bicafinidade, Matdz: agarose; ligante: GTP; tampae inicial:
fosfate 0,05 mol 1-1; pH: 6,8; coluna: 8,5 x 1,0 em
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FIGURA VII-13: Eluicdo de duas substancias afetadas diferentemente pela tem-
peratura em uma coluna por bioafinidade. A separacao é de enzimas (hexoqui-
nase e gliceroquinase) por influéncia de um gradiente linear de temperatura uti-
lizando 5’-AMP (monofosfato de adenosina) como ligante.

Tabela VII-3 — Exemplos de sistemas de bioafinidade, evidenciando os eluentes
utilizados para dessorver a substancia-alvo

Substéncia-alvo Ligante Eluente

Alonina desidrogenase NADP NaCl

Antranilato sintetase Antranilato pH (tampao)
Anidrase carbonica Sulfonamidas ClOy, I"e CIr
Celulase Celulose Temperatura
Flavoquinase (riboflavina quinase) Flavinas Riboflavina
y-glutamilcisteina sintetase ATP, cestamina ATP, DTT
3B-hidroxiesterdide oxidase Colesterol Triton X-100
Metilmalonil-CoA mutase Vitamina B12 Vitamina B12
Neuraminidase Acido tirosil, pH, acetato, NaCl

acido p-nitrofenil oxamico,
acido colominico

NADP: nicotinamida adenina dinucleotide fosfato.
ATP: trifosfato de adenosina.
DTT: ditiotreitol.
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Tabela VII-4 — Resinas para bioafinidade disponiveis comercialmente

Ligante Matriz Agente “Braco” Ligante imobilizado Uso mais frequente Base de adsor¢ao
ativador {atomos) {capacidade)
Fenil! Agarose Epicloridrina 3 40 pmol mL-! Isolamento de proteinas  Interacdo hidrofdbica
(20-30 mg de soro plasmaticas
albumina humana mi-")
w-aminooctil! Agarose Brometo de 1 2-5 umol mL-1 Isolamento de proteinas  Interacdo hidrofébica
cianogénio (5-6 mg de soro albumina

bovina mL-1)

Avidinal Agarose Epicloridrina 15 2-4 mg de avidina mL-! Isolamento e purificacdo  Interacao especifica
(25-50 mg de biotina mL-")  de biotina com biotina
N-acetil D- Agarose Divinil sulfonato 3 (25-50 mg de lectina mLT) Fracionamento de células, Interacao especifica
g g < pec
glicosamina' isolamento de lectinas, de determinados
glicosidades carboidratos com

parte de proteinas

Malto-heptaose! Agarose Epéxido 5 (20-40 mg de maitose ligada  lIsolamento de glicopro- Interacao especifica
a proteina mL-1) teinas, células de determinados
carboidratos com
parte de proteinas



Tabela VII4, contirmagic

Ligonite Matsiz Agente “Brago” Ligante imodlzado Uso mais Tregente Base de adworgso

ativador (dtamos} (copaaidade)

Heparina!- 2, 3 Acrilato Qoiranc 5 0,5:1,5 mg mL? Purificacio de proteinas  Interagdo expectica
plismiticas, Ipases, de determinados
whabeiss em geral, carboldratos com
<om NengSo KBnca parte de proteinm

Concanavalma A Agorose

(Con A)): 2 (Sepharase 4 B)  Brometo de 1 10-15 mg mi! lsolamento de gicopro-  Intaragie ospeciica

chainoginia (20-43 my troplobuing teings, gicdlipideos, de determinades
mily polissacarkdeos, células  carbaideulos com
parte de proteinas

DNA-tehfiose’ Celubose . - 3.8 mg de DNA g Proteinas ribossomas, Interagio comple:
polimerase mentar de sequdncias

0 bases nitregena-
das, endma-substrato

Coendima A Agarose Brometo de 1 3.6 pmol mL-! Purficagio e enzimas  Interagdo enzma-

{Ce A} <inroginic {1.000-1.500 U de fsfatrons-  que requerem nudeotideo coencma-sistralo

et mi-t) Como coenzima
° ° ° ° °
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Tabela VII-4, continuagao

Ligante Matriz Agente “Braco” Ligante imobilizado Uso mais freqliente Base de adsorgdo
ativador (atomos) (capacidade)
Affi Gel Blue Gel3 Agarose - - 1,9 mg de corante mL-! Grande variedade de Interacao de corantes
(Bio-Gel A-5) (0,2 mlL de soro mi-T e proteinas (em fungdo de  com proteinas
11 mg de albumina mL-1) interacdes hidrofébicas,
idnicas)
Deae-Affi-Gel Agarose - . (0,2-1,0 mL de soro Purificagdo de IgG de Bifuncional - troca
Blue Gel3 mL-! de gel) soro. Etapa inicial de ibnica/interagio
purificacdo de proteinas  corante-proteina
do soro
Poliuridilico Poliacril - - 0,1-1,0 mg mL"! Separacdo de oligonu- Interagdo enzima-
(Poly U)! hidrazida {0,2 mg de dcido poliadenilico  cleotideos, m-RNA, substrato-co-fator
e agarose (poli A} mL-1) DNA e RNA
Ni-CAM™ RC Agarose - 6 8-16 umol de Ni mL-! Purificacao de proteinas  Quelagdo de metais
Resin! (=5 mg de proteina mL-") em geral

Fornecedores: 1: Sigma-Aldrich; 2: Amersham Biosciences; 3: Bio-Rad.



CROMATOGRAFIA POR BIOAFINIDADE

Tabela VII-5 — Condicdes para a cromatografia por bioafinidade para algumas

enzimas

Enzima Ligante Eluicdo
Categoria 1: Especificos

Colina disidrogenase Colina Ditiotreitol

Cathepseina Pepstatina NaCl

Celulase Celulose Temperatura

Clicose-6-fosfatase Glicose-6-fosfato KCl

Glutamato decarboxilase Etilglutamato NaCl

1-histidina-2ox-glutaratoamina- Histidina NaCl

transferase (histidina aminotransferase)

Categoria 2: Gerais

Q-hidroxiacido graxo - Nabp KCI, Napp
NADP oxidorredutase

Malonil CoA decarboxilase NADP NaCl
Endonuclease de restricao DNA Fosfato, KCl
RNA polimerase DNA Sais
Fenilalanina t-RNA sintetase RNA KCl-glicerol
Polinucleotideofosforilase RNA NacCl
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Tabela VII-6 — Algumas enzimas purificadas por cromatografia por
imunoafinidade em coluna com anticorpos ligados a matriz

Enzima Eluente
Catalase Glicerol
Kalilcreina Guanidina
Celulase pH 2,2
Aminopeptidase Tris/HCI
Enzima conversora de angiotensina | MgCl,
Uroquinase Glicina-HCI

Somastotatina

Acido acético




INSTRUMENTACAO EM SISTEMAS CROMATOGRAFICOS EM
FASE LIQUIDA

13. Instrumentagdo
13.a. Reservatérios para fase movel
13.b. Sistemas de bombeamento
13.c. Injetores
13.d. Caracteristicas da fase mével
13.e. Colunas e recheios por técnica



INSTRUMENTACAO

Fonte controlada
de hélio —

¢ 3 Viélvula de
controle de saida —_—

= ) L

l Para @'_1 R

Atenuador descarte

de pulso 0
0 IR %B . Vélvula de 1 —
omba .
Reservatérios de solvente controle de Vilvula
l Borbulhador l entrada de drenagem
Filtro de 1
W entrada
&) Seringa
v
Vilvula para entrada do solvente /—\
Para o -
detector
Coluna T Regulador de Filtro
ransdutor pressido de

e pressdo
de pressa retorno

e

Viélvula injetora



INSTRUMENTACAO - reservatério da fase mével
e sistemas de tratamento de solvente

‘reservatdrio de 200 - 1000 mL, vidro ou ago inox

-equipados com dispositivo para remogdo de gases dissolvidos (evitar
formagdo de bolhas: causam alargamento ou interferem na eficiéncia
do detector)

-desgaseificadores: bomba de vdcuo
sistema de destilagdo

dispositivos para aquecimento e agitagdo do
solvente

borbulhamento de gases inertes de baixa
solubilidade

-filtro de entrada: remogdo particulas de poeira (fase pode ser
filtrada previamente

-cdmara de mistura: eluicées em gradiente



INSTRUMENTACAO - sistemas de bombeamento

REQUISITOS:
*pressoes de até 6000 psi (600 bars)

-vazdo continua, sem pulsos (ou, se pulsando, com amortecedor de
pulsos)

-vazoes de 0,01 a 10 mL/min (aplicagdes analiticas) e até 100 mL/min
(aplicagoes preparativas)

‘controle de vazdo e reprodutibilidade melhor que 1 %
*inércia quimica: componentes resistente a corrosado

2 TIPOS:

*bombas pneumaticas

‘bombas mecanicas: reciprocas (pistdo ou diafragma)

deslocamento (tipo seringa)



INSTRUMENTACAO - bombas reciprocas

Coluna

H%lgo;raa?i—o;i
de pulso N

Vilvulas de
esferas

Motor Vedante

/—\

Pistdo

~—— Solvente

DESVANTAGENS:

*fluxo pulsado que deve ser

amortecido (ruido de fundo na

linha de base)

-2 valvulas (esferas de safira) sdo
abertas e fechadas alternadamente
para controlar a vazdo de solvente
dentro e fora do cilindro; solvente
esta em contato direto com o pistdo

VANTAGENS:
*pequeno volume interno (35 a 400 ulL)

‘pressoes elevadas de saida (até 10000
psi)

-facil adaptagdo a eluigdo em gradiente
-vazdo constante

*fluxo independe da pressdo de retorno
da coluna e da viscosidade do solvente



INSTRUMENTACAO - bombas tipo seringa

RESERVATORIO _ __ -—
DA FASE MOVEL

P

PARA A COLUNA

ANEL |
HERMETICO

DESVANTAGENS:

-capacidade limitada de solvente ( =250 mL)

-camara em forma de seringa,
equipada com émbolo acionado por um
parafuso controlado por um motor

VANTAGENS:

*saida livre de pulsos

*fluxo independe da pressdo de retorno
da coluna e da viscosidade do solvente

-inconveniéncia quando solvente precisa ser

trocado



INSTRUMENTACAO - bombas pneumdticas

PARA A COLUNA

| -fase mdvel é contida em reservatério
compressivel, inserido dentro de um
A@i[ vaso que pode ser preesurizado com
LN gds comprimido

<_.|_1_ RESERVATOURIO DA VANTAGENS:

“ FASE MOVEL

GAS
L L

‘baratas e livres de pulsagdo

DESVANTAGENS:
*limitagdo de capacidade e pressdo de saida

*fluxo depende da pressdo de retorno da coluna e
da viscosidade do solvente



INSTRUMENTACAO - controle de vazdo e
sistemas de programagdo

-dispositivo controlado por computador para medida de vazdo:
determinagdo da queda de pressdo por um restritor localizado na
saida da bomba

-diferengas detectadas em relagdo a um valor pré-estabelecido
fazem com que a velocidade do motor da bomba seja alterada.

‘muitos equipamentos possuem dispositivos para controle da
composicdo do solvente: valvula proporcional



INSTRUMENTACAO - sistema de injegdo de
amostras

Amostragem Injecao

Alga de

Alca de
amostragem

amostragem

Para a
coluna

Vindo da
bomba

Descarte Descarte

-fator limitante da precisdo: repetibilidade da injegdo

-volumes devem ser pequenos (evitar alargamento de banda e
sobrecarga da coluna, "overload”): < 500 ulL

-conveniente injetar amostra sem despressurizar o sistema

-sistema mais comum: alga de injegdo (loop) mediante seringa;
escolha de 0,5 a 500 ulL; permite injegdo a pressdes de até 7000
psi; precisdo melhor que 1%



INSTRUMENTACAO - colunas

-em geral, tubos de ago inoxiddvel, mas tubos de vidro com paredes
resistentes tfambém sdo encontrados (restritos a pressdoes mais
baixas, 600 psi)

-diversidade de colunas recheadas sdo disponiveis comercialmente,
com precos variando entre US$ 200 a 500



INSTRUMENTACAO - colunas

*Colunas analiticas: em geral de 10 a 30 ¢cm; 4 a 10 mm diametro com
particulas de 3, 5 e 10 um (60000 pratos/m)

‘Pré-coluna: introduzida antes da coluna de separagdo para aumentar a
vida Util desta

remove material particulado e contaminantes
provenientes do solvente

serve para saturar a fase mével com fase estaciondria
minimizando a sangria da coluna

composigdo deve ser similar a da coluna analitica, com tamanho de
particula em geral maior (minimizar queda de pressdo)

Termostatizacdo: em geral coluna é operada a temperatura ambiente;
no entanto, cromatogramas de melhor qualidade sdo obtidos quando a
temperatura da coluna é controlada; fornos aquecidos até 100-150 °C
estdo disponiveis



CARACTERISTICAS DAS FASES MOVEIS

‘alto grau de pureza ou de fdcil purificagdo (permitir alta
sensibilidade nos detectores de absorvancia ou fluorescéncia)

-dissolver a amostra sem decompor os seus componentes (se
possivel, solvente da amostra é a propria fase maovel)

*ndo decompor ou dissolver a fase estaciondria (uso da pré-coluna
para saturagdo da fase mével com fase estaciondria; fase ligada ou
solida dispensam esse procedimento)

-ter baixa viscosidade (favorecer transferéncia de massa)

-ser compativel com o tipo de detector utilizado (particularmente
importante na eluigdo por gradiente)

‘ter polaridade adequada para permitir separagdo conveniente dos
componentes da amostra



PROPRIEDADES DAS FASES MOVEIS DE USO COMUM
EM CROMATOGRAFIA

SOLVENTE INDICE DE VISCOSIDADE

REFRACAO
n-Hexano 1,.372
CCL, 1,457
Eter dietilico 1,350
THF 1,405
Clorofdormio 1433
Etanol 1,359
Acetato de etila 1,370
MeOH 1,326

Etileno glicol 1431
Agua 1,333

*sobre Al,O;

cP
0,30

0,46

0,54

0,89

PONTO DE  INDICE DE = FORGA DO
EBULICAO °C POLARIDADE  ELUENTE*

81 0,04 -0,2
66 40 0,57
65 51 0,95
100 10,2 grande



CARACTERISTICAS DAS FASES MOVEIS
| ,Lj) ' | FA ACN; rjzos,z,mh.,-‘.,

EMACN: M0 7030 (v/iv)

r T T T 1

FI ACN; HZO SlxA0 (viv)

f Y T T ]
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FIGURA 1X:2: Métedo empinico para determinagdo da forga cromatogrifica.
Compostos: 1= uracil; 2: acetofencna; 3: benzeno; 4: tolueno; 5: naftaleno. Co-
luna: Spherisarb CB, tamanbo de particula 10 pum. Condigdes cromatogrificas:
vazaa: 0,8 mL min''; volume de injegio: 10 ui; detecgdo: UV, 254 nm. ACidO

Dipolar

FIGURA IX-3: Tridgngulo de seletividade para os solventes preferidos em: — fase
reversa, ---- fase normal.



OTIMIZACAO DA SEPARACAO

1,23 1,3
41% CH,CN 30% CH;CN
59% H,0 70% H,0
K=5 ¥ =10
2
Figure 28-16 Systematic approach to the separation of six steroids. The use of water to adjust 4 s
k' is shown in (a) and (b). The effects of varying a at constant k' are shown in (b), (¢), (d), and
(€). Column: 0.4 X 150 mm packed with 5 pm Cg bonded, reversed-phase particles. Tempera- g *
ture: 50°C. Flow rate: 3.0 cm3/min. Detector: UV 254 nm. THF = tetrahydrofuran. CH3CN =
acetonitrile. Compounds: (1) prednisone, (2) cortisone, (3) hydrocortisone, (4) dexamethasone, 56
(5) corticosterone; (6) cortoexolone. (Courtesy of DuPont Instrument Systems, Wilmington, DE.)
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Acetonitrile

5
25 High-Performance Liquid 3
Chromatography
A 7
6
AR

2 I
1
1 1
Lk, 1

Figure 25-23  Application of the method development triangle to the se
seven aromatic compounds by HPLC. Column: 0.46 X 25 cm Hypersil ODS (¢
silica) at ambient temperature (~22° C). Elution rate was 1.0 mL/min with the
solvents: (A) 30 vol % acetonitrile/70 vol % buffer; (B) 40% methanol/60%
(C) 329 tetrahydrofuran/68% buffer. The aqueous buffer contained 25 mM
0.1 ¢/L NaN; adjusted to pH 3.5 with HCL. Points D, E, and F are midway
vertices: (D) 15% acetonitrile/20% methanol/65% buffer; (E) 15% acetonitril=
tetrahydrofuran/69% buffer; (F) 20% methanol/16% tetrahydrofuran/64% bu=e
the center of the triangle is an equal blend of A, B, and C with the compositic=
acetonitrile/13% methanol/11% tetrahydrofuran/66% buffer. The negative din =
peaks 3 and 1 is associated with the solvent front. Peak identities were track==
photodiode array ultraviolet spectrophotometer: (1) benzyl alcohol; (2) phenai
(3) 3" ,4'-dimethoxyacetophenone; (4), m-dinitrobenzene; (5) p-dinitrobenzens"
(6) o-dinitrobenzene; (7) benzoin.
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CARACTERISTICAS DAS FASES ESTACIONARIAS

alumina, celulose, silica gel e zeolita: cromatografia liquida cldssica
TIPOS DE RECHEIO

-sdlidos rigidos (silica), semi-rigidos (particulas porosas de
poliestireno entrecuzado) ou ndo rigidos (agarose ou dextrose)

‘particulas porosas ou peliculares POROS
RASOS
, , : S
-particulas esféricas ou irregulares —
jMm
-particulas com diferentes didmetros  PARTICULAS MICROPOROSAS
POROS -
FUNDOS POROS 1-2pum
RASOS
NUCLEO
~—30Um — SOLIDO
30U m »

PARTICULAS POROSAS ]
PARTICULAS PELICULARES



: SOLIDOS E SUPORTES
para cromatografia liquido-solido (CLS), cromatografia
liquido-liquido (CLL) e com fase ligada (CLFL)
SOLIDOS PARA CLS

‘particulas totalmente porosas de 5-10 um ou materiais maiores (30-40
um) com pelicula porosa

-quase todas as separagoes sdo limitadas a alguns tipos de adsorventes:
silica ou alumina

-componentes mais polares da amostra sdo retidos preferencialmente:

-ordem usual de elui¢do: hidrocarbonetos saturados < olefinas <

< < éteres <
ésteres ~ aldeidos =~ cetonas < alcoois = aminas < amidas < acidos
carboxilicos

SUPORTES PARA CLL

-preferéncia para materiais inertes; no entanto como ndo existem
materias inertes com rigidez e uniformidade necessarias, usa-se silica, por
vezes desativada, porosa ou superficialmente porosa



: SOLIDOS E SUPORTES

para cromatografia liquido-solido (CLS), cromatografia
liquido-liquido (CLL) e com fase ligada (CLFL)

EXEMPLOS solidos microporosos:

-silica esférica: série LICHROSPHERE-Si (E-Merck); diametro de
particula (3,5 e 10 um ) ; tamanho de poro (6, 10 e 30 nm); volume de
poro (1,1-1,4 mL/g); drea da superficie (60-400 m?/g)

-silica irregular
-alumina esférica

-alumina irregular: ALOX 60D (Macherey-Nagel); didmetro de
particula (5 e 10 um ) ; tamanho de poro (6 nm); drea da superficie
(60 m¢/q)

-carbono grafitizado

‘polimeros de estireno divinilbenzeno; polimeros de vinilpiridina e
polimeros de propilamida-6

Tabela IX-5 CO”ihS, p199 ) ) ° ° ) ) ) °



. SOLIDOS E SUPORTES
para cromatografia liquido-solido (CLS), cromatografia
liquido-liquido (CLL) e com fase ligada (CLFL)

EXEMPLOS solidos peliculares:

-silica ativa: CORASIL I (Waters); diametro de particula (37-50
um); drea da superficie (7 m2/g)

‘silica inativa (somente usado como suporte): ZIPAK (DuPont);
diametro de particula (26-37 um); drea da superficie (1 m?/g)

-alumina: PELLUMINA HS (Whatman); diametro de particula (37-44
um); drea de superficie (8 m2/g)

Tabela IX-6 CO”ihS, pZOO ) ) ° ° ) ) ) °



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia a liquido com fase ligada (CLFL)

A superficie da silica € o suporte mais popular, que pode ser modificado
por uma dessas reagoes:

formagdo do éster silicato (Si-O-R) por reagdo do grupo silanol com um
dlcool:

Si-OH + ROH =g Si-0-R + H,O

-formagdo da ligagdo siloxano (Si-O-SiR) por reagdo do grupo silanol com
um organoclorosilano:

Si-OH + Cl =—m— Sj-0-5i-R; + HCI

formagdo da ligagdo silicio-carbono pelo tratamento do grupo silanol com
cloreto de tionila e, em seguida, com um composto organometilico:

Si-OH + SOC|, mmmmm————  Si-Cl + HCl + SO,

Si-Cl + RLi  =—— Sj-R + LiCl



FASES ESTACIONARIAS

cromatografia a liquido com fase ligada (CLFL)
EXEMPLOS fases microporosas:

-apolar: PARTISIL ODS-1 (Whatman); grupo ligado (octadecil-polimero);
7%Carbono, em peso (5,0); NUCLEOSIL-100-C8 (Macherey-Nagel); grupo
ligado (octil); %C (7,0)

‘polaridade média: u-BONDAPAK CN (Waters); grupo ligado (cianopropil);
7C (6,0); HYPERSIL PHENYL (Shandon); grupo ligado (fenil); %C (5,0)

‘polaridade alta: ZORBAX-NH, (DuPont); grupo ligado (alquilamina);
ACCUSPHERE-DIOL (J&W Scientific); grupo ligado (propildiol); %C (2,5)

*todas as fases sdo ligadas a um ndcleo sélido (citado anteriormente) e, em
geral mantém o mesmo nome

*a maioria contém o grupo Si-O SiRR”, onde R € o grupo ligado (octadecil,
octil, fenil, amino e nitrilo sdo os mais comuns) e R" € em geral o grupo metil

-fases apolares: grupos silandis residuais sdo desativados por reagdes de

capeamento (“end-capping”) com trimetilmetoxisilano ou similar
Tabela IX-7 Collins, p201 e 202 ° ° ° ° ° ° ° °



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia a liquido com fase ligada (CLFL)
EXEMPLOS fases peliculares:
-apolar: PERISORB RP18 (E. Merck); grupo ligado (octadecil)

‘polaridade média: BONDAPAK PHENYL (Waters); grupo ligado
(fenil)

‘polaridade alta: ZIPAC PAM (DuPont); grupo ligado (poliamida)

Tabela IX-8 CO”ihS, p203 ) ) ° ° ) ) )



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por troca ionica

Os materiais usados como recheio para cromatografia por troca
ionica te€m grupos (cdtions ou anions) quimicamente ligados a
particulas porosas de resinas poliméricas, a silica com camada
pelicular, a microparticulas porosas de silica e a microparticulas
porosas de resinas poliméricas.

*Os grupo quimicamente ligados, presentes em todo tipo de material
para troca ionica sdo:

-S0O;™: trocadores fortes de cdtions
-COO-: trocadores fracos de cdtions
-NR;*: trocadores fortes de dnions

-NH,R*: trocadores fracos de @nions



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por troca ionica

—CH CH, —CH—CH, —-CH —CH,—

so’ : SO 3H

08 Q.

0 QR

~—CH— —CH—

ESTRUTURA DE POLIESTIRENO/ DIVINILBENZENO SULFONADO



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por troca ionica

EXEMPLOS:

-anionica: PARTLISIL SAX (Whatman); suporte (silica); grupo
funcional (-NR3*); capacidade (<1 meq/g); IONPAC-AS (Dionex);
suporte (polimero); grupo funcional (-NR5*)

-cationica: AQUAPORE CX-300 (Brownlee); suporte (silica); grupo
funcional (-SO;°); capacidade (5,0 meq/g); PRP-200 (Hamilton);
suporte (estireno-divinilbenzeno); grupo funcional (-SO5);
capacidade (0,35 meq/q)

Tabela IX-9 Collins, p205 ° ° ° ° ° ° °



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por exclusdo

Materiais para cromatografia por exclusdo variam de acordo com a
rigidez e intervalo de tamanho das moléculas a ser separadas:

‘materiais fracos (ndo rigido): géis de polidextrano (Sephadex),
poliacrilamidas (Bio-Gel P) e poliagaroses (Sepharose e Bio-Gel A);
usados com fase mével aquosa; cromatografia de coluna cldssica

materiais semi-rigidos (resistem a pressoes de 100 a 150 bar):
microesferas de copolimero como poliestireno-divinilbenzeno; usados
com fases aquosas e orgdnicas; também para cromatografia cldssica

materiais rigidos: particulas de silica porosa ou de vidro poroso
(desativados)



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por exclusdo

Estrutura parcial da Sephadex

Figura VI-4 Collins p106

Estrutura parcial da agarose

Figura VI-5 Collins p107

Estrutura parcial da Sepharose com ligagoes entrecruzadas
Figura VI-6 Collins p108

Estrutura parcial de Sephacryl

Figura VI-7 Collins p109



FASES ESTACIONARIAS
cromatografia por exclusdo

EXEMPLOS fases microporosas:

*BIOGEL SEC (BioRad); material (estireno-divinilbenzeno); diametro
da particula (10 um); faixa de massa molecular (103 - 8x10°)

*u-BONDAGEL (Waters); material (silica); diGmetro da particula (10
um); faixa de massa molecular (2x103 - 7x106)

*OHPAK-Q (Showa Denko); material (polivinil dlcool); faixa de massa
molecular (500 - 5000)

Tabela IX-10 Collins, p206 ° ° ° ° ° ° °



DETECTORES OPTICOS DE USO COMUM EM
CROMATOGRAFIA

13.f. Detectores
13.f.1. Detectores de absorvancia no UV-vis

13.f.2. Detectores de absorbancia no Infravermelho
13.f.3. Detectores de fluorescéncia

13.f.4. Detectores Refratométricos
13.f.5. Outros: eletroquimicos, espalhamento, radioatividade

13.f.6. Detectores por Espectrometria de Massas



DETECTORES

‘mohitoramento do efluente que sai da coluna

ESTRATEGIAS:

‘medidas diferenciadas de propriedades gerais de ambas, amostras e
fase mével

‘medidas de uma propriedade da amostra que ndo € apresentada pela
fase mével

-detecgdo apds eliminagdo da fase movel



DETECTOR IDEAL

-alta sensibilidade e baixo limite de deteccdo

‘resposta rdpida a todos os solutos

-insensibilidade a mudangas de temperatura e na vazdo da fase maovel
‘resposta independente da fase movel

‘pequena contribui¢do ao alargamento do pico pelo volume extra da
cela do detector

‘resposta que aumente linearmente com a quantidade do soluto
ndo destruicdo do soluto
-Seguranga e conveniéncia para uso

*informagdo qualitativa do pico desejado



DETECTORES

2 TIPOS: SELETIVO versus UNIVERSAL

UNIVERSAL: responde as propriedades da fase mével (indice de
refragdo, constante dielétrica ou densidades, moduladas pela
presencga do soluto)

SELETIVO: responde as propriedades do soluto (absorvdncia no
UV-vis, fluorescEncia, corrente de difusdo) que a fase mdvel ndo
possui



® UV-vis: detector por IRef: detector por indice de refragdo COND E: detector por

e espectrofotometria no UV-vis ELETR Hg: detector eletroquimico (Hg condutividade elétrica

° FLU: detector por fluorescéncia gotejante)
CARACTERISTICAS DE ALGUNS DETECTORES
detector UV-vis FLU IRef ELETR Hg COND E

principio de
operagdo

tipo

quantidade minima
de detecgdo (g/mL)

faixa de
linearidade

volume da cela (mL)

sensibilidade a
temperatura

sensivel a vazdo da
fase movel

dtil com gradientes

aplicagcoes
Tabela IX-12 Collins p219 ° ° ° ° ° ° ° °



PARAMETROS (da tabela anterior)

‘sensibilidade: relagdo entre o sinal produzido e a quantidade de
amostra que gera este sinal (fermo relativo, depende da amostra)

‘linearidade: faixa linear do sistema onde o sinal do detector é
diretamente proporcional a concentragdo do soluto; se
concentracdo da amostra € muito alta (diluigdes apropriadas)

‘limite minimo de detecgdo: menor quantidade da substdncia que
pode ser detectada, produzindo um sinal igual ao dobro do nivel de
ruido do instrumento; ruido é a variacdo do sinal do instrumento
que ndo € atribuida a amostra e pode ser produzida por falhas
eletronicas, aparelhos mal aterrados, variagoes de vazdo ou
temperatura, flutuagdes na tensdo, bolhas de ar no detector, efc.

-variagdes na composigdo da fase movel podem produzir grandes
flutuagoes na linha de base, principalmente nos casos de eluigdo por
gradiente



NUMERO DE TRABALHOS PUBLICADOS EM LC

até 1982: UV -vis:

365 trabalhos publicados 39%: baseados em linhas
“71%: UV-vis de emissdo do Hg)

1R AL 13%: radiagdo filtrada de
15%: fluorescéncia uma fonte de deutério

*5,4%: indice de refracdo 48%: radiacdo emitida de

*4,3%: eletroquimico um monocromador de rede
4 3%: outros



DETECTORES DE ABSORVANCIA

PRINCIPIO: absorvdncia da luz por parte da amostra ao passar
através desta qualquer radiagdo eletromagnética (normalmente do
ultravileta até o infravermelho)

‘resposta seletiva: sé detecta os componentes da amostra que
absorvem a radiagdo no comprimento de onda selecionado; grande
maioria das substancias absorvem radiagdo UV (substancias com
elétrons n ou elétrons desemparelhados), por exemplo

olefinas, compostos aromaticos e
compostos contendo >C=0, >C=S, -N=0 e -N=N-



DETECTORES DE ABSORVANCIA - CELA EM Z

Fonte UV

Da coluna

Janelas

— Detector

Para descarte

‘volume é mantido pequeno para
minimizar alargamento de banda:
1-10 ulL

-comprimento: 2-10 mm

‘P < 600 psi (redutor de pressdo é
requerido



DETECTORES DE ABSORVANCIA
2 TIPOS:

-comprimento de onda fixo (fotométrico): sensivel e economico
comprimento de onda variavel (espectrofotométrico): versatil

ambos, relativamente insensiveis a variagdes de vazdo ou temperatura;
sensiblidades de até 0,001 unidades de absorvancia; possivel a detecgdo de
décimos de nanograma (10-19g)

‘muitos instrumentos sdo de duplo feixe: um feixe passa pela cela da
amostra/eluente, e outro passa por um filtro que reduz sua intensidade;
detectores piezoelétricos geminados sdo usados para comparar a
intensidade dos dois feixes; alternativamente, um sistema de recorte de
feixe € usado em conjungdo com um dnico fototubo; cromatogramas:
graficos do log da razdo dos sinais dos transdutores em fungdo do tempo

-instrumentos de feixe simples também sdo encontrados: medidas da
intensidade do solvente sdo armazenadas em memdria e depois
recuperadas para o cdlculo da absorvancia,



DETECTORES DE ABSORVANCIA
comprimento de onda fixo

CELA DE REFERENCIA

FONTE DE LUZ

{
|
| FOTOMULTIPLICADORES
|
|

e

/// \\ CELA DE AMOSTRA
e DIVISOR DE
FILTRO OU FEIXE

SUBSTANCIA
FOSFORESCENTE

‘a maioria dos detectores de
comprimento de onda fixo opera
em 254 nm (filtro) e 280 nm

‘radia¢do de uma fonte de
mercdrio de baixa pressdo é
transmitida através da amostra

-quantidade de radiagdo ndo
absorvida (transmitida) atinge a
célula fotoelétrica da amostra
(fotomultiplicador)

*a radiagdo da fonte € dirigida
através de um divisor de feixe para
a cela de referéncia, e atinge a
célula fotoelétrica de referéncia

-a diferenca de corrente das duas
células fotoelétricas alimenta um
amplificador, que gera um sinal de
saida para o registrador



DETECTORES DE ABSORVANCIA
faixa do visivel

-alguns compostos absorvem na regido visivel do espectro
eletromagnético e podem ser analisados com detectores que
funcionam nessa regido do espectro

‘reagentes podem ser adicionados ao efluente de maneira
continua, ou periddica, para formar compostos coloridos que
podem entdo ser monitorados (derivagdo pds-coluna); exemplo:
aa com ninidrina (cor pudrpura) detectado a 570 nm

-detectores de absorvancia (lampadas de tungsténio) podem ter
comprimento de onda fixo ou variavel com monocromador



DETECTORES DE ABSORVANCIA
comprimento de onda variavel

-cobrindo a faixa de 190 a 800 nm; através de monocromador que
seleciona o A desejado do feixe de luz emitido por lampadas de deutério
(UV) ou tungsténio (vis)

VANTAGENS sobre os instrumentos de onda fixo:

‘maior versatilidade: através da escolha apropriada do A € possivel
trabalhar nas regides de alta absorvancia dos componentes da amostra
(alta sensibilidade)

'maior seletividade: € possivel escolher A onde um determinado
componente da amostra absorve e outros ndo

-otimizar eluigdes por gradiente: selecionar A onde a fase maével ndo
apresenta variagdo de absorbdncia com a concentragdo

-obtengdo do espectro de absorvancia de cada componente da amostra
durante sua eluigdo (arranjo de diodos) ou interrompendo a vazdo da fase
maovel ho momento de detecc¢do



ESQUEMA DE UM DETECTOR DE ABSORVANCIA NO
UV-VIS COM COMPRIMENTO DE ONDA VARIAVEL

[~ MONOCROMADOR
REDE DE

DIFRACAO\ DIVISOR DE FEIXE

CELA DE REFERENCIA

)
FENDA DE ~
ENTRADA FOTOMULTIPLICADOR
FONTE
0
€ Luz FENDA
O‘“::. DE SAIDA

Y A MODULADOR
~ CELA DE  ROTATORIO
AMOSTRA



DETECTORES DE ABSORVANCIA
arranjo de diodos

CON.:)%NTO
FOTODIODOS

‘‘‘‘‘ SAIDA DIGITAL AO
................ MICROCOMPUTADOR

FONTE LENTE -
RADIAGAO DISPERSADA

ﬂ— GRADE HOLOGRAFICA 'GITO custo
ceLa - relativamente complexo

AMOSTRA

toda a luz da fonte passa pela cela da amostra

‘a luz emergente é dispersada por uma grade hologrdfica (rede de
difragdo

-a radiagdo dispersada resultante (comprimentos de onda distintos) é
focalizada sobre uma fila de fotodiodos (256-512nm)

*todo o espectro da substancia passando pelo detector é armazenado
no microcomputador



DETECTORES DE ABSORVANCIA
arranjo de diodos

Corticosterona

Dexametasona
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220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
Comprimento da onda, nm

-€ possivel exibir um cromatograma para cada comprimento de
onda selecionado

-€ possivel exibir o espectro em cada tempo determinado, ou
seja, o espectro do pico cromatogrdfico

Figura IX-13 Collins p223 o o o o ° °



DETECTORES DE ABSORVANCIA
no infra-vermelho

*a absorvancia na regido do infra-vermelho pode ser usada como
detector universal ou especifico

-sensibilidade € em geral muito pequena

-usados principalmente em sistemas de cromatografia por
exclusdo

*técnica de parar a vazdo da fase mével com a amostra na cela e
tirar o espectro infravermelho

‘limitado a fases mdveis transparentes no comprimento de onda
utilizado



DETECTORES DE FLUORESCENCIA

-detecgdo especifica para compostos que fluorescem e uma das
mais sensiveis técnicas de detecg¢do (picogramas, 10-2g);
comparavel ao detector por captura de elétrons em GC

-alta intensidade de fluorescéncia é esperada de compostos que
sejam conjugados simetricamente ou que ndo podem produzir
estruturas fortemente ionicas

‘reagdes de derivagdo pds-coluna (esterdides podem produzir
fluorescéncia quando aquecidos com dcido sulfdrico)

-aplicag0es: drea farmacéutica, alimentos, caracterizagdo de
destilados do petréleo de alto p.e.

-fase movel deve ser criteriosamente selecionada (intensidade de
emissdo depende do meio; efeito quencher)



ESQUEMA DE UM DETECTOR POR FLUORESCENCIA

FILTRO
PRIMARIO

B CELA DE
AMOSTRA

-filtro primdrio é
9. ewrno escolhido para deixar
secunoRrio | nassar somente o

@ - FOTOMULTIPLICADOR Compmmenl-o de OndC(
de excitacdo

-filtro secunddrio € escolhido para eliminar o comprimento de onda
excitante, e deixar passar o comprimento de onda emitido pela
amostra



DETECTORES POR INDICE DE REFRACAO

acompanha continuamente a diferenga de no indice de refragdo
entre a fase movel e o efluente que sai da coluna

‘resposta universal e sensibilidade moderada (micrograma, 10-6g)

-controle rigoroso de temperatura (0,001 °C): circulagdo de dgua
de uma fonte termostatizada através do refratometro ou
controle da temperatura ambiente

-sensivel a variagdes de vazdo e mudangas na composi¢do da fase
mdvel (dificulta/impede seu uso na eluigdo por gradiente); dificil
encontrar um par de solventes com indices de refragdo idénticos

*ndo sdo instrumentos muito estdveis, nem de fdcil manipulagdo

‘emprego mais importante: em cromatografia por exclusdo
(polimeros, amostras de interesse bioldgico) e em cromatografia
preparativa



ESQUEMA DE UM DETECTOR REFRATOMETRICO
tipo Fresnel

‘na interface entre um prisma de vidro e um liquido, a quantidade
de luz transmitida e refletida é proporcional ao dngulo de
incidéncia da luz e ao indice de refragdo do liquido

a luz da fonte atravessa um seletor, um filtro de infravermelho,
outro seletor e uma lente

-0s seletores e a lente produzem dois raios colimados que entram
no prisma e incidem sobre a interface vidro-liquido das celas de
referéncia e amostra

-0 ajuste grosso e fino do dngulo de incidéncia nas interfaces é
realizado através da rotagdo do corpo do projetor



ESQUEMA DE UM DETECTOR REFRATOMETRICO
tipo Fresnel

| f -as celas sdo

ceLa o L cavidades ovaladas
I T de teflon (3 uL)
Lenres » N Cxa) O\L\ \-;—CELA DE REFERENCIA pr-eSas entre o
\ /N, \\\@\ prisma e a uma
FILTROS > % \Q\\\ plClCC( de ago

% LenTes s~ inoxiddvel que
2 PRO >
G JETOR O contém os tubos de

entrada e saida

FONTE DE Luz FOTOMULTIPLICADOR

-a diferenca de intensidade da luz transmitida através das celas é funcdo
do Ind. Refr. de ambos os liquidos e se determina por meio de um foto-
detector duplo, o qual gera um sinal elétrico, transmitido para o registrador

-desvantagem: para cobrir a faixa de Ind. Refr. normal (n =1,31a1,63), sdo
necessdrios dois prismas



ESQUEMA DE UM DETECTOR REFRATOMETRICO
por deflexdo

CELa DE *a luz emitida pela
sreo | LenTE SELETOR fonte é limitada pelo
___________ 0 "{ODE Luz seletor, colimada pela

] lente e passa através
_______ e da célula

FOTOMULTIPLICADOR
CELA DE REFERENCIA

AJUSTE
DE ZERO

*a cela tem os compartimentos de amostra e referéncia separados
por um pedago de vidro

quando a composigdo da fase movel muda na cela da amostra, a
mudanga do indice de refragdo causa uma deflexdo na posigdo final do
raio de luz no fotodetector



ESQUEMA DE UM DETECTOR REFRATOMETRICO
por deflexdo

-uma luz incidente passa através da
cela, é deflectada, refletida pelo
espelho atrds da cela e, de novo
defletada

CELA DE REFERENCIA ‘a lenTe focaliza a qu defleCTCldG no

AJUSTE

°°°°°° fotodetector que produz um sinal
elétrico proporcional a posigdo da luz

-0 sinal é entdo amplificado e
registrado

-detector por deflexdo possui ampla faixa de linearidade
*‘menos sensivel a variagoes de temperatura

‘muito sensivel aa vibrag¢des ou movimento do instrumento
-celas ndo sdo tdo pequenas como as do tipo Fresnel (10 a 15 ul)



DETECTORES
outros tipos

detectores eletroquimicos: alta seletividade (andlise de tragos);
principios: amperometria, polarografia, coulometria e conductometria;
uso comum do detector condutométrico: cromatografia por troca idnica,
por exclusdo ou fase reversa por pares de ions

detectores de espalhamento de luz por evaporagao: efluente da
coluna passa por nebulizador no qual é convertido em uma névoa fina por
um fluxo de nitrogénio ou ar; as goticulas sdo entdo conduzidas através
de um tubo com temperatura controlada no qual ocorre evaporagdo da
fase movel, levando a formagdo de finas particulas do soluto; a nuvem
de particulas do soluto passa através de um feixe de laser; a radiagdo
espalhada é detectada perpendicularmente ao fluxo por um fotodiodo

detectores de radioatividade: projetados para detectar solutos
radiomarcados; aplicagdes cromatogrdficas com emissores y ou - forte
(131T, 210P¢ e 1255b),usando sistemas de cintilagdo ou mesmo contador
Geiger, tém sido reportados



DETECTORES
espectrometria de massas

PRINCIPIO: analito é ionizado na fonte; fons com razdo carga-massa
(m/z) discreta sdo separados e focalizados no analizador de massas;
o feixe focalizado atinge um detector (electron multiplier) que
determina sua intensidade

FONTE DE TONS (métodos de ionizacdo): electron ionization (EI),
chemical ionization (CI), fast-atom bombardment (FAB), electrospray
ionization (ESI), thermospray (TSI), laser desorption (LD) sdo
utilizadas nas aplicagées de cromatografia a liquido

ANALIZADOR DE MASSAS magnetic sector, quadrupole, time-of-
flight (TOF), Fourier transform ion cyclotron esonance (ICR)

exemplo: LCQ (Finningan): ESI, octapole (quadrupolo duplo), seqguido
de um ion-trap



SPE - SELECAO DE FASES E SOLVENTE
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Figura 4.7 Snyder p133
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SPE - SELECAO DE FASES E SOLVENTE

SOLUVEL
EM AGUA

e s

CATIONICA ANIONICA
CEX AEX
-COOH (WCX) | | amino (WAX):
1,2-diamino
-SO3H (SEX) | | wax): quat.
amino (SAX)

tampoes dcidos | | tampoes bdsicos

Figura 4.7 Snyder p133



SPE - SELECAO DE FASES E SOLVENTE

NAo-TONICA

——

n-BPC
-CN; diol; 1,2-
diamino

Cy: CHCI;;
CH,Cl,. acetona;
MeOH; IPA

Figura 4.7 Snyder p133
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SPE - SELECAO DE FASES E SOLVENTE

AMOSTRA
MM<2000

n-BPC

-CN; diol; 1,2-
diamino

Cy: CHCI;;
CH,Cl,:; acetona

Figura 4.7 Snyder p133
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C,. C,. -CN

Cy: CH,Cl,:
acetona; ACN;
MeOH; H,O



P2. INTRODUGAO AOS METODOS CROMATOGRAFICOS
EM FASE LIQUIDA

17. Aplicagoes
17.a. Fases tipicas
17.b. Exemplos



ESCOLHA DA TECNICA CROMATOGRAFICA EM
FUNCAO DAS CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

MASSA MOLECULAR

AMOSTRA —

Figura IX-2 Collins p 194



ALTA MASSA MOLECULAR

MASSA PROPRIEDADES
MOLECULAR

Figura IX-2 Collins p 194




SP: sulfopropil CE: cromatografia por exclusdo

DEAE: dietilaminoetil CTI: cromatografia por troca i6hica
- MODALIDADE FASE =~ FASE MOVEL
> 2000 ESTACIONARIA tipica

-m
- — e o
— IONICO -

paTE 5
Y, o




MASSA
MOLECULAR

< 2000

BAIXA MASSA MOLECULAR

PROPRIEDADES

INSOLUVEL
EM AGUA

SOLUVEL
EM AGUA

Figura IX-2 Collins p 194

_MODERADA-
" MENTE POLAR

_POLAR

— BASE FORTE
— BASE FRACA
— ACIDO FORTE

— ACIDO FRACO



FR: fase reversa

FN: fase normal CN-nitrilo

silica*=silica desativada ACN=acetonitrila MeOHzme’ranol]Pr'-OH:J:ropanol
ia liqui

CLFL: cromatografia em fase ligada CLS: cromatogra

INSOLUVEL
EM AGUA

0-solido

MODALIDADE FASE = FASE MOVEL
ESTACIONARIA tipica
tipica

-~ POLAR -

— CLS — Sﬂica* n‘C7H16/CHC|3
— CLFL/FN— ¢N - n-C/H,./

2




FR: fase reversa pi: pareamento ionico MeOH: metanol ACN: acetonitrila

AHS: dc. hexanossulfonico TBA: hidréxido de tetrabultilamonio
CLFL: cromatografia em fase ligada  CTI: cromatografia por troca i6nica
MODALIDADE FASE =~ FASE MOVEL
s ESTACIONARIA tipica
SOLUVEL tipica

EM /IiGUA
Tvico -
== —e-

BASEIFORTEN _ 1\ /Fr-pi— c,, — AHS/H,O

- BASE FRACA —

- ACIDO FRACO CLFL/FR-pi— C,; —— TBA/H,0




P4. PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRAS
PARA CROMATOGRAFIA

1. Introdugdo
2. Tipo de amostras

3. Processamento preliminar de
amostras sélidas e semi-sélidas

3.a. Redu¢do do famanho de
particula

3.b. Secagem da amostra

3.c. Filtragado

4. Pré-tratamento de amostras

liquidas

4.a.LLE

4b. SPE

4.c. SPME

4.d. MSPD (matrix solid-phase
dispersion)

4.c. Membranas

5. Pré-tratamento de amostras
solidas
5.a. Métodos tradicionais de
extracao
5.b. SFE
5.c. Microwave-assisted Solvent
Extraction
5.d. Accelerated Solvent Extraction
6. Column switching
7. Derivatizacdo
7.a. Detectabilidade (UV e
fluorescéncia)
7.b. Derivatizagdo pré e pés-coluna

Snyder p100; anotagdes Emanuel Carrilho



OPCOES PARA PRE-TRATAMENTO DE AMOSTRA

*AMOSTRAGEM: amostra representativa (procedimentos estatisticos)

‘ESTOCAGEM E PRESERVACAO: frascos apropriados; compostos
voldteis, instdveis ou reativos requerem tratamento especial; amostras
bioldgicas podem requerer congelamento

‘PROCESSAMENTO PRELIMINAR: secagem; moagem; peneiramento

‘PESAGEM E DILUICAO: material volumétrico aferido e balancas
aferidas

‘METODOS ALTERNATIVOS DE PROCESSAMENTO: troca de
solvente; dessalinizagdo; evaporagdo, freeze-drying

‘REMOCAO DE PARTICULADOS: filtracdo; SPE; centrifugagdo
‘EXTRACAO: métodos para amostras liquidas e sélidas (tabelas a seguir)

-‘DERIVACAO: aumentar a detectabilidade; promover a separagdo



METODOS TIPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS GASOSAS

principios e comentarios

CAPTURA EM FASE SOLIDA: amostra gasosa passa através de um
tubo contendo sorvente (silica gel, carvdo ativo); os analitos sdo
capturados e eluidos posteriormente com um solvente forte; vazao
deve ser controlada para evitar formagdo de aerossois, sobrecarga
e adsorgdo irreversivel do analito; complexantes podem ser
adicionados para melhorar eficiéncia da captura (purge and trap
technique)

:CAPTURA EM LIQUIDO: amostra gasosa é passada por uma solugdo
que captura os analitos; vazdo de gas deve ser baixa o suficiente
para ndo criar espumas ou aerossdis; complexante pode ser
adicionado ao solvente para auxiliar captura;temperatura pode ser
baixada para espécies volateis



METODOS TIPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS LIQUIDAS

principios e comentarios

‘EXTRACAO EM FASE SOLIDA: amostra liquida passa através de
uma fase sélida que remove seletivamente o analito; analito é entdo
eluido com solvente forte; em alguns casos os interferentes sdo
retidos; varias fases disponiveis comercialmente para uma ampla
faixa de aplicagdes (andlise de tragos)

-EXTRACAO IQUIDO-LIQUIDO: amostra é distribuida entre 2 fases
imisciveis, escolhidas para apresentarem a mior diferenga possivel de
solubilidade; formagdo de emulsdes é possivel (quebrar com
aquecimento, adi¢cdo de sal). o coeficiente de distribuicdo, Ky, é
alterado pelo tipo de solvente e aditivos (tampoes para ajuste de
pH, sais para ajuste de forga ionica, agentes complexantes,
reagentes para pareamento ionico); recomenda-se extragdo continua
para Ky pequenos ou grandes volumes



METODOS TiPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS LIQUIDAS

-DILUICAO: amostra é diluida com solvente apropriado para a fase
mével escolhida; para evitar sobrecarga (overload) ou para estar
dentro da faixa linear de resposta do detector; para evitar
alargamento de banda, solvente da amostra ndo seve ser muito
forte comparado com a fase movel; “dilute and shoot”

‘EVAPORACAO: liguido é removido por aquecimento brando a pressdo
ambiente sob fluxo de ar ou gds inerte ou sob vdcuo; perdas de
amostras podem ocorrer por evaporagdo rdpida, adsorgdo nas
paredes do frasco; uos de gases inertes é aconselhdvel; evaporador
rotatorio; sistemas automatizados (Turbovap)

-‘DESTILACAO: amostra é aquecida ao ponto de ebuli¢do do solvente e
analitos voldateis sdo concentrados na fase de vapor, condensados e
coletados; uso limitado para amostras facilmente volatilizadas:
amostra pode decompor se aquecida em demasia: destilagdo a
vdacuo, por arraste de vapor sdo recomendadas



METODOS TiPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS LIQUIDAS

*MICRODIALISE: membrana semipermedvel é colocada entre 2 fases
aquosas liquidas e os solutos sdo transferidos de um liquido para outro
de acordo com suas concentracoes diferenciais; técnicas de
enriquecimento, como SPE, sdo por vezes requeridas para
concentragdo dializatos; microdidlise € usada para exame de fluidos
extracelulares em tecidos de plantas e animais, em estudos de
fermentagdo; ja foi usada on-line com micro-LC; didlise com
membranas especificas para certas massas moleculares sdo
amplamente usadas para desproteinizar amostras antes da injegdo
cromatogrdfica; ultrafiltracdo e osmose reversa sdo usadas de
forma semelhante

-LIOFILIZACAO: amostra aquosa é congelada e a dgua é removida por
sublimagdo sob vdcuo; excelente para compostos ndo volateis;
grandes quantidades de amostra podem ser manipuladas; possivel
perda de componentes volateis; sais inorgdnicos sdo concentrados no
processo



METODOS TIPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA SUSPENSOES

principios e comentarios

‘FILTRACAO: amostra é passada através de filtros de papel ou
membrana para remover particulas em suspensdo; altamente
recomendado para prevenir problemas com pressdo de retorno e
para preservar a vida da coluna: filtros de membrana devem ser
compativeis com o solvente para evitar sua dissolugdo durante o
tratamento da amostra; uso de filtros de alta porosidade (>2 um) é
recomendado para vazoes altas e filtros de posidade baixa (<0,2
um) sdo usados para remover batérias

-CENTRIFUGACAO: amostra é colocada no tubo da centrifuga fechado
e submetida a alta rotagdo para decantagdo; remocdo dos solidos do
fundo do tubo pode apresentar problemas praticos; ideal quando o
sobrenadante contém o analito de interesse



METODOS TiPICOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA SUSPENSOES

-SEDIMENTACAO: amostra é levada a sedimentagdo em um tanque,
permanecendo ali por um tempo longo; velocidade de decantagdo
depende do raio de Stokes;



METODOS TRADICIONAIS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

principios e comentarios

‘EXTRACAO LIQUIDO-SOLIDO: amostra é colocada em um frasco
fechado e solvente € adicionado para dissolver o analito de interesse;
solugdo € separada do sélido por filtragdo ("shaker/filter” method);
solvente é algumas vezes aquecido ou usado sob refluxo para
aumentar a solubilidade; amostra deve ser finamente dividida;
amostra pode ser agitada manualmente ou automaticamente; amostra
é filtrada, decantada ou centrifugada para separar sélidos insoliveis

‘EXTRACAO EM SOXHLET: amostra é colocada em um reservatério
poroso descartavel (thimble (dedal) ou papel); refluxo constante de
solvente passa pelo dedal e dissolve os analitos de interesse que sdo
coletados continuamente em um frasco de destilagdo; extracdo ocorre
em solvente puro; amostra deve ser estavel no p.e. do solvente;
lento, mas o processo ndo necessita supervisdo (extragdo exaustiva);
barato; recuperagdes excelentes: em geral usado como método de
referéncia



METODOS TRADICIONAIS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

‘FORCED-FLOW LEACHING: amostra é colocada em um tubo pelo qual
é forgada a passagem de solvente; tubo é aquecido a femperaturas
proximas a ebuli¢do do solvente; adequado para amostras
particuladas; solvente deve ser bombeado ou forgado através da
amostra com o auxilio de pressdo externa (nitrogénio); requer um
volume menor que o Soxhlet, com recuperagoes semelhantes e mais
rdapida

‘HOMOGENEIZACAO: amostra é colocada em um liquidificador
(blender) juntamente com solvente; amostra é dividida em finamente
durante processo; solvente é filtrado para tratamento posterior; usado
para tecidos de plantas e animais, na andlise de alimentos e
amostras ambientais. solventes orgdnicos ou inorganicos podem ser
usados; gelo seco ou terra diatomdceas podem ser adicionados



METODOS TRADICIONAIS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

:SONICACAO: amostra finamente dividida é dispersa em solvente e
submetida a radiagdo em um banho de ultra-som; dissolugdo é
promovida pelo processo de ultra-som; banho pode ser aquecido;
seguro; rdpido; melhor para particulas grossas ou materiais
granulares; contato eficiente da amsotra e solvente

-DISSOLUCAO: amostra é tratada com solvente extrator e levada
diretamente a solugdo com ou sem reagdo quimica; sélidos inorgdnicos
requerem solugdes dcidas ou basicas para dissolugdo completa;
amostras organcias podem ser dissolvidas diretamente em solvente;
filtragdo pode ser indicada apos dissolugdo



METODOS MODERNOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

principios e comentdrios

-ACCELERATED SOLVENT EXTRACTION (ASE): amostra é colocada
em um frasco apropriado fechado e aquecida acima do seu ponto de
ebuligdo, causando um aumento de pressdo no frasco; amostra extraida
é removida automaticamente e transferida para um vial para
tratamento posterior; aumenta grandemente o processo de extragado
sdlido-liquido; automatizado; amostra extraida é diluida, portanto
deve ser posteriormente concentrada; questoes de seguranga

-EXTRACAO EM SOXHLET AUTOMATIZADA: combinagdo de
solvente aquecido e extracdo em Soxhlet; amostra é colocada no
thimble (dedal?) e imersa em solvente aquecido; em seguida procede-se
a extragdo por Soxhlet convencional; usa menos solvente que a
extragdo convencional; solvente é recuperado para uso posterior;
diminui o tempo de extragdo devido ao processamento em duas
etapas



METODOS MODERNOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

-EXTRAGAO EM FLUIDO SUPERCRITICO: amostra é colocada em um
frasco apropriado fechado onde um fluido supercritico (CO,, por
exemplo) é passado; apds despressurizagdo do sistema, o analito
extraido é coletado diretamente em solvente ou capturado em um
sorvente sdlido, requerendo dessor¢do deste (ltimo por passagem de
solvente; versoes automatizadas e manuais estdo disponiveis;
modificagdo da polaridade do fluido, sua densidade pode ser
alterada pela adigdo de solvente; amostra coletada é geralmente
concentrada e livre de contaminantes (CO, é removido apos
extragao)



METODOS MODERNOS DE PRE-TRATAMENTO
PARA AMOSTRAS SOLIDAS

-EXTRAGAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS: amostra é colocada
em um frasco aberto ou fechado, com solvente apropriado, e aquecida
pela energia de micro-ondas; solvente de extragdo pode absorver a
radiagdo do micro-ondas ou ndo; no primeiro caso, a amostra é
colocada em um frasco especial que resiste a altas pressoes e
aquecida a temperaturas bem superiores ao seu p.e.; no caso do
solvente ndo absorvente de radiagdo micro-ondas, o frasco pode ser
aberto, pois ndo ha aumento de pressdo; precaugoes com uso de
solventes orgdnicos e altas pressdes

-EXTRACAO TERMICA: forma de amostragem por headspace onde a
amostra é aquecida a temperaturas elevadas (até 350 °C); sistema pode
ser construido com quartzo ou silica fundida para evitar reagdo dos
analitos extraidos com o material do frasco; usado para solutos
com baixa pressdo de vapor



© P2, INTRODUCAO AOS METODOS CROMATOGRAFICOS
. EM FASE LIQUIDA

P10. DETECTORES OPTICOS DE USO COMUM EM
CROMATOGRAFIA

14. Métodos qualitativos
15. Métodos quantitativos
16. Validagdo



METODOS QUALITATIVOS

-Spiking com padroes
‘Razdo de comprimentos de onda
(antigas anotagdes de CE)

-Coleta de fragdes para IR, NMR e MS
(MS como detector)



METODOS QUANTITATIVOS

*‘MEDIDA DO SINAL:

‘ruido (constante de tempo)
-altura de pico

*drea de pico

-METODO QUANTITATIVO
‘Normalizagdo da drea
Fator de resposta
*Calibragdo externa
‘Padronizacdo interna
Adi¢do de padrdo
‘FONTES DE ERRO

- ANALISE DE TRACOS

*Collins p168; Snyder p 643 o ° ° °



VALIDACAO

-EXATIDAO
» comparagdo com padrdo de referéncia
‘recuperagao
-adi¢do de padrado
-PRECISAO
- LINEARIDADE
- INTERVALO LINEAR
-LIMITE DE DETECCAO
-LIMITE DE QUANTIFICACAO
-ESPECIFICIDADE
-spiking com interferentes
-degradagdo da amostra
-aquisi¢do de dados
-cross-check

Snyder p685; artigos: Ira Krull, Anal Chem,, USP25 . o

‘ROBUSTEZ
‘RESISTENCIA
‘ESTABILIDADE
‘EQUIVALENCIA

‘t-Teste

‘F-teste
‘ANOVA
‘Q-teste



