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CROMATOGRAFIACROMATOGRAFIA

 Técnica de separação na qual os
componentes de uma amostra são
distribuídos entre duas fases.

Fase estacionária (grande área superficial)

Fase móvel

SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA CLASSIFICAÇÃO DAS TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS

CROMATOGRAFIACROMATOGRAFIA

GÁSGÁS
FLUIDOFLUIDO

SUPERCRÍTICOSUPERCRÍTICO
LÍQUIDOLÍQUIDO

GÁSGÁS--SÓLIDOSÓLIDO GÁSGÁS--LÍQUIDOLÍQUIDO COLUNACOLUNA PLANARPLANAR

TLCTLC PCPC

Fase móvel

Fase estacionária

Forma da coluna

Agricultura, pecuária e veterinária

Alimentos

Cosméticos e Higiene

Ambiental
Fármacos

Dopping

Combustível

Clínica
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Herbicidas
Ivermectina/Ivomec – Estudo de Bioequivalência

Óleos 
essenciais
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Composição ácidos fenólicos e aminas biogênicas
Propriedades organolépticas  (cor, odor, sabor)
Variedades das uvas

Vinho Tinto Polifenóis

standard solution 

Sample

Cachaças orgânicas brasileiras: 
perfil físico-químico e 
cromatográfico
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SEPARAÇÃO CROMATOGRÁFICA

CROMATOGRAMA 

PARÂMETROS 
IMPORTANTES

24

Cromatograma Esquemático
Forma Gaussiana

uracila
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ALARGAMENTO DE UMA BANDA 
CROMATOGRÁFICA

to

t1

t2

27

Pico Gaussiano - difusão longitudinal

28

1. EFICIÊNCIA DA COLUNA 
(picos mais estreitos)

Cada “estágio” de equilíbrio é 
chamado de PRATO TEÓRICO
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1. Eficiência da Coluna

Outra maneira de medir-se a eficiência é através da 
Altura Equivalente a um Prato, H:

HH é o comprimento necessário de uma coluna para é o comprimento necessário de uma coluna para 
gerar um prato teórico. Quanto maior gerar um prato teórico. Quanto maior NN menor menor 
será será HH e mais eficiente a coluna.e mais eficiente a coluna.



H
L

N


Comparação entre 
diferentes colunas(mm)

h = H/dp – altura do prato 
reduzido
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RS = Resolução entre dois picos; tR1 = Tempo de 
retenção do pico 1; tR2 = Tempo de retenção do 
pico 2; wb1 = Largura do pico 1 na base; wb2 = 
Largura do pico 2 na base.

2. Resolução, RS

R
t t

w wS
R R

b b





2 1

1
2 1 2( )

33

Para 2 picos adjacentes wb1  wb2  , podendo-se 
escrever:

RS valerá 1 quando tR = wb2

2. Resolução, RS
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% Separação em função de RS

RS 0,50 0,90 1,00 1,10 1,25 1,50 2,00 2,50
% 68,28 92,82 95,44 97,22 98,76 99,73 99,99 100,00

tR (em ) 2,0 3,6 4,0 4,4 5,0 6,0 8,0 10,0

Rs = 1,25  

(fins quanti)

Rs > 1,5 
(completa)
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2. Resolução, RS
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2. Resolução, RS
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2. Resolução, RS
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2. Fator de Retenção, k

tM = tempo que uma molécula da fase móvel passa na 
coluna; denominado de “hold-up time”, tempo morto ou 
tempo de retenção de um soluto não retido.
t’R = tempo de retenção ajustado ou tempo que o soluto 
passa na fase estacionária.
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FATOR DE RETENÇÃO (1 k  10)

Análise de múltiplos componentes (0,5 k  20)

40

O fator de separação, , é a relação existente entre 
o tempo que dois picos permanecem na fase 
estacionária.

3. Fator de separação, 

Quanto maior o valor de Quanto maior o valor de , mais seletiva será , mais seletiva será 
a fase estacionária para aquele par de a fase estacionária para aquele par de 
compostos.compostos.


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Fator de retenção
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3. Fator de separação,  Eficiência
Resolução
Fator de retenção
Fator de separação

tRA = 2,5 min       tRB = 4,6 min         tRC = 6,2 min
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As = b
a

FATOR DE                               FATOR DE

ASSIMETRIA                         ALARGAMENTO

TF = (a + b) 
2a

As = 1,0 – 1,05
Excelente
As = 1,2 satisfatório

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE 
ALTA EFICIÊNCIA

Profa. Dra. Maria Eugênia Queiroz Nassur

HPLC- ANALITOS

• AMOSTRA SOLÚVEL NA FASE MÓVEL
• ESPÉCIES IÔNICAS
• MACROMOLÉCULAS
• COMPOSTOS DE ALTA MASSA MOLAR 
• COMPOSTOS TERMICAMENTE INSTÁVEIS
• A MAIORIA DAS SEPARAÇÕES OCORRE EM 

TEMPERATURA AMBIENTE
• PERMITE POSTERIOR CARACTERIZAÇÃO 

ESTRUTURAL

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIACROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA
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Sistema Bidimensional COLUNAS

Colunas Comprimento
(cm)

Diâmetro 
interno
(mm)

Vazão Tamanho 
de partícula
(µm)

Analítica HPLC 5-30 2-6 1 – 5 mL/min 3, 5, 10

Analítica
UHPLC

5-15 1-2,1 < 1 mL/min < 2,0

Capilar 
recheada

20-200 0,25 – 0,5 0,1 – 2 L/min 1, 3

Capilar aberto 100 – 10.000 0,01 – 0,075 0,05 – 2 L/min a

Preparativa  20  10  1 mL > 10

a: filme líquido ligado às paredes

Colunas recheadas com partículas de sílica de 
diâmetros iguais a) 10 m b) 5 µm

ALTURA DO PRATO EM FUNÇÃO DA VAZÃO PARA TAMANHOS DE PARTÍCULAS DA FASE ESTACIONÁRIA

INTRODUÇÃO DA AMOSTRAINTRODUÇÃO DA AMOSTRA

Diluir a amostra em fase móvel ou em um dos componentes

Evitar - precipitação no injetor ou coluna
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INJETOR – ALÇA DE AMOSTRAGEM

- POSIÇÃO CARREGAR

ALÇA DE AMOSTRAGEMALÇA DE AMOSTRAGEM

- POSIÇÃO INJETAR

ENTRADA DA SERINGA COM  AMOSTRAENTRADA DA SERINGA COM  AMOSTRA

ENTRADA DA FASE MÓVELENTRADA DA FASE MÓVEL ENTRADA DA FASE MÓVELENTRADA DA FASE MÓVEL

5-20 L

Volume da amostra: 1% do 
volume da coluna vazia
Vc = p r2 L

4-40°C

PROTEÇÃO DA COLUNA

• COLUNA DE GUARDA (PRÉ – COLUNA) 
• FASE ESTACIONÁRIA - ANÁLOGA A COLUNA ANALÍTICA
• 1  A 4 cm DE COMPRIMENTO
• ADSORÇÃO IRREVERSÍVEL DE IMPUREZAS
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RESERVATÓRIO 
FASE MÓVEL

Filtro – 2 m

Baixa solubilidade do 
hélio – dispersão do 
gás

Para a bomba

Saída 
de ar tampa

Filtro
Aço 
inoxidável 
316 – 10µm

polietileno de altíssima densidade

Desgaseificação da fase móvel

FASE MÓVEL

• MISTURA DUAS OU MAIS SUBSTÂNCIAS MISCÍVEIS
• ALTO GRAU DE PUREZA – sensibilidade analítica (filtrar e eliminar 

gases dissolvidos)
• SOLUBILIZAR A AMOSTRA - SEM DECOMPOSIÇÃO DOS 

CONSTITUINTES
• NÃO SOLUBILIZAR OU DECOMPOR A FASE ESTACIONÁRIA
• BAIXA VISCOSIDADE E PONTO DE EBULIÇÃO
• AQUECIMENTO DA COLUNA
• Diminui tr, melhor resolução, menor viscosidade, aumento da 

difusão, melhor repetitividade tr
• BAIXA ABSORÇÃO NA REGIÃO UV

• ISOCRÁTICA
• ELUIÇÃO POR GRADIENTE

Filtros e purificadores de água

0.22 μm Millipak membrane filter 
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ÁGUA ULTRAPURA

Resistividade 18.2 MΩ.cm  - 25 °C 

TOC < 10 ppb

Micro-organismos
< 0.1 cfu/ml after Millipak or BioPak
(membrana filtradora de 0,22 μm)

Vazão 1.5 L/min

Cfu: Colony Forming Unit

EFEITO DA TEMPERATURA NA 
SEPARAÇÃO 

CROMATOGRÁFICA

-Diminuição viscosidade
-Difusibilidade
- Transferência de massas

Separação carotenóides
Coluna C18, 5% THF em metanol

15ºC

20ºC

25ºC

30ºC

35ºC

TEMPERATURA DA COLUNA (30-60C)

• DIMINUI A VISCOSIDADE DA FASE MÓVEL 

• DIMINUI O TEMPO DE ANÁLISE

• MAIOR REPETITIVIDADE TR

• PONTO DE EBULIÇÃO DOS SOLVENTES
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DETECTOR UV 
Comprimento de onda limite 

FASE MÓVEL UV nm
ACETONITRILA 190

METANOL 205
ÁGUA 190
THF 210

ACETATO DE ETILA 250

N-HEXANO 200
1-PROPANOL 200

TAMPÃO ACETATO 210 (10mmol/L)

TAMPÃO FOSFATO < 200 (0,1%)

DETECTOR UV 
Comprimento de onda limite 

Influência dos diferentes modos de preparar a 
fase móvel na resolução cromatográfica

Contração do 
volume

MEDIR VOLUMES 
SEPARADAMENTE

DIARIAMENTE

-EVAPORAÇÃO DO 
SOLVENTE

HPLC

NÃO 
IÔNICOS

FASE
NORMAL

FASE
REVERSA EXCLUSÃO

IÔNICOS

SUPRESSÃO
IÔNICA

PAR
IÔNICO

TROCA
IÔNICA

Caráter iônico, polaridade, massa 
molar 

CLASSIFICAÇÃO MECANISMOS DE SEPARAÇÃO 

HPLC

Mecanismo de separação

• FASE ESTACIONÁRIA: POLAR
• FASE MÓVEL: MENOS POLAR FE
• MECANISMO DE SEPARAÇÃO : ADSORÇÃO

• LIGAÇÕES DE HIDROGÊNIO
• DIPOLO – DIPOLO
• DIPOLO INDUZIDO –DIPOLO (moléculas polarizáveis – moléculas 

aromáticas)

• LIGAÇÕES p

CL EM FASE NORMAL 

CROMATOGRAFIA LÍQUIDO SÓLIDO

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE NORMAL

• CONFIGURAÇÃO ESPACIAL (cis-trans)
• Isômeros estruturais (diferem na posição dos átomos ou 

grupos)

• ELETRONEGATIVIDADE
• DIFERENTES GRUPOS FUNCIONAIS
• NÚMEROS DE GRUPOS FUNCIONAIS
• (ácidos graxos e álcoois)
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Mecanismos de separação

Superfície adsorvente Superfície adsorvente

1° camada Fase móvel

2° camada

Fase móvel

Analito Fase móvel

Competição – solvente          Interação/competição - solvente

FM apolar ou moderadamente 
polar – fraca interação dipolo

FM polar adsorção

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE NORMAL

Sílica                       Acetona                 Amina

Fase estacionária     Fase móvel           Amostra

PARÂMETRO DE POLARIDADE – SNYDER 
CROMATOGRAFIA POR ADSORÇÃO

SOLVENTE  
 
(FORÇA ELUENTE) 

HEXANO, HEPTANO 0,00 
CLOROFÓRMIO 0,26 

CLORETO DE 
METILENO 

0,32 

ÉTER METIL t -BUTIL 0,35 
ÉTER ETÍLICO 0,38 

ACETATO DE ETILA 0,48 
DIOXANO 0,51 

ACETONITRILA 0,52 
THF 0,53 

1 OU 2-PROPANOL 0,60 
METANOL 0,70 

°

Éter metil-t-butil ° = 0,48

Hexano: éter metil-t-butil 9:1 v/v ° = 0,14

Hexano ° = 0,0

1 = -xileno, 2= nitrobenzeno, 3 = acetofenona, 4 = 2,6 dinitrotolueno

LiChrosorb Si 60 5 µm

Alfa, beta, gama e delta
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HO- ligação de H

corticóide sintético

0,26: 0,6 - Força fase móvel

Posição da dupla 
ligação

Lichrosorb Si 60, 5 µm 
FM: éter dietílico

Petasites hybridus

(Ligação H)

Substance class : Phenyls
Column : Chromolith® 
Performance Si, 100-4.6 mm (Cat. 
No. 1.51465)
Mobile Phase : n-Heptane 
(LiChrosolv® Cat. No.1.04390) / 
Ethyl acetate (97/3, v/v)
Sample : 1. Biphenyl; 2. m-
Terphenyl; 3. m-Quaterphenyl; 4. 
m-Quinquephenyl
Merck KGaA,

FASE ESTACIONÁRIA QUIMICAMENTE LIGADA –
estabilidade e repetitividade

Si – OH + Cl - Si - R`   Si – O – Si – R` + HCl

R

R

R

R

GRUPOS SILANÓIS

(-Si-OH) 

SUPERFÍCIE SÍLICA GEL

Organoclorosilanos

(agente sililante)

LIGAÇÕES SILOXANO (Si-O-Si-R3)

50% DOS GRUPOS SILIANÓIS

Catalizador – amina terciária 

R- grupo metila

R` – cadeia alifática 
ou cadeia alifática 
com grupos 
terminais polares

FASES QUIMICAMENTE LIGADAS
SELETIVIDADE

Criseno

Álcool 
benzílico
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1

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE REVERSA - RPLC

• MAIS UTILIZADA EM LC - 75% SEPARAÇÕES LC  (ANALITOS NÃO 
IÔNICOS)

• FASE ESTACIONÁRIA – APOLAR
• Grupos apolares quimicamente (ligações covalente-

ESTABILIDADE QUÍMICA) ligados aos grupos silanóis da 
sílica

• GRUPOS OCTIL (-C8H17), OCTADECIL
• (-C18H37), FENIL (-C6H5)

• FASE MÓVEL AQUOSA – MENOS APOLAR FE
ORDEM DE ELUIÇÃO

MECANISMOS DE INTERAÇÃO EM FASE REVERSA

• PARTIÇÃO  - interação hidrofóbica
• FASE ESTACIONÁRIA (sítios específicos) – seletividade

• ADSORÇÃO (partículas sólidas modificadas)

SOLVENTE FATOR FORÇA PESO (S)

FASE REVERSA FASE NORMAL

ACETONITRILA 3,2 5,8

ÁGUA 0 10,2

METANOL 2,6 5,1

TETRAIDROFURANO 4,5 4,0

CLOROFÓRMIO 4,1

DICLOROMETANO 3,1

ÉTER ETÍLICO 2,8
ÉTER METIL TERCÉTER METIL TERC--BUTÍLICOBUTÍLICO 2,5

HEXANO 0

CARACTERÍSTICAS DOS SOLVENTES

Forte – polaridade semelhante à fase estacionária
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40% MeOH 
(1,62 mPa 25 °C) 

~0.98 mPa 
(20 %B 25 °C) 

THF: alto UV cut off (215 nm)
Presença de ar pode formar peróxidos explosivos
Carcinogênico

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE REVERSA - RPLC

• FASE MÓVEL AQUOSA
• ACETONITRILA /ÁGUA – BAIXA VISCOSIDADE
• METANOL, THF
• SOLVENTES ORGÂNICOS MISCÍVEIS EM ÁGUA
• MAIOR QUANTIDADE ÁGUA – MAIOR RETENÇÃO 
• ÁGUA (SOLVENTE MAIS FRACO) < METANOL < ACETONITRILA 

< TETRAIDROFURANO 

Força do solvente em 
fase reversa

INFLUÊNCIA DO SOLVENTE DA AMOSTRA NA FORMA DO PICO 
(alargamento do pico ou distorção do pico)

Amostra fenilalanina, FM: tampão pH 3,5: ACN: 92:8 v/v

Diluição tampão com a) 0%, b) 30%, c) 50% d) 70% ACN

Influência da percentagem de água no fator de retenção. 
Eluente: MeOH/H2O: a) 90:10 v/v, b) 80:20 v/v, c) 70:30  v/v e 

d) 60:40 v/v
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SEPARAÇÃO HPLC ISOCRÁTICA SEPARAÇÃO HPLC ISOCRÁTICA

SEPARAÇÃO HPLC ISOCRÁTICA ELUIÇÃO POR GRADIENTE

Força cromatográfica aumenta gradativamente

ELUIÇÃO POR GRADIENTE
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Eluição isocrática Gradiente de eluição

Gradient elution separation of a mixture of flavonoids. Mobile phase A is an 
aqueous solution of 0.1% formic acid and mobile phase B is 0.1% formic acid in 
acetonitrile. The initial mobile phase is 98% A and 2% B. The percentage of 
mobile phase B increases in four steps: from 2% to 5% over 5 min, beginning at 
0.5 min; from 5% to 12% over 1 min, beginning at 5.5 min; from 12% to 25% 
over 15 min, beginning at 6.5 min; and from 25% to 60% over 20 min, 
beginning at 21.5 min.

TIPO DE ELUIÇÃO EM HPLC

- Maior simetria para os picos                        - Ruídos da linha de base

-Melhor resolução e detectabilidade             - Estabilizar (voltar) a                      
condição inicial

- Menor tempo de análise

ELUIÇÃO POR GRADIENTE

Mudança da pressão com a variação da composição da FM

Viscosidade da FM
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V
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Coluna: RP-C4
25 cm x 4,6 mm di, 5 µm

Gradiente linear
0-90% ACN
1 mL/min
25ºC

Separação de herbicidas em fase reversa (Supelcosil LC-ABZ, 25 cm x 4,6 mm) com 
gradiente de eluição de 10 a 90% de acetonitrila em água, aumento 0,5% de 
acetonitrila por minuto. 1- metamitron, 2-fenuron, 3-mitonuron, 4-simazina, 5-
bromacil, 6-cianazina, 7-atrazina, 8-carbaril, 9-isoproturon, 10-promacil, 11-
propazina, 12-terbutilazina, 13-linuron, 14-propanil, 15-prometrina, 16-fenamifós, 
17-fenitrotion, 18-paration, 19-permetrina. 

Normal and reverse phase – cyanopropyl group – medium polarity
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Pentafluorfenil

MANTER POLARIDADE
MUDANÇA SELETIVIDADE (MeOH:H2O 70:30 v/v)

•  c =  b  x Sb/ Sc

•  c: fração em volume do novo solvente
•  b : fração em volume do solvente inicial
• Sb: Fator força peso do solvente B
• Sc: Fator força do solvene C

•  ACN = O,76 x 2,6 / 3,2 = 0,617
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30 % ACN

40% MOH

15 % ACN

20 % MOH

15 % ACN

16 % THF

32 % THF

20 % MOH

16 % THF

10 % ACN

13 % MOH

11 % THF

Triângulo de seletividade 

Eicosanóides*

(a) Acetonitrila/água +
0,5 % ác. fórmico

50-65% B - 40 min

65-100% B - 80 min

(b) Metanol/água + 0,5
% ác. fórmico

70-75% - 5 min

75-85 % - 80 min

85-100% - 20 min

METANOL  X ACETONITRILA

*ác. Aracnóide – ácido graxo essencial

Separação de vários fármacos usando colunas de diferentes seletividades. Colunas:
250 mm x 4,6 mm, 5 m, fase móvel metanol-tampão fosfato pH 6,0, fluxo:
1,0 mL/min. Picos: 1. norefedrina, 2. nortriptilina, 3. tolueno, 4. imipramina, 5.
amitriptilina.

CN e fenil - ligaçõesp-p

MAIOR COMPRIMENTO DA CADEIA ALQUílica – MAIOR k 
(k - C8 e C18 não significativo, mais estáveis)

METANOL:ÁGUA (60:40 v/v)
1-acetona, 2-p-metoxifenol, 3-fenol, 4-m-cresol, 5-3,5 xilenol, 6- anisol, 7-fenilfenol

Mais 
hidrofóbica
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CROMATOGRAFIA LÍQUIDA COM 
SUPRESSÃO IÔNICA

-EXTENSÃO CLRP
-COMPOSTOS IONIZÁVEIS

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE REVERSA -
ANALITOS IONIZÁVEIS

• SUPRESSÃO DA IONIZAÇÃO
• ADIÇÃO SOLUÇÃO TAMPÃO A FASE MÓVEL – 5 a 25 

mM (capacidade tamponante – solubilidade em solventes orgânicos)

• ANALITOS ÁCIDOS FRACOS OU BASES FRACAS  pKa
= 2 a 8

• SOLUÇÃO TAMPÃO pH 3-8
•• FASE MÓVEL pH FASE MÓVEL pH  8 8 –– SÍLICA SOLÚVELSÍLICA SOLÚVEL
• Composto não ionizado ou parcialmente ionizado –

retenção em FR

Hidrólise da ligação siloxano da sílica (fase 
reversa), em pH abaixo de 2

2 < pH < 8 estável

pH > 8 
Sílica solúvel

ESTABILIDADE DA 
FASE ESTACIONÁRIA

-Meio alcalino ataca 
silanóis – dissolução da 
sílica
-Degradação da fase 
estacionária

Efeito da concentração da solução tampão na separação de 
propanolol. Coluna em fase reversa X terra – C18, fase móvel 
metanol: tampão succinato, pH 5,61 (40:60 v/v). 

Capacidade 
tamponante –
25 mM
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CROMATOGRAFIA LÍQUIDA EM FASE REVERSA -
ANALITOS IONIZÁVEIS

• COMPOSTOS ÁCIDOS
• –TAMPÃO ACETATO OU FOSFATO
• - ácido acético ou fosfórico pH 2-5           (pH = pKa – 1,0)
• COMPOSTOS BÁSICOS –TAMPÃO FOSFATOS ALCALINOS
• - NH4OH, trietilamina, dibutilamina – pH 7-8     (pH = pKa + 1,0)

• Mudanças de retenção pKa ± 1,0
• 5 - 10 mmol/L

• HA               A- + H+

• B + H+  BH+

• Hidrofóbica                          Hidrofílica
• Maior retenção em FR          Menor retenção em FR

pH = pKa + log [A-] / [HA]
pH = pKa + log 1/10
pH = pKa -1

Equação de Henderson-Hasselbalch

LC-MS interface – vaporizar a fase móvel

Solubility of Potassium Phosphate, pH 7.0, in Common 
HPLC Solvents

Solubility of five buffers in mixtures 
with (a) methanol, (b) acetonitrile, 
and (c) tetrahydrofuran,
where — represents ammonium 
acetate at pH 5.0, •••• represents 
ammonium phosphate
at pH 3.0, --- represents potassium 
phosphate at pH 3.0, –••– represents 
ammonium phosphate
at pH 7.0, and – – represents 
potassium phosphate at pH 7.0. 

solubility of cations in water 
(NH4

+ >  K+ > Na+).

Solubility of Various Buffers in Acetonitrile
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pKa Values of Bases in Methanol–Water 
and Acetonitrile–Water

Relação teórica entre o 
fator de retenção (k) e 
o pH da fase móvel

Separação de bases fracas

(pH = pKa – 1,0)

bases, ionizáveis, e compostos iônicos 

Silanol surface  ≈8 μmol/m2

Chemical modification > 4 μmol/m2

Interação de 
aminas 
(trietilamina)
com grupos 
silanóis livres 
na superfície 
da coluna C8

Reduzir 
cauda de 
compostos 
básicosAlternativa: colunas sílica mais pura 

menos ácida, colunas capeadas,
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TRATAMENTO DA SÍLICA

Menos 
ácida

CAPEAMENTO  - silanóis residuais (picos largos e assimétricos)  -

desativados COMPOSTOS BÁSICOS

GRUPOS SILANÓIS ÁCIDOS 
(FRACO)  RESIDUAIS
REAÇÕES  
ORGANOCLOROSILANO

TRIMETILCLOROSILANO
Agente sililante mais reativo e 
menos volumoso – reação de 
capeamento
Bloqueio não completo –
grupos silanóis
Recomendável – CLPI

Picos assimétricos: tr e área
(baixa reprodutibilidade)

trimethylchlorosilane  ou 
dichlorodimethylsilane

trimethylsilyl 
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ANÁLISE DE ANTICONVULSIVANTES EM AMOSTRAS DE 
PLASMA DE PACIENTES

1: PEMA

2: PB

3: PRM

4: LTG

5: MPRM

6: CBZ-E

7: PHT – pKa = 8,3

8: CBZ
solução tampão fosfato de potássio (0,01 
mol. L-1, pH 7,5) – acetonitrila – metanol (65: 
18: 17 v/v/v) 

QUEIROZ, MEC QUEIROZ, MEC et alet al. 2002. 2002

ANÁLISE DE ANTIDEPRESSIVOS EM AMOSTRAS DE 
PLASMA DE PACIENTES

tampão acetato de sódio (0,01 mol. L-1, pH 5,4) –
acetonitrila (50: 50 v/v) 

1: DES

2: NOR

3: IMI

4: AMI

5: CLO

QUEIROZ, MEC QUEIROZ, MEC et alet al. 2002. 2002

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA COM SUPRESSÃO IÔNICA Coluna XTerra MS C18 
(150 x 3,9; 5 μm). 

metanol:tampão fosfato 20 
mmol/L. 

1. paracetamol pKa = 10 
(neutro)

2. lidocaína pKa = 7,8

3. Doxepina pKa = 9

4. Imipramina pKa = 9,4

5. Nortriptilina pKa = 9,7

6. ibuprofeno pKa = 4,5

CROMATOGRAFIA LÍQUIDA POR 
PAR IÔNICO

ANALITOS IÔNICOS
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FASE REVERSA FASE REVERSA -- CROMATOGRAFIA DE PAR CROMATOGRAFIA DE PAR 
IÔNICOIÔNICO

•• ÁCIDOS E BASES FORTES  ÁCIDOS E BASES FORTES  
•• REAGENTE PAR IÔNICO REAGENTE PAR IÔNICO –– LIPOFÍLICO COM  LIPOFÍLICO COM  

CARGA OPOSTA ANALITO CARGA OPOSTA ANALITO 
• Ionizado – ampla faixa pH fase móvel
• Lipofílico – adsorção FR

•• ANALITO ANIÔNICO ANALITO ANIÔNICO –– TETRAALQUILAMÔNIO TETRAALQUILAMÔNIO 
•• ANALITO CATIÔNICO ANALITO CATIÔNICO –– ÁCIDO ALQUILSULFÔNICOSÁCIDO ALQUILSULFÔNICOS
•• PAR IÔNICO NEUTROPAR IÔNICO NEUTRO

Atração eletrostática e hidrofóbicaAtração eletrostática e hidrofóbica

SOL

SOL

++ -

++ -

- SOLUTO ANIÔNICO

FASE ESTACIONÁRIA LIPOFÍLICA

SOL

-

REAGENTE PAR IÔNICO

PIPI

PIPI

Fase Móvel – mistura de solvente orgânico e água, com ácido, 
base ou solução tampão – pH –promover ionização analito

••MECANISMO DE SEPARAÇÃOMECANISMO DE SEPARAÇÃO

••PAR IÔNICO PAR IÔNICO -- F. MÓVEL F. MÓVEL -- DISTRIBUIÇÃO DISTRIBUIÇÃO 
ENTRE AS FASESENTRE AS FASES

++PIPI

lipofílico

MECANISMO DE SEPARAÇÃOMECANISMO DE SEPARAÇÃO
CROMATOGRAFIA DE PAR IÔNICOCROMATOGRAFIA DE PAR IÔNICO

SOL

SOL

++ -

++ -

- SOLUTO ANIÔNICO

FASE ESTACIONÁRIA LIPOFÍLICA

SOL

-

PIPI

PIPI

Muito lipofílico – equilíbrio com a fase estacionária –
revestimento – fortemente ligado

Removido do eluente – permite uso subseqüente

REAGENTE PAR IÔNICO

CLFR – PAR IÔNICO
analitos ionizados

• ÂNIONS – ácidos fortes ou fracos
• tetraalquilamônio
• [C14H29 (CH3)3N+] cetiltrimetilamônio
• Tamponar fase móvel pH 7,5 

• CÁTIONS – bases fortes e fracas
• Ácidos alquilsulfônicos
• H3C-(CH2)n – SO3

- Na+ n = 4 a 9
• Tamponar fase móvel pH 3,5

Reagente Par iônico adicionado na fase 
móvel

• (separação mistura: ácidos, básicos, anfóteros 
e neutros) valores de pKa semelhantes

• Analitos neutros – não altera retenção
• Íons - mesma carga iônica RPI – diminui 

retenção
• Íons - carga iônica oposta RPI – aumenta a 

retenção
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Soluto: cloridrato de 
piroxina

Reagente PI: 
hexassulfonato de 
sódio

Coluna: C18

MECANISMOS DE RETENÇÃO

• Íons (analito) - carga iônica oposta RPI –
aumenta a retenção – aumenta concentração 
RPI (FM)

• Íons (analito) - carga iônica oposta RPI –
aumenta a retenção – RPI mais lipofílico 

• Retenção de todos analitos diminui - % 
modificador orgânico aumenta, menor 
concentração RPI na FM
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Separação de ácidos
carboxílicos

1 = p-hidroxibenzoato

2 = acetilsalicilato

3 = benzoato

4 = salicilato,

5 = 4,3,5 – dinitrobenzoato

6 = 4-nitrobenzoato

(a) 40 % metanol e 60%
tampão fosfato 0,05 mol/L pH
6,0.

(b) 40 % metanol e 60% tampão
fosfato 0,05 mol/L pH 6,0 e

0,03 mol/L tetrabutilamônio.
(A) Sem par iônico; (B) TetraEtilAmônio; (C) TButilA; (D) THExilA; (E) 
DodecilTrimetilA. 60mM tampão fosfato–NaOH (pH 7.0) 5mM reagente par 
iônico 5% acetonitrila. 


