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Cromatografia

Diferenca de velocidade de transporte entre as substancias quando

dissolvidas em fluido que atravessa determinado meio
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Cromatografia

Mikhael Semenovich Tswett (1906)

Separacao de componentes de extratos de folhas e gema de ovo

{ "Redescoberta” na déecada de 30 ]

Kuhn & Lederer

Coluna recheada de carbonato de calcio (fase estacionaria)
e éter de petroleo (fase movel)



Cromatografia

{ Cromatografia de troca ionica ]

Adams & Holmes (decada de 30)

Primeiras resinas de troca ionica

{ Pressurizacao da fase movel }

Moore & Stein (1958) — introducao de bomba peristaltica e
fotometro para deteccao

Hamilton & Andrews — bomba de pistéao (similar a HPLC)



Cromatografia por troca ionica
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HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

AR

Avanco natécnica de cromatografia liqguida em coluna

- Rapidez das analises (presséao)

- Reutilizacao das colunas

- Permite alterar a fase movel ou realizar
misturas no proprio equipamento

- Pode ser automatizada




Descarte
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Solventes - HPLC

Agua tamponada
Metanol
Acetonitrila
THF

Mistura de dois ou trés
solventes

MODO ISOCRATICO (1)



Bomba - HPLC

Bomba de pistao (check valves)

Ajuste de pressao e fluxo da fase movel

Valvula de purga




Injetor - HPLC

Seletor de duas posicoes (carga e injecao)

Alca de amostra —entre 5 e 20 L

Excesso de amostra € descartada (lavagem)




Coluna - HPLC

Particulas de 5 — 10 pm — PRESSAO

Particulas de 2 ym — UPLC

Matriz rigida de estireno-

divinilbenzeno, ou silicone, ou

ordem de poucos um (10-°* m) sdo
!’ comumente utilizadas em colunas
cromatograficas desenvolvidas grupos trocadores sulfonicos

para separac¢oes analiticas ou amonio quaternario

fluorcarbono, modificado com




Coluna - HPLC

Ir
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Fotodetector - HPLC

Detector espectrofotométrico
Lampada emissora de luz ultravioleta + filtro de comprimento de onda

Leitura dos dados conforme a absorbancia do comprimento de onda

selecionado pelos analitos — computador
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Interpretacao das leituras - HPLC

Computador com programa instalado

Registro dos picos de absorbancia guando da passagem de um analito pela
célula de fluxo

Posicao no eixo “tempo” — velocidade de transporte
Altura do pico — quantidade do analito

230 nm

Picos proximos: mudar a forca do solvente

” ‘ A para separar os analitos
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Descarte
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HPLC para determinacao de aminoacidos




Etapas - HPLC para AA

» Preparo da amostra

» Hidrolise proteica
» Derivatizacao (pre ou pos coluna)
» Separacao dos AA individuals por cromatografia

» Deteccao e quantificacao dos AA separados



Preparo da amostra - HPLC para AA

» Amostras liguidas

« Aliquota diretamente no tubo de hidrdlise

 Secagem

« Liofiizacao - amostras inicialmente congeladas (pois amostras ja

liquidas borbulham no vacuo) e amostras termossensivels.

« Concentrador centrifugo > amostras liquidas nao congeladas

(vantagem na HPLC que usa solventes organicos gue nao

congelarao ou nao se manterao congelados durante a secagem)

* Proteinas precipitadas - Secagem e tratadas como amostras secas
Rutherfurd and Gilani (2009)



Preparo da amostra - HPLC para AA

> Amostras secas

 Amostras moidas e homogeneizadas

« Cuidados:

* GARANTIR A PASSAGEM DE TODO MATERIAL PELO MOINHO, evitando

separacao de particulas e ndo homogeneizacao da amostra

- NAO PROVOCAR AQUECIMENTO DO MOINHO, provocando alteracbes nos

aminoacidos/proteinas e reaco0es com acucares presentes na amostra

 Mais de 10% de EE = RETIRAR A GORDURA COM SOLVENTE ou SOXTEC (evitar

devido a alta temperatura
P ) Rutherfurd and Gilani (2009)



Preparo da amostra - HPLC para AA

» Amostras fisiologicas

 Digesta e fezes - Liofilizacao e moagem

« Sangue total (com anticoagulante) urina e saliva - Aliquota direto no

tubo de hidrolise e posterior liofilizacdo ou secagem no concentrador

centrifugo

 Plasma - Separacao da proteina por precipitacao com solventes (metanaol,

etanol, acetona e acetonitrila) ou acidos (5-sulfosalisilico, acido picrico e

acido percldrico) - Centrifugacao para separacao da proteina precipitada.
Rutherfurd and Gilani (2009)



Hidrolise - HPLC para AA

» Quebrar as ligacOes peptidicas e liberar os AA

» Moore and Stein (1948, 1951) - Hidrdlise acida
« HCI (6 M), “oxygen free”, 110°C, por 18-24 horas

AA nao estaveis a hidrolise

(Asparagina, Glutamina, Serina, Treonina, Cisteina, Metionina, Tirosina, Valina, Isoleucina, Triptofano, Lisina)

4

ModificacOes quimicas

Asp e Glut Tri Tir Lis
(Deaminacéao, destruicao, oxidacao, halogenacao, nao clivagem, reacoes de Maillard)
Ser e Tre Met Val e Iso

4

Sub ou super-estimados



Hidrolise - HPLC para AA

» Estratégias de hidrolise = Pouco sucesso

Hidrolise automatica
usando resinas solidas de

troca cationica super forte

Hidrolise rapida (HCI) a
160°C por 60 minutos

Microwave-assisted acid
hidrolysys (150°C por 3 h
ou 160°C por 5 min)

=)

$ 3

70-75% de recuperacao em

comparacao com a hidrdlise acida

Masuda, A and Dohmae, N (2010)

98,4% de recuperacao, porém,

baixa repetibilidade

Marino et al. (2009)

85% de recuperacao, porem, poucos

tipos de amostra e AA avaliados

Messia et al. (2008), Damm et al. (2010), Kabarra et al. (2011)



Hidrolise - HPLC para AA

» Garantindo o ambiente livre de oxigénio
» Sparging inert gas (Nitrogénio)

« Borbulhar o gas inerte na amostra com pipeta de Pasteur

Amostra pode ser perdida na ponta da pipeta

* |nocular o gas inerte no espaco acima da amostra no tubo

Nao retira o oxigénio presente na amostra em si

« Borbulhar o gas inerte na solucao de hidrolise antes de adiciona-la
na amostra e durante a hidrolise e inocular o gas no espaco acima

da amostra
FAO/WHO (1991), Yamada (1991), Weiss (1998)



Hidrolise - HPLC para AA

» Garantindo o ambiente livre de oxigénio

» Sparging inert gas and degassing with vacuum

 EXige tubos especializados para hidrdlise, conectados a entrada do

gas inerte, e tampa de rosca

 Aplica-se o vacuo e quando parar de borbulhar - Inocula-se o gas

iInerte. OBS: pode-se repetir 0 processo

* Processo eficiente, porem, exige tubos especializados e pode haver

vazamento pela tampa de rosca.

FAO/WHO (1991), Yamada (1991), Weiss (1998)



Hidrolise - HPLC para AA

» Garantindo o ambiente livre de oxigénio

» Sealed-tube approach

e Ponta do tubo na forma de flecha

« Conectar o tubo (amostra + HCI) em uma bomba de vacuo - Apo0s o

borbulhamento cessar - Derreter a ponta do tubo

FAO/WHO (1991), Yamada (1991), Weiss (1998)



Cromatografia - HPLC para AA

> SEPARACAO POR TROCA IONICA (DERIVATIZACAO POS-COLUNA)

e (Coluna de troca cationica

« Utlliza a propriedade de zwitterion dos AA - Dependendo do pH -

Carregados + ou - devido aos grupamentos amino e carboxil

+ 4+ +

pH =2 N

pH = P °eo
e00




Cromatografia - HPLC para AA

> CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA (DERIVATIZACAO PRE-COLUNA)

« Utiliza a propriedade de polaridade dos AA

 Coluna C18 — Hidrocarboneto (18C) ligado a silica

’s\o/\\/% T T B P T WL

Fase movel sempre mais polar do que fase estacionaria

Somente triptofano, tirosina e fenilalanina sao separados com eficiéncia

4

Derivatizacao pré-coluna para tornar os AA mais hidrofébicos



Cromatografia - HPLC para AA

> DERIVATIZACAO

« Tornar os AA mais hidrofébicos na pre-coluna (HPLC de fase reversa)

« Permitir deteccao utilizando absorbancia ou fluorescéncia

e AA nao sao naturalmente cromoforos

* Principio:
Reagente + AA — Reagente + AA
Niidrina Composto detectavel

OPA (o-phtaldialdeido)
PITC (Fenilisotiocianeto)*
AQC (6-aminoquilonil-N-Hidroxissuccinimidyl)*
FITC (Fluoresceina isotiocianeto)*



pH =
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Derivatizacao pré coluna
(HPLC - fase reversa)
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Consideracoes finais

HPLC para determinacao de aminoacidos




Preparo da
amostra

Tipo de amostra
Homogeneizacao
Processamento/Qualidade

Armazenamento

Hidrolise

HCI (6 M), “oxygen free”, 110°C, por 18-24 h
Quais aminoacidos quer analisar?
Tipo e numero de amostras

“Oxygen-free”
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Especificidade (AA nao-proteico e
compostos c¢/ funcdo amino)

Espectometria de massa?

Derivatizacao
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Separacao
iIOnica dos AA

ou

Separacao por
polaridade
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Derivatizacao
(pré-coluna)
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