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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

- PLANO DE AULA:
- (12 PARTE) INTRODUGAO

- (12 PARTE) CROMATOGRAFIA PLANAR

- (12 PARTE) CROMATOGRAFIA EM COLUNA CLASSICA

- (22 PARTE) CROMATOGRAFIA A GAS (CG)

- (32 PARTE) CROMATOCRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
OU (HPLC)



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

CLASSIFICACAO DOS METODOS ANALITICOS
CLASSICOS E INSTRUMENTAIS
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

OBJETIVO
* Separar os componentes de uma mistura;
* Purificar um composto;
* Isolar um composto;
« Quantificar e Qualificar

« Auxiliar na identificacao de um composto.



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

APLICACAO
« Agricultura (Pecuaria, Veterinaria)
« Alimenticia
« Cosmeéticos (Higiene, Perfumes)
 Farmaceéutica (Farmacos)
* Medicina (Hospitais e Clinicas)
- Meio Ambiente (Residuos, Aguas)
« Petroquimica (Derivados)
- Embalagens
 Mineracao

. Ptr_odu;os Naturais (fragancias, esséncias, principios
ativos

* Quimica (matéria-prima, catalisadores, aditivos)
* Entre outros



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
DEFINICAO - PRINCIPIOSS

DEFINICAO:

Cromatografia € um meétodo fisico-quimico
de separacao de misturas, identificacao e
quantificacao de seus componentes.

PRINCIPIO BASICOS:

A separacao cromatografica é realizada a
partir de interacoes diferenciadas entre os
analitos componentes da mistura, fase
estacionaria (FE) e fase movel (FM).



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
MECANISMO DE SEPARACAO
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

FORGAS INTERIONICAS QUE ATUAM NA CROMATOGAFIA

« As principais forcas elementares que agem sobre as
moléculas sao de cinco tipos:

* 1) Forcas de dispersao de London ou forcas e de Van der
Waals;

* 2) Interacoes de dipolo induzido;

* 3) Ligacoes de hidrogénio;

* 4) Interacoes dielétricas;

 §) Interacoes eletrostaticas e coulombianas.

* Outra forcas: Capilaridade, Gravidade e Pressao



CROMATOGRAFIA EM COLUNA — CLAE/HPLC
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

- DE ACORDO COM O SISTEMA CROMATOGRAFICO

* Coluna
- Cromatografia Liquida
« Cromatografia Gasosa
« Cromatografia Supercritica

 Planar
« Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
« Cromatografia em Papel (CP)
« Centrifuga (Chromatotron®)




CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

« DE ACORDO COM A FASE MOVEL

- Utilizacao de Gas
 Cromatografia Gasosa (CG)
« Cromatografia Gasosa de Alta Resolugao (CGAR)

« Utilizacao de Liquido
« Cromatografia Liquida Classica (CLC)
« Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

« Utilizacao de Gas Pressurizado
« Cromatografia Supercritica (CSC)
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
CLASSIFICACAO DAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

« DE ACORDO COM A FASE ESTACIONARIA
« Liquida
« Solida
 Quimicamente Ligadas

- DE ACORDO COM O MODO DE SEPARACAO
 Por Adsorcao
 Por Particao
* Por Troca lonica

* Por Exclusao
 Por Afinidade
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

ANALOGIA (FASE ESTACIONARIA E ANALITO)

O processo cromatografico pode ser comparado a um grupo de
abelhas e moscas sobrevoando uma certa regiao.

Ao passarem por uma flor, espera-se algum efeito sobre as moscas e
abelhas.

oY,

Analitos

Fase estacionaria
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
ANALOGIA (FASE ESTACIONARIA E ANALITO)

Para uma mesma mistura, a simples troca da fase estacionaria pode
ser suficiente para alterar completamente a ordem de eluicao de
componentes da mistura.

Ny . ‘
W

Fase estacionaria Analitos
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

PRINCIiPIO BASICO (FASE MOVEL /ESTACIONARIA)

Separacao de misturas por interacao diferencial dos seus componentes com
uma FASE ESTACIONARIA (liquido ou sélido) e uma FASE MOVEL
(liquido ou gas).
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

PRINCIPAIS TIPOS DE CROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
PLANAR COLUNA
FM (LiQuiDA) ~ FM(GASOSA) FM (LIQUIDA)

/N J /

C.PAPEL TLC (CCF)C. GASOSA CCC HPLC (CLAE)
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA

Coluna AL

(fase estaciondria) f(

Injetor f
Misturador

=)

processamento e
registro de dados

Solvente
(fase movel)

Sistema de controle,

16



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

APLICABILIDADE
Quais misturas podem ser separadas por CLAE ?

J

Jun

Qualquer substancia que

poder ser “arrastada” por um fluxo de liquido.

Desde que ela se dissolva total ou pelo menos parcialmente nesse

liquido.

- Liquidos e solidos, ionicos ou covalentes com massa molar de 32 até

4.000.000.
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
Aumento de polaridade>

. Insoluvel em agua, Soluvel em agua,

| Apolar | | lIonico |
| Polar nao ionico |

102
TIPOS E
~ E em fase iOnica
APLICACOESDA 35 normal
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HPLC L
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

19



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

Diagrama de blocos HPLC

Solvente(s)

Bombas

Misturador

'
%I
iurader]

Aquisicao/Impressao
de

Dados

| Detector I

| Coluna I

Pré-Coluna
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

« PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
e 1. Sistema de solventes

. Bombas
* 3. Misturador

. Injetor/Sistema de Injegao
. Pré-Coluna

. Coluna

. Detector

. Tratamento de Dados/Impressdo

[ J
O 00 N OO0 1 & W N

. Analise de Cromatograma



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

1-SISTEMAS DE SOLVENTES

22



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

 PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

- 1. Sistema de solventes (FASE MOVEL):
—Puro
—Misturas (dois ou mais solventes)

 Solventes mais utilizados:
— Agua, acetonitrila, metanol, THF, hexano, etanol.

23



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

« FASE MOVEL: Solventes

« CARACTERISTICAS DESEJAVEIS DA FASE MOVEL:

- Degaseificada: (garante a reprodutibilidade de vazao e
estabilidade da base);

 Alto grau de pureza ou facil purificacao;

* Dissolver a amostra sem decompor;

 Nao decompor ou dissolver a fase estacionaria.
 Baixa viscosidade;

« Compativel com o detector;

 Polaridade adequada para permitir a separacao dos
componentes da amostra.

24



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

- FASE MOVEL:
- METODOS DE DEGASEIFICAO:

« Ultrassom: Muito lento, pouco eficiente, requer agitacao, em
geral o pior método quando usado sozinho.

« Vacuo + ultrassom: Rapido, eficiente, refazer a cada 12 hrs.

 Purga com Hélio: Continuo, hélio é razoavelmente caro, leva
a aumento de vazamentos, maior custo operacional.

* Degaseificador on-line: Continuo, remove o ar logo antes de
entrar na bomba, investimento alto inicial (melhor opcao a
longo prazo).

25



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

2-BOMBAS

26



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

« 2. BOMBAS: (Duplos Pistoes)
 Podem ser (bombas isocraticas, binarias e quaternaria).
* Pressao elevada até 6000psi (~400Bar)

* Vazao continua sem pulsos (ou, se pulsando, com
amortecedor de pulsos)

* Fluxo 0,1 a 10mL/minuto (Aplicacoes analitica)
» Controle de vazao e reprodutibilidade melhor que 1 %

27



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

2. BOMBAS: BOMBAS DE ALTA
PRESSAO

- Permitem vencer a resisténcia a
passagem da FM exercida pelas
particulas da FE.

* -Funcao: proporcionar fluxo constante
e reprodutivel de FM a todo o sistema.

28



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
 PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
- 2. BOMBAS: CARACTERISTICAS DESEJAVEIS:
« - Composicao da FM e fluxo precisos e exatos
» - Vazao continua e livre de pulsacoes

» - Resposta rapida a alteracoes no fluxo e composicao da FM —
gradiente de elui¢ao!!

* - Pressao maxima: 700 atm (10.000 psi)

- Maior parte construida em aco inox 316; outros materiais: titanio,
peek, teflon

- Inércia quimica a solventes comuns
* - Manutencao simples
» - Reservatoério de solvente ilimitado

29



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
REQUISITOS DOS SISTEMAS DE BOMBEAMENTO

1 — Geracao de pressoes até 6.000 psi

2 — Saida com auséncia de pulsos

3- Velocidades de fluxo de 0,1 a 10 mL/min

4 — Controle e reprodutibilidade de fluxo de 1% ou melhor

5 — Componentes resistentes a corrosao

Motor Vedante

T ]

==

Pistdo

Bomba reciproca (também sao chamadas de bombas
de pistao ou de diafragma) S—

Coluna
—
Ig Controlador|
_!_de pulso |
Vdlvulas
de esfera

| <« Solvente
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

3-MISTURADOR

31



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

- 3. MISTURADOR OU CAMARA DE MISTURA: (misturas
de solventes).
- ELUICOES DA FM PODEM SER:

* Eluicao isocratica: Composicao de FM é constante
(Capaz de separa um numero limitado de analitos).
Um unico solvente.

* Eluicao de gradiente: Composicao da FM varia ao
longo da analise (Separacao de amostras
complexas). Varios solventes.

32



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

4-INJETORES/SISTEMA DE
INJECAO

33



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

« 4. INJETOR: SISTEMA DE INJECAO: Nio se deve injetar um volume
maior que 1% do volume da coluna vazia.

* V... (uL) = (raio)? (Comprimento)(0,01)

 Onde: d = diametro em mm e L = comprimeto da coluna em cm.
- INJECAO MANUAL (Septo - Limitado a 1600psi)

« - As amostras sao introduzidas com seringas.

« - ApOs virar a alca, a amostra é carregada pela fase moével até o inicio
da coluna.

« - AMOSTRADOR AUTOMATICO :

* 1. Mede o volume correto para injecao.

» 2. Injeta a amostra.

« 3. Prepara o injetor para uma préxima amostra.

34



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
SISTEMAS DE INJECAO DE AMOSTRAS

Introdugdo da "Loop" Injegdo da
amostra alca de S amostra
amostragem
Para a
coluna
Da bomba

‘Retorno —

© 2007 Thomson Higher Education

Suportam pressoes de até 7.000 psi
Volumes tipicos: 5 a 500 uL

Microamostragem: 0,5a 5 uL 35



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

5-PRE - COLUNAS

36



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

* 5. PRE-COLUNAS:
- Localizada entre o injetor e a coluna
* Colunas de 2 a 5 cm, i.d igual ao da coluna.
 Mesma FE da coluna de separacao.
* Custo reduzido
 Aumenta a vida util da coluna
 Remove particulas e contaminantes do solvente.

37



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

g

COLUNAS/PRE-COLUNA

Pré-coluna ( ‘Remocao de material particulado
«Contaminantes do solvente

= <
Q l Contaminantes da amostra

\ «Saturar a FM com a FE
Aumenta a vida util da coluna

COLUNAS TIPICAS
*Material: agco inox
Comprimento: 10 a 30 cm
*Diametro: 4 a 10 mm
*FE: Particulas de 5a 10 mm

*Eficiéncia: 40 mil a 60 mil
pratos/metro
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

6-COLUNAS

39



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

- PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
- 6. COLUNAS:
- COLUNAS CROMATOGRAFICAS (<30cm)

40



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

 PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
« 6. COLUNAS:
« Colunas de aco padroes

3.0 and 4. 6mm Standard Super-Link System™
HPLC Columns

41



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
COLUNAS

As colunas geralmente sao
construidas de aco inox,
embora tubos de vidro com
paredes resistentes sejam
encontrados ocasionalmente.
No entanto, estes ultimos sao
restritos a pressoes mais
baixas do que 600 psi.

g l; I — . 0 iAo m -L..u..........:n 4
J

42



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
* 6. COLUNAS:

 Condicionamento da Coluna

* Necessario para que haja um perfeito equilibrio da
FM e da FE.

* Coluna nova: 4 - 8 horas (estabilizacao)
* Coluna parada ha alguns dias: 2 horas
* Coluna de uso diario: 15 minutos.

* OBS.: Lembre-se: a coluna deve ser guardada em
solvente organico.
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
* PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
* 6. COLUNAS:

* **Geralmente trabalha a temperatura ambiente ou
ligeiramente acima desta.

* Maiores temperaturas maior degradacao da coluna.

 Para quantificacao temperatura deve variar de mais
ou menos 1° C.

* OBS.: Lembre-se: a coluna deve ser guardada em
solvente.

44



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

 PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC
6. COLUNAS:

FN & FR
* Colunas Fase Normal

* FE nao polar/FM polar — Soluto mais polar elui
primeiro.

e Colunas fase Reversa

 FE polar/[FM nao polar — Soluto menos polar elui
primeiro. (Mais Utilizada > 70% das aplicacoes)

45



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

FASE MOVEL

Solvente puros ou misturas de solventes de acordo com a polaridade
requerida na separacao.

- Eluicao isocratica:
- Quando a separacao é feita utilizando um unico solvente de
composicao constante.

* Eluicao com gradiente:

- Sao utilizados dois ou trés sistemas de solventes que diferem
bastante entre si em polaridade.
- Depois que a eluicao comeca, a razao entre os solventes é variada
de modo programado, de forma continua ou em passos.

A eluicao com gradiente produz efeitos similares aos produzidos pela
programacao de temperatura na CG.

46



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
ELUICAO COM GRADIENTE

. Phosphoserine

. Aspartic acid

. Glutamic acid
a-Amino adipic acid
Asparagine

. Serine

. Glutamine

. Histidine

. Glycine &
10. Threonine 25

I1. Citrulline 3 27
12. 1-Methylhistidine 26
13. 3-Methylhistidine 1 28
14. Arginine 24

Detector 15. B-Alanine l 6
fluorescéncia: 16. Alanine i7

17. Taurine

Excitacao. 334 nm 18 Anserine ‘ s

Gradient profile

Coluna C,g, 5 mm,
fase reversa

I I N T

o

19. B-Aminobutyric acid

. ~ 20. B-Aminoisobutyric acid 8
Em|ssao 425 nm 21. Tyrosine

22. o-Aminobutyric acid .
23. Methionine
24. Valine
25. Tryptophan
26. Phenylalanine
27. Isoleucine ' 47 min
28. Leucine
29. é-Hydroxylysine
30. Lysine

© 2007 Thomson Higher Education
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
SEPARAGAO ISOCRATICA DE ALTA VELOCIDADE

Coluna de alta -4 cm de comprimento

velocidade e — -0,4cm d.i. 100.000 pratos/metro

alta eficiéncia - FE: spherisorb 3 mm

1- p-xileno
L. » FM: 4,1% EtAc em n-Hexano 2- anisol
E . 3- acetato de benzila
% § : { ﬁ 6 7 3 4- dioctil-ftalato
kS ,g — g 5- dipentil-ftalato
S5 [ 6- dibutil-ftalato
£ 9
‘ég = 7- dipropil-ftalato
Q © |—
a 5[ ||| 8- dietil-ftalato
I I

Tempo, s
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
FASE ESTACIONARIA

Basicamente sao dois tipos de FE:

 PELICULAR:

* Consiste de leitos de polimero ou vidro nao-poroso, esférico, com
diametros tipicos da ordem de 30 a 40 mm, recoberto com uma
camada fina e porosa de:

« Silica

* Alumina

* Resina de poliestireno-divinil-benzeno

* Resina trocadora de ions

« PARTICULA POROSA:
» Consiste de microparticulas porosas com diametros de 3 a 10 mm.
As particulas sao constituidas dos mesmos materiais do
recobrimento pelicular.

49



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

7-DETECTOR

50



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

7. DETECTOR

DETECTORES MAIS USADOS EM HPLC:

1. UV/Vis 5. Arranjo de diodos
2. Indice de Refragao 6. Eletroquimica

3. Fluorescéncia 7. Massa

4. Condutividade 8.1V

As caracteristicas desejaveis para os detectores para CLAE nao sao
diferentes daquelas para CG.

EXISTEM DOIS TIPOS DE DETECTORES PRINCIPAIS:

Propriedades universais (indice de refracao, densidade ou constante
dieletrica).

Propriedades do soluto (absorbancia, fluorescéncia, etc).

51



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
- 7. DETECTOR: (Cont.)

- CARACTERISTICA IDEAIS DE UM DETECTOR:
» Sensibilidade e seletividade adequada
« Ampla faixa linear
- Baixo volume interno (Vol. grande alargamento)
* Resposta Rapida
- Similaridade de resposta para todos os solutos.
» Detector lento (pico baixo, largo e com calda longa).
- Boa estabilidade e reprodutibilidade (confiabilidade)
* Nao destruir a amostra para (coletar o eluato)

 Resposta linear para solutos que se estenda por varias ordens
de grandeza.

« Tempo de resposta curto e independente da vazao.
* Facil de operar e fazer manutencao
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
- 7. DETECTOR: (Cont.)

- CLASSIFICACAO:

 De acordo com as propriedades medidas:

 Detectores de propriedades do eluente: medem a
variacdo de propriedades do eluente (ex. constante
dieléetrica)

 Detectores de propriedades do analito: medem
propriedade fisica ou quimica do analito (ex . fluorescéncia)

 De acordo com a seletividade:
* Detectores universais
* Detectores seletivos

» Detectores especificos
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
- 7. DETECTOR: (Cont.)

- CLASSIFICAGCAO

 De acordo com o tipo de resposta:

 Detectores sensiveis a concentracao: resposta
proporcional a concentracao de um componente no eluente
(ex. UV, fluorescéncia).

 Detectores sensiveis ao fluxo de massa: resposta
proporcional a quantidade de massa do componente da
amostra que chega ao detector por unidade de tempo (ex.
eletroquimico, espalhamento de luz).
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

DETECTORES

» Absorbancia

* UV/Vis — Sens.: 10° g/mL - Faixa Linear: 10°

« IV
* Fluorescéncia: 10° a 10-'2 g/mL — Faixa Linear: 103
- Indice de refracdo (universal) —

Sens.: 107 g/mL - Faixa Linear: 104

Eﬁgl ho Amostra Lt

Mdscara  Fonte de luz

=t e s L—
___.4—-"""...;’]

Da coluna

Janelas de
quartzo

Ll

te UV “3 Detector
Fonte ~

Para descarte

Transdutor

Zero
éptico Aluste
de zero

Referencia

& 2007 Thomson Higher Education

b

Amplificador e
fonte de energia

Registrador
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
DETECTORES

« Eletroquimicos: existem varios tipos disponiveis atualmente. Embora nao
sejam tao explorados quanto os detectores Opticos, eles apresentam
algumas vantagens como alta sensibilidade, simplicidade e ampla

aplicabilidade.

Para os eletrodos de referéncia
e auxiliar e depois descarte Da coluna

« Amperomeétricos

AN ¥
 Coulométricos \ /

« Condutomeétricos — S: 108 g/mL — FL: 104

Blocos torneados = = Espagador

« Polarograficos — S: 1012 g/mL — FL: 108 de kel-F * < de Teflon

ou Mylar

Eletrodo de trabalho

I cm * Politrifluose cloroetileno

@ 2007 Thomson Higher Education



CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

DETECTORES

« ESPECTROMETRIA DE MASSA - UNIVERSAL

sAssim como na CG-EM, o acoplamento de um espectrometro de massa potencializa a
técnica de separacao e quantificacao.

‘Um grande problema é o descompasso entre os volumes relativamente grandes de
solventes na CL e os requisitos de vacuo na EM.

Amostrador
automatico

1 [l A
]

>

A4

Colunas

4 Y

Il .
A
O

Bomba

Valvula seletora de
;1\ colunas Espectrometro

de massa

Detector
7| @

Divisor de fluxe

Coletor de fragdes

Interface CL/EM

Electrospray

Nebuliser gas
Nz

Heat
Temp 20-350°C

Nebuliser gas
N;

Analyser
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CONTAGENS

CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
DETECTORES
-ESPECTROMETRIA DE MASSA

TIC * SIM
i
Q =
IE L
O 8 || | :
OLL ' ' %
MASSA/CARGA S
g 'S Z MASSA / CARGA
>
Fn E
S e, Z ;o
0 e e ™ O_.O o @) I_.-O
O M j C"Ooo.o-o Oq
TEMPO TEMPO
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

8-TRATAMENTO DE DADOS/IMPRESSAO
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC
PRINCIPAIS PARTES DE UM HPLC

8. Tratamento de dados/Impressao

 Cromatograma
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

9-ANALISE DE CROMATOGRAMA
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CROMATOGRAFIA EM COLUNA - CLAE/HPLC

- CROMATOGRAMA:

90% B 80% B
123 Le
1234| /567 2.
/ 123 60% B
8 8

Absorbance at 220 nm —
———
—
—
.
o
—

T 1
N
— = s .—J."JL — VUL L
0 5 0 5 0 5 0 5 10
Time (min) ——s Time (min) —— Time (min) —= Time (min) —
Separacgao de alcool benzilico (1), fenol (2), 3,4-dimetoxiacetofenona (3),
benzoina (4), benzoato de etila (5), tolueno (6), 2,6-dimetoxitolueno(7), o-metoxibifenila (8).
B refere-se ao solvente organico Acetonitrila
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DETALHAMENTO
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CG & CLAE

« Ao contrario da CG, onde a FM se comporta
como um gas ideal e nao contribui para o
processo de separacao, a FM liquida da CLAE
interage tanto quanto a FE com os componentes
da amostra.

 |sto torna o desenvolvimento dos métodos em
CLAE um tanto mais complexo que na CG.
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TIPOS DE CLAE

PARTICAO: (liquido-liquido / fase ligada)

A diferenca entre elas consiste em como a FE € mantida nas particulas do
suporte do empacotamento: (Adsorcao / ligacao quimica)

Dois tipos de eluicao podem ser distinguidos: Fase normal (FN) e Fase

reversa (FR).
CO
\\th ,//)

ADSORCAO *_/
PARTIGAO
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« FASE NORMAL: ANALISE
FN

Polaridade do soluto:
a>b>c

tempo

Polaridade da fase movel

tempo
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- FASE REVERSA: ANALISE

-
-]

Polaridade da fase movel

Polaridade do soluto: a > b > ¢

tempo

Tempo
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TIPOS DE CLAE
Fase normal:

FE de natureza fortemente polar

FM apolar (ex. hexano ou éter isopropilico)

O componente menos polar é eluido primeiro por ser o mais
soluvel na fase movel.

O aumento da polaridade da FM diminui o tempo de eluicao.

Baixa polaridade FM Média polaridade FM

NA s VAV
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TIPOS DE CLAE

Fase reversa:

FE de natureza apolar (ex. hidrocarbonetos)

FM polar (ex. agua, metanol ou acetonitrila)

O componente mais polar aparece primeiro e a diminuicao da
polaridade da FM diminui o tempo de eluicao.

Alta polaridade FM Média polaridade FM

N A a W
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- CLASSIFICACAO PELA POLARIDADE DA FASE ESTACIONARIA
 Cromatografia em FASE NORMAL.: fase estacionaria polar.

EX.: silica gel

OR

.-l C L L LR L] Iﬁ

RO —rEI —DH
‘I....L S i si

OR
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- FASE ESTACIONARIA
 Desenho de uma particula de silica

-

Tr

H"‘L 3

-----------------------------------------------------------------
()

T | R -
7 . Sllandis F

4 /—/ : Vicinals :
: NPT s
OR : g Ky A :
RO-Si—OH} Ex, A P | :
+Si—OH; L AN oSN TN P 5
tel & : "1“‘0"7 \ﬁ%ﬁ%#ﬁ%ﬁ\oﬁx ]
OR - : - '

H.H"\n E 9 ° g 8 5 é
el L L
. [

I—
b s e e e et

—_— _T|_ —LI_ 5
- R ] R R R
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« CLASSIFICAGAO PELA POLARIDADE DA FASE ESTACIONARIA (Cont.)

« Cromatografia em FASE REVERSA: estacionaria de baixa polaridade

%
”

Ex. silica de fase ligada C18

/
5L.0.51_ANANANANANAANAS
|
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« FASE NORMAL: Fase estacionaria polar
 Derivados de silica gel (fenila, ciano, amino, diol)

R’ = CN, Diol, Fenila, NH,

CN (cianopropila) = —gi— o—SicH,—CHy-CH —C =N
Rl GHE

e

g g
DIOL = s —Si-ﬂ—ﬁ‘ =CH;==CH;=CH;=—0=—CH;=CH=—CH,—0OH
o CHy
A

.
Fenila = _?ihu_?h@

v GHy

g

g
i ~—Si—0—Si—CH,—CH,~CHy—NH,
i CH-

NH; (aminopropil) =
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* Observacoes Importantes:

* Quando se utiliza silica-gel derivatizada com grupos

polares (fenila, ciano, amino, diol), tais fases
estacionarias podem ser utilizadas tanto para
cromatografia em fase normal (fase estacionaria
polar a eluente apolar) ou em fase reversa (fase
estacionaria apolar a eluente polar).
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« FASE NORMAL: Fase estacionaria polar

 Eluem primeiro as substancias apolares que possuem uma menor
interacao com a fase estacionaria polar.

Fase estacionaria polar (silica, NH,, CN, diol)

Fase movel apolar

| : .ﬂ.
f‘ . (Hexano, diclorometano)
analtos

Substancia polar | Substacia apolar

« Aplicavel a analise de substancias insoluveis em agua: o6leos, gorduras,
lipidios. Destaca-se na separacao de isémeros.
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» Caracteristicas das FASES NORMAIS

* Vantagens:

* 1. Versatilidade na mudanca de seletividade alterando fases
moveis e estacionarias;

2. Colunas estaveis quando se utiliza solventes nao
agquosos;

3. Uma grande variedade de substancias organicas sao
mais soluveis nos solventes usados em fase normal (util
em LC preparativa);

4, Decréscimo de pressao menor devido a baixa
viscosidade dos solventes;

« 5. Util para amostras que possam se decompor em
solucoes aquosas.
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e Caracteristicas das FASES NORMAIS

 Desvantagens:

* 1. Amostras ionicas sao de dificil separacao e sao mais
viaveis de se separar por fase reversa;

« 2. Controle da forca de eluicao menos previsivel e mais
demorado que em fase reversa;

3. Pior resolucao;
* 4. Ponto de ebulicao reduzido pode gerar bolhas;
5. Alto custo dos solventes organicos.
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 FASE REVERSA ‘si.0.si

A\

» Fase estacionaria de baixa polaridade — C2, C4, C8, C18.

/,

Silica

NN

NN

reversed-phase octadecyl (C,;) modified silica sorbent
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- FASE REVERSA: Fase estacionaria de baixa polaridade —
C2,C4,C8, C18

R’=C2,C4,C8EC18

"‘l“’ CH
—_— C2=1 %-—Bi—u-—SI—I:HF—f:H]
D-?i—ﬂl ,‘,.L CH
4 v
= |
~C—5i—R Ca= ¥—I ~$-C4=0-Oh=0h

silice

2
]
z

mg/o\

| |
C8=0G+ i-ﬁl-cr-Sl-EHE-cH,-m;-CH!-cHz-r:Hi-m;-m;

.AL- éHl

[
..-!-.- CHy Hy Loty s, ComH Lt L=, C=H, C=LH,
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 Cromatografia de Fase Reversa (FR)*:

* Coluna Fase Reversa C18:

« Aplicacao quase universal (~70% das aplicacoes na
literatura). Permite analise desde substancias hidrossoluveis
e/ou idnicas até substancias lipofilicas.

* *Vantagens:

« Equilibrio mais rapido

 Menor adsorcao irreversivel

- Agua nao influi na reprodutibilidade

« Sitios de adsorcao mais homogéneos
* Eluicao em gradiente facilitada
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EFEITO DA CONCENTRAGAO DE METANOL NO TEMPO DE RETENCAO

Fase reversa A
100% MeOH

0 A N
75% MeOH 25% H.O l

L
60% MeOH 40% H,0 |

50% MeOH 50% HO | A A

A
25% MeOH 75% H,0 | /\ /\ A
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 TIPOS DE CROMATOGRAFIA:

* |onica: A fase estacionaria é, normalmente, uma
resina de poliestireno e divinilbenzeno, a qual
sao ligados grupos i6nicos, como por exemplo,

« -SO- trocadores fortes de cation;
« -CO2trocadores fracos de cation;
« -NR*3 trocadores fortes de anions;

+ -NH,R* trocadores fracos de anions. i +)
i =

* Os grupos idnicos tém um contra-ion (com = k i
carga oposta) que pode ser deslocado pelos
ions da fase mével de carga similar a ele. TRUCA IGNICA
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 TIPOS DE CROMATOGRAFIA:

« Exclusao: A separacao é efetuada de
acordo com o tamanho efetivo das &
moléculas. A coluna é recheada com {'_-]
matéria inerte cujos poros tém
tamanho controlado. Onde, as @
moléculas menores penetram a
maioria dos poros.

EXCLUSAQ
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TIPOS DE CLAE

E provavel que % de toda a CLAE esteja baseada na fase reversa ligada,
onde o grupo R do siloxano nesses recobrimentos € uma cadeia Cg (n-

octil) ou C,; (n-octadecil)

JUJ J‘J i

(I I A
02 4 6 8

Tempo, min

© 2007 Thomson Higher Education

Identificagdo do pico

8

1

Llel el eladleld

w g B

Uracila

Fenol

Acetofenona
Nitrobenzeno
Benzoato de metila
Tolueno

I Octadecil
? 3

6 4

311/ 1

a0 2 ST 1T T A I Y T

1

L
0

|
2

I |
4 6 8 1012 14 16 0

Tempo, min

|
6 8 10121416 18 20 22 24
Tempo, min

Lo
2 4
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TIPOS DE CLAE

Campo

Misturas tipicas

Farmacéutico

Antibidticos, sedativos, esterdides,
analgésicos

Bioquimico

Aminoacidos, proteinas, carboidratos,
lipidios

Produtos alimenticios

Adocantes artificiais, antioxidantes,
aflatoxinas, aditivos

Produtos quimicos

Aromaticos condensados, surfactantes,
propelentes, corantes industriais

Poluentes

Pesticidas, herbicidas, fendis, PCB (bifenilas
policloradas)

Quimica forense

Drogas toxicas, venenos, alcool no sangue,
narcoticos

Clinica médica

Acidos de bilis, metabélitos de drogas,
extratos de urina, estréogenos
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O QUE VOCE NAO DEVE FAZER EM HPLC

« Lavar um sistema com tampao usando organico puro: precipitacao.
» Injetar amostras que podem precipitar na fase movel: testar miscibilidade.

» Usar HCI, H,SO, ou CCI, degradado em sistema de a¢o inox: corrosao
do sistema.

» Deixar a bomba trabalhar seca: danificacao dos selos.
» Usar fita de Teflon para vedar conexdes: sem efeito e pode causar

entupimento.

» Deixar o sistema parado com fase mével contendo tampao ou acidos/bases
fortes: cristalizacédo = danificacdo dos selos da bomba, injetor, entupimento

do detector.
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* LEMBRETE DAS FE.

FASE ESTACIONARIA

ADSORCAD

TROCA IONICA

PARTICAD

EXCLUSAD

RAlLIalne |1
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FIM DA AULA DE CROMATOGRAFIA
(32 PARTE)



