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Definicao de Cromatografia

CROMATOGRAFIA = método fisico de separacao no qual os constituintes de
uma amostra a serem separados sao distribuidos entre 2 fases.

Fase estacionaria: geralmente de grande area, solida ou liquida, responsavel
por reter os analitos (diferentes mecanismos)

Fase movel: um fluido insoluvel que percola através da fase estacionaria. Pode
ser de forma isocratica ou de gradiente.

Objetivo: Isolar o analito dos interferentes numa amostra, de forma que a
informacao analitica quantitativa sobre uma mistura complexa possa ser
obtida.



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A resolucao descreve a habilidade de uma
coluna em separar os picos de interesse.

A resolucao leva em consideracao a
eficiéncia (N), seletividade (a) e retencao

(k).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Na escolha da fase movel devemos:

-Alto grau de pureza -Modo de eluicao
-Forca do solvente -Fluxo da F.M.
-Polaridade -Resolucao de picos

Polaridade ou Forga: determina por quanto tempo os eluentes sao retidos (TR).



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Hidrogénio ligado a grupos silanol vizinhos

Colunas e Pré-Colunas

Suporte mais comum:
particulas microporosas
de silica (permeavel ao
solvente) que podem ser
funcionalizadas

geminais

Diametro: 2 -5 mm
Comprimento: 50 - 300 mm
Particulas: 1,5 -5 um



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Sob condicoes otimas de trabalho, a
resolucao aumenta com a diminuicao das
particulas da FE.

A diminuicao do tamanho das particulas
permite que o soluto se difunda em uma
menor distancia para se estabelecer o
equilibrio entre as fases (FE e FM).

Faz-se necessario uma maior pressao devido
a resisténcia ao fluxo do solvente.

Detector response —
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O HPLC

1- Reservatorio de fase movel
2- Sistema de bombeamento
3- Sistema de injecao

4- Sistema analitico: coluna
5- Sistema de deteccao

6- Sistema de controle,
aquisicao e registro de dados.

amostra

Bombas Injetor
Pré-coluna
2 Evita que L
contaminantes
Pré-coluna cheguem a coluna
Invélucro
de aluminio —
1 anodizado
4 Coluna
Registrador (Fase estacionaria C,g)

Detector

I

UV-Vis

_—— Entrada

Titanios porosc
sinterizados

_4H——_Coluna princip:

(plastico)

Titanio poroso
sinterizado

Saida



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

— Fluids circulation

Solvents
|

\J

—

Solvent B pump H
Solvent A pump l

High-pressure pump

_- Manipulator

~ _ Samples to fractionate
-~ _Sample injector
[~ Switching valve

- Fractions collector

Vials containing fractions

Mixer
Valve
Degasser

Purging pump

Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE)



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A amostra, introduzida na valvula mediante seringa, deve encher o espaco
interno da porcao do tubo capilar de aco, a alca de amostragem (carga).
Normalmente o volume contido na alca é de 1 a 100 pL. A amostra é injetada

na coluna, ao girar a valvula para que a posicao de entrada e saida mude
(injecao na coluna).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Detectores

Se a amostra pode ser analisada por HPLC (consulte a literatura).

Seletivos: UV fixo e variavel, fluorescéncia.
Universais: IR e MS.

UV, fluorescéncia e MS podem utilizar eluicao gradiente, o IR nao.

UV-Vis é a primeira escolha.
MS — é a melhor escolha.

Fluorescéncia — apenas se houver o conhecimento prévio de que é apropriado
para a amostra.



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Assista ao video...
O Equipamento:

https://www.youtube.com/watch?v=fOL6yhGT 1hA&list=PLT1ngvXX0ToZinlvNcIL
EJgpvZn8 YO42&index=2



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Fase Normal Fase Reversa

Fase estacionaria: POLAR Fase estacionaria: APOLAR
Fase movel: MENOS POLAR Fase movel: MAIS POLAR

Fases polares comuns Fases apolares comuns

R = (CH,);NH, Amino R = (CH,),CH; Octadecil
R = (CH2)3CEN Ciano R = (CH:)7CH3 Octil
R= (CH:):OCH:CH(OH )CH:OH Diol R = (CH2)3C6H5 Fenil




Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Fase reversa

Fasp Movel: ACN, MeOH,
Agua (tamp.) e THF

soluto é
cadeias do dissolvido
hidrocarboneto (C,g)

A forca eluente aumenta com a adicao de um solvente menos polar.

Fase estacionadria: Octadecil: C 13 é uma cadeia de hidrocarboneto com 18
carbonos sendo um dos mais APOLARES

Na fase reversa, o componente MAIS polar elui primeiro.



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Reflexao 1

Considerando o cromatograma por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
fase reversa hipotético abaixo apresentado. Proponha uma estratégia para reduzir o
tempo de retencéao (tr) do composto 3 sem alterar o tr dos demais compostos.

3’ 6’ 18’

0!




Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Eluicao Isocratica: feita com um unico solvente (ou mistura), a fase moével
permanece CONSTANTE na analise

Acetonitrila 60% x Acetonitrila 35% — Reducao da forca do eluente com um

solvente mais polar.
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

70% MOH

e JYUN I
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80% MOH

100% B
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/
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50% MOH

Ao variar a polaridade da
fase movel, varia o fator
de retencao
consequentemente a
seletividade na separacao.



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Eluicdo por Gradiente: a composicao da fase moével se ALTERA durante a
corrida cromatografica, criando um gradiente

A forca eluente aumenta com um solvente mais polar.

80% B
45% B

30%B

Exemplo =

Time (min) ——

aumento a for¢a do eluente
(solvente mais polar)



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Determinacao de um analito

A amostra é soluvel?

E possivel analisa-la por HPLC?
Se sim, qual o detector?

Qual o modo da coluna?

Qual a coluna? FE, comp., diametro,
etc.

FM? Polaridade, pH, forca iOnica.

Validacao do Método:
Definir os parametros da validacao
- Exatidao e precisao
- Sensibilidade
-LD e LQ
- Linearidade

- Recuperacao



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Assista ao video...

A quantificagao:

https://www.youtube.com/watch?v=KghpMM88AaQ&list=PLT 1ngvXX0Tob90K4p
Gny61EOG8ZRU-gAd&index=5



Determinacao de cafeina e paracetamol por HPLC

Cromatografo liquido Shimadzu modelo LC-10A.

Pré-Coluna e Coluna: silica RP18.

Fase movel: Metanol:agua (55:45, v/v) pH 2,5.

Detector: UV-vis, ajustado em 230 nm.

Seguir o procedimento descrito para ambientagao da coluna.

L
— F= F=% O X 800
= = = 2S
o8 § ;
> 835 § ow
(= (= (= %9 2 :
3 E S 400
50 mg/L 50 mg/L MIX cTT &
de cafeina  paracetamol 90 mg/Lcafeina = 4 &
+ =
m -
100 mg/L ° 5 : ) L
paracetamol 29 0 e = e :
2 0 1 2 3 4 5

Tempo (min)



Determinacao de cafeina e paracetamol por HPLC

C 1 ) V 1 = C2 . V2 C 1 . V1 - C2 ) V2 s [ ] Linha de tendéncia para série 1 R? = 0,999

2000

50mg/L.V1=5mg/L.10mL 100 mg/L.V1=10mg/L.10 mL
V1 =1 mL e diluir até 10 mL V1 =1 mL e diluir até 10 mL
teremos 5 mg/L de cafeina teremos 10 mg/L de paracetamol

1000

Ou Seja’ é pOSSI’VeI Construir aS . '} . [ ] Linha de tendéncia para série 1 R? = 0,996
solucdes padrdes a partir da solugao
MIX com o mesmo fator de diluicdo

30000
()
20000 <

10000

20 40 60 80 100

T. de Analito Curva Analitica ;
Retencdo Concentracéo (mg/L) Area
M Cafeina Cal 1 5 mg/L 236,819
= Cal 3 50 mg/L 2492,575
Solugao | cafeinazparacetamol (mg L) 22722 | Paracetamol |_ Cal 1 10 mg/L 497,346
MIX Cal 2 S0ma/l | 27232,761
Cal 3 100 mg/L 49730,457




Determinacao de cafeina e paracetamol por HPLC
Pratica 01

Maxidrin

N O : O0R pg CABECA
{ | il paracetamol+cafeina
N\ D) v 500mg 65mg
/ HO X3 pocter e ‘ s

ot ANALGESICO ks,
H3C o 20 con CABE( i ;
o Vestidos e <:,'.“,"° ; {15 Koatder |2 compriemidos riristides + ik st

Cafeina
Preparoda amostra:

Resultados
m; A1=2422,678
7 A2=2078,145
4 ’ = 3 ) \ g 00
30mL . Filtrar e injetar : :
fase movel banho de ultrassom (15 min) ' Tonpo )

Calcule as concentragdes nos comprimidos e proponha qual dos picos é referente a cafeina e ao
paracetamol?
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Troca-l6nica

A separacao ocorre devido a atracao entre ions do soluto (analitos) e sitios
carregados ligados a fase estacionaria.

Trocadores anionicos
grupos (+) ligados na fase estacionaria atraem os_anions do soluto.
Trocadores cationicos

grupos (-) ligados na fase estacionaria atraem os cdtions do soluto.



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Rede Estrutural , Esqueleto ou Matriz

' l ' Trocador Catidnico

() (] +~

G Sy ) -+
i/lon'F.x“\’ ions Fixos \i

Troca-l6nica s

Hpadeiltocador__GeypoTocatior 1onkeo pH lons Trocaveis - Counter ions ou ions nonogémco{ /
Cétion Forte Acido Sulfénico 4-13 - - - . - - - - — - - - —
) Rede Estrutural | Esqueleto ou Matriz
Cétion Fraco Acido Carboxilico 6-10
Anion Forte Amina Quaterndria 2-12 R S N TN Trocador Aniénico
Anion Fraco Amina Primdria e Secunddria 2-9

P S—

() )+

/Ions Fixos \ .

__.-'f’c' _N cl’ . /.ions F.xos\! -
| \ | \ 7‘_’N C/Br

lons Trocaveis - Counter ions ou ions ionogénicos



Determinagao de anions em amostra de gel dental

Cromatografo de ions Metrohm , bomba peristaltica para regeneracédo da coluna
supressora e detector condutométrico

Pré-coluna: RP 2 e Coluna: Metrosep A SUPP 4

Solugéo de regeneragédo do supressor: H,SO, 100mM e H,O deionizada.

Fase Movel: Tampao 1,8mM NazCO3 +1,7/mM NaHCO3, pH = 10,0.

Introduzir a amostra no Loop (20 pL) >

Coluna é composta por
particulas de alcool
polivinilico com grupos de
amoOnio quaternario

Cromatografo de ions Metrohm 761 Soft Drink



Fase movel

Coluna 2: regenerada com H,SO,

Amortecedor

REVEZAMENTO Ha
Coluna 1: percurso analitico H,S0,

Fase movel
. S

oy
T

Chid T B
Coluna Descarte J D LD Condutividade

| / elétrica
Detector

Supressor

Coluna 3: limpeza com H,0

HZO """""""""""""""" ‘-.. A ——
H,SO, @ Descarte
Bomba

peristaltica

Supressor: colunas/resinas de troca idnica que removem eletroélitos indesejados antes da detecgao.



Assista o video
legendado

https://www.youtube.
com/watch?v=zNFyx
hcuB9A




Determinagao de anions em amostra de gel dental

Preparo da solugao padrao estoque

Cloreto Injetar (20 uL) da solugao
*Fluoreto g MIX e identificar os ions de
*Brometo

:Nl/ 15 ma/mL ZD acordo com a ordem de
*Acetato J eluicao.
*Sulfato @
‘Fosfato | A pratica consiste em
*Nitrato - 8 mg/mL Mix de anions identificar os picos dos

anions nas amostras por
comparacao de tempos de
retencao dos padroes.



Determinacao de anions em amostra de gel dental

20 minutos



uS/cm

Determinacao de anions em amostra de gel dental

Cromatograma e dados obtidos:

15.01

14.51

14.0

13.51

Quantitation method: Custom

No Retention

min.
2.57
3.50
3.76
4.82
6.74
7.55

00N O U A WN B

LA AAL

0 nm 10 90 100

11.27
13.18

Height
uS/cm
-0.00

1.16
0.11
0.98
0.29
0.27
0.28
0.27

Area
uS/cm*sec.
-0.000

7.913
0.895
9.013
3.805
4.191
7.208
7.380

Name

Tempo morto
Fluoreto
Acetato
Cloreto
Brometo
Nitrato
Fosfato
Sulfato
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This report has been created by IC Net METROHM LTD

Calcule a resolugao para os picos A e

[
o
rto
-
F

T T T T
100 11 12 13 min

o
o
- -
o
°

B e compare com C e D?



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Grupo 1 -6 Determinacao da cafeina no café
As analises cromatograficas foram realizadas no Concentragio om melL Aron
modo isocratico, usando metanol:agua com
0,05% de TFA em fluxo de 1 mL/min com urn 1 40,38
volume de injecdo de 20 uL (loop) . Detector 5 236,819
arranjo de diodo com monitoramento em 272 nm. 10 497,346
A coluna foi uma C18 . 15 732,626
A determinacdo quantitativa de cafeina foi feita i 1028291
pelo método de padrdo externo. Para tal, uma 30 1500,055
curva analitica foi construida com as seguintes 50 2492575
concentracdes: 1, 5, 10, 15, 20, 30 e 50 mg/L , Amostra 1247,767
utilizando-se metanol como solvente.
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Uma xicara de café coado foi preparada diluindo-se 3 colheres de p6 em 600 mL de
agua fervente. O extrato foi diluido 25 vezes para que a concentracao de cafeina
ficasse dentro da faixa de linearidade da curva analitica. Determine a [ ] de cafeina no

café? [ |

padrdo de Caleina




Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Grupo 7-12  ansiise da Cloroquina e Hidroxicloroquina em leite.

Preparo da curva analitica

Aliqguotas de 1 mL de leite foram enriquecidas com padrbes de cloroquina e
hidroxicloroquina nas concentracdes especificadas na tabela a seguir. Posteriormente
foram submetidas a extragdo com acetato de etila em meio basico. Volumes de 100 pL
da fase organica foram coletados, evaporados até a secura, os residuos foram
dissolvidos em 100 pL da fase movel e 20 uL foram injetados no sistema
cromatografico.

Amostra: Diversas aliquotas 1 mL de leite de diferentes fabricantes foram analisadas.
Analise cromatografica: Coluna RP-18 (particulas 5 ym, 125 x 4,6 mm); fase movel:
agua alcalinizada com trietilamina pH 7,5 : acetonitrila (80:20,v/v); vazao 1 mL/min;
deteccdo em 320nm).
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Cloroquina Hidroxicloroquina
Concentracao Altura (cm) Concentragdo Altura (cm)
(ug/mL) (nug/mL)
0.5 9 0.25 3
0.8 14 0.4 5
Amostra
2.0 36 1.0 12
Amostra ? 27 Amostra ? 9 ) s 5’
a) Calcular a concentracao de CQ e HCQ na amostra de leite
b) Explicar a ordem de eluicao (apresentar as estruturas).
] | L]

|
Tempo {min)
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