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PRINCIPAIS
MECANISMOS
DE
SEPARACAO

Particdo FEQL (parti¢cdo)
(absorgao)

Soluto dissolvido na fase ~——7-®

liquida que se encontra em 0 =i NG o
movimento (Fase Mével). f / e ’SOIUtC’, dissolvido na
- L \ fase liquida a qual se
encontra  imobilizada
em um suporte sélido

'0“\ ‘;‘.‘ .
G ¢ porte
Fase liquida mével & /" Zi /\ (Fase Estacionaria).

A
s

¥ AL
Suporte sélido da Fase estaciondria liquida
(absorg¢ao) fase estacionaria
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*Em cromatografia de particado, ambas as fases (FE e FM) sao liquidas
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ﬁ o Particdo (ou Absor¢do) é uma relacdo de equilibrio quimico na distribui¢do de um
( \X soluto entre duas fases liquidas imisciveis que estdo em contato.

[
Solugéo A '. -Polar o o - Polar
oo O o o
[ ° o o0 °
Particso Solugdo B + Polar o Polar
(absorgdo) ‘

A diferencas entre as solubilidades que o soluto possui para cada uma das fases liquidas (soluc¢des)

imisciveis determinaré o seu coeficiente de distribuicdo (particdo) entre elas.

° [
argénico °

: : . . o
Em misturas de solutos, os diferentes coeficientes de particdo entres eles .. ()
fard com que tenham interacdes diferentes com as fases cromatogréficas o '.
(FE e FM), promovendo sua separacao. Forcas fracas de Van der Waals. .Aquoso

L)

QUIMICAMENTE LIGADAS AO SUPORTE SOLIDO

: FASES ESTACIONARIAS LIQUIDAS
o__\ o
;? . 7N

CH, Fase Estaciondria
guld a quimicamente
S|I|(a Si—0 Si-R

Ilgada ao suporte solido

|
m) de silica
Parti¢do FEQL (particio) /
(absorgao)

Bonded stationary
1z , 1 phase
Asflicaéo prmCIpaI m O radical R é que vai determinar a
usado na Fase Estaciondria caracteristica da FE
*E 0 modo mais comumente utilizado em cromatografia por ser muito versatil
podendo ser desenvolvido tanto em Fase Normal como em Fase Reversa, o

que confere maior abrangéncia de aplicacdes:

o Fase Normal: modo no qual a FE é mais polar que a FM

o Fase Reversa: modo no qual a FM é mais polar que a FE
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4 % TMS: Trimetilsilil
HO ¥ i
PEETTETETRRAY o 0-$i-R
Hydrogen bonding Hydrogen bonding OH 0-Si-R CHy
(basic solute) {acidic solute} % oy oH Cis o L
@ " o~ o # a-z':n —> ou?h + a-i;cu,* o-g'-al,
-Si-R X
% o%;\/ ¥ wace L i 0-$-r
o
Cafion exchange Dipole-dipole interacsion
(@) NO: (h) NOs
- 74
m-x interaction - interaction
(phenyl column) {cyano column)
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FASES ESTACIONARIAS LIQUIDAS QUIMICAMENTE LIGADAS AO SUPORTE SOLIDO

[ ]
]
ch Fase Estaciondria
. R liquida quimicamente
[ ] REcNeiE o=s{=R ligada ao suporte sélido
particle
éH de silica
%,_3;
Bonded stationary
n . \ phase
Asilica é o principal M — \o radical R é que vai determinar a
usado na Fase Estacionaria / caracteristicada FE
Amino (-nH,) B2
oo —— Polar mino (- 2 E
FEQL (particio) N Diol (CH,0H), | =
Ciano (-C=N) § 2=

Modificador orgdnico —]

Polaridade

i Cis
FR — N-alquil &
L——— Apolar G

—— fenil

GENERALIDADES DO
MECANISMO DE PARTICAO

“H“

compostos medianamente

CARACTERISTICA DO polares a apolares (maioria

ANALITO (SOLUTO) dos compostos de
interesse farmacolégico)

wr w Agua (tp, 4c, base) e

Solventes organicos toxicos Solventes organicos menos
(hexano, tolueno, CONDICOES té)?icos
cloroformio etc.) (metanol, acetonitrila, THF)
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» Aplicagao como Fase Reversa.

Fase estaciondria ¢ MENOS polar que a fase movel

Ex: FE=CI8
FM = Metanol:agua (90:10)

Solutos MENOS polares ficam mais retidos

(POLARIDADE)

ESTRADIOL ESTRONA

FASE REVERSA MAIOR RETENCAO PARA COMPOSTOS MENOS POLARES

11
OTII\/IIZA(;AQ DAS CONDICOES DE
SEPARACAO EM FASE REVERSA
PLANAR \\ COLUNA
\
» Aplicagdo como Fase Reversa.
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>\ OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE
SEPARACAO EM FASE REVERSA

PLANAR COLUNA

FEQL (partigdo)

» Aplicagdo como Fase Reversa.

Fase estaciondria ¢ MENOS polar que a fase movel Menos polar: Me.nos pqlar:
; - maior afinidade
maior afinidade ~ FE
Fx: FE=CI8 com a FE e menor

) com a FE e menor
FM = Metanol:agua (90:10)

afinidade com a
FM

afinidade com a
FM

Solutos MENOS polares ficam mais retidos

o
(.,
o;\\‘/’,. 1. Alterar a Forca da Fase Mével
= 2. Alterar a composicdo da Fase Mével (Seletividade da FM)
FEQL (partiao) v pHdaFM
v Tipo do tampéo (fosfato, acetato) .An.al'itos.
ionizaveis
- v’ Forga idnica (concentragéo do sal)
OTIMIZACAO DAS
COND|Q© ES DE 3. Alterar a Fase Estacionaria (Seletividade das interagces com a FE)
SEPARACAO EM
FASE REVERSA




15

16

20/10/2022

1. Alterar a Forca da Fase Mével

OTIMIZAGCAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

v" A Forca da FM é a medida que se refere a capacidade que a FM tem para
competir com a FE pelo analito.

v" Quanto maior a Forca da FM, menos retido ficara(do) o(s) analito(s) na FE.

v No caso de Cromatografia de Fase Reversa, quanto menos

polar for a FM, mais forte ela sera.

1. Alterar a Forca da Fase Mével

OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

SOLVENTES COMUNS USADOS EM FASE REVERSA

H

Metanol \g‘—o
A "
H B \
Acetonitrila H,_..-‘C—CEN
. (0) 2
Tetraidrofurano ( 7
Baixa viscosidade

Disponiveis em alta pureza

Agua Transparentes no UV
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1. Alterar a Forca da Fase Mével

OTIMIZAGCAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

Em Fase Reversa, geralmente empregam-se misturas de solventes aquosos e

solventes orgénicos na mistura:

» Fase movel binaria é uma mistura de dois solventes.

o Exemplo: MeOH e Agua (20:80, v/v)

Fase movel terndria é uma mistura de trés solventes.
o Exemplo: THF, MeOH e Agua (2:35:63, v/v/v)

Fase moével guaternéaria é uma mistura de quatro solventes.

o Exemplo: THF, ACN, MeOH e Agua (3:15:17:65, v/v/v/v)

FEQL (partigio)

1. Alterar a Forca da Fase Moével

OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

Metanol 2,6

Acetonitrila 3,2

Tetraidrofurano 4,5
Agua 0
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1. Alterar a Forca da Fase Mével el M
Acetonitrila 3,2

Tetraidrofurano 4,5

Agua 0

OTIMIZAGCAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

Fase Mével . Fase Mével
MeOH:H20 (50:50, v/v) . MeOH:H20 (70:30, v/v)

OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

Metanol 26
Acetonitrila 32
Tetraidrofurano 4,5
Agua 0

2. Alterar a composicio da Fase Mével (Seletividade da FM)

@,: fracao (proporc¢do) em volume do solvente inicial

z1 X F1 = az X F2 F, :fatorforga peso Sio solvente da mistura inicial
@, : fracdo (proporcao) em volume do novo solvente
F, : fator forca peso do novo solvente

Fase Mével Alteracdo da SELETIVIDADE da FM:
MeOH:H20 (50:50, v/v) | v Trocar MeOH por ACN mantendo a forga
da FM

50x2,6 =Q,cyx3,2
___________ Dpcn = 41

10
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FEQL (partigao)

OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM

Metanol 26
Acetonitrila 32
Tetraidrofurano a5
Agua o

2. Alterar a composicao da Fase Moével (Seletividade da FM)

@, fragao (proporgédo) em volume do solvente inicial

z1 X F1 = az X F2 F, : fator forca peso do solvente da mistura inicial

@, : fracdo (proporgao) em volume do novo solvente

F, : fator forca peso do novo solvente

‘ Fase Mével . Fase Mével

MeOH:H20 (50:50, v/v) ACN:H20 (41:59, v/v)
FASE REVERSA
,;’/07\\
. // \} 2. Alterar a composicio da Fase Mével (Seletividade da FM)
°
. v pHdaFM
. 4 ’
~$ v Tipo do tampao (fosfato, acetato) Analitos
ionizaveis
FEQL (partigio) v’ Forgaidnica (concentragdo do sal)
R e
c F;
_ Gt h____webw
OT”\/”ZACAO DAS Influéncia do pH da fase <.
CONDICOES DE mével no fator de 3
SEPARACAO EM retengdo em I —— Jsos B e
FASE REVERSA cromatografia de fase s
reversa pH
ACIDOS:  HA - H o+ A
BASES:  BH* = W + B

20/10/2022
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OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE

2. Alterar a composicio da Fase Mével (Seletividade da FM)

v pHdaFM

v Tipo do tampéo (fosfato, acetato)

Analitos
ionizaveis

v’ Forgaidnica (concentragdo do sal)

| Equacéo de Henderson-Hasselbalch |

Compostos acidos

o Ht+ A~
\cidd base

Compostos basicos

BH* & H*
acido Base

SEPARACAO EM conjugada conjugado
FASE REVERSA
base conj
pH = pKa + lOg Ao T pH = pl( ue lOgT
@ acido conj.
log <1 = valor negativo log >1 = valor positivo
s Analitosionizaveis
= \
(A
L) Influéncia do pH da fase mével no fator de reten¢do em
X cromatografia de fase reversa
USO DE TAMPAO (FM)
FEQL (partigao)

OTIMIZAGCAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

da fase movel.

aos tampdes organicos).

» Variagdo de 0,1 unidade de pH da fase mével na regido proxima ao valor
do pKa do analito tem efeito significativo na retengdo de compostos
ionizaveis em Fase Reversa (onde a FE é menos polar que a FM).

» Dai surge a necessidade do uso de tampdo a fim de regular o valor de pH

» pH do tampdo deve estar em duas unidades abaixo do pKa de um analito

dcido ou 2 unidades acima do pKa de um analito bdsico.

» Devem ser usados em concentragdes abaixo de 100 mM (dé preferéncia

12
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OTIMIZAGCAO DAS
CONDICOES DE
SEPARACAO EM
FASE REVERSA

3. Alterar a Fase Estacionaria (Seletividade das interacdes com a FE)

— N-alquil Cs

O
s
Polaridade

L fenil

25

» Aplicagdo como Fase Normal.

Fase estacionaria € MAIS polar que a fase mével

Ex:FE=CN
FM = Hexano: isopropanol (9:1)

Solutos MAIS polares ficam mais retidos

26

hytirocortisone

CHgOH

Cortisone
\cfo

CH,OH

S <

OH
(POLARIDADE)

FASE NORMAL MAIOR RETENCAO PARA COMPOSTOS MAIS POLARES

13
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» Aplicagdo como Fase Normal.

Fase estacionaria é MAIS polar que a fase movel

Ex: FE=CN
FM = Hexano: isopropanol (9:1)

Solutos MAIS polares ficam mais retidos

QUANDO UTILIZAR

» Analitos muito hidrofilicos (polares)

» Quando uma separagdo adequada ndo for obtida por outros
mecanismos/modo

» Separagdo de isOGmeros posicionais, estereoisdmeros ou
diastereoisdbmeros

(a forca de interacdo ndo sé depende dos grupos funcionais do composto de
interesse, mas também de fatores estéricos de forma que os isémeros estruturais
com frequéncia se podem diferenciar o um do outro)

» Cromatografia preparativa (recuperagdo de analitos soluveis em solventes
organicos)

» Analito é soltvel apenas em solvente ndo-polar (ex.: lipidios)

» Aplicagdo como Fase Normal.

Fase estacionaria € MAIS polar que a fase mével

Ex:FE=CN
FM = Hexano: isopropanol (9:1)

Solutos MAIS polares ficam mais retidos

CARACTERISTICAS DA FN

» A separagdo é fortemente influenciada quando se altera as proporg¢Ses

dos componentes da Fase Mdvel (forca da FM).

FORGCA CROMATOGRAFICA DA FASE MOVEL

Metanol 2,6 51
Acetonitrila 32 58
Tetraidrofurano 4,5 4,0
Agua 0 10,2
Cloroférmio 4,1
Diclorometano 3,1
Eter metil t-butilico 2,5
Eter etilico 28
Hexano \ 0 /}

14
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FEQL (partigio)

» Aplicagao como Fase Normal.

Fase estacionaria € MAIS polar que a fase movel

Ex: FE=CN
FM = Hexano: isopropanol (9:1)

Solutos MAIS polares ficam mais retidos

CARACTERISTICAS DA FN

» A separacdo é fortemente influenciada quando se altera as proporgdes

dos componentes da Fase Movel (forga da FM).

» A separagdo é ainda mais fortemente influenciada quando se promove

alteragdo de algum componente da fase movel (seletividade da FM).
Polaridade dos solventes

n-Hexano
Ciclohexano
i-Propiléter

Tolueno

Benzeno
Eclter dietilico

rmio

29
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FEQL (particao)

» Aplicagdo como Fase Normal.

Fase estacionaria é MAIS polar que a fase mével

Ex: FE=CN
FM = Hexano: isopropanol (9:1)

Solutos MAIS polares ficam mais retidos

CARACTERISTICAS DA FN

» A separagdo é fortemente influenciada quando se altera as proporgdes
dos componentes da Fase Movel (forga da FM).
» A separagdo é ainda mais fortemente influenciada quando se promove a

alteragdo de algum componente da fase movel (seletividade da FM).

15
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Vantagens

Desvantagens

1. Sdo possiveis muitas
mudangas na seletividade,
alterando f.m. e f.e.

2. FE estaveis quando se utiliza
solventes ndo aquosos

3. Muitos compostos organicos
sdo mais sollveis em solventes
mais apolares

4. Maior fluidez da FM devido a
baixa viscosidade dos solventes
(velocidade da andlise)

5. Util para amostras que
possam se decompor em
solugdes aquosas.

1. Amostras ibnicas mais
facilmente separadas por RP

2. Controle da forga do solvente
nao muito previsivel (tedioso
ajuste da FM)

3. Geralmente a separagao é
melhor em RP

4. Ponto de ebulicao reduzido da
FM (volatilidade)

5. Alto custo dos solventes
organicos

COM PARAC;AO
FN vs FR

COMPARACAO

FNvs
ADSORCAO

Adsorgao

ADSORGAO Compostos inorginicos (FEI) — Silica, alumina, carbono grafitizado poroso

FASE NORMAL

Caracteristica Comparagac

FQL séo preferidas, pois FEI requerem controle da presenca de
reprodutibilidade agua

Conveniéncia e

Grupos polares (FQL)

—— Diol, aminopropil e cianopropil

Equilibrio da FE apés mudar a  FEl podem requerer longo tempo para equilibrio

FM

.

Estabilidade da FE

Ambas estaveis, porém, FEI geralmente tém maior
durabilidade

Seletividade para isdmeros

FEI preferida

Andlise preparativa

FEI preferida pelo menor custo, maior estabilidade, alta

capacidade de amostra

16
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Adsorgio Partigdo FEQL (partigdo)
(absorgao)

PRINCIPAIS MECANISMOS DE SEPARACAO

Quira

" E
- I

Trocalénica Bioafinidade

PRINCIPAIS
MECANISMOS
DE

SEPARACAO

Trocalénica

17
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» Adsorcdo reversivel de ions na FE contendo grupos funcionais

de carga oposta. A F.E. contém grupos ibnicos ligados em sua
superficie (&nions ou cétions), que sdo “trocados” pelos ions a

serem determinados em uma amostra.

Trocalénica

Trocalénica

Pardmetros importantes

FASES MO\/E|S « Tipo de contra-ion:

AIEC: citrato>oxalato>formiato>acetato>0OH-
P Solugdes de eletrélitos aquosos. CIEC: Ba?* > NH,*> H*

® Forga ibnica do eletrélito
P Modificadores organicos: suprimir interagdo hidrofébica. pH

* Temperatura.

18
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Trocalénica

+
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Trocaldnica

lonic
strength

FASES ESTACIONARIAS

P Silica gel ou copolimero de estireno—divinilbenzeno com grupos iénicos

ligados.

Troca Cationica
SCX

Troca AniGnica
SAX

Silica

\/\@ 05 NH' /\/©

(a) benzenesulfonic acid-modified silica sorbent

N'(CH3); «—» ‘ooc/\/©

A

(b) trimethylaminopropyl-modified silica sorbent

20/10/2022

Aplicagbes: Todos compostos idnicos comuns, dnions, cations, agucares, acidos carboxilicos, aminas, etc

19
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\Y
Doy 5 \,\_‘-‘-//

FEQL (partigao)

PRINCIPAIS MECANISMOS DE SEPARACAO

Quira

-

Trocalénica

Bioafinidade

a4

Q2

PRINCIPAIS
MECANISMOS
DE

SEPARACAO

Exclusao

20
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DN
- V% Y23

v" Mecanismo de separagdo baseado na interacao fisica (mecénica) de moléculas de diferentes tamanhos por entre os poros da F.E.

v As opgdes de F.E. consistem em particulas pequenas (~10 pm) de silica ou polimeros contendo uma rede de poros uniformes

dentro dos quais as moléculas do soluto e do solvente podem difundir.

~\

1Y

Exclusao

As moléculas muito grandes sdo excluidas do leito cromatografico e eluem primeiro;
As moléculas médias poderédo penetrar os poros em varios graus dependendo de seu tamanho; e

As moléculas menores difundindo-se mais dentro da estrutura dos poros eluem por ultimo

21



20/10/2022

Name of the gel Exclusion limit(Da)
Sephadex 6-10 0 to 700
Sephadex 6-25 1000 to 5000
Sephadex 6-50 1500 to 30000
Sephadex 6-75 3000 to 70000
Sephadex 6-100 4000 to 150000
Sephadex 6-150 5000 to 300000
Sephadex 6-200 5000 to 800000
Bio-gel P-2 100 to 1800
Bio-gel P-6 1000 to 6000

O 0O N D WN -

FAAXA
Exclusdo W %éeé@%\

" «éé ;.é}é‘ V.

5000 to 300000 Da 1500 to 30000Da 0 to 700 Da

22



