Cromatografia de
Fase Normal vs.
Fase Reversa
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Fase Normal

» Fase estacionaria polar
+ Fase movel mais apolar
« Solutos neutros, polares

* Mecanismo de retengéo-
adsorgao

* > Polaridade soluto— > Ty

.

Fase Reversa

Fase estacionaria apolar
Fase moével mais polar
Solutos apolares

Mecanismo de retengao-
(parti¢ao) interacgoes
apolares

< Polaridade soluto— > Ty

C polaridade
- ——

(o} polanidade

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Melhora H utilizando tamanho de particulas pequeno

(3-10 pm)

Elevada
sensibilidade

Determinagdes
CIVERITE R
mais rigorosas

Maior aplicabilidade

Instrumentacao
sofisticada
Andlise de Analise de
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ndo volateis interesse

dermolabers - ndt Hm kmperatura, estae)

e e B s s ooV ]
B o i Citeaiiien

Fase Estacionaria

P Mais vulgarmente: particulas esféricas de silica sem
(cromatografia de adsorgao) ou com fases ligadas

» Poros de particulas de silica
esféricas, 10 mm
(poros de 100 A)

» Grupos silanol na superficie
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» Grupos silanol da fase estacionaria de silica sao

quimicamente a _clorosilanos para_pro.
lipofilicas
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CH,
R determina a
polaridade e as

propriedades da FE
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Common polar phases

Common nonpolar phases
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Fase Estacionaria
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Cromatografia de Fase Reversa
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Inicialmente as moléculas
hidrofébicas ligam-se a superficie
¢ hidrofobica.

I\,.hs.wohw_vﬁb - erocr

- —

A medida que vamos aumentando a % de
fase orgdnica no eluente, as moléculas

o S ? i
mposto menos hidrofébico menos hidrofobicas comegam a ser eluidas.

g . <+— As moléculas hidrofilicas s3o eluidas sem
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Cromatografia de Fase Reversa
(<]

A fase estacionaria apresenta menor polaridade que 3 fase |

movel
move |
polat Nas Fase estacionarias utilizadas na cromatografia de fase
reversa sdo usadas cadeias organicas apolares (cs, nw_.s ou |
polares (grupos funcionais cadeias com terminacoes do tipo ,

ciano, diol, fenil , amino) quimicamente ligadas.
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A ultima fase € a lavagem
com uma grande % de fase
organica no eluente, para
remover contaminantes
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Cromatografia de Fase Reversa

Fases estacionarias mais comuns em
Cromatografia de fase reversa

Solute ; arronca @ (oulme

Cromatografia de Fase Reversa

A quantidade de 4gua numa fase mével determinara a forga que um analito
hidrofobico é repelido para a fase estacionaria, a forga da sua retengao na fase
estacionaria..

Aumenta a

retengdo de

analitos nio
polares

Diminui a
hidrofobicidade/
Aumenta
polaridade

G

Sificy Support (Pariculate) Cyano

Solventes vulgarmente usados nas Fases
moveis

Phenyl

Amino

Propriedades do solvente

« Agua

+ Metanol
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A natureza quimica da fase estacionaria também ird governar a forga com que o
analito é retido.
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HPLC de fase
reversa

Ordem de
eluicdo?

Fane RewX

HPLC de fase Fase estacionarias mais comuns em Cromatografia de fase
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HPLC de fase
reversa
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Quando é que é necessario a
eluicao por gradiente 27?

A fase estacionaria é apolar, portanto
hidrofébica — Fases ligadas de C4, C8 ou

Cc18

.H_@@ Afase movel contém

PR mo:.\mamm organicos
[t mais polares que a
FE

Exemplo:

metanol, butanol,
isopropanol ou
acetonitrilo.

As regides
hidrofébicas das
moléculas interagem
com a FE, logo as
moléculas polares
eluem
imediatamente e as
apolares
(hidrofébicas) ficam
ligadas.

HPLC de fase
reversa
/4 .ﬂ_ﬂmm/o/ Efeito do Peak identification
0COFTe por tamanho da 1. Uracil
diminuicao da cadeia da fase 2. Phenol
— Blﬁo, da 3. Acetophenone
eluente @ RE @ Q,Xnﬂhﬂm 4. Nitrobenzene
||J 5. Methyl benzoate
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umentandoa
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solvente = @ﬂ orbonos
organico

e
moléculas$

”/sdo eluidas por:
ordem
decrescente de
polaridade, ou
seja, por ordem
crescente de
idrofobicida
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Maior o comprimento da cadeia (maior resolugao)
Maior o tempo de retencao
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Fase Reversa — 29 \e o u_.,u =@ m
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\ / 9@0 ' _ polaridade e os _x
tempos de eluicdo ~ Cromatografia de Fase Normal = N -
= CHCH,CH,0CH, v _ o eluie = ga\Zvﬁb H

cromatografia de FM com polaridade baixa

_ _nmmm:o:.:m_mno

9 EF \r

% Umwv N 0 fase reversas > omo_Soao:omno_m_.
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Interactions polaridade da FM
diminui o tempo de
eluicao

Sorbent Functional Group

Cromatografia de Fase Normal.
: g Polaridade dos solutos: A>B>C

Qual a zona da molécula que
interagiria com a FE?

Polarity.  Viscosity Refractive cniof® point
)Z.o.__ﬂw.aun.ﬂ.'l.r..n.

e\ A

Relacéo entre a @.Gvﬁ @\ﬁ? Série eluotropica
polaridade e os \J 9?\
tempos de eluigao Cromatografia de Fase Reversa :

paraa
cromatografia de
Fase normal e de

fase reversas 0 soluto mais polar elui > >
rimeiro
b s Al s\ [c

FM com polaridade elevada

dides a=F 13%

0 tempo de eluigao
decresce ao diminuir a

polaridade da FM
Twbutylmethyl ketome

1.2-Dichioroethane

Ethylmethyl ketens

Polaridade

i
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Amyl alcobel

Tetcahydroluran
AlsVc tert-Butylmetby] ether

—Time—>

Polaridade dos solutos: A>B>C
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Forca de um eluente

Eluentes que interagem fortemente com os solutos designam-se

— | por eluentes fortes fane
rReveszT>a

L

Fase Reversa - Eluente forte — eluente mais apolar

—

B |
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Fase Normal — Eluente forte — eluente mais polar

SEs
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2 . FE apoos

— 5 FE polon

Selecgéo do eluente
Mudar a forga do eluente para melhorar a separacao -
H

Qual o tipo de cromatografia?

Abe Ehent: 100% ecetonitr s -~
- = Tu,c). \V O eluente é mais forte em que
Eloenta @ fole o b situagio?
\\I\ll‘l‘l 4
- A Al o
\\\\fl‘lv xg 41 Stationwry phese: Octsdocyt Sdene

Detaction: UV @ 754 nm
Abw 3 Eluent: T9% acetonir e 25% weter |
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10 824 phenol
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R 7. 4-Chloro-3-methylphenol
[
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aumenho da 0 a8 12 16Min,
s %Q.F Column: Econosphere” C8, 5pm, 150 x 4.6mm
Q.TOH-:F Mobile Phase: A: + 1% Acetic Acid
B: Methanol + 1% Acetic Acid

Proponha um gradiente (metanol
e agua) para a separagao destes

compostos?
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Bl occcaaxs B Pulse Guard N
Cromatografo de damper column \
& HPLC | 4i_=_ea_a: head
Componentes
5oy ,
basicos , i
volume
| Multiport —2—
_,
|
|
’ ah w \no_ca_._
‘ Solvent reservoirs
* The photo is a column oven with a column management system (optional) Capillary connecting
UV-Visivel tube
“dioda array”
Fluorescéncla
MS
Electroquimicos.

Cromatografo de Cromatografo de

HPLC HPLC
Componentes Cuidados
basicos

Tens A Rafan He <
coema km ar Drnnc,a

d0 WUATE AQ P>

N tﬁ 3{3 ngzi\Js 'lV
m\.?env no smlrma = m__:mnmo de solugdes obtidas a E%Eo
v&w e € partir da solubilizaca fi
solutos solidos (geraimente
MX:.J%QO ] [ solugdes tampao) é necessaria
- para evitar que materiais
. rticulados sejam introduzidos |

» da pureza ; pa < )

Reservatorios de solventes = solventes com elevada pure D Rem ‘v Q\anC/S o sistema cromatografico \
» Antes da fase movel ser introduzida no sistema ~ Remocao de gas Ss5odon (membranas de 0,22 ou 0,45 i

dissolvido : um, compativeis com a fase £

» é a vacuo online (caso o equipamento possua) movel)

» Borbulhamento com um gas inerte (He)

ac*por 5 a 10 minutos (ultrassons)




Cromatografo de
HPLC
Componentes
basicos

Pré-coluna
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Cromatografo de
HPLC
Componentes
basicos

Injector
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Cromatografo de

HPLC
Componentes Aumenta o tempo de vida da coluna
basicos analitica

Pré-coluna

Elimina substancias que se ligam de

maneira irreversivel

Elimina matéria em suspensao e
outros contaminantes

Preenchimento - semelhante a coluna
analitica (tamanho de particula maior)

Cromatografo de
HPLC
Componentes

basicos * Injector
— Geralmente um injector de loop

[ —{~4 | cotumn

-——Solvent in column ~— Solvent in

Load position Inject position
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Cromatografode »
HPLC
Colunas

(]

Temperatura influéncia na eficacia da
separagao

As colunas utilizadas em HPLC

inoxidavel sa0 geralmente de ago

Analytical M"\ Preparative ;_
= = ﬁw
= M@
-s\».- o= 4I g .,.HVL <_,‘ ﬂ

. \.‘1\ Length
Intenal Diameter (id.) (I

imm - S50mm

| AT fofem & amwf.av/

Aumentando a Temp

Aumenta a difusao dos solutos:

Diminui o tempo de retencao

—I Diminui a viscosidade do eluente

B o=

BETTER MINDS

Pode degradar a FE

NEED
s
S
EA S

Colunas - Eficiéncia
Comprimento e Tamanho das
particulas

50mm - 100mm
= - - -
[ 1\t
) _, | ,/ i.
50mm 50mm
5 micron 1.7 micron
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Cromatografia Gasosa
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Flow
Gampling motar

Cromatografia em Fase Gasosa: Cromatografo de i

Fase Gasosa
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V\\.\\\.\\ QPN s on’bv“ ! ?wwﬂ._wmhw_mmmw de constante se a pressao de
—— ) @ 0 o 4 entrada for constante -
B \Rx o
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e Gases (Fase movel): Ne,
v Heule natase Argon, H, de fluxo nojinicio da coluna
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movel)

coluna Aaux: possibilita a analise
aquecida . ﬁ ﬁ?ﬁm_\kg Uv. quantitativa
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| Colunas para CG

Coluna de enchimento | Coluna Capilar

Comprimento- 2-§ m
Didmetro Interno: 2-5 mm

com fase estacionaria

, (solidos
_ adsorventes Ou adsorventes que
se fixavam 3 superficie uma

Peguena quantidade de liquido)

Comprimento: 100 m
“ DI: 150-300 ym
Natureza quimica dos

|

diferentes polaridades

| revestimentos internos podem ter

Colunas Capilares » Comparadas com as col
oferecem:

arrokma mY

r

. o

» FSOT: Colunas capilares de silica fundida

E s
Q %U«Q&Qc.nan,.ﬂ

as capilares

Maior resolugdo
Menos lempo de andlise
Maior sensibilidade

Menor capacidade de amostra «=% NGO € cmdia,
S0

> mN.ED... 3&

e

4

Sao as mais utilizadas

@::aau de alla pureza com quantidades minimas de 6xidos metalicos

——

Altamente resistentes e flexiveis

Diametros internos de 0.15 - 0.32 mm

=

Fused Silca Open Tubudar Column

Efeito do diametro
interno na
resolucao de

uma coluna A
capilar

.‘ll m— 2
8o N & e FeRMIASS |,
Rls 90 Wwaes ki Lnus
"o QL.E#D.O.

Regpoata do detactor —

Observe o aumento de resolucao dos picos 1
€ 2 na coluna mals estreita. Condigbes: Fase

U

- Eteebnee 08 SIS Efgito do s
ccomprimento ~—> ollero, o coeduena

mube Grorde
w da coluna na
resolugao de
uma coluna
capilar

.@,3:, NS do dameme
%
D RenRuds

Resposta do detector—-

Y

estacionéria DB-1 (espessura de 0,25 pm)

Y PR T BT )

r} | B gl I O T )

em coluna de 15 m de parede recoberta,
mantida a uma temperatura de 95°C. G4s de
arraste, hélio, com velocidade linear de

34 am/s. [Cortesia de JAW Sdientific,

Folsom, CA]

15 20 25 15

Tempo (min)

2,0 25

i
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Caracteristicas de uma

Cromatograma de
_l. Fase Estacionaria

.y

gas de uma
mistura |

complexa . |
PP b | R = : Ligada quimicamente ao suporte (evitar que seja 76 w
coluna capilar b 1T = i 3 wﬂd‘l —.l arrastada) | w
| e d% s o owe o wae o NEEIIRER . - _
” ! , ; l , ixa volatilid eb 1 superior a temperatura | M,
, | | maxima de trabalho da coluna 4 J ,
| i | = - |

| IS rReeg, stabilidade térmica e quimicamente inerte g

;

f T | , # &Fiﬁu _An ; W

. o O Con

W _v.Vrvu ("Boas propriedades para interactuar com 0s solutos .Lv e Ydﬂwﬂg
& —d S 2 \_ 22 Y lonce, ”

A E— s _l
( Bom solvente diferencial, isto &, além de dissolver 0s 2

|

> - | constituintes da amostra deve fazé-lo com solubilidades
Centenas de compostos sao separados e medidos por CG usando | suficientemente diferentes para que: eles vOmm»_.: ser L
amostras muilo pequenas _IL mmvmqmaom ; kg

» Colunas capilares tém resolugoes particularmente elevadas

s

BETTER MINDS

,,

__# .; T: [T

'_ LIk F.L

) :f.,

Fases estacionarias Structure P d
, N\ rograma de
vw_m:_wm vs o] é d @ qo.m_.msncqm Isotérmico No wilbme patamod,a
polares R ¥l i \ T e aumo. o poote ae |
100 % Dimethylpolysiloxane © % k crs L= ¥ e M.ua Rampa Continua _ euliged a0 ME2 wlahi
T o ﬂogmxk.ﬂ.p e Y. com dup Ryeqon ®\.
T a Rampa por patamares a H

REY M rnefhot > R st m o» @
83 g tructure n\ (W A4
P suucnure S g™ SN Q Gltimo patamar bem acima do p.e. do menos volatil

[ & é 4 | © | nz;r R Tl
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+-0-Si 0-Si—t |Io w_Jlo.m. B i I R ¢ . .4.
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Stiucture Structure
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— S0t 0 xo,ln o o,yz
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Temperatura do injector
Programa de

emperatura

> -
Para uma evaporagao total dos componentes da amostra o

Forno  Atemperatura da coluna é uma variavel importante
injector d . termostatizado
] eve estar, de uma maneira geral, 30 a 50 °C acima da e Controlo de » Necessidade de controlo rigoroso (+ 0,1° C) / controlo dos
tem erat i 3 i
peralura de vaporizagao do menos volat temperatura da tempos de retengao; gamas entre — 50° e + 450 °C
Coluna
Temperatura do detector

» Depende do p.e. das amostras e do grau de separagao
™ 30 a 50 °C acima da temperatura de vaporizagao do

pretendido
componente menos volatil

» Em amostras complexas, onde os p.e. dos analitos sao

muito diferentes, deve utilizar-se um programa de
Temperatura da coluna

temperaturas, aumentando esta continuamente 2 \Ubla ¥ Q_« om
medida que avanca a separagao moL Al AVOO
: ‘ » O aumento de temperatura reduz os tempos de retengao olb)

Atemperaturas elevadas existem menos moleculas em interacgao
com a fase estacionaria e mais na fase movel, levando a uma
migragao mais rapida (< tg)

> Pode iniciar 10 a 20 °C abaixo da temperatura de
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P Usar gradientes se houver varias familias de compostos (com

volatilidades significativamente diferentes)
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gasosa para
separacao de
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Programacao de

Atemperatura de uma coluna é elevada durante a separagao para
irseriy temperatura

aumentar a pressao de vapor do analito e diminuir os tempos de
SEaramacs retengao dos ultimos componente a serem eluidos
de temperatura C
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Cromatografia Se fosse usada uma temperatura constante de 20°C, os alcanos
gasosa para mais pesados levariam tanto tempo a sair da coluna que nao seriam ~
separacao de detectados Factores que governam a separagao dos
alcanos com & constituintes Cromatografia G-L
programacao _ & Cy c
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Para manter uma resolugdo adequada dos picos que eluem primeiro,

0s programas normalmente incluem um periodo de tempo a uma
temperatura baixa e constante antes de comecar a elevagao da
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Fases estacionarias n3o polares

Séparam os analitos, sobretudo
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Cromatografia
Gasosa

Boa exactidiao

Precisao elevada em
amostras muito
pequenas

Eficiente, permite alta
resolugao

m@@ Elevada sensibilidade,

BETTER MINDS Limites de deteccao da
ordem dos ppm e
ppb
Elevada velocidade
analise

Amostra deve ser volatil
ou estar
volatilizada

Nao aplicavel a amostras
termolabeis
(mL ou pL)

Necessidade de
derivatizagao de alguns
compostos

Amostras complexas

“sujas” requerem uma
extracgao prévia
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Derivatizagdo A derivatizacdo é uma té utilizada, por exemplo em
cromatografia, para transformar um composto em outro com

estrutura sem a0
quimica. Por vezes ocorre a alteragao de um grupo funcional.
O derivado possui propriedades diferente, sendo por isso

usado para:

% Aumentar a volatilidade(@ diminuir a polaridade dos
compostos

x Reduzir a degradacdo térmica das a

x Aumento da estabilidade térmica

x Aumentar a resposta do detector

x Adigao de grupos funcionais que aumentem o

sinal do detector

x Melhorar a separacao e reduzir o tailing







