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Cromatoqrafia — Definicao

- Cromatografia é a separacado de uma mistura devido a
diferentes afinidades gque seus componentes possuem
pela fase estacionaria (liquida ou solida) e fase movel
(liguida ou gasosa) (ocasionando migracao
diferenciada).
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Cromatografia Liquida
Usada para identificar pigmentos de |
plantas desconhecidos e outros e " Ciiboteae

Plant Extract '

in Solvent COmpOStOS.

Cromatografia em camada delgada
Usa uma placa fina de plastico ou de
vidro revestidos com FE para
. . identificar a composi¢ao de pigmentos
| e substancias quimicas desconhecidas.

Cromatografia Gasosa

N Usada para determinar a composi¢ao quimica de

4500
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2500 4 como compostos na gasolina (representados por = Pode ser usada para separar os
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cada pico separado na figura ao lado). compostos de  tintas, plantas
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA...

HPLC PROFA.éaé. GLAUCIA MARIA Coluna


Presenter
Presentation Notes
Most chromatography uses modern instrumentation and involves placing the sample to be analysed on a support (paper or silica) and transporting it along a mobile phase. The mobile phase can be a liquid (liquid chromatography) or a gas (gas chromatography).



Classica

' Papel

'EROMATOGRAFIA ¢
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Cromatoagrafia — Breve historico

M. TSWETT (19006): Separacao de misturas de pigmentos vegetais em colunas recheadas com
adsorventes solidos e solventes variados.

éter de
petroleo X
mistura de

«~  pigmentos
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— ™~ pigmentos
/ separados
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Cromatoagrafia — Breve historico

Anos 90

1959 Anos 80




CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Injecao da  Adicao de |
Composto vermelho

amostra eluente (FM) . .
J : \ \ tem a maior afinidade
- R i pela FM, composto

Cﬂ|una com 8 azul tem a maior
afinidade pela FE

a fase o :

estacionaria

V V e avr v Coleta dos
componentes
3 b C d e
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Cromatoqrafia — Classificacao

CROMATOGRAFIA
CRITERIO DE
CLASSIFICACAD
TECNIGA PLANAR EM COLUNA
FASE MOVEL Liauipo aAs FLUIDO Liauipo
SUPERCRITICO
FASE I I I I I
ESTACIONARIA LUouipo sSALIDG FASE Lviamoo sbéLpo | FASE s4LIDC FASE Licuipo sdLIDD
LIGADA LiGaADA LIGADA
cnu;.:-?u%iang cP ccD CehD caL cas CaFL Ccas CS8FL CLL cLS CE

Classificagto de cromatografia pelas formas fisicas

I

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA

FASE
LiaADA

CLFL

cTI cB




Cromatoqrafia — Classificacao

Classificacio | Fase movel Fase Meétodo Tipo de
estacioniaria | especifico equilibrio

Liquida liquido Liquido Liquido- Particdo entre
adsorvido no | liquido fases
solido 1misciveis
solido Liquido-solido | adsorcao
Resina de Trocaionica | Troca ionica
troca ionica

Gasosa gas Liquido Gas-liquido Particdo entre
adsorvido no gas e liquido
solido
solido Gas-sohido adsorcéo

PROFA. DRA. GLAUCIA
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Cromatoqrafia — Classificacao

# A forma fisica do sistema de cromatografia define a técnica
geral:

# Cromatografia em coluna: fase estacionaria (FE) colocada
em tubo cilindrico. De acordo com o diametro da coluna
utilizada temos:

# Preparativa (6-50 mm)
# Analitica (2-6 mm)
# Micro (< 2mm)

# Cromatografia planar: FE disposta sobre superficie plana:

(1) TLC, Thin Layer Chromatography- em portugués conhecida
como CCD, Cromatografia de Camada Delgada

(2) Cromatografia em Papel
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Cromatoqrafia — Classificacao

A cromatografia em coluna se divide em dois grupos:

- Cromatografia Liquida Classica => coluna de
vidro, pressao atmosfeérica, fluxo de fase movel
(FM) devido a gravidade,;

- Cromatografia Liquida de Alta Presséao =>
colunas metalicas e pressdes elevadas, com
bomba de alta pressao (HPLC ou CLAE).

&2

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA




Cromatoqrafia — Classificacao

Nomenclatura - o critério se baseia na natureza fisica das fases
utilizadas:

Fase moével (FM) pode ser:

Gasosa => cromatografia gasosa (CG)
Liquida => cromatogratia liquida (CL)

Fase estacionaria (FE) pode ser:

Liquida (sobre um suporte solido): CGL e CLL
Soélida: CGS e CLS
Fase ligada: CGFL e CLFL

Fase reversa => fase estacionaria ¢ mais apolar do que fase moével

Fase normal => fase estacionaria ¢ mais polar do que fase mével
13
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Presenter
Presentation Notes
Cromatografia supercrítica – Fluido supercritico


Cromatoqrafia — Classificacao

Série eluotrépica:

- pentano

éter de petroleo
ciclohexano

benzeno

cloroférmio

éter etilico

acetato de etila

acetona
propanol

etanol

- metanol
- égua

aumento da polaridade

14
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Presenter
Presentation Notes
Cromatografia supercrítica – Fluido supercritico


Cromatoqrafia — Classificacao

Classificacao baseada no mecanismo de separagao

Fisico: processos de sorcio (adsorcio ou absorcio/ particdo) siao baseados
principalmente em forcas eletrostaticas ou dipolares (forcas de Van der Waals),
incluindo pontes de hidrogénio.

Quimico: bioafinidade e troca i6nica => grupos funcionais ionizaveis, trocadores
anionicos e cationicos, FM geralmente é uma solucao tampao.

Mecanico: cromatografia por exclusao. FE ¢é inerte com particulas de forma, tamanho e
porosidade uniformes. Diferenciacio em ter analitos de diferentes tamanhos =>
penetracao seletiva nos poros.

(GPC= cromatografia de permeacao em gel ou por exclusao de tamanho)

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA 15




Fase estacionaria

a) adsorcao b) particao C) troca-idnica d) exclusao



Processo Cromatografico (1)

Processo fisico - quimico gque rege a separacao:

(a) Adsorcion

Adsorcao:
O soluto e adsorvido na superficie OH
7 /1" _‘.
das particulas solidas da fase E e
o 0-
estacionaria.

estacionaria

E um fendémeno superficial, polar

aumentado com a formacao de
pontes de hidrogénio.

& £
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Processo Cromatografico (2)

Particao: (b) Fase inversa

O soluto se equilibra entre o
liquido da fase estacionaria e a
fase movel, por diferenca de
solubilidade (equilibrio)

18
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Processo Cromatografico (3)

(c) Intercabio

Troca lonica: l6nico e

Os anions e cations se unem Q O

covalentemente a uma fase .

estacionaria solida . St:z;iaria
0 cargada

49
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Processo Cromatografico (4)

Exclusao Molecular, Filtracao (d) Permeacion /I;
ou Permeacédo em Gel: en gel Fase |
estacionaria

i1
porosa

A

m
(d

Nao existem interacoes entre a
fase estacionaria e o soluto. Se
separa por tamanho de
particula.

—\

20
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Cromatoqrafia - classificacao

Increasing polarity

-
Water-insoluble 1 Water-soluble
Nonpolar | Ionic

| o |
Nonionic polar

Partition
Adsorption Ion
exchange

(Reversed-
phase (Normal
partition) partition)

Exclusion

Molecular weight

(Gel permeation) (Gel filtration)

108~

® 2004 Thomson - Brooks/Cole

A cromatogratia
pode ser utilizada
para uma ampla
variedade de
amostras, sendo
que de acordo
com a massa
molar e a

solubilidade em

agua dos analitos

b

diferentes tipos de

cromatograﬁa
devem ser
escolhidas (veja o

‘ quadro).




Termos e simbolos mais usados

= -

B H B #H H o

=

t.= tempo de retencao de cada componente

t,,= tempo de retencao de um componente nao retido (ndo tem
afinidade) pela fase estacionaria => tempo morto

K= fator de retencéo= (t;-t,,)/ty,

As= assimetria do pico (divide-se 0 pico ao meio e faz-se a
razao entre 0s dois segmentos)

T= fator de cauda (tailing factor) — substitui a As geralmente
a = fator de seletividade=(t,-t\,)/ (g1 — ty)

T= talling factor= fator de cauda

N= eficiéncia= nimero de pratos

Rs= resolucao entre os picos

H= altura equivalente (utilizado para comparar eficiéncia de
colunas de diferentes comprimentos)= L/N

Alargamento de banda

e
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Cromatograma

L dr2 -
I
lf‘— dri ' Ad —
' tR,
[ tm
I Ay TTTTS TS TS 1
| dm (Vo) : No topo do pico, |
p— ] aonde as linhas |
| ; | Se encontram, '
| I | marque tR usando :
| I 1 0 eixo “X” (tempo)
| I como escala I
| e

i Trace 2 linhas i
! tangente a lateral :
1 do pico, cortando i
] a

PROEA. p' a linha de base I

I A largura do pico (w) é encontrada
I medindo-se a distancia em tempo
(escala do eixo x) da base do pico

T , entre uma tangente e outra
J




Formulas

Width @ 5% 23.90 I

tR ime
1,0 | !
VO S f: : : : S
St ;
l«— Width @ bises o
5%
T= fator de cauda
W W= largura do pico a 5% da altura
F=tempo do inicio da largura do pico a
2XF

5% de altura até o tempo de retencao (tR)
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Formulas

~ 2,0(tR2—tRy)

le— Tangent '

Width

Rs
(W2+ Wh)
Gt — | T
1 T T A, —* .
!-I—I-‘i-". —|-! I-l—'r:r': _
= . —
Width @ Tan 20.24 tR
/ \_\ N =16
ol W
\\ Retention
"-":"/ <—__ Time
L | |
: I
I

rckuFA. DRA. GLAUCIA MARIA

Rs=resolucao
tx=tempo de retencéo
W, + W, = soma da
largura da tangente dos
picos

N=numero de pratos
tx=tempo de retencéao
W= largura do pico na
linha de base,
determinada pela
tangente do pico



Avaliacdo de picos cromatograficos

‘ Rs ruim ]

pois picos

sao largos

mesmo tempo de
retencao podem nao

Rs melhor

que (2)
mais tR sao
diferentes (comparar “a” e “c”).

forem muito largos

Detector signal =3

© 2004 Thomson - Brooks/Cole

para obter resolucao
© (observar “b”)

apresentar resolucao se

Nesta situacao de picos
largos € necessario uma
maior diferenca entre tR

Picos adjacentes com \

)

Boa Rs com
picos finos
v/
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Avaliacao de picos cromatoqgraficos

De acordo com a férmula de Resolucao:

TRS _ 2,0 (tRZ — tRl)T‘

(W2+ Wh)),

Para Rs aumentar, a diferenca
entre o tR de dois picos
adjacentes deve aumentar ou as
larguras (w) dos picos deve
diminuit.



Avaliacdo de picos cromatograficos

o

Detector signal

0

@ 2004 Thomson - Brooks/Cole
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Problemas de assimetria — Picos com Caudas

Ideal

[5]s
Fronting Tailing
[$]m
(a) f
=
Ideal =
g
Q
]
5]
o
[5].
5 —— u
[Slm Time —3
{h.:' @ 2004 Thomson - Brooks/Cole
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Cromatoqrafia - Eficiéncia

® A eficiéncia pode ser afetada por fatores, como:
Comprimento da coluna
Diametro da coluna
Vida util
Temperatura de eluicao
Vazao de FM
Volume de amostra introduzida
Técnica de injecao
Caracteristicas da substancia
outros

30
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Cromatografia — Analise gualitativa e guantitativa

? (identificacdo) |

Integracao
do pico
h obtendo

Area (A) e
altura (h)

gualitativa guantitativa

A cromatografia ¢ mais utilizada para analise quantitativa, mas se acoplada a um detector capaz de fornecer
informacoes qualitativas este tipo de analise sera possivel se acoplarmos o cromatégrafo com:

Infravermelho (IR)
Ressonancia nuclear magnética (RNM ou RMN)

Espectrometria de massas (EM ou MS)

31
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Cromatografia — Analise quantitativa

O método instrumental mede um sinal instrumental (S) que se relaciona com a
concentracao do analito (C):

S = £(C) analito

A medida do sinal se fundamenta em uma propriedade fisico—quimica que se relaciona
diretamente com a concentracao do analito

As técnicas cromatograficas precisam de calibra¢ao: requerem o uso de padroes =>
padronizacao interna ou externa

Idealmente, a relacao sinal X concentracao deve ser linear

A seletividade depende da natureza do sinal e esta relacionada com a propriedade do
analito que esta sendo medida

A sensibilidade se relaciona com a inclinacao da reta de calibracao
O limite de deteccao depende do ruido instrumental

Existe uma faixa de concentracao na qual a relacao pode ser linear entre o sinal
analitico e a concentracao

32
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Cromatografia — Analise quantitativa

* Curva de calibracao: y= ax+b ou sinal= a. conc. (analito) + b

80
60 -
&
2 40
L]
. 20 -
b= coeficiente
linear
(intercepto) \ﬁ
0.

/ a= coeficiente
angular (inclinacéo)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
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Cromatografia — Analise quantitativa

*» Sensibilidade: quanto mais inclinada a curva de calibracao mais

sensivel € o método (diferenca de sinal € maior com menores
diferencas de concentracao)

maior inclinagdo
mais sensivel

menar inclinagao
{ menos sensivel

sinal

maior sinal

menor sinal  {l /

concentragdo
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Cromatografia — Analise quantitativa

¢ Faixa linear: regiao da curva de calibracao na qual o sinal
possui uma relacao linear com a concentracao

SE.'I:H nd

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA
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Cromatografia — Analise quantitativa

A | B | C | D T E T F 7@

0] 00| | 5| (77| o | QI D | =

10

31

Quantitative GC using an internal standard method
Peak height Peak height, Peak height ratio,

Fercent analyte analyte |internal standard analytefinternal std.

0.050 18.8 50.0 0.38

0.100 48.1 64.1 0.75

0.150 B3.4 55.1 1.15

0.200 B3.2 427 1.48

0.250 936 53.8 1.74
Unknown 58.9 49 4 119
Regression equation
Slope 6914515 200
Intercept 0.062202
Concentration of unknown 0.163440 1.80
Error Analysis 1.60 P
Standard error in Y 0.049960 % 1.40
. 2 G 1 .
Six 0o | £ A
i bar (average ratio) 1.1 x 14 /
1] 1| = 080 =
Standard deviation in ¢ 0.007933 E 0.60 P
Spreadsheet Documentation 0.40
Cell D4=B4/C4 e i
Cell B11=SLOPE(D4:D8 A4:AS) S [
Cell B12=INTERCEPT(D4:D8 A4:AB) 0.00
Cell B13=(D9-B12)/B11 0000 0050 0100 0150 0200 0250
Cell B15=STEYX(D4:08 A4:AS)
Cell B1I6=COUNT(A4:AB) CALCORL Oty

Cell B17=B16™VARP(A4:A3)
Cell B18=AVERAGE(D4:D8)
Cell B19=enter no. of replicates
Cell B20=B15/B11*SQRT{1/B819+1/B16+{(D3-B18)*2)/((B1142)"B17))

© 2004 Thomson - Brooks/Cole

36




TIPOS DE CROMATOGRAFIA...

' coluna

%ROMATO GRAFIA §

37
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amostra na

placa

em recipiente
com FM

val ocorrendo enquanto a
FM vai subindo por
capilaridade...

38
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Secar a placa e
marcar a altura
EMatingit © § de cada mancha
final da placa | ¢ marcar a
distancia
percorrida pela
FM



CROMATOGRAFIA PLANAR

4= distancia percorrida pela FM (frente de
solvente) -
3= distancia percorrida pelo componente A —

2= distancia percorrida pelo componente B -

1= local de aplicacao da amostra (“ponto de

partida”)

.,-—-"/
Rf ,=DsA /S

Rf ;= DsB /S

ke 113}‘@2113«. tem maios
em analise comparado com o =

nidade ]jbxé\ilk-ak EM

deslocamento da fase movel
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Cromatografia de Camada Delgada

Separacao de misturas de compostos moleculares atraves da
migracao diferencial dos mesmos entre duas fases: uma fixa (ou
estacionaria) e outra movel, que desliza sobre a primeira.

Ou também pode ser expresso como um procedimento de
separacao microanalitico no qual os componentes de uma
mistura sao transportados para diferentes distancias em uma
placa recoberta com uma fina camada de material poroso. A
espessura da camada pode variar de 100mm a 250mm.

40
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Cromatografia de Camada Delgada

A placa que serve de suporte em geral é de vidro, mas pode ser de
plastico ou de aluminio. A camada que recobre a placa recebe o
nome de fase estacionaria e em geral é constituida de silica gel.

O mecanismo de transporte é um solvente e é conhecido como fase
movel. Primeiro a amostra é dissolvida em um solvente adequado,
entdo, uma certa aliguota desta solucéo é aplicada na regiao de
partida e o conjunto é seco.

A placa de TLC/HLTPC e entao colocada em uma camara de
desenvolvimento ou cuba, o0 qual contem o solvente.

41
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CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA

Inicia-se o que chamamos de desenvolvimento
cromatografico onde os componentes da amostra sao
influenciados pela acao de duas forcas, opostas entre si:

Capilaridade: € a responsavel pelo avanco do solvente ou
fase movel sobre a fase estacionaria que contém a
amostra.

42
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CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA

Interacao: tao logo se inicia a migracao da fase movel, a
amostra é dissolvida e comeca a ser arrastada pela fase
movel.

Neste momento aparecem forcas de interacao entre os
componentes da amostra e a fase estacionaria.

Estas forcas de interacao se opdoem a forca de arraste da fase
movel (capilaridade) retardando o avanco dos componentes
da amostra.

43
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Cromatografia de Camada Delgada

EM FUNCAO DE TODAS ESTAS INTERACOES ENTRE

AMOSTRA/FASE MOVEL/FASE ESTACIONARIA, O SISTEMA
TLC/HPTLC DEVE SER OTIMIZADO PARA CADA AMOSTRA

FASE
GASOSA

AMOSTRA

FASE e ey FASE
ESTACIONARIA| =~ MOVEL
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CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Muitas substancias, sem nenhuma coloracao podem ser visualizadas
guando iluminadas por uma luz UV.

Existem varios meios de se avaliar o cromatograma. Do ponto de
vista qualitativo (visual) pode-se efetuar a avaliacao apenas
dispondo de uma camara UV, contendo lampadas capazes de emitir
luz nos comprimentos de onda de 254nm e 366nm. Neste caso as
manchas sao visualizadas e suas distancias de migracéo calculadas.

A distancia de migracdo da amostra comparada a distancia de
migracado do padrao diz respeito a “qualidade da amostra”.

45
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CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Reveladoressao agentes fisicos (ultravioleta, por exemplo) ou
quimicos (vapores de iodo, H,SO,, por exemplo) que tornam
visiveis as substancias separadas.

Outros reveladores quimicos: acido sulfurico/metanol, vanilina
sulfurica, tricloreto de antimdnio, permanganato de

potassio/acido sulfurico, anisaldeido, etc
Os_ _H

OCHj

46
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FATOR DE RETENCAO OU RETARDAMENTO OU RELACAO (RF)

Isto é calculado através do Rf

Rf € a relacdo entre as distancias percorridas pelo composto e pela frente do solvente.

Rf =distancia do centro da mancha a linha de partida
distancia da frente do eluente a linha de partida

Ou Rf = a/b

a7
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RF

Por exemplo, se uma substancia de uma mistura desconhecida se desloca 2,5 cm e a
frente do solvente se desloca 5,0 cm, o Rf ¢ 0,5. Um Rf sempre estara na faixa de 0 a 1:
se a substancia se move totalmente ela pode se deslocar igualmente como a FM se
deslocou mas nao mais do que isso; se a substancia nao se desloca nada seu Rf sera
ZEro.

Diferentes caracteristicas da FM vao alterar o valor de Rf das substancias e podemos
controlar a migracao dos compostos trocando a FM (principalmente alterando a

polaridade).

O valor de Rf identifica uma substancia pois ele possut um valor unico, para uma dada

FM e FE utilizadas.

Devemos correr em uma mesma placa a amostra desconhecida e o padrao que deve
identificar a substancia em analise. Como a amostra e o padrao estarao na mesma
condicao, se os Rf da mancha do padrao e da substancia desconhecida coincidirem ¢é
porque devem se tratar do mesmo composto.

48
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APLICACAO DA AMOSTRA

E a primeira e mais critica etapa de um trabalho com
TLC/HPTLC, desconsiderando-se a preparacao da
amostra.

A aplicacao € muito importante porque sua regularidade

e qualidade refletem-se até a ultima etapa da analise. A

precisao do volume aplicado e o exato posicionamento
sS40 essenciais

50

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA



Cromatografia de Camada Delgada

APLICACAO DA AMOSTRA

-

© e

Forma incorreta de aplicacao Forma correta
de aplicacao
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APLICACAO EM SPOTS, BANDAS OU
RETANGULOS ?

Cortato = Spots Spray =Ra 3ngulos

52
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CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

Para este caso, o0 solvente Hexano mostrou-se como o melhor, pois o
ponto de aplicacao ficou o menor possivel. O ideal é evitar o efeito de
anel. como ocorreu com a agua.

e © & 9 =2 = <
CH,CL, EtOAc MEK Aceton ACN  Tol  CHC, HO

Hex BME  EtO IPOOH FIOH MeOH THF  DMF

o e o

53
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Aplicagao da amostra

Assim, os volumes aplicados devem ser limitados. Para
as placas TLC pode-se aplicar 0,5uL a 5uL e para HPTLC

0 maximo indicado é de 1pL.

AplicacOoes em banda resultam em melhor separacao
dos componentes, considerando as mesmas condi¢oes

de desenvolvimento.

54
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Cromatografia de Camada Delgada

Difusao Pouca ou
nenhuma difusao

Fractes nao Fracdes
muito melhor

separatias sepdradas
' | —
L4 ————

Aplicacao Aplicacdo
em spot em banda

25
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PARAMETROS PARA A PLACA

Temperatura:

O desenvolvimento do cromatograma deve ocorrer em
temperatura ambiente. Temperaturas entre 20°C e 25°C nao
sdo criticas para este procedimento. E importante evitar
flutuacoes de temperatura durante o processo.

Umidade:

Durante a fabricacao e logo apds, as placas séo secas a
temperatura de 120°C, de modo a ativar a silica gel. Ao ser
retirada da embalagem a placa adsorve rapidamente umidade,
se equilibrando em alguns minutos. Entre HR de 50 a 60% este
equilibrio ocorrera na placa com cerca de 13% de conteudo de
agua.
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‘ POSICAO DA CUBA \

A cuba deve ser colocada de modo a nao receber luz
solar direta, em local com temperatura estavel e
bancada a mais nivelada possivel.

Quando o trabalho estiver sendo feito com substancias
fotossensiveis, o cromatograma deve ser corrido no
escuro.
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Compostos hidrossolaveis, acidos organicos e fons metalicos
Principio: particao (solubilidade)
Quantidade de amostra necessaria 107 a 10° ¢
Tipos: ascendente, descendente, bidimensional, circular
F.M. - Sistema de solventes
F.E. - Agua retida na celulose (papel Whatman)

M¢étodos de deteccao: fisico-quimicos

Analise qualitativa: Rf (fator de retencao) - problema : reprodutibilidade

Analise quantitativa: densitometro, extracao dos solutos
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Método rapido (20-40 min.)
Maior sensibilidade que C.P. (107 )
Método simples e barato
EE - Adsorventes (silica, alumina, celite, amido)

Principio: Adsorcao (polaridade)
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naturcza quimica do adsorvente G- aglutinantes (gesso amido ou talco)

area de superficie/ tamanho da H- sem aglutinante (p/ CL)

particula P-camada preparativa

porosidade da particula F- contém fluorescéncia

-atividade --> sitios ativos R- adsorvente sem aditivo

analitos devem ser soluveis diferentemente

nao deve haver reacio entre analitos/FM e FM/FE

60
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CCD - EXEMPLOS

| l ¢ .- |

estavel a luz, oxigénio, solvente, nao ser volatil
PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA 61

detectavel no cromatograma

soluvel na FM



CCD - EXEMPLOS
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CCD - exemplos




CCD - exemplos

*Transfira cerca de 3 cm? de folha
para um almofariz

*Macere até que todo o tecido se
guebre

*Adicione cerca de 750 ul de
propanona

*Transfira o sobrenadante para
um recipiente e feche
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EXEMPLO - METODO

*Aplique a solucdo de amostra na placa (aquié mostrada uma aplicacado em
barra, mas poderia ser em “spot”)

1.5 cm

| - |
1.0 2.0 3.0 4.0

Fase movel: ciclohexano : propanona : éter de petroleo,
proporcao 5:3: 2
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EXEMPLO - METODO

*Coloque a placa com a

amostra aplicada em um —

recipiente saturado com a
FM

*Espere o solvente subir
na placa, por capilaridade,
e quando estiver proximo

ao topo, retire a placa

‘Imediatamente marque a
frente do solvente
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[ Pigmento |  Cor | R,
caroteno amarelo- 0,91
alaranjado
feofitina a cinza 0,75
feofitina b cinza claro 0,63-0,75
clorofila a verde azulado 0,63
clorofila b verde 0,58
xantofilas amarelo 0,53
xantofilas amarelo 0,47
xantofilas amarelo 0,32
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Vantagens:
“técnica simples
“nao requer
instrumentacao sofisticada

“baixo custo

Desvantagens:
“uso limitado
“alargamento de banda-difusao-

“pouca alternativa de reveladores

Vantagens:

*maior sensibilidade
emais rapido

*> repetibilidade

*< difusao

*> faixa de aplicagao
reveladores reativos
*permite aquecimento

Desvantagens

PROFA.

*Degradacao de compostos labeis devido
a grande superficie de exposicao

edificuldades na quantificacao

DRA. GLAUCTA MARTA
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA...

%ROMATO GRAFIA §

69

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA



N VAR

e

L)
1

lassica)

solvent continuousiy
applied 1o the top of
columa from a large
ressreair of sobaant

(FM)

778\

A\

o\
N\
¢

—
PR
ds_

aF
Substancias
separadas,
antes
presentes
como

mistura na
amostra



Cromatografia Liguida em coluna aberta
(cromatografia Ilqmda classica)
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Cromatografia Liquida - Esguema

PREP;EA‘:ZO Aputgecio ELUICAOD DETECCAO
E
COLUNA AMOSTRA QUANTIFICACACO
U EVAPORAR
. PARA o
PESAGEM ey
o <
ANALISE -
cLC U t:ru::‘l'rg“)‘io- =
D. TOME T RICA -
=
€TC 8
D’ ] MQ o2 FrRAcCAO
- 1 H 3 _
(=]
| o
o
("7 ]
[
b1 a
Bomba l Bomba a A c
CLAE o
-
[ =]
[- 9
o
("7
I
S | _ll — |
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Esquema da instrumentacao

Interwvalo

Sentida de flujo de tiempo
-

&+ B 1
” } ;
] R =
Diafragima de  Columns Tiempo | B
inyeccion de — E‘

la muestra Dietectior
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Esquema da instrumentacao

Intervalo
=entido de flujo de tiempo
-

L+B ,

= f— :
LI

Diafragma de  Columna ﬁ Tiempo | &
inyeccion de : - E

la muestra Dietector
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Esquema da instrumentacao

Irtervalo
Senticdo de flujo de tiempo

-
B A 3
| ] :l_ 1 =
. i —| £
Diafragma de  Columna l\ Tiempo| &
. . — =
inyeccion de _ by

la muestra Detector
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Esquema da instrumentacao

Intervalo
=enticdo de flujo de tiempo
-

a
” o, =
Diafragma de  Columna Q iy

Inyeccion de
la muestra Detector

Fedgistradar +
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Esquema da instrumentacao

Interwalo
de tiempo
=entido de flujo

Diafragma de  Columna
Inyeccion de
la muestra

Hegiﬂtl;ac:h:nr th
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Colunas FM e FE

Fator critico !
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FE. FM

CL:

e Fase normal: fase movel € mais apolar do que fase
estacionaria

Ex: FM hexano:etanol, FE silica

e Fase reversa: fase movel é mais polar do que fase
estacionaria

*Ex: FM Metanol:agua, FE C-18
e quase 99% das aplicacoes utilizam fase reversa

e silica € o suporte mais utilizado devido a resisténcia quimica,
fisica e mecanica (particulas de 3 a 100 um)

(9
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FE. FM

FE FM amostra
Fase reversa Octadecil (C-18 ou -(CH,),,CH, Metanol, agua, Comp. ndo polares,
RP-18) acetonitrila, THF vitaminas, pesticidas,
_ esteroides,
Octil (C-8 ou RP-8) -(CH,),CH,4 hidrocarbonetos
Etil -CH,CH,
Cicloexil -CH,CH, o
feni -CH,CH,CH, o
Fase normal Ciano (CN) -(CH2),CN Etanol, cicloexano, Aminas, alcoois, fendis
hexano, propanol, éter,
cloroférmio
Amino (NH,) -(CH2);NH, Drogas, alcaloides
diol -(CH,);OCH,CHCH, Proteinas, peptideos
OH OH
silica -SiOH Acidos carboxilicos,

aminoacidos,
flavonoides
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Colunas, FE

Colloidal Silica Synthesis

Na,0 3.22 SiO, — Si(OH),
(water glass)

Polymerization
pH below 7 H=7 to 10
or with salts \ P No salts
/e
Silica !& \ \
gels .

See ller, The Chemistry of Silica, Silica sols
Wiley, 1979, pp. 174, 225.
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Colunas, FE

BEH Technology-

in Silico Mickrix

_E||:..'_::'| EH;—CH CEJI_

z i
|
——5i 3i—P—5—OtEt B Eio O}
"} ! | 4
: ? 7 BO=7~op ¥ 7 EHz R
Er ErD CEs

k]
m
=

_._.—-I'raihh{},.ﬁmc.rﬂi—hg
FH0) CE OEt |

Palyethoxysilane Tetraethoxysilans Bisitriethexysilyl)«thane
(BPEOS] (TEOS) (BTEE}

Al Chen . X0, 3, &7 H1-458H
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Colunas, FE

Packing of the Column

Spherical Particle

'::'-u.:.-'::'

]

Packed Bed (Stationary Phase)

—

Direction of flow
to pack column

Irregular Particle

Trifuncticnal 13

Monotunctional
Trifunctional g

Embedded Palar Group
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Colunas, FE

Retention Mechanisms in Hydrophilic
Interaction Chromatography (HILIC)

J i
Acstaniirle/ Water [$0:10) 5. 7 2 it Vorgomsl /A
a = -
\ Emos ""'dH:r ,L'ﬂ"s'.,;-u.lz ___.'5“
Aol w R L N

Poros da silica oot R

The combination of partitioning and weak cation-exchange resulls in refention
of polar bases with Atlantis® HILC Silica columns.
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Colunas, FE

raditional Silica Manufacturing Process

XTerra® Manufacturing Process:

= Bonded and Endcapped Much More Than a Surface Modification
Silica Particle

s |ower surfocs

o i

. b
coverage wg’;ﬁﬂ, =4 Bonded and Endcapped
. FF;GGI:;G peak shape g i XTerra® Particle
HO- Y-
roaess O * Highest, most

* pHrangs 2-8 homogenous coverage

o 1,/3 less silancls
s Superior peak shape
e pHrangs 1-12

i
por” | O
E

Tetracthoxysilane
(TEOS)

BN w
- . En’&gm‘ﬂft ¥ [ 3 t_(fl"“olél

Tatroathawy sllans Mathyltriathosysibans
(TEQS) |MTEDS)
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Colunas

Physical Characteristics of HPLC and UPLC™ Packing Materials

Eromd Chomlstry Partide Shope  Parilchs Stze{s)  Pore Slze  Surfoce Area [m®/g]  Pers Velome [cc/g] % Corben Leod  Endeapped
RCGUITY UPLE™ BEH Ly Spharical 1.7pm 1354 185 (.70 17 L
# S pharical 1.7pm 1354 185 0.70 13 s
<hieh RF., Spharical 1.7pm 1354 185 0.70 17 ¥
Phard Spharical 1.7 pm 1354 185 0.70 15 (L
HILIC Spharical 1.7 pm 1354 185 0.70 1] n/n
Atz it Spharical 3.5 10 pm 100k 330 1.00 12 ¥
Atkemtis® HILK. Silico Silica Spharical 3.5 pm 100k 330 1.00 n/n n/n
pBondapak” Ly Imagulor 10 pm 1254 330 1.00 93 yis
Phangd Imagular 10 pm 1254 330 1.00 23 s
N Imagular 10 pm 1254 330 1.00 &0 L
HH, Imagular 10 pm 1254 330 1.00 40 N
Bondapak® Oy Imagular 1520 pm 1254 330 1.00 10.0 s
, Imagular 1520 im 3008 100 1.00 &0 e
C Imagular 1520 pm 3004 100 1.00 35 -
Dafr-Fak™ 0, Spharica 5 15 pm 1008 300 1.00 73 v
> Spharical 5 15 pm 1008 300 1.00 170 e
, S pharical 5 15 pm 3004 125 1.00 24 -
(s Spharical 5 15 pm 3008 125 1.00 &4 v
MovrFak® G Spharical 4 & pm S0 120 0.30 73 e
2 S pharical 4 m &0 120 0.30 40 -
Fhar Sphwrical 4 pm &4 120 0,30 4.4 i
(N P Spharical 4 m i 120 0.30 3.0 e
Silica Spharical 4 & pm &0l 120 0.30 n/n n/n
pPorsl™ Silica Imagular 10 pm 1254 330 1.00 n/n n/n
Porsil™ Silica Imagular 1520 pm 1254 330 1.00 n/n n/n
Raschva™ C S pharical 5 10 pm 90 20 0.50 10.2 -
G, Spharical 5 um o0 20 0.50 5] 0
N Spharical 10 pm 04 200 0.50 30 1]
Silica Spharical 5 10pm ol 200 0.50 n/n n/n
Sunfira” G Spharical 25 355 10pm 1004 340 0.90 16 ¥
(, Spharical 75355 10mm 1004 340 0.90 ns ¥
Silicn Coharical 5 10 um 100k 340 R n nn



Colunas

Continuacgao...
AT JPIHII'.II .'I. e |.|III [R=Liro ] [= 0 L5 wLrw II_.I u II_.I u
Symmetry® iy Spherica 3.5 5 m 100k 335 0.90 191 v
(, Spherica 35 5 m 100k 335 0.90 117 e
SymmetryShish™ R, Sphetical 3.5 5ym 1004 335 0.90 15.0 s
RE., Spherica 5 im 100k 335 0.90 170 s
S ymmetryFrap™ iy Spherica 7m 100k 335 0.90 191 e
[ Sphetical 7m 1004 335 0.90 117 s
Symmetry300” iy Spherica 35 5m 300k 10 0.80 85 s
¢, Spherica 35 5 m 300k 110 0,80 13 e
Watars Spharsob® Silica Spharical 3.5 10pm a0k 220 0.50 n/n n/n
05, Spharica 3.5 10 pm Al 720 0.50 15 s
00s Spherica 3.5 10pm a0l 70 0.50 62 -
00sh S pharical 5 ym a0l 220 0.50 115 s
# Spharica 3.5 10pm a0l 720 0.50 53 s
. Spherica 3.5 10pm a0l 70 0.50 47 s
, Sphetical 3.5 10pm a0l 220 0.50 22 -
Nirik S pharical 3.5 10pm a0l 720 0.50 31 -
Aming Spharical 3.5 10pm Gl 20 0.50 19 1]
Phargd Spharical 3.5 10pm Ak 220 0.50 25 3]
a0,/ Spharica 5 ym al 70 0.50 5.0 s
Sh, S0 Spharical 5 10 pm a0l 70 0.50 40 -
NEW Brlge™ e Sphstica 25 35 5m 1354 185 07 175 s
@ Spharica 25 35 5pm 1354 185 07 175 s
shishl RF.q Spherica 75 35 5pm 1354 185 07 175 -
Phargd Spharical 25 35 5pm 1354 185 07 175 4G
ATamn® RF., Spharica 35 5 10 m 1254 175 0.70 150 s
R, Spherica 35 5 10 ym 125k 175 0.70 135 -
N5 Spherica 25355 10pm 1254 175 0.70 155 s
NS Spharica 25355 10pm 1254 175 0.70 120 s
Fhemd Spharical 35 5 m 125k 175 0.70 120 s
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Colunas

Crluren
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The cohmn siaionary phase chemisries of XTera™ columns ane key components In an ovenall method development plan.
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FE

Coluna a base de silica => pH de uso na faixa de 2-8;
Silica hibrida => pH na faixa de 2-12 ou 1-12.
Fluxos altos prejudicam o leito;

Pressao de trabalho alta e choques de pressao causam degradacao do leito
(além de desgastar os selos da bomba e do injetor).

Nao inverter coluna normalmente
Limpeza de colunas
Para sais e PIC=> 4gua 40-50°C
FE reversa usar THF

Armazenagem emsgolvente apropriado
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Colunas FM e FE

FM causa 50% dos problemas de analise;

Reagentes grau HPLC => pureza é imprescindivel (incluindo
agua);
Sais, PIC, acidos, tampoes purificados;

Colunas possuem filtros (aco sinterizado) de 2 um => retém
particulas em suspensao na FM;

Sujeiras maiores que 1/8 do didmetro da particula podem
entupir os caminhos do leito de recheio.
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Membranas para filtrar EM

Teflon (TFE) é apropriado para tudo, mas precisa ser
ativado com metanol ou outro organico antes da
passagem de agua ou acetonitrila;

Polipropileno hidréfilo (GHP) é adequado para agua e
organicos em geral menos TCB e 0-DCB;

Membrana de PVDF adequado para organicos e agua,
menos DMF, acetona e acetonitrila.
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Volume da amostra

Sobrecarga de amostra na coluna (2 mg/g de fase) resulta em
decréscimo de eficiéncia, decréscimo de retencao e aumento de
cauda;

Volume maximo de amostra depende: area superficial do suporte, %
de recobrimento, fator de retencao dos picos, resolucao, volume da
coluna;

Volume maximo de injecao deve ser < 1% do volume interno da
coluna vazia.

92

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA




Diluente da amostra

Se a amostra for preparada com solvente mais forte que FM
diminui-se a eficiéncia e o fator de retencao;

Sempre que possivel preparar a amostra em FM ou em solvente
mais fraco;

Exemplo: FM com 30% de metanol, amostra deve ser dissolvida em
no maximo 30% de metanol. 30% de acetonitrila também nao é
adequado.

93
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Temperatura

Colunas a base de silica: 60°C;

Colunas C18 e C8 a base de silica hibrida: 80°C;

Para um aumento de 10°C, dobra-se a velocidade de hidrélise
(degradacao) da camada organica do recheio;

Coluna GPC: entre 80 e 145°C;

Nao deixar a coluna com temperatura elevada sem ter FM passando.
94
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Colunas

Column efficiency *1

High <f— Preéé";f:: ——) | oW

J00 ar more

Standard Elrtn:l-er:;ze Spherical Irregular
Sk lgjamere 5 10 | 10-20 | 15-30 | so |230/70
rmml.D. N=00000"" | N=40000"" N=20000""{ N=10000"%) N=5000 **| N=2500 **
F
bwestigaation| 3880 Q Q—. Q-. Q Q Q
tens of mg j&D_EED_ELiD
11O OO
hundreds of m
» 1 01©9]1©|0]0]|0
d
100,150 Q @ Q Q
tensof g
""-““ O1© O
hundreds of g

Most Imum According to :1 Value per unit length
::Il:ltlmum optimu the purpose 2 :::E;:rpd:rh;nrﬂn:al plate
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Cromatografia de Troca 10nica

A cromatografia de troca iOnica, que geralmente é chamada de
cromatografia iOnica, refere-se a métodos modernos e eficientes de
separacao e determinacao de ions com base em resinas trocadoras de
jons.

A fase estacionaria é altamente carregada, sendo que solutos com cargas
de sinais contrarios a esta sao seletivamente adsorvidos. Os solutos
adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por deslocamento com
outros ions com mesmo tipo de carga (FM), porém com maior forca de
interacao com a FE.

A diferenca de afinidade entre os ions da fase movel e a matriz € devido a
diferencas de carga, sendo possivel controla-la utilizando forca idnica e
pPH.
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Cromatografia de Troca 10nica

ION EXCHANGE

INSIDE A PORE IN THE STATIONARY PHASE

Sample ions enter

/ f-' Counter 1oNs oUT Mobile
_ - phase
Counter ions - additives -
- - competition
1. INJECTION Ermois lors /:/' -
2. ADSORPTION: -
DISPLACEMENT OF
COUNTER IONS 3. ELUTION
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Cromatografia de Troca 10nica

Detector mais usado: eletroquimico => condutividade

Historicamente, a cromatografia de troca ionica foi feita em pequenos leitos
porosos formados durante copolomerizacao de emulsao de estireno e
divinilbenzeno. A presenca de divinilbenzeno (usualmente = 8%) resulta em
ligacOes cruzadas que conferem estabilidade mecanica aos leitos. Para tornar
o polimero ativo com relacao aos ions, grupos funcionais acidos ou basicos
sao quimicamente ligados a sua estrutura. Os grupos mais comuns sao
acidos sulfénicos e aminas quaternarias.

Os sitios ativos mais comuns para as resinas trocadoras de cations sao o
grupo acido sulfonico — SO, 'H* , um acido forte, e o grupo acido carboxilico —
COO'H*, um acido fraco. Trocadores anidnico contém grupos amina terciarias
— N(CH;);*OH" ou grupos de aminas primarias — NH;*OH" . O primeiro € uma
base forte e o segundo, uma base fraca.
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Cromatografia de Troca 10nica

A fase movel na cromatografia de troca idnica deve ter as mesmas
propriedades gerais requerida nos outros tipos de cromatografia. Isto é, deve
dissolver a amostra, ter uma forca de solvente que leve a tempos de
retencao razoaveis e interagir com solutos de modo a levar a seletividade.

Os processos de troca ibnica estao baseados em equilibrios de troca entre
ions em solucao e ions de mesmo sinal na superficie de um sdlido
essencialmente insoluvel de alto peso molecular.

A afinidade entre ions da fase moével e a matriz podem ser controlados
utilizando fatores como pH e a forca ibnica (concentracao de sal). A
seletividade depende da carga dos ions, concentracao e solvatacao.
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Cromatografia de Troca 10nica

Toyopearl lon Exchange Resins, typical properties

CM-6505 ﬁfi 20-50 0.08-0.12 40-60 1x 108 max. 0.4
CM-650M - -0-CH,-COOH 40-90 0.08-0.12 40-60 1% 108 max. 0.2
CM-650C % weak cation exchanger  50-150 0.05-0.11 35-55 6 x 10° max. 0.15
SP-6505 A5 20-50 0.13-0.17 40-60 1x 10% max. 0.5
SP-650M o  "O-CH,-CH,-CH-50, 40-90 0.13-0.17 40-60 1x 10¢ max. 0.2
SP-650C S strong cation exchanger 50-150 0.12-0.18 35-55 6 x10° max. 0.15
DEAE-6505 "’fi 20-50  0.08-0.12 25-35 1x10° max. 0.4
DEAE-650M EP O-CH/CHNACH),  40-90 008012 2535  1x10°  max 02
DEAE-650C -~ anion exchanger 50-150 0.05-0.11 2535 6x10° max. 0.2

5, superfine; M, medium; C, coarse

Conditions: Exclusion Limits are +/- 30 % and were determined using polyethylene glycol, polyethylene oxide or dextran standards, as
appropriate. Pressure drop has been determined in a2 600 x 22 mm column at 1.0 ml/min using 0.1 M NaCl as eluent. Samples used to determine
adsorption capacity were: CM-650, hemoglobin; SP-650, lysozyme; DEAE-650, bovine serum albumin.
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Cromatografia de Troca 10nica
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e AN [ ]
Trocadores anionicos

Trocadores anidnicos podem ser classificados como fortes ou fracos. O
grupo de troca em um trocador anionico fraco € uma base fraca, o qual
torna-se desprotonado e perde sua carga em pH elevado. DEAE-celulose é
um exemplo, no qual o grupo amino pode ser positivamente carregado
em pH™~9 ou menor e gradualmente perde sua carga em pH maiores. Um
trocador anibnico forte, contem uma base forte a qual permanece
positivamente carregada na faixa de pH normalmente utilizada (1-14).

CH3 C|:H3
CH, CH,
+ M
Cellulose—C—NH;  —m Cellulose—C—nH, + HY
CHo CHo
CH3 CH3

PROFA. DRA. , ,
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Trocadores cationicos

Trocadores catidnicos podem ser classificados em fracos e fortes. Um
trocador catidnico forte contem um acido fraco (como o grupo sulfénico)
gue permanece carregado em pH de 1-14. Um trocador cationico fraco
contem um acido fraco (como grupo carboximetil), o qual perde
gradualmente sua carga em pH abaixo de 4 ou 5.

11-1 | A PR Examples of Common lon-Exchange Resins

Type Functional Group Examples
strong acid cation exchanger sulfonic acid —503
. A s —CH2CH505-
Resinas cationicas - o e
weak acid cation exchanger carboxylic acid —CO0-
—CH2CO0~
strong base anion exchanger quaternary amine —CHzMN({CH3)3*
: cA i —CH;CHzN(CHCH3)3*
ReSInas anionicas weak base anion exchanger amine —MHz+

—CHCHzM H[CH:‘:ngz"'
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Cromatografia de Troca 10nica

Aplicacoes da Cromatografia de Troca I6nica em Sistema Organicos e
Bioquimicos

A cromatografia de troca idnica tem sido aplicada a varios sistemas
organicos e bioquimicos, incluindo drogas e seus metabadlitos, soros,
conservantes de alimentos, misturas de vitaminas, acucares e preparados
farmacéuticos. A figura a seguir mostra um exemplo dessas aplicacoes,
aonde 1.10® mol de cada um de 17 aminodcidos foram separados por
uma coluna catidnica.
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Figura & Separagio de aminodcidos em coluna de
troca idnica. Fase estaciondria: trocadar catidnico com
tamanho de particula de 8 pm. Presadio: 2.700 psi (repro-
dizida com permissdo de J R. Benzon, Amer. Lab.,
1972, 2(10), 60. Copyright 1972 by International Scienki-
fic Comrrrinicaiions, fnc)
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Tabela V-1

Exemplos de alguns tipos de trocadores baseados em polfmeros sintéticos

Tipo Constituigiio Férmula dos Marcas registradas de trocadores equivalentes®
trocadores
Acido forte  Grupos de 4cido sulfdnico §-SOsH* Amberlite  Dowex Lewatit lonac Zeocarb Duolite
ﬁpdou a copolimercs CG-120 S5ow S-100 C-240 225 C-20
de estireno-divinilbenzeno IR-6% C-250 C-225
IR-124
Acido fraco  Grupos de écido carboxflico -CH-COO'Na* Amberiite Dowex Lewatit lonac Zeocarb Duolite
ligados a copolimercs CG-50 CCR-1 CNO cC 26 C443
de fcido metacrilico IRP-64 MWC-1 CCN C-464
¢ divinilbenzeno IRC-84
Bamseforte  Grupos de amnio quaterndirio  # -CHy;N*(CH)y(I'  Amberfite  Dowex Lewatit lonac Zerolit FF Duolite
lgula a copolimeros CG-400 1 M-500 A-540 Permutit A-104
do estirenodivinilbenzeno IRA-401 M-5020 A-440 S1 A-101D
[RA-420 M-5080 A-546 A-109
Basefrsca  Grupos de polialquiamina # -NYHRCr Amberiite Diowex Lewatit lonac Zerolit G Duolite
dem » copolimercs R4S 3 MIH A-375 A6
de estirenodivinilbenzeno WGR A-260 A-4F
A-340
Fabricantes® -  Amberdite: Robm & Hass/TosoHass, EUA
Dowex: Dow Chemical Co., EUA
Lewatit: Pharbenfabriken Bayer, RFA
lonac: lonac Chemical Co., EUA

Zeocarb, Zerolit e Permutit: Permutit Co., Inglaterra
Duolite: Diamond Alkali Co., EUA
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Tabela V-2

Exemplos de alguns tipos de trocadores baseados em polimeros naturais

Tipo Sigla Denominacio Estrutura Matriz Exemplo Fabricante
Acido forte SP Sulfopropil -CH2-CH2-CH2-SO3H* Dextrano SP-Sephadex Pharmacia
Acido fraco oM Carboximetil CH2-COOH* Destraco CM-Sephadex Pharmacia
Celulose Cellex-CM Bio-Rad
Base forte QAE Dietil- (2-hidro- -C2H4-N* (C2H5)2CH2CHOHCHAC Dextrano QAE-Sephadex Pharmacia
xipropil) aminoetil Celulose Cellex-QAE Bio-Rad
Base Dimetilaminoetil -CH2-N(CH3)2 e
intermediAria e dimetilamino- -CH2-N*(CH3)2C2H40HCT Epoxipoliamina Bio-Rex § Bio Rad
hidroxietil
Base fraca DEAE Dietilaminoetil -CH2-CH2-N *-(C2H5)20H Dextrano DEAE-Sephadex Pharmacia
I:{' Agarose DEAE-Sepharose Pharmacia
Agarose DEAE-BioGel A Bio-Rad
Celulose DEAE-Sephacel Pharmacia
Celulose Cellex-D Bio-Rad
ECTEOLA  Trietanolamina -CH2-N* (C2H40H)30H" Celulose Cellex-E Bio-Rad
€ outras aminas ¢ outros
ligado & celulose
através de cadeias poliglicdis

PROFA. DRA. GLAUCIA MARIA



